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Zusammenfassung:

Fragestellung:

Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung neuer
immunhistochemischer Marker zur
Unterscheidung der Infektkonsolidierung und
Infektpersistenz in der Therapie komplexer
periprothetischer Infektionen, als ein wertvolles
histopathologisches Diagnoseinstrument.

Methodik:

Anhand der gingigen Kriterien der ICM erfolgte
die retrospektive Aufarbeitung und der Vergleich
von 10 Falle mit persistierender Infektion mit 9
infektfreien Féllen. Es erfolgte die Erstellung von
TMAs sowie immunhistochemische Farbungen um
verschiedene Marker wie CRP, Kollagen [l und IV,
PAX 2 und weitere zu untersuchen.

Ergebnisse:

Es zeigten sich signifikante Unterschiede in der
Farbungsintensitit von CRP, Kollagen II, Kollagen
IV und PAX 2 zwischen infiziertem und nicht
infiziertem Gewebe. Die Receiver-Operator-
Characteristic-Analyse ergab fiir die
Férbeintensitit von CRP eine hohe Sensitivitit
(100%) und Spezifitit (90%) bei einem Cut-off von
1,5 im gemittelten Farbescore. Die Farbeintensitit
von Kollagen II und IV hatte eine Sensitivitit von
85%. Der Anteil positiv gefarbter Zellen pro HPF
mit PAX 2 zeigte einen signifikanten Unterschied
zwischen infiziertem und nicht infiziertem
Gewebe. Die ROC-Analyse hatte eine Sensitivitit
von 85% und eine Spezifitit von ca. 50%.

Schlussfolgerung:

Die periprothetische Infektion ist eine bedeutende
Komplikation in der muskuloskelettalen Chirurgie,
die mit steigenden Primirimplantationen weiterhin
eine wichtige Rolle spielen wird. Die Therapie ist
fiir die Betroffenen eine korperliche wie geistige
Herausforderung und bedarf eines multimodalen
Ansatzes. Neue immunhistochemische Fiarbungen
haben bisher keinen Einfluss auf die Diagnose von
PPI. Die Arbeit zielt darauf ab, eine Basis fiir eine
neue immunhistochemische Evaluation von
periprothetischen Membranen zu schaffen, um eine
verlassliche Aussage zur Infektkonsolidierung
treffen zu konnen. Durch die Erstellung von
Gewebechips konnten viele immunhistochemische
Marker untersucht werden, wobei CRP, PAX 2,
Kollagen II und IV als vielversprechende
Indikatoren zur Diskriminierung zwischen
infizierten und nicht infizierten Geweben
identifiziert wurden.

Einleitung:

Der endoprothetische Gelenkersatz an Knie und
Hiifte ist ein duflerst erfolgreicher chirurgischer
Eingriff mit hoher Patientenzufriedenheit und
Erfolgsrate. Die  steigende  Anzahl von
Implantationen hat zu einer Zunahme von

Revisionsoperationen  gefiihrt,  insbesondere
aufgrund aseptischer Lockerung und
periprothetischer Infektion. Die

differentialdiagnostische Unterscheidung dieser
Ursachen hat Fortschritte gemacht, erfordert
jedoch oft den Wechsel des Kunstgelenks. Der



ideale Zeitpunkt fiir die Reimplantation und die
Therapie im prothesenfreien Intervall sind noch
nicht eindeutig definiert. Diese Studie zielt darauf
ab, immunbhistochemische Marker zu
identifizieren, die eine Infektion von infektfreiem
Gewebe unterscheiden konnen. Histopathologische
Proben von Patienten mit konsolidiertem oder
persistierendem Infekt nach Explantation einer
Endoprothese ~werden verwendet, um die
diagnostische ~Wirksamkeit der Marker zu
evaluieren und ihre Validitét zu iiberpriifen.

