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Einleitung

1. Einleitung

Unter Arthrofibrose versteht man eine in Qualitdt und/oder Quantitat pathologische
Bindegewebsvermehrung in Gelenken als Folgezustand von chirurgischen
Gelenkeingriffen und Traumata [Zeichen et al 2008].

Klinisch kann man die Arthrofibrose als (schmerzhafte) Bewegungseinschrankung mit
Gelenksteife aufgrund exzessiver Bindegewebevermehrung im Rahmen reparativer
Prozesse beschreiben [Zeichen et al 2000]. Eine Bewegungseinschrankung definiert
sich dabei Kklinisch durch die im alltaglichen Gebrauch notwendigen
Bewegungsausmale. So ist beispielsweise eine Beugefahigkeit im Kniegelenk von 83°
zum Treppensteigen, 93° zum Aufstehen von einem Stuhl und 106° zum Schniren
eines Schuhs notwendig [Laubenthal et al 1972]. Harner et al und Cosgarea et al
definierten eine Bewegungseinschrankung des Kniegelenkes nach VKB-Plastik ab einer
Extensionseinschrankung von >10° und einer Flexionseinschrankung von <125°
[Harner et al 1992, Cosgarea et al 1995]. Dabei bedeutet eine Flexionseinschrankung
von <90° eine Therapiebedurftigkeit im Kniegelenk. Dies deckt sich mit einer Groflizahl
der Angaben in der aktuellen Literatur [Gollwitzer et al 2006].
Bewegungseinschrankungen nach operativen Eingriffen kdnnen jedoch verschiedenste
Ursachen haben. So sind beispielsweise Revisionen in der Kniegelenksendoprothetik
am haufigsten aufgrund Polyathylenabrieb, aseptischer Lockerung, Instabilitat und
Infektion [Gollwitzer et al 2006]. Mit einem Anteil von 10-16% je nach Literaturangabe
stellt die Arthrofibrose einen weiteren wichtigen Grund zur Revisionsoperation nach
Knie-TEP dar. Somit kommt es haufiger zu einer Revisionsoperation aufgrund einer
Arthrofibrose, als beispielsweise aufgrund einer Fehlpositionierung [Gollwitzer et al
2006, Sharkey et al 2004, Sharkey et al 2002].

Damit verursacht die Therapie von generalisierten Arthrofibrosen einen erheblichen
stationaren und ambulanten Behandlungsaufwand, der von groRer soziobkonomischer
Bedeutung ist [Bosch et al 1999].

Postoperativen Bewegungseinschrankungen koénnen jedoch auch andere Ursachen
zugrunde liegen. So sollte beispielsweise differentialdiagnostisch auch an mechanische
oder muskulare Ursachen gedacht werden. Der Begriff Arthrofibrose wird
korrekterweise nur flir Bewegungseinschrankungen verwendet, die durch eine
exzessive Bindegewebsvermehrung mit inflammatorisch-reparativen Prozessen

verursacht werden [Bosch 2002].
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1.1 Atiologie

In der Endoprothetik des Kniegelenkes gilt ein verminderter praeoperativer
Bewegungsumfang als wesentlicher prognostischer Faktor flr das postoperative
Bewegungsausmal, und bildet zusammen mit den UbermaRigen perioperativen
Schmerzen die Hauptrisikofaktoren zur Ausbildung einer postoperativen Arthrofibrose
nach Knie-TEP-Implantation [Fox et al 1981, Nicholls et al 1990]. Ebenfalls sind
systemische Grunderkrankungen, wie beispielsweise die rheumatoide Arthritis,
Diabetes mellitus oder Neigung zur Keloidbildung Risikofaktoren zur Ausbildung einer
postoperativen Arthrofibrose [Nicholls et al 1990, Vezeridis et al 2010]. Fur die
postoperative Arthrofibrose nach VKB-Plastik ist der praoperative Reizzustand des
Kniegelenkes (Schwellung, Uberwarmung und intraartikulérer Erguss) ein bedeutender
Risikofaktor [Mayr et al 2004]. Die Bedeutung wiederholter Voroperationen fur die
Ausbildung einer Arthrofibrose ist hingegen umstritten [Mayr et al 2004, Scranton 2001].
In der Literatur beschaftigen sich die allermeisten Arbeiten mit der Arthrofibrose des
Kniegelenkes. Hier hat sich eine Unterscheidung zwischen der generalisierten oder
primaren Arthrofibrose und der lokalisierten oder sekundaren Arthrofibrose durchgesetzt
[Lobenhoffer et al 1999, Bosch et al 1999].

1.1.1 Primére / Generalisierte Arthrofibrose

Die primare Arthrofibrose ist durch eine mehr oder weniger generalisierte
Bindegewebsvermehrung im gesamten Gelenk gekennzeichnet, wobei die fibrotische
Reaktion mit Abstufungen alle Binnenstrukturen des Gelenkes umfasst [Zeichen et al
2008, Lobenhoffer et al 1999].

Als Ursachen kommen neben den oben genannten Risikofaktoren z. B. Infektionen,
chronische Fremdkoérperreaktionen oder lang anhaltende lokale Gelenkirritationen in
Betracht [Lobenhoffer et al 1999]. In der Regel haben Patienten mit generalisierter
Arthrofibrose einen langwierigen Verlauf hinter sich, der Gber Monate bis Jahre gehen
kann [Lobenhoffer et al 1999]. Ausgedehnte physiotherapeutische Malknahmen und
arthroskopische Eingriffe bleiben zumeist ohne Erfolg [Lobenhoffer et al 1999]. Klinisch
ist das betroffene Gelenk teigig geschwollen oder generalisiert fibrosiert, die Patella ist
hypomobil und haufig distalisiert, die seitlichen Retinaculae sind kontrakt und
druckschmerzhaft, der Hoffa sche-Fettkorper zeigt sich hypertrophiert [Lobenhoffer et al
1999]. Zudem liegt eine kombinierte Extensions- und Flexionseinschrankung mit

endgradig hartem Anschlag vor [Lobenhoffer et al 1999].
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Die primare Arthrofibrose rezidiviert haufig trotz Revisionseingriffen. Daher empfehlen
die meisten Autoren als Therapie der Wahl die moglichst vollstandige Resektion des
fibrotischen Gewebes, da nur damit eine Chance besteht, den Prozeld zum Stillstand zu
bringen und die Gelenkbeweglichkeit wiederherzustellen [Lobenhoffer et al 1999,
Gollwitzer et al 2006].

Nach der Meinung von Lobenhoffer [Lobenhoffer et al 1999] bleiben arthroskopische
Therapieversuche mit Synovektomie und Débridement oftmals erfolglos, da mit
arthroskopischen Rotationsmessern neue Lasionen erzeugt werden, weshalb frihe
Rezidive drohen. Des Weiteren ist aufgrund der derben Konsistenz des Gewebes und
teilweise auch extraartikularen Proliferation mit endoskopischen Verfahren eine
vollstandige Resektion technisch in den meisten Fallen nicht méglich [Lobenhoffer et al
1999]. Aus diesem Grund ist bei der generalisierten Arthrofibrose nach ausbleibendem
Erfolg der konservativen Therapiemallnahmen mit adaquater Analgesie,

physiotherapeutischer Beubung und Narkosemobilisation primar die offene Arthrolyse

anzustreben. Bei bestehendem Streckdefizit sollte zudem eine dorsale Kapsulotomie
durchgefuhrt werden [Gollwitzer et al 2006, Lobenhoffer et al 1999]

Abbildung 1.1: (a) Makroskopischer, intraoperativer Befund einer generalisierten
endoprothesen-assoziierten Arthrofibrose. Es zeigt sich deutlich die verbreiterte
Synovialmembran (rechts im Bild). (b) Makroskopischer Befund der resezierten
Synovialmembran: Verdicktes Gewebe mit fester Konsistenz, bei makroskopischem

Fehlen von Entziindungszeichen.
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1.1.2 Sekundare / Lokalisierte Arthrofibrose

Einschrankungen der Gelenkbeweglichkeit durch eine sekundare Arthrofibrose
entstehen, im Gegensatz zur primaren / generalisierten Arthrofibrose, durch eine
lokale, meist mechanische Problematik [Bosch et al 1999, Lobenhoffer et al 1999].
Typisches Beispiel ist das Zyklopssyndrom und die Transplantathypertrophie durch
Notch-Impingement nach vorderer Kreuzbandplastik (VKB-Plastik) und intra- und
extraartikulare Bridenbildung nach Gelenkoperationen und Traumata [Lobenhoffer et al
1999, Zeichen et al 2008]. Zum Notch-Impingement kommt es am haufigsten aufgrund
eines zu weit ventral platzierten tibialen Bohrkanals. Hierdurch kommt es zu einem
Impingement des Transplantates gegen das Notch-Dach. Ein zu weit lateral platzierter
Bohrkanal kann zu einem lateralen Notch-Impingement fuhren. Aufgrund der
anatomisch ungunstigen Kreuzband-Transplantat-Platzierung kommt es zu einer
chronischen Transplantatirritation, was zu einer Hypertrophie des Sehnengewebes mit
schmerzhafter Bewegungseinschrankung fuhren kann [Lobenhoffer et al 1999, Krenn et
al 2009]. In Gegensatz zur generalisierten Arthrofibrose lasst sich die lokale
Arthrofibrose haufig gut durch eine arthroskopische Therapie beseitigen [Gollwitzer et al
2006, Lobenhoffer et al 1999]. Fur den Fall des Notch-Impingement kann ein
Débridement des hypertrophierten Transplantates sowie Notch-Plastik zu guten
postoperativen Ergebnissen fihren [Lobenhoffer et al 1999, Gollwitzer et al 2006,
Scranton 2001]. Im Vergleich zur generalisierten Arthrofibrose rezidiviert die lokalisierte
| sekundare Arthrofibrose nach Beseitigung des mechanischen Hindernisses bei
adaquater Nachbehandlung in der Regel nicht [Lobenhoffer et al 1999].

Einen weiteren wichtigen Faktor stellt die Motivation und Compliance der Patienten dar,
da die langwierige intensive krankengymnastische Beubung eine Grundvoraussetzung

zum Erhalt des postoperativ gewonnen Bewegungsausmalies ist [Gollwitzer et al 2006].

1.2 Pathogenese

Die pathogenetischen Faktoren der Arthrofibrose sind ungeklart, weshalb auch die
Therapie zurzeit aus symptomatischen und weniger aus kausalen Ansatzen besteht.
Bisherige Untersuchungen beschreiben im Wesentlichen eine exzessive, intraartikulare
Neubildung von Bindegewebe im Rahmen reparativer Prozesse [Zeichen et al 2000].

Es existieren mehrere Hypothesen zur Pathogenese, welche meist als gemeinsame
Basis von einer (temporaren) Hypoxie und Perfusionsstérung der Gelenkinnenhaut

ausgehen [Freeman et al 2010, Gollwitzer et al 2006]. Dabei kann eine durch ein
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Trauma oder Operation temporar ausgeloste Hypoxie, durch Einblutung in das
betroffene Gelenk, zu einem interstitielen Odem und zur Ausbildung von
Granulationsgewebe fuhren, was schlie3lich die Gelenkfibrose initiiert [Gollwitzer et al
2006, O’Driscoll et al 2000].

Die Hypoxie der Synovialis fuhrt zu einer vermehrten Freisetzung von
Entzindungsmediatoren und dadurch zu einer Dilatation der Blutgefalte mit Exsudation
von Plasma [Murakami et al 1997, Gollwitzer et al 2006]. Die Folge ist ein Odem des
periartikularen Gewebes, welches klinisch durch gesteigerte Schmerzen und
eingeschrankte Beweglichkeit imponiert. SchlieRlich kommt es zum Ersatz der
interstitiellen Flussigkeit durch extrazellulare Matrix mit pathologisch gesteigerter
Synthese von Kollagen [Murakami et al 1997], insbesondere Kollagen I, Il und VI
[Gollwitzer et al 20086].

Untersuchungen von systemischen und organspezifischen Fibrosen haben gezeigt,
dass es dabei charakteristischerweise zu einer vermehrten Expression von Kollagen
Typ VI kommt [Zeichen et al 2000, Lanzafame et al 1994, Magro et al 1995, Pelton et al
1990]. Zeichen et al konnten durch eine immunhistochemische Untersuchung an 18
Patienten mit Arthrofibrose eine starke Immunreaktion flr Kollagen Typ VI vor allem
perivaskular und subsynovial nachweisen. Typ-lll-Kollagen zeigte dabei ein diffuses
Verteilungsmuster. Typ-VI-Kollagen kénnte dabei eine Mediatorfunktion haben, da es
als mikrofibrillares Netzwerk der Adhasion und Proliferation von Fibroblasten sowie der
Bindung anderer Kollagentypen dient [Zeichen et al 2000].

Neuere pathogenetische Konzepte zur Fibrogenese beschreiben eine Fibrose als
»pathologische Wundheilung“ oder gestortes ,Remodeling“ [Zeichen et al 2008, Kolb et
al 2001]. Bei der Lungenfibrose werden beispielsweise wiederholte Entzindungen im
mikroskopischen Bereich, eine gestérte Kommunikation zwischen Entzindungs- und
ortsstandigen Zellen und fokale Fibroblastenproliferationen angenommen. Diese fuhren
zu einer UberschielRenden Deposition und reduziertem Abbau extrazellularer Matrix
[Selman et al 2001]. Dabei ist ein wesentlicher pathogenetischer Faktor die
Dysregulation auf der Ebene der Zytokine. Uber diese Mediatoren I4uft ein GroRteil der
interzellularen Kommunikation ab [Allen et al 2002, Lasky 2000]. Zum Einen gibt es
proinflammatorische Zytokine, welche die Entziindungsreaktion fordern und zu einer
verstarkten Einwanderung von Granulozyten und Lymphozyten in das Wundgebiet
fuhren, z. B. TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, MCP-1 und MIP-1 [Zeichen et al 2008]. Des
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Weiteren gibt es antiinflammatorische Zytokine wie PDGF (Platelet Derived Growth
Factor), FGFs, TGF-a und TGF-1-3 (Transforming Growth Factor 3), mit denen der
akute Prozess eingedammt und die Geweberegeneration eingeleitet und gesteuert
werden [Remick et al 1995]. Eine Trennung in diese beiden Gruppen hilft dem
Verstandnis der komplexen Regulationsvorgange, entspricht aber nicht der Realitat
[Zeichen et al 2008]. Ein ausgewogenes Zusammenspiel ,destruktiver* und
~konstruktiver” Zytokine ist zur Erhaltung der Organintegritat nétig [Keane et al 2002]. Ist
also die antiinflammatorische Zytokinreaktion verstarkt, kann es zu ,exzessiver®
Wundheilung kommen, mit der Konsequenz einer irreversiblen Gewebsfibrose [Zeichen
et al 2008].