Die Periprothetische Infektion:

Die periprothetische Gelenkinfektion (PPI) ist eine
schwere Komplikation nach endoprothetischem
Gelenkersatz. Der zweizeitige Wechsel ist der
Goldstandard in der Therapie der PPI. Die
Reinfektionsraten nach zweizeitigen Revisionen
bei PPI variieren in verschiedenen Studien. So
zeigte Puhto et al 2014 nach einem 6-wdchigen
Antibiotikaintervall und einem vierwOchigen
antibiotikafreien Intervall eine mikrobiologische
Infektpersistenz bei Wiedereinbau von lediglich
5,2 % und mutmafite keine Korrelation zwischen
einem Keimnachweis bei Reimplantation und dem
Erfolg der Therapie (1). Jedoch zeigen
Registerdaten eine deutlich erhohte
Wabhrscheinlichkeit (23,5 % bis 35,1 %) fiir eine
erneute Revision innerhalb von zwei Jahren (1,2).
Um so wichtiger ist es, den richtigen Zeitpunkt fiir
die Reimplantation beim zweizeitigen Wechsel
verlasslich bestimmen zu konnen. Hierfiir bedarf es
diagnostischer Mittel, um eine Infektpersistenz
ausschlieBen zu konnen. Die bestehenden Kriterien
zur Definition der PPI wurden bereits in
verschiedenen Studien auf ihre Wertigkeit
hinsichtlich der Erkennung einer persistierenden
Infektion untersucht. George et al. und Kheir et al.
zeigten, dass die Anwendung der MSIS
Klassifikation der PPl zur Identifikation einer
Infektpersistenz mit einer Sensitivitdt von jeweils
26 % eine nur unzureichende Wertigkeit hat bei
Spezifitiaten von 96 % und 88 % (3-5).

Serumparameter:

Die im Serum bestimmbaren Parameter zeigten
sich alle nicht geeignet fiir die Detektion einer
persistierenden Infektion sowie als Pradiktor fiir

das  Versagen nach Reimplantation. So
prasentierten CRP und BSG in der Metaanalyse
von Bian et al. lediglich eine geringe Genauigkeit
in der Detektion von persistierenden Infektionen
und hinsichtlich der Aussage iiber eine erfolgreiche
Reimplantation mit einer Sensitivitit und Spezifitat
von 45 % und 73 % fiir das CRP und 57 % und 50
% fur die BSG (3).

Das Serum IL-6 konnte ebenfalls nicht addquat als
Surrogatmarker dienen. Hoell et al. zeigte eine
Sensitivitit von 67 % und Spezifitit von 90 % (6).
Wihrend die Bestimmung der D-Dimere in der
Diagnostik der PPI noch ein vielversprechender
Serummarker zu sein scheint und eine hohere
Sensitivitdit und Spezifitit als CRP und BSG
aufweist (89 % und 93 %), so konnte Shahi et al.
lediglich in 2 von 5 Féllen mit prdoperativ erhdhten
Werten (Cut-off von 850 ng/ml) eine persistierende
Infektion (positiver mikrobiologischer Nachweis)
bei Reimplantation nachweisen (7).

Gelenkpunktion:

Die Gelenkpunktion ist eines der am hdufigsten
verwendeten  diagnostischen =~ Mittel  zum
Ausschluss einer Infektpersistenz. Preininger et al.
konnten zeigen, dass die mikrobiologische
Bebriitung der Gelenkpunktion nach einem
zweiwdchigen antibiotikafreien Intervall eine sehr
niedrige Sensitivitit hinsichtlich der Detektion
einer persistierenden PPl von 21 % bei einer
Spezifitdt von 100 % aufweist (8).

Auch der Anteil an polymorphkernigen
neutrophilen Granulozyten (PMN) sowie die
Anzahl an Leukozyten im Gelenkpunktat, welchen
in der primédren Diagnostik eine hohe Wertigkeit
zukommt, zeigten gemdll Zmistowski et al. eine
eine Sensitivitit vo 67 % und 55 % und eine
geringe Spezifitit mit 56 % und 60 % respektive
9).

Kheir et al. konnte in einer prospektiven Studie
zeigen, dass der Leukozyten-Esterase-Strip-Test
bei Reimplantation eine Sensitivitit von 26,3 %
und eine Spezifitit von 100 % aufweist (5).

Auch Frangiamore et al. kommen 2016 zum
Schluss, dass keiner der von ithnen bestimmten
synovialen = Marker  hinreichend ist zur
Identifikation einer Infektfreiheit. So konnten die
synovialen Marker IFN-y, IL-13 und GM-CSF die



hochste  Sensitivitdt (75 %) beziiglich der
Vorhersage eines Versagens nach Reimplantation
aufweisen, jedoch mit einer niedrigen Spezifitit
von 64 %, 29 % und 46 %. Synoviales IL-6 hatte
die geringste Sensitivitdt von 0 % bei einer hohen
Spezifitdt von 89 % (10).

Histopathologie:

Der Histopathologie kommt beziiglich der
Entscheidung einer Infektfreiheit bei der
Reimplantation bislang lediglich eine
untergeordnete Rolle zu. Populdrer ist die
Anfertigung von gefrorenen Schnellschnitten,
welche eine dhnliche Genauigkeit wie permanenten
Proben haben (11,12). Della Valle et al. berichteten
erstmals iiber intraoperative gefrorene
Schnellschnitte, welche auf eine Infektpersistenz
untersucht wurden. Obwohl die Spezifitit 98 %
betrug, lag die Sensitivitét lediglich bei 25 % (13).
Die  Aussagekraft von histopathologischen
Gefrierschnitten zum Zeitpunkt der Reimplantation
wurde auch von George et al. 2016 untersucht. Hier
erfolgte die Validierung anhand der géingigen
MSIS  Kiriterien  unter  Exklusion  des
histopathologischen Befundes. Es zeigte sich eine
Spezifitit von 94 % bei einer schwachen
Sensitivitdt von 50 %. Auch die Vorhersage eines
Versagens der Prozedur zeigte eine hohe Spezifitét
der Gefrierschnitte mit 95 %, wéahrend die
Sensitivitit lediglich 22 %  betrug (4).
Zusammenfassend besteht bislang kein Konsens

beziiglich der optimalen
Diagnostik, welche eine
persistierende Infektion
ausschlielen kann,

beziehungsweise  welche eine
Vorhersage  hinsichtlich  einer
erfolgreichen Reimplantation
treffen  konnte.  Verschiedene
Metaanalyse haben gezeigt, dass
ein  einzelner Marker nicht
ausreicht, um die Infektfreiheit des
Gewebes im Rahmen eines
mehrzeitigen Behandlungsregimes
bei PPI sicher zu bestitigen und
anhand dessen eine Entscheidung PRt 8
beziiglich der Reimplantation zu S

Einsatz verschiedener Parameter um eine
moglichst dezidierte Aussage beziiglich der
Infektfreiheit treffen zu konnen (3,14).

Materiale und Methodik:

Datenbank Erstellung:

Eine Datenbank wurde erstellt, um geeignete Fille
fir eine erneute immunhistopathologische
Aufarbeitung und Auswertung zu identifizieren. Es
wurden Félle mit ausreichend représentativen
histopathologischen = und  mikrobiologischen
Proben ausgewdhlt, um zwischen "infektfrei" und
"persistierende Infektion" zu unterscheiden. Die
Datenbank wurde um epidemiologische Daten,
Informationen zur Operation, klinischen Verlauf,
Follow-up-Daten sowie laborchemische,
therapeutische, mikrobiologische und
histopathologische Daten ergénzt. Anhand der
gingigen laborchemischen, histopathologischen
und mikrobiologischen ICM Kriterien erfolgte die
Identifikation von 10 Féllen mit persistierender
Infektion im Vergleich zu 9 infektfreien Féllen.

Imunhistochemische Aufarbeitung:

Die Gewebeprobenaufbereitung am Institut fiir
Pathologie der  Universititsklinik ~ Bonn
durchgefiihrt. Dabei wurde zunichst die Eignung
der Gewebeproben {iberpriift, gefolgt von der
Identifizierung und Markierung reprisentativer
Bereiche der histopathologischen Gewebsschnitte.

Diese markierten Bereiche wurden verwendet, um

treffen. Vielmehr kommt es zum Abbildung 1: Gewebemikroarrayblock



Tissue Microarrays (TMAs) herzustellen. Die
TMAs wurden mithilfe des Tissue Arrayer
Minocore®3  der Firma  Alphelys aus
Paraffinblocken mit fixierten periprothetischen
Membranen erstellt. Durch das Ausstanzen mit
einer | mm messenden Nadel wurden zylindrische
Gewebestanzen aus den markierten Bereichen
gewonnen und in einem Empfingerblock

Abbildung 4: Immunohistochemische Férbung: Kollagen II; a) Probe: Aseptisch; Position: 1743/14/A1; Schwache bréunliche Fidrbung um Blutgefdfse
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nicht infiziertem Gewebe und 40 Gewebestanzen
aus infiziertem Gewebe positioniert. Kontrollen
aus Lungengewebe wurden in den ersten beiden
Spalten des Empfiangergewebeparaffinblocks
platziert.