Bereits 1995 konnten Murakami et al an 12 Patienten mit einem Durchschnittsalter von
23 Jahren in Gewebeproben der Synovialis zwischen dem 5.Tag und 10 Monate nach
vorderer Kreuzbandruptur immunhistochemisch eine vermehrte positive Reaktion fur
TGF-B und PDGF in synovialen Fibroblasten und Makrophagen nachweisen [Murakami
et 1995]. lhrer Meinung nach sind beide Zytokine bei der Entstehung der Arthrofibrose
von Bedeutung [Murakami et al 1995]. TGF-B qilt als Schlisselzytokin fur fibrosierende
Erkrankungen [Zeichen et al 2008]. In einer weiteren immunhistochemischen Studie von
Zeichen et al 2008 bei 7 Patienten im Alter von 18-49 Jahren mit symptomatischer
Arthrofibrose und einer mittleren Zeit zwischen Trauma und Probeentnahme von 14,3
Monaten, fand sich ebenfalls eine starke Immunreaktion fur TGF- und PDGF. Hier
zeigten sich vornehmlich um lymphoplasmozellulare Infiltrate vermehrt positive
Reaktionen fur beide Zytokine [Zeichen et al 2008]. Man weil}, dass TGF- die
Synthese von extrazellularer Matrix stimuliert, insbesondere von Kollagen und
Fibronectin, sowie den Matrixabbau durch eine Anderung des Gleichgewichts von
Kollagenasen (Matrix-Metalloproteinasen, MMP) und Kollagenaseinhibitoren (,tissue
inhibitor of metalloproteinase®, TIMP) vermindert [O’Kane S et al 1997]. Des Weiteren
konnten Lafayatis et al 1989 in einer in vitro Studie zeigen, dass TGF-B zu einem
Anstieg der mRNA von Kollagen Typ | bei Synovialzellen flhrt [Lafayatis et al 1989].
Durch intraartikulare Injektionen konnte auch eine fibrose Hyperplasie der Synovia im
Hasenmodell induziert werden [Allen et al 1990, Elford et al 1992].

Im Gegensatz zu TGF-B stimuliert PDGF die Zellproliferation, ist chemotaktisch fir
Fibroblasten, neutrophile Granulozyten und Makrophagen/Monozyten und kann die

Fibronectin- und Prokollagensynthese steigern, d.h. PDGF stimuliert die Zellproliferation
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von Synovialzellen [Zeichen et al 2008]. Es ist also zu vermuten, dass TGF- B und

PDGF eine Schlusselfunktion bei der Arthrofibrose spielen.

Unterhauser et al. konnten 2004 in einer immunhistochemischen Studie an 9 Patienten
mit Arthrofibrose nach vorderer Kreuzbandplastik eine erhdhte Zelldichte von a-Smooth
muscle actin positiven Myofibroblasten nachweisen [Unterhauser et al 2004]. Dabei war
im Vergleich zur Kontrollgruppe | (Gewebeproben wahrend primarer vorderer
Kreuzband Plastik) eine 10-fach erhdhte Zelldichte, und im Vergleich zur Kontrollgruppe
II (Gewebeproben gewonnen aus second-look Arthroskopien nach primarer vorderer
Kreuzbandplastik) eine 5-fach erhdhte Zelldichte von Myofibroblasten nachweisbar
[Unterhauser et al 2004]. Myofibroblasten sind hochdifferenzierte Fibroblasten. Von
Ihnen ist bekannt, dass sie eine Hauptrolle wahrend der Ausbildung von Fibrosen und
kontrakter Wundheilung spielen [Unterhauser et al 2004]. In dieser Untersuchung
werden erstmals Myofibroblasten, bzw. die erhdhte Zelldichte von Myofibroblasten als
Substrat der Arthrofibrose nach vorderer Kreuzbandplastik immunhistochemisch
definiert. Diese Daten sind zwar sehr gut nachvollziehbar, allerdings zeigen die in dieser
Publikation dargestellten mikroskopischen Befunde keine charakteristische Morphologie
einer ausgepragten fibrosen Gewebereaktion. Vielmehr wird Synovialgewebe mit
leichtgradig erhohter Zellularitat des fibrosen Gewebes dargestellt. Es bestehen hier
somit mehr Anlichkeiten zu den stromalen Verénderungen einer low grade Synovialitis,
als zu einem Substrat einer schwerwiegenden fibrosen Gewebereaktion als mogliches
Substrat einer Arthrofibrose. Zusatzlich ist in einer mikroskopischen Aufnahme eine
geordnete, organoide Verteilung von Fibroblasten erkennbar. Dies entspricht in erster
Linie Bestandteilen einer nur leichtgradig fibrosierten Gelenkkapsel. Als
Vergleichsgewebe wurde synoviales Fettgewebe verwendet, welches im formalen und

funktionellen Sinn kein optimales Vergleichsgewebe darstellt.

Welche Rolle die Immunantwort bei der Entstehung der Arthrofibrose spielt, wurde von
Bosch et al 2001 in einer immunhistochemischen Analyse an 18 Patienten untersucht.
Hier zeigte sich eine variabel ausgebildete lymphozytare entzindliche Infiltration durch
CD3-positive Lymphozyten, sowie ein erhdhter Anteil proliferierender, Ki-67-positiver
Zellen [Bosch et al 2001].



Einleitung

Mdglicherweise stellen auch Abriebpartikel einen pathogenetischen Faktor der
Arthrofibrose dar, so dass histopathologisch ein abriebinduzierter Typ von einem
nichtabriebinduzierten Typ der Arthrofibrose unterschieden werden kann [Krenn et al
2009]. Diese Subtypisierung wurde auf Basis von histopathologischen Befunden

postuliert [Krenn et al 2008], ist jedoch nicht abschlieRend geklart.

1.3 Histopatholgische Charakterisierung und Graduierung der Arthrofibrose

Nach Krenn et al 2008 wird fir die histopathologische Diagnostik eine dreistufige
Graduierung der Arthrofibrose vorgeschlagen. Diese orientiert sich an histologischen
Kriterien (Fibrosierung der Synovialis / des periprothetischen Gewebes mit
Hyalinisierung, fehlende bzw. minimale lymphozytare entziindliche Infiltration, fehlende
bzw. minimale Abriebreaktion) und vor allem an der fibroblastaren Zelldichte [Krenn et
al 2008]. Die semiquantiativen, abgestuften Kriterien der fibroblastaren Zelldichte
werden folgendermalden definiert:

Grad I: Geringradige fibroblastare Zellularitat: Abgrenzung zu einer unspezifischen

Vernarbung ist histopathologisch nicht mdglich; klinische Informationen sind nétig.

Grad II: MaRiggradige fibroblastare Zellularitat mit nodalem Aspekt des fibrosen
Gewebes.
Grad llI: Hochgradige fibroblastare Zellularitat: histopathologische Ahnlichkeiten zu

einer Fibromatose (z.B. Morbus Dupuytren).

Bei Grad Il und lll der Arthrofibrose ist eine Abgrenzung von der periprothetischen
Neosynovialis vom Indifferenztyp eindeutig mdglich, bei einem Grad | ist die klinische
Information unerlasslich. [Krenn et al 2008]

Diese Klassifikation ermdglicht eine Abgrenzung von der periprothetischen
Neosynovialis vom Indifferenztyp, basiert jedoch auf nur orientierend festgelegten
Kritrerien, eine Beschreibung von Arthrofibrose charakteristischen Zellen ist hier nicht

beinhaltet.
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2. Aufgabenstellung

Es existieren keine genauen zytopathologischen-, histopathologischen-, und keine
immunhistochemischen Kriterien flr die Diagnose der Arthrofibrose, insbesondere der
endoprothesen-assozierten Arthrofibrose. Die klinische Diagnose der Arthrofibrose
basiert auf uneinheitlichen Kriterien und Symptomen des Patienten [Gollwitzer 2006,
Zeichen et al 2008, Bosch et al 1999]. In der Literatur finden sich bis auf den Vorschlag
der oben genannten klinischen Klassifikation einer orientierenden histopathologischen,
dreistufigen Graduierung [Krenn et al. 2010] jedoch keine systematisch erhobenen und
definierten Kriterien zur histopathologischen Diagnose einer Arthrofibrose. Es bestehen
Publikationen mit kleinen Fallzahlen: Diese Veroffentlichungen bericksichtigen einen
bestimmten Umstand, wie beispielsweise die Arthrofibrose nach
Kniegelenksendoprothetik bzw. nach vorderer Kreuzbandplastik [Gollwitzer 2006,
Zeichen et al 2008, Zeichen et al 2000, Murakami et al 1997]. Arbeiten mit Bezug zu der
endoprothesen-assozierten Arthrofibrose lassen eine genaue Charakterisierung der
histopathologisch, pathognomonischen Veranderungen vermissen. Somit ist das
histopathologische Aquivalent der Arthrofibrose nicht, beziehungsweise nur

unzureichend, charakterisiert.

1-Histopathologische Charakteriserung und Graduierung der Arthrofibrose:

Die Analyse des Gewebes erfolgte durch definierte, zytopathologische und
histopathologische Kriterien in klinisch diagnostizierten Arthrofibrose-Fallen: Festgelegt
wurde die ,gewebliche Dichte” des fibrosen Gewebes (sog. Zellularitat) durch
semiquantitative Kriterien: Abstand zwischen den Fibroblasten. Dieser Abstand wurde
als relativer Abstand, bezogen auf die Lange der Fibroblasten-Zytoplasmen festgelegt.
Da histologische Graduierungsschemata von degenerativen und inflammatorischen
Erkrankungen auf einer dreistufigen Abstufung (gering, mittel, viel) basieren [Krenn et
al. 2002, Krenn et al 2010], und dieses Prinzip sich als gut reproduzierbar erwiesen hat,

wurde das Schema einer ,dreistufige Graduierung® fur die Arthrofibrose Gbernommen.



Herleitung der Aufgabenstellung

2-Festlegung immunhistochemischer, quantitativer Kriterien:

Bei fibrésen, tumordhnlichen La&sionen mit hoher Zellularitdt an Fibroblasten
(Fibromatosen) ist eine Expression von Beta-Catenin beschrieben [Mac Donald et al
2009, Kim et al 2011, Ferenc et al 2009]. Somit sollte die Expression von Beta-Catenin
immunhistochemisch analysiert werden und ein Schwellenwert festgelegt werden, ab
welcher Quantitat von Beta-Catenin positiven Fibroblasten pro HPF die Diagnose einer
Arthrofibrose, insbesondere in Abgrenzung von einer Neosynovialis vom Indifferenztyp,
zulassig ist. In der Literatur finden sich mehrere Schreibweisen fur Beta-Catenin. Zur
besseren Vergleichbarkeit mit anderen Arbeiten wurde sich in der vorliegenden
Promotionsschrift fur die am haufigsten gewahite Schreibweise ,Beta-Catenin®

entschieden. Synonym kann die Schreibweise ,3-Catenin“ verwendet werden.

Ziel dieser Promotionsschrift ist somit die Festlegung zytopathologischer,
histopathologischer und immunhistochemischer Charakteristika der Arthrofibrose
(Beta-Catenin positive Fibroblasten pro HPF), als Basis fiur eine histopathologische /

immunhistochemische Arthrofibrose Diagnostik mit hoher Sensitivitat und Spezifitat.
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3. Material und Methode

3.1 Untersuchungsmaterial und Patienten

Die Gewebeentnahmen von 262 Patienten (Gelenkrevisionseingriffe von Knie-, HUft-,
Sprung- und Schultergelenk) erfolgte im Rahmen der histopathologischen
Routinediagnostik mit den Fragestellungen nach Arthrofibrose und Klassifikation des
synovialen / neosynovialen Gewebes bzw. der periprothetischen Membran. Hierbei
wurde sowohl die Neosynovialis nach endoprothetischen Revisionseingriffen als auch
die Gelenkkapsel nach nicht endoprothetischen Gelenkeingriffen (z.B. bei
Bewegungseinschrankung nach arthroskopischen Eingriffen) analysiert. Entscheidend
war die klinische Diagnose einer Arthrofibrose. Das Vergleichs-Kollektiv setzte sich aus
29 Patienten mit periprothetischer Membran vom Indifferenztyp (nichtabriebinduziert,
nicht-infektiés, Typ IV-Membran) entsprechend der Konsensusklassifikation der
periprothetischen Membran gelockerter Hiuft- und Knieendoprothesen [Morawietz et al
2004, Krenn et al. 2010] zusammen. Die mikroskopische Befundung wurde an einem
Durchlichtmikroskop (DM 2500, Leica, Wetzlar) an vollautomatisch gefarbten
Hamatoxylin-Eosin (HE) Schnittpraparaten (1 bis 3um) durchgefihrt. Die HE-Farbung
wurde nach einem in der Routinediagnostik tUblichen Standardprotokoll durchgefthrt. 30
Falle mit der histopathologischen Diagnose Arthrofibrose mit ausreichend
reprasentativem Gewebe wurden immunhistochemisch mit Antikdrpern gegen Beta-
Catenin analysiert. Diese setzten sich aus jeweils 10 Fallen von Arthrofibrose Grad 1,
Grad 2 und Grad 3 zusammmen. Aullerdem wurden jeweils 15 Praparate mit
Neosynovialis vom Indifferenztyp (Typ IV) und als Positivkontrolle 8 Falle mit einer
histopathologisch gesicherten Fibromatose, davon 6 Falle der Palmaraponeurose,
sowie jeweils ein Fall der Plantaraponeurose und einer cervikalen Fibromatose,

verwendet.
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3.2 Aufarbeitung der Gewebe

Das in 4% gepuffetem Formalin zu diagnostischen Zwecken Ubersandte Gewebe
wurde zu einer maximal 0,5cm dicken Scheibe zugeschnitten und in einer
Kunststoffkassette fur weitere 24-48 Stunden in 4% gepuffertem Formalin fixiert. Es
folgte die Entwasserung in einem geschlossenen Entwasserungsgerat (Peloris SOP
8204, Leica, Wetzlar), unter Vakuum und Warme Uber eine aufsteigende Ethanolreihe
und Xylol als Intermedium, gefolgt von einer Paraffineinbettung Gber Nacht. Nach dieser
Behandlung wurden 1-3um dicke Schnitte angefertigt (Rotationsmikrotom Hyrax M40,
Zeiss, Oberkochen; Messer A35, Feather, Osaka, Japan), auf entfettete unbeschichtete
Objekttrager (Objekttrager Superfrost entfettet und geschnitten, Menzel, Braunschweig)
aufgezogen, und fur ca. 10-15 Minuten im Waremschrank (function line, Firma Heraeus,
Hanau) bei ca. 70°C abgeschmolzen. Daraufhin wurden die Objekttrager fur 5 Minuten

in Xylol entparaffiniert und mit einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert.