Fiir die immunhistochemischen Farbungen kamen
unterschiedliche Gerdte zum Einsatz. Der Marker
CD4 wurde mit dem vollautomatischen
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herum; Wertung: 1. b) Probe: Septisch; Position: 10960/16/4d; Mdfige brédunliche Férbung um Blutgefdfse herum; Wertung: 2. c) Probe: Septisch;

Position: 5955/14/1; Intensive bréunliche Férbung B
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Abbildung 2: Immunohistochemische Férbung: CRP; a) Probe: Aseptisch, Position: 1743/14A1; Keine Firbung des Bindegewebes (blau)

AR B i : YL RS

erkennbar; Wertung: 0. b) Probe: Aseptisch, Position: 8668/16/2; Schwache Férbung des Bindegewebes schwach erkennbar; Wertung: 1. c)
Probe: Septisch; Position: 9282/15/4; Mdfige Fdrbung des Bindegewebes und des Zytoplasmas deutlich erkennbar; Wertung: 2. d) Probe:
Septisch; Ort: 10960/16/4D; Intensive Fdrbung des Zytoplasmas, deutlich brdunlich, Wertung: 3.
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Abbildung 6: Immunohistochemische Fdrbung: Kollagen 1V; a) Probe: Septisch; Position: 13953/15/; Schwache bréunliche Fdrbung um
Blutgefdf3e herum; Wertung: 1. b) Probe: Septisch; Position: 14797/14/1; MdfSige brdunliche Fidrbung um Blutgefdfie herum; Wertung: 2.

Ultra von Roche gefirbt. Bei den anderen Kollagen IV und FElastase 3a, die um
Farbungen  wurde der  semiautomatische GefédfBanschnitte herum anférben, wurden anhand
Autostainer 480 S von Medac verwendet. Einige eines Férbescores ausgewertet, der die Intensitét
Farbungen  erforderten eine  enzymatische der Fiarbung um Gefdle herum zidhlte. Die
Vorbehandlung, wihrend andere ohne lymphozytenanfarbenden Marker (CDla, CD3,
Vorbehandlung durchgefiihrt wurden. CD4, CD5, CD20, CD38, CD56, CD138) wurden
Eine Vielzahl von immunhistochemischen durch Zahlung aller gefirbten Zellen pro

Markern wurde verwendet, darunter CDla, CD3,
CD4, CD5, CD20, CD31, CD34, CD38, CD56,
CD138, C3 Komplement, CRP, EGFR, Elastase
IgM, Mastzelltryptase,

3A, IgA, IgD, IgG4,
Kollagen IT und Kollagen IV.

Histologische Auswertung:

Die verschiedenen Féarbungen wurden mit einer

Hauptgesichtsfeld und mit der
Gesamtzahl der lymphatischen Zellen verglichen.
Die Marker Mastzelltryptase, EGFR, IgG 4, IgM,
IgA und IgD wurden durch direkte Auszidhlung von
angereicherten  Zellen abgrenzbaren
Zellstrukturen und rundlicher Morphologie
ausgewertet. PAX2 und PAXS, nukledre Marker,
wurden durch Zéhlung der angefarbten Zellen pro

ausgewertet

mit

400-fachen  VergroBerung ausgewertet. Eine Hauptgeswhtsfeld ausgewertet.
Firbescore-, GefiBscore- und  direkte [ % & § P iC ’,\" ‘{.*‘,‘? ’d" ‘ v‘:
. s R - ¥ 3 ‘ ‘ 0’ “'
Zellauszéhlungsmethode wurde angewendet. . & EeE ~ Ny ““‘ <
Bei zytoplasmatisch anfarbenden Markern wie " e R WAy b X A S :
CRP 4 C3 K 1 ¢ d . L4 X ‘ . > . =5 ) ““v S 1
un omplement wurde ein . ’“',‘. ‘1'5% i"*
Farbescore  verwendet, der in  vier R ,M. e - . W @
Farbeintensititen eingeteilt wurde: O=keine “‘: %3 ;,* :p_‘d*f?-é"“
Farbung, 1=schwache Férbung, 2=moderate - ,:'."’.; P t".,"'; -“‘ -y
. — . . . e \' ‘.‘ Fy ‘A," e~ o > S Phs a
Farbung  und 3=intensive Farbung. ‘. ?‘4 w,‘.,‘ i Tk e #‘ .‘?' {
GefdBmembrananfirbende Marker wie CD31 e ‘d b g s e: “<
und CD34 wurden mit einem GefiBscore y "\y,‘ * ‘wﬁ"t‘ B - g -5F, -
’ -s‘. o4 ". .._»1 7