3.2.1 Protokoll der HE-Farbung

Die HE-Farbung wurde unter Verwendung des Leica ST 4040 Farbemoduls fur die
vollautomatische Verarbeitung von Proben ausgefuhrt.

Nach Deparaffinierung mittels Xylol und einer Ethanolreihe (s.0.) sowie Spulen mittels
Leitungswasser, Beginn mit der Kernfarbung. Hierzu wurden die Objekttrager fir 4 mal
2 Minuten in Hamatoxylin nach Harris (Hamatoxylin nach Harris, Surgipath, Richmond,
lllinois, USA) eingetaucht. AnschlieRend wurden die Kerne mittels Eintauchen fir
jeweils 2 Minuten in 70%iges Ethanol und 25%ige Salzsaure sowie anschlielendem
Spulen mit Leitungswasser geblaut. Danach erfolgte die Hintergrundfarbung mit Eosin
(Eosin Y, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) flr insgesamt 4 mal 2 Minuten.
Abschlieend wurden die Schnitte durch eine aufsteigende Ethanololreihe geflhrt und 3
mal fur jeweils 2 Minuten in Xylol eingetaucht. Zuletzt wurde im Eindeckautomaten
(CV5030, Leica, Wetzlar) mittels eines Eindeckmittels (Fixogum Fotokleber) eingedeckt.

AnschlieRend wurde der gefarbte Schnitt mit einem Deckglas verklebt.

12
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3.2.2 Immunhistochemische Darstellung von Beta-Catenin

Die immunhistochemische Farbung wurde unter Verwendung des Benchmark XT ICH
Farbemodul (Ventana Medical Solutions, Tucson, USA) automatischen Slide Stainers
fur  die vollautomatische  Verarbeitung von  Proben  ausgefuhrt. Die
immunhistochemische Farbung wurde mittels des vorgefertigten I-VIEW DAB Farbekit
durchgefuhrt (Ventana Medical Solutions, Tucson, USA). Eine weitere Aufarbeitung in
Sinne einer Verdlnnung der einzelnen Chemikalien war nicht notwendig.

Nach Deparaffinierung mittels Xylol und einer Alkoholreihe (s.0.), wurde eine
Zellkonditionierung mittels Zell-Conditioner 1 (CC1) Uber 8 Minuten bei 95°C, gefolgt
von einer milden CC1 Zellkonditionierung Uber 30 Minuten, durchgefuhrt. Darauf folgte
eine CC1 Zellkonditionierung Uber 4 Minuten bei 100°C, und nach 6-maligem
Auftragen von CC1 Ausschalten der Heizung und weitere Zellkonditionierung tber 8
Minuten. Nach Spulen mit Reaktionspuffer und Inkubieren flr weitere 4 Minuten folgte
das Auftragen von 1 Tropfen [-VIEW Inhibitor. Dieser wurde 4 Minuten inkubiert, mit
Reaktionspuffer gespuilt, und fir weitere 4 Minuten reinkubiert. Anschliel3end erfolgte
eine Spulung mit Reaktionspuffer und das Auftragen des primaren Antikdrpers gegen
Beta-Catenin (Beta-Catenin Antikdrper Klon 14, Ventana Medical Solutions, Tucson,
USA). Die Schnitte wurden 32 Minuten lang mit dem primaren Antikdrper inkubiert.
Anschlie®end erfolgte eine erneute Spulung mit Reaktionspuffer und eine 4 Minuten
Inkubation bei 37°C, ein erneutes Spulen und Auftragen von 1 Tropfen I-VIEW BIOTIN
Ig (Inkubation flr 8 Minuten). Folgend Spulung und Auftragen von 1 Tropfen I-VIEW
SA-HRP und Inkubieren fur 8 Minuten. Danach 2-maliges Spulen mit Reaktionspuffer.
Nun erfolgte das Auftragen von DAB (3,3 Diaminobenzidin) als Chromogen und
Auftragen von [-VIEW H;O, zum Blockieren der endogenen Peroxidase, dann
Auftragen von LCS und Inkubieren fur 8 Minuten. AbschlieRend wurden die Schnitte mit
Reaktionspuffer gespult und eine nukleare Gegenfarbung mit Hamatoxylin nach Harris
durchgefuhrt. Die mitgefuhrten sog. Negativkontrollen zeigten keine spezifische

zytoplasmatische und / oder nukleare Reaktion.
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3.3 Definition der histologischen Grade der Arthrofibrose, der Neosynovialis vom

Indifferenztyp und Fibromatose

Die histopatholgische Graduierung der Arthrofibrose orientierte sich an den Kriterien
nach Krenn et al 2008, einer dreistufigen Graduierung, welche auf nur orientierend
definierten Veranderungen beruht. Diese histopathologische Graduierung wurde durch
Festlegung semiquantitativer Kriterien (Abstand der der fibroblastaren Zellen,
Fibroblasten zueinander) erweitert. Fibroblasten sind zytomorphologisch durch
langsovale, gering eosinophile Zytoplasmen und durch langsovale, hypochromatische,
gering nukleolenprominente Zellkerne charakterisiert. Die Bewertung erfolgte in den
Gewebsarealen mit am meisten ausgepragten, geweblichen Veranderungen. Ein
Prinzip, das in der histopathologischen Diagnostik als ein generelles Diagnoseprinzip
fur neoplastische Erkrankungen und auch entzindliche Erkrankungen akzeptiert ist
[Krenn 2006 et all.

3.3.1 Histopathologische Kriterien der Arthrofibrose und Arthrofibrosegrade

Grad 1 der Arthrofibrose :

Geringradige fibroblastare Zellularitat: Der Abstand zwischen den Fibroblasten betragt

mehr als 2 Zelllangen (von Fibroblasten). Dieses Kriterium basiert auf der in der HE-
Farbung und in der immunhistochemischen Beta-Catenin Darstellung nachweisbaren
Zytoplasmen.

Histopathologisch besteht membranartiges, hochgradig fibrosiertes / hyalinisiertes
Bindegewebe, d.h. kollagenes faserreiches Bindegewebe. Die Oberflache wird
abschnittweise von polarorientierten Fibroblasten, vereinzelten breitzytoplasmatischen
Zellen (Makrophagen) begrenzt (synoviale Deckzellschicht). Perivaskular sind einzelne
Lymphozyten / Makrophagen nachweisbar. Polarisationsoptisch findet sich kein bzw.
ein geringer Nachweis von Abriebpartikeln. In der PAS-Reaktion kein Nachweis
gruppiert gelagerter / degenerierender neutrophiler Granulozyten. In der Berliner-Blau-
Reaktion sind nur gelegentlich fokale Hamosiderindepositionen nachweisbar. Die
Abgrenzung zu einer unspezifischen, fibrdsen Narbenbildung ist histopathologisch nicht
mdglich (Abbildung 3.1).
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- -

.3

Abbildung 3.1: Arthrofibrose Grad 1. Locker gelagerte Fibroblasten, der Abstand der

Fibroblasten zueinander betragt mehr als 2 Zellldngen, geringradige fibroblastare

Zellularitat (siehe Rechteck). (HE-Farbung, Originalvergrof3erung 100x)
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Grad 2 der Arthrofibrose:

MaRiggradig erhohte fibroblastare Zellularitat des fibrosen Gewebes, der Abstand

zwischen 2 Fibroblasten betragt etwas weniger als 2 Zelllangen (von Fibroblasten).
Dieses Kriterium basiert auf der in der HE-Farbung und in der immunhistochemischen
Beta-Catenin Darstellung nachweisbaren Zytoplasmen.

Histopathologisch stellt sich membranartiges, hochgradig fibrosiertes / hyalinisiertes
Bindegewebe, d.h. kollagenes, faserreiches Bindegewebe dar. Die Oberflache wird
abschnittweise von polar orientierten Fibroblasten, vereinzelten breitzytoplasmatischen
Zellen (Makrophagen) begrenzt (Neosynovialis). Perivaskular finden sich einzelne
Lymphozyten / Makrophagen. Polarisationsoptisch findet sich kein bzw. ein geringer
Nachweis von Abriebpartikeln. In der PAS-Reaktion kein Nachweis gruppiert gelagerter
| degenerierender neutrophiler Granulozyten. In der Berliner-Blau-Reaktion nur

gelegentlich fokaler Nachweis von Hamosiderindepositionen (Abbildung 3.2).
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Abbildung 3.2: Arthrofibrose Grad 2. Im Vergleich zu Grad 1 dichter gelagerte

Fibroblasten. Der Abstand zwischen 2 Fibroblasten betragt weniger als 2 Zellldangen von

e ’

Fibroblasten (siehe Rechteck). (HE-Farbung, OriginalvergroRerung 100x)
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Grad 3 der Arthrofibrose:
Hochgradige fibroblastare Zellularitat. Der Abstand zwischen den Fibroblasten betragt

weniger als eine Zelllange (von Fibroblasten), die Zytoplasmen und Zellkerne der
Fibroblasten kdnnen kontaktiert vorliegen. Dieses Kriterium basiert auf der in der HE-
Farbung und in der immunhistochemischen Beta-Catenin Darstellung nachweisbaren
Zytoplasmen.

Histopathologisch liegt membranartiges, hochgradig fibrosiertes / hyalinisiertes
Bindegewebe vor. Die Oberflache wird von polar orientierten Fibroblasten, vereinzelten
breitzytoplasmatischen Zellen (Makrophagen) begrenzt (Neosynovialis). Perivaskular
finden sich einzelne Lymphozyten / Makrophagen. Polarisationsoptisch findet sich kein
bzw. ein geringer Nachweis von Abriebpartikeln. In der PAS-Reaktion kein Nachweis
gruppiert gelagerter / degenerierender neutrophiler Granulozyten. In der Berliner-Blau-

Reaktion finden sich gelegentlich fokal Hamosiderindepositionen (Abbildung 3.3).
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Abbildung 3.3: Arthrofibrose Grad 3. Der Abstand zwischen den Fibroblasten betragt
weniger als eine Zelllange (von Fibroblasten), die Zytoplasmen und Zellkerne der
Fibroblasten kénnen kontaktiert vorliegen (siehe Rechteck).

(HE-Farbung, OriginalvergréRerung 100x)
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3.3.2 Histopathologische Kriterien der Neosynovialis vom Indifferenztyp

Dieser Membrantyp wurde erstmals durch die Konsensusklassifikation der
periprothetischen Membran gelockerter Huft- und Knieendoprothesen durch Morawietz
et al 2004 beschrieben und histopathologisch definiert [Morawietz et al 2004].
Histologisch stellt sich zellarmes, kollagenfaserreiches Bindegewebe dar, dessen
Oberflache von einer synovialisahnlichen Deckzellschicht begrenzt wird. Es kommen
vereinzelt neutrophile Granulozyten nur im Bereich von Fibrinauflagerungen vor
(Abbildung 3.4). Es sind keine oder nur umschriebene Fremdmaterialablagerungen
(Abriebpartikel) nachweisbar. Die Atiologie dieses Membrantyps ist noch nicht definitiv
geklart [Krenn et al 2009], diskutiert werden neben mechanischen Ursachen eine
Bruchigkeit des kndchernen Implantatlagers (z. B. Osteoporose) sowie eine nicht
optimale Implantatposition.

Bei AF-Grad 2 und AF-Grad 3 der Arthrofibrose ist eine Abgrenzung von der
Neosynovialis vom Indifferenztyp eindeutig mdglich, bei einem Grad 1 ist die klinische

Information unerlasslich.
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Abbildung 3.4: Neosynovialis / periprothetische Membran vom Indifferenztyp. Die
Oberflache ist begrenzt durch Synoviozyten, subsynovial fibroses Gewebe mit
ektatischen Blutgefallen, einzelnen Fibroblasten und Makrophagen.

(HE-Farbung, Vergrofierung 100x)
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3.3.3 Histopathologische Kriterien von Fibromatosen

Fibromatosen stellen eine Gruppe von proliferativen, mesenchymalen und lokal
destruktiv wachsenden Erkrankungen dar [Montgomery et al 2001]. Histopathologisch
findet sich bei Fibromatosen ein zellreiches fibrosiertes bzw. hyalinisiertes, d.h.
kollagenes, faserreiches Bindegewebe. Es besteht eine variabel ausgebildete,
uberwiegend sehr hohe Fibroblasten-Zellularitat [Margo et al 1995].

Fir den Morbus Dupuytren (Fibromatose der Palmaraponeurose) wurden bereits 1959
von Luck drei histologisch unterschiedliche Auspragungen beschrieben, welche bis
heute Ublicherweise zur histopathologischen Beurteilung herangezogen werden [Luck
1959, Degreef et al 2008]. Die proliferative Phase ist gekennzeichnet durch eine hohe
Zelluaritat der Myofibroblasten mit Knotenbildung. Daran schliel3t sich die
Ruckbildungsphase an. Hier kommt es zu einer Ausrichtung der Fibroblasten entlang
der Spannungslinien. Zuletzt kommt es zur Residualphase, in der sich hauptsachlich
azellulares verdicktes kollagenes Bindegewebe zeigt [Tomasek et al 1999].

Klinisch ist der Verlauf einer Fibromatose der Palmaraponeurose variabel, eine
Progression findet oft langsam und Uber Jahre statt, vor allem bei jungen Patienten
kann es jedoch auch zu einer raschen Progression kommen [Riolo et al 1991].

Fir den klinischen Alltag hat sich die Einteilung der Dupuytren’schen Kontraktur nach
Iselin aus dem Jahr 1965 bewahrt [Iselin 1965, Mayer et al1986]. Hiernach wird der
Verlauf des Morbus Dupuytren in finf Stadien eingeteilt. Im Stadium 0 zeigen sich
kleine Indurationen und Knoten ohne Funktionsstérungen der Hand. Stadium | zeigt
Knoten und Strange in der Hohlhand mit beginnender Streckhemmung der
Fingergrundgelenke. Stadium Il zeigt eine Kontraktur im Fingergrundgelenk bis 30° mit
beginnender Streckhemmung im Fingermittelgelenk. Im Stadium Il finden sich
Kontrakturen in einzelnen Fingergelenken, in einem Gelenk Uber 30°. Stadium IV zeigt
eine extreme Beugekontraktur mit Krallenstellung der Finger und einhergenhenden
Geflhls- und Durchblutungsstérungen [Iselin 1965].

Immunhistochemisch besteht bei einem Teil der Fibromatosen eine Beta-Catenin-
Expression der Fibroblasten [Montgomery et al 2005]. Je nach Fibromatose Typ lassen
sich verschiedene subzellulare Verteilungsmuster der Beta-Catenin-Expression
unterscheiden. So ist beispielsweise fir den Desmoid-Tumor eine hauptsachlich
nukleare Expression von Beta-Catenin beschrieben, wohingegen beim Morbus

Dupuytren eine zytoplasmatische und eine variabel ausgepragte nukleare Beta-
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Catenin-Expression der Fibroblasten (Abbildung 3.5) zur Darstellung kommt

[Montgomery et al 2001].

Abbildung 3.5: Proliferative Phase des Morbus Dupuytren mit zytoplasmatischer Beta-
Catenin-Positivitat der Fibroblasten. In einzelnen Zellen besteht eine intensive

perinukledare Reaktivitat (indirekte Immunperoxidasereaktion, OginalvergéRerung 400x).
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3.4 Histopathologische Auswertung der HE-Schnitte

Die HE-gefarbten Gewebeschnitte wurden wie folgt analysiert:

1) Die Festlegung der Fibroblasten-Zellularitat erfolgte nach den oben beschriebenen
Kriterien.

2) Das leukozytare Infiltrat wurde entsprechend dem Synovialitis-Score nach Krenn et al
2005 in einer dreistufigen Abstufung (O=normal, 1=gering, 2=mittel, 3=viel) erfasst
[Krenn et al 2005].

3) Der Nachweis von Abriebpartikeln wurde in der Durchlicht- und der
polarisationsoptischen Analyse bestimmit.

Hier war die Abstufung: O=kein, 1= wenig und 2=viel Abrieb (1: weniger als 10% des

Flachenanteils, 2: mehr als 10% des Flachenanteils)

3.5. Analyse der immunhistochemisch gefarbten Beta Catenin Schnittpraparate

Die Analyse der Praparate erfolgte mittels eines Leica DM 2500 Durchlichtmikroskop.
Das zellulare Verteilungsmuster der Beta-Catenin Expression wurde wie folgt beurteilt:
Nuklear, perinuklear, zytoplasmatisch und membrands. Bei einer Vergrdlierung von
1/400 wurde ein reprasentatives HPF (high power field / Gesichtsfeld) ausgewertet
(Abbildung 3.6). Gezahlt wurden Beta-Catenin positive Fibroblasten pro HPF. Dabei
definierte sich ein HPF in der vorliegenden Arbeit als Flache von 0,307mm?2. Die
Sehfeldzahl fir das verwendete Leica DM 2500 betrug 25mm. Die maximale Objektiv-
Vergroflerung betrug 40x. Dividiert man die Sehfeldzahl durch die Vergrof3erung, ergibt
sich somit ein Durchmesser von 0,625mm flir das HPF. Entsprechend der
Kreisflachenberechnungsformel gilt: Flacheninhalt = 11 * Radius?. Der Radius berechnet

sich als: Radius = Durchmesser / 2.
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Abbildung 3.6: Immunhistochemische Darstellung der Beta-Catenin-Expression in der
Arthrofibrose Grad 3: Der Abstand zwischen den Fibroblasten betragt weniger als eine
Fibroblasten-Zelllange, die Zytoplasmen der Fibroblasten konnen sich kontaktieren
(siehe Rechteck). Die Fibroblasten sind durch dendritisch verzweigte Zytoplasmen
gekennzeichnet. Die zytoplasmatische Reaktivitat ist in den kernnahen und kernfernen
Zytoplasmaabschnitten nachweisbar. Es besteht eine intensive zytoplasmatische,
teilweise auch perinukleare Reaktivitat. Eine nukleare Beta-Catenin-Expression ist nicht

nachweisbar (indirekte Immunperoxidasereaktion, OriginalvergéRerung 400x).
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3.6 Statistische Methoden

In der vorliegenden Arbeit wurden die erhobenen Daten mit SPSS 17 (IBM, SPSS,
Chicago, USA) statistisch ausgewertet.

Zur deskriptiven Statistik wurden Haufigkeiten, Medianwerte, Standardabweichung und
das obere und untere Quartil bestimmt.

Zur Priifung der Ubereinstimmung von einzelnen Eigenschaften wurde der Chi-Quadrat-
Test, bei geordneten oder nicht geordneten numerischen kategorialen Variablen mit
nominalem oder ordinalem Niveau der Messwerte, verwendet. Hier musste die
erwartete Haufigkeit in jeder Kategorie mindestens 1 betragen. Bei hochstens 20% der
Kategorien (Felder) durfte die erwartete Haufigkeit unter 5 liegen. War dies bei einer
Vierfeldertafel der Fall, wurde zusatzlich der exakte Test nach Fisher verwendet.

Bei der Testung der semiquantitativen Fibroblastenzellularitat auf Signifikanz wurden
die Variablen als intervallskaliert angenommen, da hier eine quantitative Steigerung mit
einem steigenden Zahlenwert verbunden war. Hier wurde mit dem Mann-Whitney-U-
Test Uberpruft, ob zwei geprifte Grundgesamtheiten die gleiche Lage besitzen.
Gleiches gilt fir mehr als zwei Grundgesamtheiten, in diesem Fall wurde der Kruskall-
Wallis-Test verwendet. Des Weiteren wurde bei intervallskalierten Messwerten zur
Testung ob zwei geprifte Grundgesamtheiten die gleiche Lage besitzen der Mann-
Whitney-U-Test verwendet und bei mehr als zwei Grundgesamtheiten der Kruskall-
Wallis-Test verwendet.

Die Sensitivitat wurde als Quotient der Fibroblastenzellularitat als diagnostisches
Kriterium fur die Arthrofibrose ab Grad 2 und 3 als Verhaltnis richtig erkannter Patienten
mit Arthrofibrose zu allen Patienten mit Arthrofibrose bestimmt. Die Spezifitdt wurde als
Quotient der Patienten mit normaler oder niedriger Fibroblastenzellularitat als
diagnostisches Kriterium fur die Patienten mit Neosynovialis vom Indifferenztyp zu allen
Patienten Neosynovialis vom Indifferenztyp bestimmt. In analoger Weise wurden
Sensitivitat und Spezifitat fur die Anzahl von 20 Beta-Catenin positiven Fibroblasten /
HPF bestimmt. Zur Bestimmung der Korrelation verschiedener erhobener
Eigenschaften innerhalb der verschiedenen Gruppen wurde der Korrelationskoeffizient

nach Spearman-Rho berechnet.
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4. Ergebnisbeschreibung

4.1 Patientenkollektiv Arthrofibrose und Neosynovialis vom Indifferenztyp
4.1.1 Alter und Geschlecht

In der vorliegenden Arbeit wurden 262 Patienten mit der klinischen Diagnose
Arthrofibrose analysiert (58,4%, n=153 weibliche und 41,6%, n=109 mannliche). Die
Gewebeentnahme erfolgte im Rahmen der histopathologischen Routinediagnostik. Das
mittlere Alter der Patienten betrug zum Zeitpunkt der Revision 61,67 Jahre (16 bis 87
Jahre, Standardabweichung 13,35 Jahre), der Median lag bei 64 Jahren (unteres
Quartil 55 Jahre, oberes Quartil 70 Jahre). Das Vergleichs-Kollektiv setzte sich
zusammen aus 29 Patienten (58,6%, n=17 weibliche und 41,4%, n=12 mannliche) mit
der Diagnose Neosynovialis vom Indifferenztyp. Das mittlere Alter der Patienten des
Vergleichs-Kollektives betrug zum Untersuchungszeitpunkt 66,03 Jahre (38 bis 85
Jahre, Standardabweichung 11,431 Jahre), der Median lag bei 69,0 Jahren (unteres
Quartil 61,69 Jahre, oberes Quartil 70,38 Jahre). Bezuglich des Alters fand sich kein
signifikanter Unterschied zwischen dem Alter des Arthrofibrosekollektives und des
Vergleichs-Kollektives mit Neosynovialis vom Indifferenztyp (p > 0,05, Mann-Whiteney-
U-Test).

4.1.2 Haufigkeitsverteilung der histopathologischen Diagnosen im
Arthrofibrosekollektiv

Von den untersuchten 262 Fallen mit der klinischen Diagnose Arthrofibrose bestatigte
sich histopathologisch die Diagnose Arthrofibrose, entsprechend der festgelegten
histopathologischen Kriterien der Arthrofibrose nach Krenn et al 2008, in 222 Fallen
(84,7%).

Die 15,3% (n=40) der Falle mit einer histopathologisch abweichenden Diagnose
verteilten sich mit 2,3% (n=6) auf die Diagnose Neosynovialis vom Indifferenztyp, mit
2,7% (n=7) auf die Diagnose Low grade Synovialitis und in 10,3% (n=27) konnte das
Gewebe keiner Gruppe eindeutig zugeordnet werden. In den folgenden Berechnungen
wurden lediglich die Falle mit der histopathologischen Diagnose Arthrofibrose,
entsprechend der festgelegten histopathologischen Kriterien der Arthrofibrose nach
Krenn et al 2008 betrachtet.
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Von den 222 Patienten mit der histopathologischen Diagnose Arthrofibrose wurden
28,8% (n=64) als AF-Grad 1 (Arthrofibrose-Grad 1), 47,7% (n=106) als AF-Grad 2 und
23,4% (n=52) als AF-Grad 3 klassifiziert (Abblildung 4.1).

Arthrofibrosegrad

B Grad1
[ Grad2
OGrad3

Abbildung 4.1: Haufigkeiten der histopathologischen Arthrofibrosegrade innerhalb der
Arthrofibrose

4.1.3 Lokalisation

Bei den eingesandten Gewebsproben handelte es sich far Gruppe der
Arthrofibrosepatienten in 3,2% (n=7) der Falle um Huftgelenkskapsel-, in 80,2% (n=178)
um Kniegelenkskapsel-, in 0,9% (n=2) um Sprunggelenkskapsel- und in 0,5% (n=1) um
Schultergelenkskapselgewebe. In 15,3% (n=34) wurde keine Angabe zur Lokalisation
gemacht.

Bei den eingesandeten Gewebsproben der Neosynovialis vom Indifferenztyp handelte
es sich in 37,9% (n=11) um Huftgelenkskapsel- und in 44,8% (n=13) um
Kniegelenkskapselgewebe. In 17,2% (n=5) wurde keine Angabe zur Lokalisation
gemacht (Tabelle 4.1, Abbildung 4.2).

Es fand sich ein hoch signifikanter Unterschied bezuglich der Lokalisation Kniegelenk
zu sonstigen Lokalisationen zwischen dem Arthrofibrosekollektiv und dem Vergleichs-
Kollektiv (Chi-Quadrat-Test p<0,001 und Exakter Test nach Fischer p<0,001).
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Tabelle 4.1: Gelenklokalisation im Arthrofibrosekollektiv und der Neosynovialis vom

Indifferenztyp
Gruppe
Lokalisation Neosynovialis
vom

Arthrofibrose | Indifferenztyp | Gesamt

keine Angabe Anzahl 34 5 39
% 15,3% 17,2%| 15,5%

Huftgelenk Anzahl 7 11 18
% 3,2% 37,9%| 7,2%

Kniegelenk Anzahl 178 13 191
% 80,2% 44.8%| 76,1%

Sprunggelenk Anzahl 2 0 2
% 0,9% 0,0%| 0,8%

Schultergelenk Anzahl 1 0 1
% 0,5% 0,0%| 0,4%

Gesamt Anzanhl 222 29 251
% 100,0% 100,0% | 100,0%
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EndgtltigeDiagnose
Arthrofibrose
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Lokalisation

Abbildung 4.2: Gelenklokalisation der enthommenen Gewebeproben

4.2 Arthrofibrose nach endoprothetischen Revisionseingriffen

Von den 222 Gewebeproben mit der Diagnose Arthrofibrose handelte es sich in 86%
der Falle (n=191) um Neosynovialmembran, gewonnen aus endoprothetischen
Revisionseingriffen. In 9% der Falle (n=20) handelte es sich um Synovialmembran,
gewonnen aus Revisionseingriffen nach gelenkerhaltenden Operationen. In 5% der
Falle (n=11) wurden keine weiteren Angaben zur Art des eingesendeten
Synovialgewebes auller der klinischen Diagnose Arthrofibrose gemacht. Bei den
eingesandeten Gewebeproben der Neosynovialis vom Indifferenztyp handelte es sich
definitionsgemal® um Neosynovialis aus endoprothetischen Revisionseingriffen
(Abbildung 4.3).