ausgewertet. Dabei wurde die Anzahl der -
getrennten gefdaBmorphologischen Anschnitte

pro Hauptgesichtsfeld gezihlt. Kollagen II,

Abbildung 8 Pax 2 Farbung Position 9282/15/14



Statistische Auswertung:

Die statistische Auswertung wurde mit Excel und
GraphPad Prism durchgefiihrt. Fisher's Exact Test
wurde fiir nicht-numerische Parameter verwendet,
wihrend der Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test flir
den Vergleich quantitativer und semi-quantitativer
Werte angewendet wurde. Ein P-Wert von <0.05
wurde als signifikant betrachtet. Receiver-Operator
Characteristics wurden berechnet, um den besten
Cut-off, die Sensitivitit und Spezifitit
Unterscheidung zwischen "infiziert" und "nicht

zur
infiziert" zu ermitteln.

Ergebnisse:

Die statistische Analyse mittels des Wilcoxon-
Mann-Whitney-U-Tests ergab signifikante
Unterschiede in der Serumkonzentration von C-
reaktivem Protein (CRP) (p<0,0001) sowie der
Leukozytenkonzentration im Serum (p=0,0006)
zwischen infiziertem und nicht infiziertem
Gewebe. Des Weiteren zeigte sich eine signifikante
Differenz in der Férbungsintensitit von CRP
zwischen den beiden Gewebegruppen (p=0,0001),
wobei ein Cut-off-Wert von 1,5 im gemittelten
Féarbescore eine hohe Sensitivitit (100 %) und
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Spezifitit (90 %) aufwies. Zusitzlich wurden
signifikante Unterschiede in der Firbeintensitét
von Kollagen II (p=0,002) und Kollagen IV
(p=0,0064) infiziertem wund nicht
infiziertem Gewebe festgestellt. Hingegen zeigten
sich keine statistisch signifikanten Unterschiede in
den GefaBanschnitten von CD31, CD34 und den
anderen Markern
zwischen den Gewebegruppen. Die Auswertung
des Anteils gefirbter Lymphozyten und weiterer
immunhistochemischer Marker ergab keine
signifikanten Unterschiede zwischen infiziertem
und nicht infiziertem Gewebe. Jedoch wies der
Anteil positiv gefarbter Zellen mit PAX2 einen
signifikanten Unterschied (p=0,0264) auf, wihrend

zwischen

immunhistochemischen

kein signifikanter ~Unterschied mit PAXS
beobachtet wurde.

Diskussion:

CRP:

Das C-reaktive Protein (CRP) ist ein CRP, ein in
der Leber synthetisiertes Protein, dient als
etablierter =~ Serummarker  zur  Erkennung

unspezifischer Entziindungen im Kérper (15). Die
Freisetzung von CRP wird durch IL-6 und in

b) PAX 2 ROC: PAX 2
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Abbildung 9 Wilcoxon-Mann-Whitney U-Test, dargestellt in Boxplots, die Folgendes veranschaulichen: a) Die Fidrbungsintensitéiten von CRP in
infiziertem und nicht infiziertem Gewebe sowie die ROC-Kurve; b) Die Anzahl der PAX2-positiven Zellen pro Feld in infiziertem und nicht infiziertem
Gewebe sowie die ROC-Analyse; c) Die Férbungsintensitéten von Kollagen Il und d) Kollagen 1V in infiziertem und nicht infiziertem Gewebe sowie die

ROC-Kurve.