Der Unterschied bezuglich des Arthrofibrosegrades nach endoprothetischen
Revisionsoperationen aufgrund einer Arthrofibrose war im Vergleich zum
Arthrofibrosegrad nach nicht endoprothesen-assoziierten Arthrofibrosen signifikant
(p<0,001, Chi-Quadrat-Test). Das histopathologische Muster der endoprothesen- und
nicht-endoprothesen-assoziierten Arthrofibrose stellen sich jedoch gleich dar, eine klare

Trennung ist nicht mdglich.
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100,0% Endoprothese

Arthrofibrose nach
gelenkerhaltender
Operation

Arthrofibrose nach
Endoprothese

[T keine Angabe
80,0%

60,0%

Prozent

40,0%]

20,0%
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Abbildung 4.3: Arthrofibrose nach gelenkerhaltenden und endoprothetischen
Revisionseingriffen
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4.3 Histopathologischer Nachweis von Abriebpartikeln in der Arthrofibrose und
Neosynovialis vom Indifferenztyp

In 38 (17,17%) Fallen konnten Abriebpartikel im Arthrofibrosekollektiv (n=222)
nachgewiesen werden. Dabei war in 24 Fallen (10,8%) wenig Abrieb nachweisbar und
in 14 Fallen (6,3%) viel Abrieb nachweisbar.

- Bei Arthrofibrose Grad 1 (n=64) konnte in 9,4% (n=6) wenig und in 4,7% (n=3) viel
Abrieb nachgewiesen werden.

- Bei Arthrofibrose Grad 2 (n=106) konnte in 11,3% (n=12) wenig und in 9,4% (n=10)
viel Abrieb nachgewiesen werden.

- Bei Arthrofibrose Grad 3 (n=52) konnte in11,5% (n=6) wenig und in 1,9% (n=1) viel
Abrieb nachgewiesen werden.

- Im Vergleichs-Kollektiv (n=29) konnte in 25% (n=8) wenig Abrieb nachgewiesen
werden (Abbildung 4.4).

Es bestand kein signifikanter Unterschied zwischen dem Nachweis von Abrieb und dem
Arthrofibrosegrad im Chi-Quadrat-Test (p>0,05). Ebenfalls kein signifikanter
Unterschied bestand im Nachweis von Abriebpartikel zwischen der Diagnose
Arthrofibrose und der Neosynovialis vom Indifferenztyp (p>0,05, Chi-Quadrat-Test,

Exakter Test nach Fisher).

Abrieb

M viel
H w enig
Ckein

100

80

607

Prozent

40

20—

Grad 1 Grad 2 Grad 3 Neosynovialis vom
Indifferenztyp

Abbildung 4.4: Abriebpartikel im Arthrofibrosekollektiv. und Neosynovialis vom
Indifferenztyp
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4.4 Histopathologische Beurteilung der Entziindungsreaktion in der Arthrofibrose
und Neosynovialis vom Indifferenztyp

Im Arthrofibrosekollektiv (n=222) fand sich in 28,4% (n=63) kein Hinweis auf eine
entzundliche Infiltration, in 61,7% (n=137) eine geringgradige entzundliche Infiltration
und 9,9% (n=22) eine mittelgradige entzindliche Infiltration. Im Vergleichs-Kollektiv
fand sich in 17,2% (n=5) kein Hinweis auf eine entzindliche Infiltration, in 65,5% (n=19)
eine geringgradige entzdndliche Infiltration und 17,2% (n=5) eine mittelgradige
entzundliche Infiltration. Es bestand kein signifikanter Unterschied zwischen dem
Entzindungsgrad im Vergleich des Arthrofibroskollektives mit der Neosynovialis vom
Indifferenztyp (p>0,05, Chi-Quadrat-Test).

4.5 Histopathologische Beurteilung der Entziindungsreaktion entsprechend des
Arthrofibrosegrades

Zwischen dem Entzindungsausmaly und dem Arthrofibrosegrad konnte eine positive
Korrelation nachgewiesen  werden (p<0,001 zweiseitig, Spearman-Rho,
Korrelationskoeffizient 0,361).

Bei den Patienten mit Arthrofibrose fand sich ein signifikanter Unterschied im Vergleich
des Arthrofibrosegrades mit dem Entzindungsausmal’ (p<0,01, Chi-Quadrat-Test). So
fand sich bei Grad 1 in 56,3% (n=36) keine entzundliche Infiltration, in 35,9% (n=23)
eine geringgradige entzundliche Infiltration und in 7,8% (n=5) eine mittelgradige
entzundliche Infiltration. Bei Grad 2 fand sich in 20,8% (n=22) keine entzindliche
Infiltration, in 71,7% (n=76) eine geringgradige entzindliche Infiltration und in 7,5%
(n=8) eine mittelgradige entzindliche Infiltration. Bei Grad 3 fand sich in 9,6% (n=5)
keine entzundliche Infiltration, in 73,1% (n=38) eine geringgradige entzindliche
Infiltration und in 17,3% (n=9) eine mittelgradige entzundliche Infiltration. So Iasst sich
zusammenfassend festhalten, dass mit steigendem Arthrofibrosegrad haufiger eine

hdhere entzundliche Infiltration vorliegt (Tabelle 4.2, Abbildung 4.5).
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Tabelle 4.2: Arthrofibrosegrad und entzindliche Infiltration

Arthrofibrose
Entzindliche Infiltration Grad1 Grad2 'Grad3 | Gesamt
keine Anzahl 36 22 5 63
% 56,3% 20,8% 9,6% 28,4%
gering Anzahl 23 76 38 137
% 35,9% 71,7% 73,1% 61,7%
mittel Anzahl 5 8 9 22
% 7,8% 7,5% 17,3% | 9,9%
Gesamt Anzahl 64 106 52 222
% 100,0% | 100,0% | 100,0% | 100,0%
Gradeinteilung
Arthrofibrose und
80— Neosynovialis vom
Indifferenztyp
Grad 1
Grad 2
Grad 3
Neosynovialis vom
Indifferenztyp
60
=
©
N
&40—
20
0= T
keine mittel hoch
Entziindung

Abbildung 4.5: Entzindungsausmal} in

Indifferenztyp

der Arthrofibrose und Neosynovialis

vom
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4.6 Quantitative Verteilung der Arthrofibrosegrade (Fibroblastenzellularitat) im

Arthrofibrosekollektiv und Neosynovialis vom Indifferenztyp

Die Zelldichte bei histologisch gesicherter Arthrofibrose (n=222) verteilte sich auf
Arthrofibrosegrad Grad 1 mit geringer Zellularitédt der Fibroblasten (28,8%, n=64),
Arthrofibrosegrad Grad 2 mit mittlerer Zellularitat der Fibroblasten (47,7%, n=106) und
Arthrofibrosegrad Grad 3 mit hoher Zellularitat der Fibroblasten (23,4%, n=52). Die
Neosynovialis vom Indifferenztyp wies in 34,5% der Falle (n=10) eine normale
Fibroblastenzellularitat, in 48,3% der Falle (n=14) eine geringe Fibroblastenzellularitat
und in 17,2% der Falle (n=5) eine mittlere Fibroblastenzellularitdt auf. Eine hohe
Zellularitat an Fibroblasten fand sich in der Neosynovialis vom Indifferenztyp nicht
(Abbildung 4.6).

Der Unterschied der Fibroblastenzellularitdt der Neosynovialis vom Indifferenztyp
(n=29) gegenuber der Diagnose Arthrofibrose (n=222) war hochst signifikant (p<0,001,
Mann-Whitney-U-Test).

Betrachtete man nun die einzelnen Arthrofibrosegrade und untersuchte den
semiquantitativen Unterschied der Fibroblastenzellularitdt, so ergab sich ein
signifikanter Unterschied zwischen Grad 1 und der Neosynovialis vom Indifferenztyp
(p<0,05 Mann-Whitney-U-Test). Ein hoch signifikanter Unterschied in der
Fibroblastenzellularitat zeigte sich jeweils im Vergleich zwischen der Neosynovialis vom
Indifferenztyp mit Grad 2 und Grad 3 (p<0,001, Mann-Whitney-U-Test).

Fasste man Arthrofibrose Grad 2 und Grad 3 zusammen, d.h. betrachtete man die
Gewebe mit mittlerer und hoher Fibroblastenzellularitat zur sicheren Diagnosefindung,
so konnte mit einem hohen Sicherheitsgrad die Diagnose Arthrofibrose gestellt werden
(Sensitivitat 0,7117, positiver pradiktiver Wert 0,9693, Spezifitat 0,8276, negativer
pradiktiver Wert 0,2727). Sensitivitat bedeutete die Anzahl der richtig erkannten
Patienten mit der Diagnose Arthrofibrose. Spezifitat bedeutete die Anzahl der richtig

erkannten Patienten mit Neosynovialis vom Indifferenztyp.
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Gradeinteilung
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Abbildung 4.6: Vergleich der Fibroblastenzellularitat zwischen Arthrofibrosegrad und
Neosynovialis vom Indifferenztyp
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4.7 Auswertung der immunhistochemischen Beta-Catenin-Farbung ausgesuchter
Falle

4.7.1 Patientenkollektiv

Es wurde jeweils in 10 Fallen mit Arthrofibrose Grad 1, Grad 2 und Grad 3, sowie in 15
Fallen der Neosynovialis vom Indifferenztyp und 8 Fallen einer histologisch gesicherten
Fibromatose eine immunhistochemische Beta-Catenin-Farbung durchgeflhrt.

Das mittlere Alter der 30 Patienten mit der Diagnose Arthrofibrose betrug zum
Untersuchungszeitpunkt 62,83 Jahre (38 bis 80 Jahre, Standardabweichung 10,048
Jahre), der Median lag bei 64,5 Jahren (unteres Quartil 59,08 Jahre, oberes Quartil
66,59 Jahre). Davon waren 60% (n=18) der Patienten weiblich und 40% (n=12)
mannlich.

In 80% (n=24) der Falle wurde Neosynovialis aus dem Kniegelenk betrachtet, in 3,1%
(n=1) war die Entnahmestelle das Huftgelenk und in 16,7% (n=5) wurde keine Angabe
zur Entnahmestelle gemacht.

Das mittlere Alter der 15 Patienten mit der Diagnose Neosynovialis vom Indifferenztyp
betrug zum Untersuchungszeitpunkt 66,8 Jahre (38 bis 75 Jahre, Standardabweichung
10,185 Jahre), der Median lag bei 71 Jahren (unteres Quartil 61,16 Jahre, oberes
Quartil 72,44 Jahre). Davon waren 60% (n=9) der Patienten weiblich und 40% (n=6)
mannlich. In 46,7% (n=7) der Falle wurde Neosynovialis aus dem Kniegelenk
betrachtet, in 26,7% (n=4) war die Entnahmestelle das Huftgelenk und in 26,7% (n=4)
wurde keine Angabe zur Entnahmestelle gemacht.

Das mittlere Alter der 8 Patienten mit der Diagnose Fibromatose betrug zum
Untersuchungszeitpunkt 53 Jahre (26 bis 76 Jahre, Standardabweichung 16,440
Jahre), der Median lag bei 53,5 Jahren (unteres Quartil 39,26 Jahre, oberes Quartil
66,74 Jahre). Davon waren 25% (n=2) der Patienten weiblich und 75% (n=6) mannlich.
In 50% (n=4) der Falle war die eingesandte Probe Gewebe aus der Palmarfascie, in
25% (n=2) war die eingesandte Probe Gewebe aus der Digitalfascie DV, in jeweils
einem Fall (12,5%) war die eingesandte Probe Gewebe aus der Plantarfascie und

Gewebe aus einer cervikalen Fibromatose.
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4.7.2 Beschreibung des zytologischen Verteilungsmusters von Beta-Catenin in
der Arthrofibrose

Fibroblasten: In der immunhistochemischen Analyse stellte sich eine Beta-Catenin-
Positivitat der Fibroblasten dar. Die Beta-Catenin-Positivitat war zytoplasmatisch, mit
perinuklearer Akzentuierung. Die Beta-Catenin positiven Fibroblasten zeichneten sich
durch ausgepragt dendritisch verzweigte Zytoplasmen aus, die zytoplasmatische
Reaktivitat war in den kernnahen und kernfernen Zytoplasmaabschnitten nachweisbar.
Eine Lokalisation im Zellkern oder in der Zellmembran lag nicht vor. Eine
unterschiedliche Intensitat  in den unterschiedlichen histopathologischen
Arthrofibrosegraden war nicht eindeutig erkennbar, Grad 3 Arthrofibrosen zeigten
mehrheitlich eine intensivere Beta-Catenin-Posivitat der Fibroblasten.

Endothelzellen: Die intensivste zytoplasmatische Reaktivitdt war in Endothelien

nachweisbar. Die Reaktivitdt in den Fibroblasten war vergleichsweise zu den

Endothelien geringer.

4.7.3 Vergleich der Unterschiede des Arthrofibrosegrades und Neosynovialis vom

Indifferenztyp beziglich Beta-Catenin positiver Fibroblasten pro HPF (0,307 mm?)

Zwischen dem Arthrofibrosegrad und der Anzahl Beta-Catenin positiver Fibroblasten /
HPF konnte eine hohe positive Korrelation nachgewiesen werden (p<0,001 zweiseitig,
Spearman-Rho, Korrelationskoeffizient 0,796).

In der quantitativen Auswertung der Beta-Catenin positiven Fibroblasten ergab sich ein
hdchst signifikanter Unterschied (p<0,001 Mann-Whiteney-U-Test) zwischen der
Neosynovialis vom Indifferenztyp und der Arthrofibrose.

Es zeigte sich ein hochst signifikanter Unterschied bezlglich der Anzahl Beta-Catenin
positiver Fibroblasten / HPF (p<0,001, Kruskal-Wallis-Test) und dem angegebenen
Arthrofibrosegrad.

Im Einzelnen fand sich ein hoch signifikanter Unterschied zwischen der Anzahl Beta-
Catenin positiver Fibroblasten / HPF der Arthrofibrose Grad 2 zur Neosynovialis vom
Indifferenztyp (p<0,05, Mann-Whiteney-U-Test) und ein hdchst signifikanter Unterschied
zwischen Grad 3 zur Neosynovialis vom Indifferenztyp (p<0,001, Mann-Whiteney-U-
Test). Nicht signifikant war der Unterschied der jeweiligen Zelldichte / HPF zwischen

Grad 1 und der Neosynovialis vom Indifferenztyp (p>0,05, Mann-Whiteney-U-Test).
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Es wurde ein Grenzwert von 20 Beta-Catenin positiven Zellen / HPF definiert, ab
welchem die histopathologische Diagnose einer Arthrofibrose mit einem hohen
Sicherheitgrad gestellt werden kann (Sensitivitat 0,733, positiver pradiktiver Wert
0,9167, Spezifitat 0,867, negativer pradiktiver Wert 0,6190) (Tabelle 4.3, Abbildung 4.7).

Tabelle 4.3: Beta-Catenin positive Fibroblasten pro HPF in der Arthrofibrose und

Neosynovialis vom Indifferenztyp

Standard-

Arthrofibrosegrad Mittelwert | abweichung | Median | Minimum | Maximum | N
1 15,1 8,913 13,5 5 30 10
2 32,7 11,615 35 14 45 10
3 51,5 21,225 44 35 105 10
Arthrofibrose

33,1 20,853 35 5 105 30
gesamt
Neosynovialis vom

13,333 7,537 14 3 26 15
Indifferenztyp

120,007

100,007

80,00

60,00

40,007

20,007

N

Beta-Catenin pos. Fibroblasten/HPF

,00 T T
Arthrofibrosegruppe Neosynovialis vom Indifferenztyp

Diagnose

Abbildung 4.7: Beta-Catenin positive Fibroblasten pro HPF in der Arthrofibrose und

Neosynovialis vom Indifferenztyp
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4.7.4 Vergleich der Unterschiede des Arthrofibrosegrades mit Fibromatosen
beziiglich Beta-Catenin positiver Fibroblasten pro HPF (0,307 mm?)

In der quantitativen Auswertung der Beta-Catenin positiven Fibroblasten fanden sich
signifikant mehr Beta-Catenin positive Fibroblasten / HPF in der Fibromatosegruppe
(n=8) im Vergleich zur Arthrofibrosegruppe (n=30) (p<0,001, Mann-Whiteney-U-Test).

In der Arthrofibrosegruppe betrug der Mittelwert der Beta-Catenin positiven Fibroblasten
/ HPF 33,1 (5 bis 105 Beta-Catenin positive Fibroblasten / HPF, Standardabweichung
20,853) der Median lag bei 35 Beta-Catenin positiven Fibroblasten / HPF. Bei der
Fibromatose betrug der Mittelwert der Beta-Catenin positiven Fibroblasten / HPF 94,5
(75 bis 112 Beta-Catenin positive Fibroblasten / HPF, Standardabweichung 11,42679)
der Median lag bei 96 Beta-Catenin positiven Fibroblasten / HPF (Abbildung 4.8).

Auch der Vergleich der Beta-Catenin positiven Fibroblasten / HPF mit der Arthrofibrose
Grad 3, d.h. dem Arthrofibrosegrad mit der héchsten Beta-Cateinin-Expression der
verschiedenen Arthrofibrosegrade, zeigte noch eine signifikant niedrigere Anzahl Beta-
Catenin positiver Fibroblasten / HPF (p<0,005, Mann-Whiteney-U-Test).

120,007

100,00

80,007

60,00

40,001

Beta-Catenin pos. Fibroblasten/HPF

20,00

0,007

I I I I I
Grad 1 Grad 2 Grad 3 Neosynovialis vom Fibromatose
Indifferenztyp

Abbildung 4.8: Beta-Catenin positive Fibroblasten pro HPF in den einzelnen

Arthrofibrosegraden, der Neosynovialis vom Indifferenztyp und in Fibromatosen
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5. Diskussion

5.1 Einleitung

In Deutschland werden jahrlich nach den statistischen Angaben der im BVMed
(Bundesverband Medizintechnologie e. V.) vertretenen Unternehmen rund 400.000
Endprothesen implantiert [BVMed-Medienservice 2011]. So wurden 2010 allein in
Deutschland rund 210.000 kunstliche Huftgelenke und 165.000 kinstliche Kniegelenke
implantiert [BVMed-Medienservice 2011]. Die restlichen Endoprothesenimplantationen
verteilen sich auf Schulter-, Ellenbogen-, Finger-, Sprung- und Grol3zehengrundgelenke
[BVMed-Medienservice 2011].

Der Hauptgrund zur endoprothetischen Versorgung eines Gelenkes ist die
Osteoarthrose. Dabei stellt die degenerative Arthrose die mit Abstand haufigste
Arthroseform dar. Je nach Alter betragt die Pravalenz bei 20jahrigen etwa 9%, bei
34jahrigen bis 17% und steigt bei Uber 65jahrigen bis auf dber 90% an [Theiler 2002].
Daneben finden sich sekundare Arthroseformen z.B. nach Gelenktraumata oder
aufgrund rheumatischer Grunderkrankungen.

Nach Ausschopfen konservativer Therapien und gelenkerhaltender operativer
Maflnahmen ist die endoprothetische Versorgung die letzte Mdglichkeit, die Schmerzen
zu beseitigen und damit die Lebensqualitat wieder zu verbessern [Schaumberger et al
2011].

Die Standzeiten von Endprothesen haben in den vergangen Jahrzehnten deutlich
zugenommen [Weissinger et al 2010, Morawietz et al 2004]. In einer Studie an 2.000
amerikanischen Patienten wurde eine Zehnjahresuberlebensrate bei
Huftendoprothesen von 94% ermittelt [Berry et al 2002]. In einer weiteren Studie an 206
Patienten mit zementfreien Huftendoprothesen zeigte sich eine
Zehnjahresuberlebensrate von 93,3% und eine Zwanzigjahresiberlebensrate von
84,5% [Weissinger et al 2010].

Die Standzeiten von Endoprothesen haben zwar deutlich zugenommen, jedoch bleibt
die Lebensdauer einer Endoprothese nach wie vor begrenzt. So wurden im Jahr 2008 in
Deutschland rund 23000 Huftendoprothesen- und 10000 Knieendoprothesen-
Revisionsoperationen mit vollstandigem Wechsel oder Wechsel einzelner Komponenten
durchgefuhrt [BQS-Bundesauswertung 2008].
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5.1.1 Pathogenese des Implantatversagens

Die wichtigsten Entitdten des Implantatversagens bildet die ,erweiterte
Konsensusklassifikation der periprothetischen Membran“ ab [Krenn et al 2011, Krenn et
al 2009, Schaumburger et al 2011].

Im Falle einer Endoprothesenlockerung als Grund flir das Implatatversagen bildet die
.Konsensusklassifikation der periprothetischen Membran® die wichtigsten Entitaten ab
[Morawietz et al 2004]. Man unterscheidet zunachst die aseptische Lockerung
(abriebinduziert) von der septischen Lockerung durch eine Infektion. Entsprechend der
Konsensusklassifikation teilt man die Neosynovialis bei einer Lockerung in 4 Gruppen
ein [Morawietz et al 2004]. Im einzelnen sind dies die periprothetische Membran vom
abriebinduzierten Typ (Typ |), die periprothetische Membran vom infektiésen Typ (Typ
II), die periprothetische Membran vom Mischtyp, d.h. mit Eigenschaften der
Neosynovialis von abriebinduzierten und infektiosen Typ (Typ IlI) und die
periprothetische Membran vom Indifferenztyp (Typ IV) [Morawietz et al 2004]. Diese
Klassifikation wurde 2009 von Krenn et al um die Arthrofibrose, die allergische
AbstoBung des Transplantates, und ossare Pathologien als histologisch nachweisbare

Entitaten des Implantatversagens erweitert [Krenn et al 2009].

5.1.2 Arthrofibrose

Die pathogenetischen Faktoren der Arthrofibrose sind aufgrund der vorliegenden
Datenlage noch nicht ausreichend erforscht, weshalb auch die Therapie zurzeit noch
hauptsachlich aus symptomatischen und weniger aus kausalen Ansatzen besteht
[Zeichen et al 2000]. Es existieren mehrere Hypothesen zur Pathophysiologie, welche
im Wesentlichen eine exzessive, intraartikulare Neubildung von Bindegewebe im
Rahmen reparativer Prozesse beschreiben [Zeichen et al 2000, Paulos et al 1987,
Sprague et al 1982]. Neuere pathogenetische Konzepte zur Fibrogenese beschreiben
eine Fibrose als ,pathologische Wundheilung“ oder gestdrtes ,Remodeling® [Zeichen et
al 2008, Kolb et al 2001]. Jedoch gibt es fur die Arthrofibrose nach wie vor keine
definierten histologisch reproduzierbaren Klassifikationskriterien.

Klinisch kann man die Arthrofibrose als (schmerzhafte) Bewegungseinschrankung mit
Gelenksteife aufgrund exzessiver Bindegewebevermehrung mit inflammatorischen
Prozessen definieren [Gollwitzer et al 2006].

Eine Bewegungseinschrankung definiert sich dabei klinisch durch die im alltaglichen

Gebrauch notwendigen Bewegungsausmalie. So ist beispielsweise eine Beugefahigkeit
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im Kniegelenk von 83° zum Treppensteigen, 93° zum Aufstehen von einem Stuhl und
106° zum Schnuren eines Schuhs notwendig [Laubenthal et al 1972]. Eine
Flexionseinschrankung von <90° und eine Extensionseinschrankung von >10°
bedeuten somit eine Therapiebedurftigkeit im Kniegelenk. Dies deckt sich ebenso mit
einer Groldzahl der Angaben in der Literatur [Gollwitzer et al 2006, Esler et al 1999, Fox
et al 1981, Lobenhoffer et al 1999].

5.2 Gelenk-Lokalisation der Arthrofibrose

Grundsatzlich kann die Arthrofibrose jedes Gelenk betreffen. Auffallig ist jedoch, dass
die Arthrofibrose in der Literatur in den allermeisten Fallen fur das Kniegelenk
beschrieben ist [Bosch et al 1999, Unterhauser et al 2004, Gollwitzer et al 2006,
Zeichen et al 2008]. Dies deckt sich gut mit den Beobachtungen in der vorliegenden
Arbeit. So handelte es sich bei den eingesandten Gewebsproben mit der Diagnose
Arthrofibrose in 80,2% (n=178) um Synovialgewebe der Kniegelenkskapsel. Die
restlichen Gelenklokalisationen verteilten sich auf Huftgelenkskapsel,
Sprungelenkskapsel- und Schultergelenkskapselgewebe sowie Synovialgewebe ohne
Angabe zur Lokalistion. Dabei entfiel der grofte Anteil dieser Gruppe mit 77,3% (n=34)
auf die Patientengruppe ohne Angabe zur Lokalisation.

Es fand sich ein hoch signifikanter Unterschied beziglich der Lokalisation Kniegelenk
zu sonstigen Lokalisationen zwischen dem Arthrofibrosekollektiv und der Neosynovialis
vom Indifferenztyp (p<0,001, Chi-Quadrat-Test und p<0,001, Exakter Test nach
Fischer). Ein Pathogenesekonzept konnte das hohe Bewegungsausmal® des
Kniegelenkes sein, weshalb eine mechanische Dysbelastung im Kniegelenk haufiger zu

einer Gewebeirritation und somit zu einer fiborosen Wundheilung fuhrt.
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5.3 Histopathologie der endoprothesen- und nicht endoprothesen-assoziierten
Arthrofibrose

Es existierten bis dato ausschliellich klinische Kriterien [Bosch 1999, Lobenhoffer et al
1999, Gollwitzer et al 2006] und keine morphologischen und immunhistochemischen
Kriterien fur Diagnostik der Arthrofibrose. Bei charakteristischer Auspragung der
geweblichen Veranderungen (Grad 2 und Grad 3) ist erstmals die Diagnose einer
Arthrofibrose histopathologisch / immunhistochemisch mdglich. Diese Diagnose beruht
auf charakteristischen zytologischen, histologischen und immunhistochemischen

Befunden, welche semiquantitativ definiert sind.

In der histopathologischen Diagnostik ist ein 3-stufiges Graduierungsschema Ublich.
Dieses wurde entsprechend der Empfehlung nach Krenn et al 2008 fur die Beurteilung
der Arthrofibrose Ubernommen und orientiert sich an der fibroblastaren Zellularitat
[Krenn et al 2008].

Es zeigte sich histopathologisch ein gleichférmiges Muster bei der endoprothesen-
assoziierten und der nicht endoprothesen-assoziierten Arthrofibrose. Aus diesem Grund
ist eine einheitliche Beurteilung aus histopathologischen Grinden zuldssig. Eine klare
Trennung dieser beiden Entitaten war nicht moglich. Aus diesem Grund wurden die o.g.
Kriterien sowohl flr die endoprothesen-assoziierte, als auch flr die nicht
endoprothesen-assoziierte Arthrofibrose angewandt. Ohne klinische Angaben ist eine
indirekte Unterscheidung z.B. durch Nachweis von Abriebpartikeln moglich.

Ahnliche histopathologische Eigenschaften zeigt die Neosynovialis vom Indifferenztyp
nach Krenn et al 2009 [Krenn et al 2009]. Hier ist die Abgrenzung zur Arthrofibrose
teilweise schwierig und klinische Informationen zur Diagnosesicherung unerlasslich
[Krenn et al 2009]. Die Neosynovialis vom Indifferenztyp zeigt histopathologisch
zellarmes, kollagenfaserreiches Bindegewebe.

In der vorliegenden Arbeit wurde das Vorliegen und Ausmal} der entzindlichen

Infiltration und das Vorhandensein von Abriebpartikeln semiquantitativ untersucht.

44



Diskussion

5.3.1 Abriebpartikel in der Arthrofibrose im Vergleich zur Neosynovialis vom
Indifferenztyp

In der Regel findet sich in der Neosynovialis vom Indifferenztyp entsprechend den
Kriterien der Konsensusklassifikation kein Nachweis von Abriebpartikeln [Krenn et al
2009]. In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch in 25% (n=8) der Falle im Vergleichs-
Kollektiv mit Neosynovialis vom Indifferenztyp Abrieb nachgewiesen werden. In der
Arthrofibrosegruppe konnte in 17,1% (n=38) Abriebmaterial nachgewiesen werden.