geringerem Mafe durch IL-1f8 ausgelost (15). In
der Immunhistochemie wird CRP hauptséchlich in
Zusammenhang mit Leberpathologien eingesetzt.
Die Konzentration von CRP im gesunden
Lebergewebe korreliert mit dem Ausgang des
Hepatozelluliren Karzinoms im Zusammenhang
mit dem Hepatitis-B-Virus, und es besteht eine
Korrelation zur im Serum nachgewiesenen CRP-
Konzentration (16). CRP kann in kleinere
Untereinheiten, wie das Monomer CRP (mCRP),
aufgeteilt werden (17). In der extrazelluldren
Matrix geschéddigten Hirngewebes kann mCRP
nach einem ischdmischen Schlaganfall
nachgewiesen werden und steht mit Entziindung
und dem Fortschreiten der Alzheimer-Krankheit in
Verbindung (18). Hinweise deuten darauf hin, dass
es iiber den lokalen Entziindungsprozess hinaus
auch zu Entziindungen in gesundem Gewebe
kommen kann, das sich nicht unmittelbar in der
Néhe des geschidigten Bereichs befindet (19).
CRP spielt auch bei entziindlichen Prozessen im
Herzgewebe eine Rolle. Erhohte Féarbeintensititen
von  extrazellulirem  CRP
atherosklerotischen Plaques der Koronararterien
gefunden. Signifikant erhohte Férbeintensititen
von CRP in instabilen Plaques deuten auf eine
wichtige Rolle bei der Vermittlung und
Aufrechterhaltung von entziindlichen Prozessen im
Gewebe hin (20).

Die Ergebnisse unserer Analyse zeigen deutliche

wurden in

Unterschiede sowohl in der Serum-CRP-
Konzentration als auch in der Gewebe-CRP-
Féarbung zwischen den Gruppen. Bei anhaltender
Infektion ist anzunechmen, dass inflammatorische
Prozesse zu einer erhohten Gewebe-CRP-
Konzentration fithren. Die proinflammatorische
Wirkung von CRP beruht auf seiner pentameren
Struktur (pCRP), die durch den Kontakt mit
nekrotischem Gewebe, apoptotischen Zellen und
ischdmischem Gewebe in die proinflammatorische
Form (pCRP*) und schlieBlich in das monomere
Form (mCRP) iiberfiihrt wird (15). Durch die
Aktivierung von Thrombozyten, Leukozyten,
Endothelzellen und dem Komplementsystem kann
mCRP eine zelluldre Immunantwort auslosen (15).
Die erhohte Anwesenheit von
proinflammatorischem pCRP* in entziindetem
Gewebe, das durch Ischidmie, Verletzungen,

Transplantationen usw. verdndert ist, sowie die
Aufrechterhaltung der Entziindung legen nahe,
dass CRP als immunhistochemischer Marker zur
Detektion von Gewebeinfektionen und bakterieller
Persistenz von Nutzen sein kann (15).
Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass CRP in
entziindetem und ischdmischem Gewebe sowie bei
malignombedingten Gewebeveridnderungen
vorkommt und eine Korrelation zur Serum-CRP-
Konzentration aufweist. In den Proben zeigte sich
CRP als relevanter und signifikanter Marker, der
bei komplexen chirurgischen Eingriffen mit
abweichendem  zeitlichem  Verlauf  eine
Entscheidungshilfe fiir den optimalen Zeitpunkt
der Reimplantation sein kann.

PAX 2:

Die bisherige Literatur beschreibt Paired box 2
(PAX2) als nuklearen Transkriptionsfaktor, der bei
der Embryogenese eine Rolle spielt und in
verschiedenen Geweben vorkommt (21). In der
histopathologischen Diagnostik wird PAX2 zur
Unterscheidung zwischen gutartigen Lésionen und
bestimmten Krebsarten verwendet (22-24). Es
wurde auch festgestellt, dass PAX2 das
Zellwachstum in bestimmten Brustkrebszellen
hemmt und als positiver priadiktiver Marker fiir den
Therapieerfolg angesehen wird (25). Es wird
angenommen, dass PAX2 {ber eRNAs die
Expression von proapoptotischen Genen reguliert
(25). Eine neue Studie legt nahe, dass PAX2 auch
eine Rolle bei bakteriellen Infektionen spielen
konnte, insbesondere im Zusammenhang mit dem
Inflammasom NLRC4 (26). Das Inflammasom
erkennt bakterielle Flagelline und Proteine, die fiir
die Fortbewegung von Bakterien wichtig sind, und
16st eine Reihe von Reaktionen aus, einschlieB3lich
der Sekretion von entziindlichen Zytokinen und der
Initiierung von Zelltod (26). Es wird vermutet, dass
PAX2 eine  Verbindung zwischen der
apoptoseinitiierenden ~ Funktion  und  der
bakteriellen Entziindung mit Pyroptose herstellen
konnte. Die Verwendung von PAX?2 als Marker zur
Differenzierung  von  Infektpersistenz  und
Konsolidierung konnte neue diagnostische und
therapeutische Ansétze ermdglichen.



KollagenlIl und IV:

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass Kollagen
Typ I und Kollagen Typ IV bisher keine bekannte
Rolle in der Infektdiagnostik oder im
Zusammenhang mit PPIs spielen. Jedoch konnten
inflammatorische Prozesse eine Verbindung
zwischen diesen Kollagentypen und der
Gewebereparatur herstellen. Die Aktivierung von
Caspase 1 und die
entziindungsfordernden Zytokinen wie IL-1p und
IL-18 spielen eine wichtige Rolle bei der
Gewebehomoostase und der Aktivierung von
Immunzellen (26-28). Im  Rahmen der
Inflammation werden auch Fibroblasten aktiviert,
um Kollagen zu bilden und die extrazelluldre
Matrix zu regenerieren (27). Obwohl Kollagen Typ
II und Kollagen Typ IV hauptsidchlich in
bestimmten Geweben vorkommen (29,30), ist eine
Verbindung zu inflammatorischen Prozessen und
der Gewebereparatur denkbar. Weitere Forschung
ist jedoch erforderlich, da diese Hypothese
aufgrund fehlender immunhistochemischer
Farbungen fiir Kollagen Typ II und Kollagen Typ
IV bisher vage bleibt.

Freisetzung  von

Limitationen der Arbeit:

Die vorliegende Studie weist einige Limitationen
auf. Die Heterogenitét des Patientenkollektivs, das
Fehlen einer separaten Betrachtung von Knie- und
Hiiftgelenken sowie das Vorhandensein von
Vorerkrankungen wie rheumatoider Arthritis und
Gicht beeinflussen die Interpretation der
Ergebnisse. Die Anzahl der Voroperationen
unterscheidet sich zwischen den Kohorten und
konnte zu falsch-positiven Ergebnissen flihren. So
wiesen Patienten mit Infektpersistenz eine
signifikant hohere Anzahl an Voroperationen auf.
Fehler bei der Identifikation geeigneter
Gewebeproben, insbesondere im Zusammenhang
mit der Anzahl der entnommenen Proben, konnten
zu falsch negativen Ergebnissen fiihren. Im
infektkonsolidierten ~ Kollektiv
Durchschnitt nur zwei Gewebeproben fiir die
mikrobiologische Bebriitung entnommen, wéahrend
im Infektpersistenzkollektiv im Durchschnitt fiinf
Gewebeproben entnommen wurden. Zudem ist es
wichtig anzumerken, dass die fokale Natur der

wurden im

Infektion beriicksichtigt werden muss. Bei

Infektpersistenz konnen Gewebeproben aus nicht
infizierten Bereichen entnommen worden sein, was
zu sogenannten "Sampling"-Fehlern fithren kann.
Weitere Limitationen der vorliegenden Arbeit sind
auf das retrospektive Studiendesign
zurlickzufithren. Die gesammelten Informationen
zur Patientenversorgung konnten unvollstindig
sein, insbesondere da zum Zeitpunkt der Erstellung
der Datenbank keine elektronische Patientenakte
vorhanden war. Dies konnte dazu fiihren, dass
beispielsweise Informationen iiber
Antibiotikatherapien zu beliebigen Zeitpunkten
nicht dokumentiert wurden, was die
Zuverldssigkeit der mikrobiologischen Befunde
beeinflussen konnte.

Zusitzlich sollte beriicksichtigt werden, dass fiir
die Diagnosestellung persistierender Infektionen
und  infektkonsolidierter ~ Situationen  ein
diagnostischer Algorithmus verwendet wurde, der
auf den dlteren ICM-Kriterien von 2013 basiert.
Neuere diagnostische Kriterien, die in der
Klassifikation der ICM von 2018 aufgenommen
wurden, wurden nicht validiert oder untersucht.
Dazu gehoren beispielsweise der Einsatz von D-
Dimeren, der Leukozyten-Esterase und Alpha-
Defensin zur Erkennung von Infektpersistenz.
Zukiinftige Studien sollten diese Aspekte
beriicksichtigen und weitere Untersuchungen
durchfithren, um die Ergebnisse genauer zu
interpretieren.