Es konnte kein signifikanter Unterschied bezlglich dem Vorkommen von Abrieb
zwischen der Arthrofibrose und der Neosynovialis vom Indifferenztyp nachgewiesen
werden (p>0,05, Chi-Quadrat-Test). Ebenfalls nicht signifikant war das Vorkommen von
Abrieb im Vergleich innerhalb der einzelnen Arthrofibrosegrade (p>0,05, Chi-Quadrat-
Test). Somit scheint das Vorhandensein von Abriebmaterial keinen entscheidenden

Einfluss auf die Ausbildung und das Ausmal der Arthrofibrose zu haben.

5.3.2 Entziindungsreaktion in der Arthrofibrose im Vergleich zur Neosynovialis

vom Indifferenztyp

Von anderen fibrésen Erkankungen, wie z.B. der Lungenfibrose, wird angenommen,
dass wiederholte Entziindungsreaktionen im mikroskopischen Bereich von Gewebe zur
Ausbildung einer Fibrose flihren kdénnen [Selman et al 2001]. Dies ist jedoch nicht
abschlielRend geklart und wird nach wie vor kontrovers diskutiert. So gehen neuere
pathologische Konzepte der Fibrogenese von einer ,pathologischen Wundheilung“ oder
gestortem ,Remodeling“ aus [Selman et al 2001, Selman et al 2002, Kolb et al 2003].
Des Weiteren kann es zum Ausbilden von fibrésen Erkrankungen kommen, bei denen
eine entzundliche Reaktion vdllig fehlt [Selman et al 2002]. So konnte Adamson et al
bereits 1988 am Mausmodell zeigen, dass es zur Ausbildung einer Lungenfibrose nach
Hyperoxidation von Mauselungen kommen kann, trotz volligem Fehlen einer
Entzindungsreaktion [Adamson et al 1988].

Fir die Arthrofibrose ist die Datenlage begrenzt. Es gibt mehrere Arbeiten mit kleinen
Fallzahlen, in denen eine Entzindungsreaktion als Ausloser fiur eine Arthrofibrose
gesehen wird. In einer immunhistochemischen Arbeit von Bosch et al 2001 an 18
Patienten mit Arthrofibrose nach Kniegelenkseingriffen wurde die T-Zell vermittelte

Immunantwort als zentraler Ausloser der Arthrofibroseentwicklung gesehen, und im
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Arthrofibrosegewebe eine erhdhte Anzahl von Entzindungszellen gefunden, welche
jedoch mit der Zeit nach zurickliegendem Trauma abnahm [Bosch et al 2001].

In einer weiteren Arbeit von Bosch et al 1999 an 18 Patienten mit Arthrofibrose des
Kniegelenkes zeigte sich eine variabel ausgebildete lymphozytare, entzindliche
Infiltration durch CD3-positive Lymphozyten sowie ein erhdhter Anteil proliferierender,
Ki-67-positiver Zellen im Vergleich zu den Kontrollpraparaten aus makroskopisch
unauffalligem Kniegelenkskapselgewebe. Bei der Arthrofibrose fand sich eine synoviale
Hyperplasie und eine chronische, inflammatorische Reaktion. Eine vermehrte
Vaskularitat, vermehrte Proliferationstendenz der Zellen sowie lymphoplasmozellulare
Infiltrate und eine lokale, perivaskulare Fibrosierung waren in den Gewebeproben
nachweisbar. FUr Bosch et al 1999 waren diese histomorphologischen Befunde Hinweis
auf eine chronische inflammatorische Reaktion [Bosch et al 1999].

Bei der Untersuchung der Gewebe auf das Vorliegen und Ausmal} einer entziindlichen
Infiltration zeigte sich, dass kein signifikanter Unterschied zwischen dem Ausmal’ der
entziandlichen Infiltration im Vergleich des Arthrofibroskollektives mit der Neosynovialis
vom Indifferenztyp bestand (p>0,05, Chi-Quadrat-Test). Das heil3t, in der Neosynovialis
vom Indifferenztyp lasst sich ebenfalls, genau wie in der Arthrofibrose, eine variable
Entzindungsreaktion nachweisen. Damit ist das Vorhandensein und die Auspragung
des Entzindungsausmalles kein gutes diagnostisches Kriterium zur Abgrenzung einer
Arthrofibrose von der Neosynovialis vom Indifferenztyp.

Betrachtet man jedoch das Entziindungsausmal’ innerhalb der Arthrofibrose, so zeigt
sich eine signifikante  Korrelation  (p<0,001  zweiseitig, = Spearman-Rho,
Korrelationskoeffizient  0,361). Der Unterschied in der Auspragung des
Entzindungsausmalles zwischen den einzelnen Arthrofibrosegraden war signifikant
(p<0,01, Chi-Quadrat-Test). So lasst sich zusammenfassend sagen, dass mit
steigendem Arthrofibrosegrad haufiger und ausgepragter eine entzundliche Infiltration
auftritt.
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5.4 Zellularitat der Fibroblasten in der Arthrofibrose

Definitionsgemal} zeichnet sich eine fibrose Erkrankung, unabhangig von ihrer Genese,
durch eine ausgepragte Bindegewebsvermehrung mit Abbau extrazellularer Matrix und
Fibroblastenproliferation aus [Zeichen et al 2008, Selman et al 2001]. Somit ist es
naheliegend, dass das wichtigste diagnostische Kriterium zur Abgrenzung einer
Arthrofibrose von der Neosynovialis vom Indifferenztyp die Zellularitat der Fibroblasten
ist. Der semiquantitative Unterschied in der Fibroblastenzellularitat der Neosynovialis
vom Indifferenztyp (n=29) gegenulber der Diagnose Arthrofibrose (n=222) war hochst
signifikant (p<0,001 Mann-Whitney-U-Test).

Innerhalb der Arthrofibrose findet sich eine gewisse Varianz in der Zellularitat der
Fibroblasten. Diesem Umstand wurde durch die Empfehlung nach Krenn et al 2008 zur
Anwendung eines 3-stufigen Graduierungsschemas fur die Beurteilung der
Arthrofibrose Rechnung getragen. Das Graduierungsschema wird gemessen an der
fibroblastaren Zelldichte [Krenn et al 2008]. In der bisherigen Literatur wurde lediglich
die erhohte Fibroblastenaktivitat im Sinne einer Fibroblastenproliferation in der
Arthrofibrose beschrieben, quantifiziert wurde diese jedoch bisher nicht [Bosch et al
2002, Zeichen et al 2000, Zeichen et al 2008, Gollwitzer et al 2006, Krenn et al 2009,
Krenn et al 2011]. In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals semiquantitativ die
Zellularitat der Fibroblasten in der Arthrofibrose ausgewertet. Von den 222 Patienten mit
Arthrofibrose ergaben sich in 28,8% (n=64) Grad 1, in 47,7% (n=106) Grad 2 und in
23,4% (n=52) Grad 3.

In einer Arbeit von Unterhauser et al 2004 wurden erstmals Myofibroblasten bzw. die
erhohte Zelldichte von Myofibroblasten als Substrat der Arthrofibrose nach vorderer
Kreuzbandplastik immunhistochemisch definiert. Moglicherwiese ist die in dieser Arbeit
nachgewiesene nur leichtgradig erhohte Zellularitdt der Fibroblasten flr eine
Arthrofibrose nach vorderer Kreuzbandplastik typisch, und sehr hohe Zelldichten sind

nur in der endoprothesen-assoziierten Arthrofibrose nachweisbar.

In der vorliegenden Arbeit war der Unterschied des Arthrofibrosegrades, der sich an der
Fibroblastenzellularitat orientiert, signifikant zwischen der endoprothesen- und nicht
endoprothesen-assoziierten Arthrofibrosegruppe (p<0,001, Chi-Quadrat-Test). Dies
konnte ein Hinweis darauf sein, dass in der endoprothesen-assoziierten Arthrofibrose
haufiger eine mittel- bis hochgradige Fibroblastenzellularitat vorliegt, als bei der nicht

endoprothesen-assoziierten Arthrofibrose.
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In einer bildgebenden (CT) und histopathologischen Analyse [Freemann et al 2010]
wurden umschriebene reaktive Ossifikationen beschrieben (Periprothetische
Ossifikation). In allen Fallen dieser Untersuchung waren keine reaktiven
Geflechtknochen Proliferate nachweisbar. Diese Diskrepanz ist moglicherweise dadurch
zu interpretieren, dass die periprothetische Ossifikation ein eigenstandiges

Erkrankungsbild darstellt und ein variabler Bezug zur Arthrofibrose besteht.

Bei der Arthrofibrose Grad 1, d.h. der Abstand zwischen zwei Fibroblasten betragt etwa
2 Zelllangen, konnte bereits ein signifikanter Unterschied zwischen Grad 1 und der
Neosynovialis vom Indifferenztyp (p<0,05, Mann-Whitney-U-Test) festgestellt werden.
Ein hoch signifikanter Unterschied in der Fibroblastenzellularitat zeigte sich jeweils im
Vergleich zwischen der Neosynovialis vom Indifferenztyp mit Grad 2 und Grad 3, d.h.
der Abstand zwischen zwei Fibroblasten betragt weniger als zwei Zelllangen bzw. die

Fibroblasten kénnen sich teilweise uberlappen (p<0,001, Mann-Whitney-U-Test).

Fasste man Arthrofibrose Grad 2 und Grad 3 zusammen, d.h. man definiert die Gewebe
mit mittlerer und hoher Fibroblastenzellularitat zur sicheren Diagnosefindung, so konnte
man mit einem hohen Sicherheitsgrad die Diagnose Arthrofibrose histopathologisch
stellen (Sensitivitat 0,7117, Spezifitat 0,8276).

5.5 Beta-Catenin-Expression in der Arthrofibrose

Catenine sind eine Gruppe von Proteinen, die erstmals als Verbindungsproteine
zwischen Zelladhasionsmolekilen und dem Zytoskelett bei Zell-Zellverbindungen
beschrieben wurden [Alberts et al 2002].

Es sind zwei Funktionen von Beta-Catenin bekannt. Beta-Catenin bildet zusammen mit
Alpha-Catenin, P120-Catenin und E-Catherin die sogenannten Adherens junctions [A.
Hartsock, W.J. Nelson 2008]. Dabei liegt Beta-Catenin zusammen mit Alpha-Catenin
und P120-Catenin in dem intrazelluraren Anteil der Adherens junctions vor. Adherens
junctions Ubernehmen verschiedene Funktionen bei der Initiierung und Stabilisierung
der Zell-Zell  Adhasion, Regulierung des  Actinoskeletts, intrazellularer

Signalweiterleitung und Transkriptionsregulierung [A. Hartsock, W.J. Nelson 2008].
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Diese Funktion liegt im Zusammenhang mit einer membrandsen und zytoplasmatischen

Lokalisation von Beta-Catenin vor.

Des Weiteren spielt Beta-Catenin bei der Aktivierung des kanonischen Wnt-
Signaltransduktionsweges eine Schlusselrolle, welche mit einer intranuklearen
Lokalisation verbunden ist. Der kanonische Wnt-Signaltransduktionsweg spielt eine
wichtige Rolle bei der Differenzierung, Proliferation, Regulierung und embryonalen
Entwicklung von Zellen [Kim et al 2011, Mac Donald et al 2009]. Neben dem
klassischen Beta-Catenin abhangigen knanoischen Wnt-Signaltransduktionsweg findet
sich eine Vielzahl von Beta-Catenin unabhangigen Nebenachsen, die unterschiedliche
zellulare Funktionen regulieren [Najdi et al 2011].

Storungen des Beta-Catenin / Wnt-Signaltransduktionsweges sind bei vielen
menschlichen Tumoren nachgewiesen worden. So wei® man vom colorektalen
Karzinom, dass es hier haufig zu einer intrazellularen Anreicherung von Beta-Catenin
kommt. In 80-85 % aller spontan auftretenden colorectalen Karzinome findet sich eine
Mutationen im APC (Adenomatous-polyposis-coli) Tumorsuppressorgen [Kinzler,
Vogelstein 1996]. Die tumorsuppressive Wirkung von APC beruht darauf , dass APC die
Untereinheit des Degradationskomplexes ist, der im Normalfall Beta-Catenin abbaut
und daher ein fester Bestandteil des Wnt-Signalweges ist [Smits et al. 1999, Friedrich
und Kullmann 2003]. In colorectalen Tumoren, die keinen Funktionsverlust von APC
zeigen, werden haufig Punktmutationen in Beta-Catenin gefunden [Morin et al., 1997].
Dies verdeutlicht die SchlUsselfunktion von Beta-Catenin an der Regulation von
Zellteilungvorgangen.

Der Beta-Catenin / Wnt-Signaltransduktionsweg spielt auRerdem eine wichtige Rolle bei
der physiologischen Wundheilung [Bowley et al 2007]. Man unterscheidet 4 Phasen der
Wundheilung. Zunachst kommt es in den ersten Stunden nach einer Verletzung zur
sog. Exsudativen Phase, hier wird der Wundschorf gebildet und es kommt zum
typischen Wundddem. Daran schlie3t sich die resorptive Phase an (ca.1.-3 Tag). Hier
wandern Markrophagen in das Wundgewebe ein, phagozytieren die Blutkoagel, das
basale Epithel beginnt sich zu organisieren und es bildet sich Granulationsgewebe aus.
Es folgt die Proliferationsphase (4.-7. Tag), oder die sog. anabole Reparation.
Fibroblasten bilden Kollagen und bauen so die Wunde aus. Wahrend der
Proliferationsphase konnten erhdhte Beta-Catenin Level in mesenchymalen Zellen

nachgewiesen werden [Cheon et al 2005]. Es wird davon ausgegangen, dass Beta-
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Catenin an der Regulation der Prolifertionsrate, Motilitat und Invasivitat der Fibroblasten
beteiligt ist [Cheon et al 2002]. Dabei scheint es auch insbesondere zu Interaktionen
zwischen Beta-Catenin und TGF- zu kommen [Cheon et al 2004]. Ab ca. dem 8. Tag
folgt die Reparationsphase und endgultiges Narbengewebe entsteht.