Zusammenfassung:

Die vorliegende Studie untersuchte CRP, PAX2,
Kollagen Typ II und Kollagen Typ IV als
potenzielle immunhistochemische Marker fiir
Infektpersistenz und peri-implantdre Infektion
(PPI). Es wurde festgestellt, dass alle vier Marker
signifikante Parameter zur Unterscheidung von
Infektpersistenz und Konsolidierung darstellen.
Bislang waren alle Marker in diesem
Zusammenhang nicht untersucht. Zusatzlich wurde
diskutiert, dass inflammatorische Prozesse,
insbesondere die Aktivierung von Caspase 1 und
die Freisetzung von entzlindungsférdernden
Zytokinen wie IL-1B und IL-18, eine wichtige
Rolle bei der Gewebereparatur und Immunantwort
spielen konnten. Obwohl Kollagen Typ II und
Kollagen Typ IV in bestimmten Geweben



vorkommen, fehlt es an immunhistochemischen
Farbungen, um ihre Rolle bei Infektionen genauer
zu untersuchen. Die Studie liefert wichtige
Erkenntnisse {iber potenzielle Marker und
Mechanismen im Zusammenhang mit
Infektpersistenz und PPI, betont aber die
Notwendigkeit weiterer Forschung, um ihre
Bedeutung in der Diagnostik und Therapie von
Infektionen zu kldren. Dies konnte zu neuen
diagnostischen und therapeutischen Ansétzen
fithren und unser Verstindnis der Pathophysiologie
von Infektionen erweitern. Es bedarf weiterer
Studien mit groferen Fallzahlen, um die
gefundenen Ergebnisse zu verifizieren.
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Abbildung 1: Gewebemikroarrayblock 3
Abbildung 2: Immunohistochemische Fiarbung:
Kollagen II; a) Probe: Aseptisch; Position:
1743/14/A1; Schwache braunliche Farbung um
BlutgefiaBe herum; Wertung: 1. b) Probe:
Septisch; Position: 10960/16/4d; MéBige



braunliche Farbung um Blutgefdf3e herum;
Wertung: 2. ¢) Probe: Septisch; Position:
5955/14/1; Intensive braunliche Farbung um
Blutgefiae herum; Wertung: 3. 4
Abbildung 3: Immunohistochemische Fiarbung:
CRP; a) Probe: Aseptisch, Position: 1743/14A1;
Keine Farbung des Bindegewebes (blau)
erkennbar; Wertung: 0. b) Probe: Aseptisch,
Position: 8668/16/2; Schwache Féarbung des
Bindegewebes schwach erkennbar; Wertung: 1. c)
Probe: Septisch; Position: 9282/15/4; MéBlige
Féarbung des Bindegewebes und des Zytoplasmas
deutlich erkennbar; Wertung: 2. d) Probe:
Septisch; Ort: 10960/16/4D; Intensive Farbung
des Zytoplasmas, deutlich braunlich, Wertung: 3.4
Abbildung 4: Immunohistochemische Fiarbung:
Kollagen IV; a) Probe: Septisch; Position:
13953/15/; Schwache braunliche Farbung um
BlutgefiaBe herum; Wertung: 1. b) Probe:
Septisch; Position: 14797/14/1; MaBige
braunliche Farbung um Blutgefdf3e herum;

Wertung: 2. 5
Abbildung 5 Pax 2 Féarbung; Position 9282/15/145
5

Abbildung 6 Wilcoxon-Mann-Whitney U-Test,
dargestellt in Boxplots, die Folgendes
veranschaulichen: a) Die Farbungsintensititen von
CRP in infiziertem und nicht infiziertem Gewebe
sowie die ROC-Kurve; b) Die Anzahl der PAX2-
positiven Zellen pro Feld in infiziertem und nicht
infiziertem Gewebe sowie die ROC-Analyse; ¢)
Die Féarbungsintensitdten von Kollagen I und d)
Kollagen IV in infiziertem und nicht infiziertem
Gewebe sowie die ROC-Kurve. 6