In der Literatur finden sich mehrere Arbeiten, die einen Zusammenhang zwischen
erhdhter zytoplasmatischer und nuklearer Beta-Catenin Expression und der Ausbildung
von fibroproliferativen Erkrankungen zeigen [Bowley et al 2007, Degreef et al 2009,
Montgomery et al 2005, Ferenc et al 2009, Kim et al 2011]. So fand sich beispielsweise
in einer immunhistochemischen Studie von Ferenc et al 2009 eine signifikant erhdhte
Akkumulation von Beta-Catenin in 15 extra-abdominellen und 20 abdominellen
Desmoid Tumoren [Ferenc et al 2009]. In einer weiteren Studie von Kim et al 2011
wurde anhand einer Bleomycin induzierten Lungenfibrose am Mausmodell eine
signifikant herabgesetzte Fibrosierung des untersuchten Gewebes nach Inhibieren des
Whnt- / Beta-Catenin Transduktionsweges mittels intratrachealer Einbringung von Beta-
Catenin siRNA festgestellt. Dabei konnte eine Herabsetzung der Metalloproteinase- und
TGF-B-Expression nachgewiesen werden [Kim et al 2011]. Auch flr den Morbus
Dupuytren ist eine erhohte Beta-Catenin Expression beschrieben [Degreef et al 2009,

Montgomery et al 2005, Montgomery et al 2001].

Die Beta-Catenin Expression ist bisher noch nicht fir die Arthrofibrose beschrieben und

stellt einen neuen Befund dar.

In der immunhistochemischen Analyse stellte sich eine zytoplasmatische, teils
perinukleare Beta-Catenin Expression in den Fibroblasten dar. Eine eindeutig
unterschiedliche Intensitat  in den unterschiedlichen histopathologischen
Arthrofibrosegraden war nicht eindeutig erkennbar. Eine nukleare Expression, wie sie in
den Fibromatosen nachgewiesen wurde, konnte in den Fibroblasten der Arthrofibrose

nicht nachgewiesen werden.
Die zytoplasmatische Reaktivitat in den Fibroblasten war im Vergleich mit den

Endothelzellen geringer. Eine zytoplasmatische Reaktivitdt von Beta-Catenin in

Endothelien ist in vivo und in vitro beschrieben [Pala et al 2011].
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Mechanische Dysbelastung von Fibroblasten kann Ursache vieler pathologischer
Veranderungen wie beispielsweise pathologischer Wundheilung, bis hin zum Ausldsen
fibroproliferativer Erkrankungen wie beispielsweise Morbus Dupuytren sein [Bisson et al
2009]. Dabei wird die Differenzierung und Proliferation von Myofibroblasten durch
verschiedene Zytokine, wie z.B. Adhasionsmolekulle, Komponenten der extrazellularen
Matrix und Wachstumsfaktoren wie TGF-B3, durch die Induktion der Beta-Catenin

Expression in Myofibroblasten stimuliert [Michou et al 2011].

Somit kdnnten die Beta-Catenin positiven Fibroblasten in der Arthrofibrose als Ausdruck
einer mechanischen Dysbelastung von Fibroblasten interpretiert werden. Diese
Annahme wird durch den klinischen Befund unterstitzt, dass Arthrofibrose gehauft bei
Implantatdyslokalisationen auftritt [Ghandi et al 2006], welche mit einer chronischen,

mechanischen Belastung des periimplantaren Gewebes verbunden sind.
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5.6 Quantitative Auswertung der Beta-Catenin positiven Fibroblasten in der
Arthrofibrose

In der quantitativen Auswertung der Beta-Catenin positiven Fibroblasten ergab sich ein
hochst signifikanter Unterschied (p<0,001, Mann-Whiteney-U-Test) zwischen der
Arthrofibrose und der Neosynovialis vom Indifferenztyp. Es zeigte sich ein hochst
signifikanter Unterschied bezuglich der Zellzahl / HPF und dem angegebenen
Arthrofibrosegrad (p<0,001, Kruskal-Wallis-Test). Im Einzelnen fand sich ein hoch
signifikanter Unterschied zwischen der Anzahl Beta-Catenin positiver Fibroblasten /
HPF der Arthrofibrose Grad 2 zur Neosynovialis vom Indifferenztyp (p<0,05, Mann-
Whiteney-U-Test) und ein hochst signifikanter Unterschied zwischen Grad 3 zur
Neosynovialis vom Indifferenztyp (p<0,001, Mann-Whiteney-U-Test). Nicht signifikant
war der Unterschied der jeweiligen Zelldichte / HPF zwischen Grad 1 und der
Neosynovialis vom Indifferenztyp (p>0,05, Mann-Whiteney-U-Test).

Zusammengefasst zeigten sich also mit steigendem Arthrofibrosegrad signifikant mehr
Beta-Catenin positive Fibroblasten pro HPF (p<0,001 zweiseitig, Spearman-Rho,
Korrelationskoeffizient 0,796). Dieser Unterschied kann jedoch auch durch die erhdhte
Zellularitat der Fibroblasten bedingt sein, so dass es hier evil. zu einem relativen
Anstieg von Beta-Catenin positiven Fibroblasten aufgrund der hoheren
Fibroblastendichte mit steigendem Arthrofibrosegrad kommt.

Im Vergleich der Beta-Catenin positiven Fibroblasten der Arthrofibrose mit
Fibromatosen zeigten sich jedoch signifikant mehr Beta-Catenin positive Fibroblasten /
HPF in der Fibromatosegruppe (n=8) als in der Arthrofibrosegruppe (n=30) (p<0,001,
Mann-Whiteney-U-Test). Auch der Vergleich der Beta-Catenin positiven Fibroblasten
pro HPF im Vergleich mit der Arthrofibrose Grad 3, mit der héchsten Beta-Catenin-
Expression der verschiedenen Arthrofibrosegrade, mit Fibromatosen zeigte noch eine
signifikant niedrigere Anzahl Beta-Catenin positiver Fibroblasten pro HPF (p<0,005,
Mann-Whiteney-U-Test). Dieser Befund ist plausibel, da es sich bei Fibromatosen um
tumorahnliche Erkrankungen mit lokal destruktivem Wachstum handelt, somit ist von

einer wesentlich hdheren Zellularitat auszugehen.
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Diskussion

Es wurde versucht, analog zu bereits anerkannten Scoring-Systemen, einen Grenzwert
zu definieren, ab wie vielen Beta-Catenin positiven Fibroblasten pro HPF die Diagnose
Arthrofibrose mit einem hohem Sicherheitsgrad gestellt werden kann. So definierten
Morawietz et al 2009 eine septische Endoprothesenlockerung in einer Studie mit 147
periprothetischen Membranen ab einem Grenzwert von 23 neutrophilen Granulozyten
pro 10 HPF mit einer Sensitivitat von 73% und Spezifitat von 97% im Vergleich zur
mikrobiologischen Diagnose und einer Sensitivitat von 77% und Spezifitat von 97% im

Vergleich zur klinischen Diagnose [Morawietz et al 2009].

In der vorliegenden Arbeit wurde der Grenzwert von 20 Beta-Catenin positiven Zellen
pro HPF definiert. Hier kann die histopathologische Diagnose einer Arthrofibrose mit

einem hohen Sicherheitgrad gestellt werden (Sensitivitat 0,733, Spezifitat 0,867).

Der Vorteil einer Quantifizierung von immunhistochemisch charakteriserten Fibroblasten
gegenuber der semiquantitativen Beurteilung der Fibroblasten im HE-Schnittprapart
besteht in der eindeutigeren Identifikation der Fibroblasten und der Fibroblasten-
Zytoplasmen. In der Beta-Catenin Immunhistochemie gelangen die Fibroblasten-
Zytoplasmen eindeutig zur Darstellung, dies erleichtert die Abstandsbestimmung der

Fibroblasten und gewahrt dadurch eine héhere diagnostische Sicherheit.

Mdgliche Grenzen dieses immunhistochemischen Scoring-Systems konnten in einer
technisch bedingten Variabilitat der Beta-Catenin Expression bestehen. Hier ware die
Lagerungszeit und Art der immunhistochemischen Praparate, Variationen
verschiedener Protokolle und Fixations- bzw. Farbemethoden zu nennen [Zlobec et al
2007]. Jedoch konnten Zlobec et al zeigen, dald eine semiquantitative Auswertung
immunhistochemischer Marker fur das colorekatale Karzinom eine héhere Aussagekraft
zur Prognose und pradiktiven Einschatzung von kolorektalen Karzinomen hat als die
einfache Einteilung in eine positive und negative immunhistochemische Reaktivitat
[Zlobec et al 2007].
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Diskussion

In der orthopadischen, diagnostischen Pathologie exististieren bislang wenige
semiquantitative und immunhistochemisch-quantitative diagnostische Scoring-Systeme
(Arthrose Graduierung nach Otte, Krenn Synovialitis Score, Morawietz CD15, Pessler
Ki67) [Otte 1968, Krenn et al 2006, Morawietz et al 2009, Pessler et al 2008].

Durch diese Arbeit sind charakteristische Veranderungen der Arthrofibrose beschrieben
und immunhistochemisch-quantitative Kriterien flr die Diagnose einer Arthrofibrose
definiert. Hierdurch ist erstmals ein histopathologischer Score mit hoher Sensitivitat und

Spezifitat fur die bislang nur durch klinische Kriterien definierte Arthrofibrose gegeben.
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Zusammenfassung

6. Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Beschreibung zytologischer, histologischer /
immunhistochemischer Charakteristika der Arthrofibrose und Festlegung quantitativer-
immunhistochemischer Kriterien, welche die Diagnose der Arthrofibrose ermdoglichen.
Die Arthrofibrose ist klinisch gekennzeichnet als eine fibrosierende Erkrankung als
Folgezustand eines operativen, zumeist endoprothetischen Eingriffes, welche zu einer
Bewegungseinschrankung oder gar vollstandiger Immobilisation fuhrt. Bis dato
existieren keine Kriterien fur die histopathologische Diagnostik der Arthrofibrose, welche
insbesondere aufgrund der klinisch nur unzureichenden Diagnosemdglichkeiten einen
wesentlichen Beitrag in der Diagnose und Differentialdiagnose leisten kénnten. Anhand
eines Patientenkollektives von 262 Patienten mit der klinischen Diagnose Arthrofibrose
bestatigte sich histopathologisch die Diagnose Arthrofibrose in 222 Fallen. In diesen
222 Fallen mit der histopathologischen Diagnose Arthrofibrose, wurden die
charakteristischen Veranderungen der Arthrofibrose analysiert und semiquantitativ
bewertet. Bewertet wurde neben den histopathologischen Veranderungen die
Zellularitdt an Fibroblasten (Abstand der Fibroblasten zueinander). In der
histopathologischen Diagnostik ist ein 3-stufiges Graduierungsschema Ublich, dieses
wurde fur die Arthrofibrose ibernommen: Definiert wurde eine Arthrofibrose Grad 1, bei
einem Abstand von mehr als 2 Fibroblasten-Zelllangen zwischen 2 Fibroblasten, ein
Grad 2 bei einem Abstand etwas weniger als 2 Zelllangen und Grad 3 bei einem
Abstand etwas weniger als eine Zelllangen (Zytoplasmen und Zellkerne kénnen in
direktem  Kontakt stehen). In der semiquantitativen  Auswertung der
Fibroblastenzellularitat des Patientenkollektives von 222 Patienten mit Arthrofibrose
ergaben sich in 28,8% (n=64) ein Grad 1, 47,7% (n=106) ein Grad 2 und in 23,4%
(n=52) ein Grad 3. Das Vergleichs-Kollektiv setzte sich zusammen aus 29 Patienten mit
periprothetischer Membran vom Indifferenztyp. Bei der Arthrofibrose Grad 1 konnte
bereits ein signifikanter Unterschied zwischen Grad 1 und der Neosynovialis vom
Indifferenztyp (p<0,05) festgestellt werden. Ein hoch signifikanter Unterschied in der
Fibroblastenzellularitat zeigte sich jeweils im Vergleich zwischen der Neosynovialis vom
Indifferenztyp mit Grad 2 und Grad 3 (p<0,001). Fasst man Arthrofibrose Grad 2 und
Grad 3 zusammen, so kann man mit einem hohen Sicherheitsgrad die Diagnose
Arthrofibrose stellen (Sensitivitat 0,7117, Spezifitat 0,8276).
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Zusammenfassung

Bei Grad 2 und 3 der Arthrofibrose ist eine Abgrenzung von der Neosynovialis vom
Indifferenztyp also eindeutig anhand der Fibroblastenzellularitat mdglich.

Da eine Beta-Catenin-Expression bei Fibromatosen, welche ebenfalls durch eine hohe
Fibroblasten-Aktivierung gekennzeichnet sind, beschrieben ist, erfolgte eine
immunhistochemische Analyse von 30 Arthrofibrose Fallen. Es wurden je 10 Falle mit
Arthrofibrose Grad 1, 2 und 3, sowie als Vergleichsgruppe 15 Falle mit periprothetischer
Membran vom Indifferenztyp und 8 Falle mit einer Fibromatose untersucht.
Immunhistochemisch zeigte sich eine zytoplasmatische Beta-Catenin-Expression in den
Fibroblasten der Arthrofibrose, die Zytoplasmen zeigten eine auffallig starke
dendritische Verzweigung. Eine nukleare Expression, wie sie bei Fibromatosen
vorliegt, konnte nicht nachgewiesen werden. In der semiquantitativen Auswertung der
Beta-Catenin positiven Fibroblasten ergaben sich signifikant mehr Beta-Catenin positive
Fibroblasten / HPF in der Arthrofibrose als in der Neosynovialis von Indifferenztyp
(p<0,001), und signifikant weniger Beta-Catenin positive Fibroblasten / HPF als in
Fibromatosen. Mit steigendem Arthrofibrosegrad konnten signifikant mehr Beta-Catenin
positive Fibroblasten pro HPF nachgewiesen werden (p<0,001, Spearman-Rho,
Korrelationskoeffizient 0,796). Dabei wurde der Grenzwert von 20 Beta-Catenin
positiven Zellen / HPF festgelegt. Hierdurch kann die histopathologische /
immunhistochemische Diagnose einer Arthrofibrose mit einem hohem Sicherheitsgrad
gestellt werden (Sensitivitat 0,733, Spezifitat 0,867). Somit sind erstmals
histopathologische, charakteristisiche Veranderungen der Arthrofibrose beschrieben
und immunhistochemisch-quantitative Kriterien flr die Diagnose einer Arthrofibrose
definiert.
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