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1

1.1

1.1

Deutsche Zusammenfassung

Einleitung

.1 Die synoviale Chondromatose

Bei der synovialen Chondromatose (SC) handelt es sich um eine von der Synovia
ausgehende gutartige Erkrankung, bei der es zur Metaplasie der Synovia zu
Knorpelgewebe kommt, das sich zu Knorpelkérpern formiert, die wiederum in den
Gelenkspalt des betroffenen Gelenks abgegeben werden. In erster Linie sind groBe
Gelenke wie das Knie-, das HUft- oder das Ellbogengelenk betroffen (O'Connell et
al. 2017). Obwohl schon seit dem 16. Jahrhundert bekannt, stellten die
Abhandlungen Georg Axhausens Uber die SC von 1933 eine erste
wissenschaftlichen Einordnung in die Erkrankungen des Kiefergelenks dar
(Axhausen 1933). Er beschrieb die SC als eine metaplastische Chondrogenese
ausgehend von den synovialen Membranen. Eine histomorphologische
Untersuchung wurde erst 1959 durch Jaffé verdffentlicht (Jaffé 1959). In den
Arbeiten von Milgram 1977 und Blankenstijn et al. 1985 wurde die SC klassifiziert
und drei Phasen der Entwicklung der Erkrankung beschrieben: In der initialen Phase
| kommt es zu einer chondroiden Metaplasie der Synovia des betroffenen Gelenks
ohne freie Gelenkkdrper. In Phase Il flihrt diese Metaplasie zur Exkorporation von
Gelenkkoérpern in den Gelenkspalt. Histologisch ist weiterhin eine aktive Metaplasie
mit proliferierenden Chondrozyten samt synovialer Uberkleidung der Kérper zu
erkennen. In der dritten Phase sind Proliferation und aktive Metaplasie der
Chondrozyten zum Stillstand gekommen (Milgram 1977, Blankestijn et al. 1985).
Eine Kalzifizierung der Gelenkkérper als mdgliche Phase IV wird Reichelt- oder
Henderson-Jones-Syndrom genannt (Miyamoto et al. 2000). Apte und Athanasou
als auch Yoshida et al. merkten in ihren Untersuchungen an, dass der Ursprung der
SC eher in einer reaktiv veranderten Synovia bzw. reaktiv verandertem
Knorpelgewebe als in normalem, unverandertem Gewebe liegt (Apte und Athanasou
1992, Yoshida et al. 2013). Eine maligne Transformation ist bislang nicht berichtet
worden, kann aber nicht ausgeschlossen werden und bleibt unklar, insbesondere da
bereits Chondrosarkome als transformierte SC fehlinterpretiert wurden (Ronald et al.



1978, Perry et al. 1988). Es wird zwischen einer primaren und einer sekundaren SC
unterschieden. Die primare SC ist hierbei idiopathisch, wahrend der sekundaren
zugeschrieben wird, durch Parafunktionen (Bruxismus), (Mikro-) Traumata oder
degenerative Kiefergelenkerkrankungen wie Arthrosis deformans hervorgerufen zu
werden (Norman et al. 1988, Zha et al. 2009). Betroffene Patienten prasentieren
Symptome, die typisch fliir die meisten Erkrankungen des Kiefergelenks sind. Zu
nennen sind hierbei Schmerzen, Schwellung, Einschrdnkungen der
Unterkieferbeweglichkeit bis hin zu einer Kieferklemme und Krepitationen (von
Lindern et al. 2002, Shah et al. 2011). Zudem tritt die Erkrankung mit einem
Verhaltnis von 7 : 3 haufiger bei Frauen als bei Mannern auf. Das rechte
Kiefergelenk ist geringgradig h&ufiger betroffen (rechts : links = 1,25 : 1). Allerdings
wurden auch bilaterale Falle berichtet, sie bilden aber die Ausnahme (Keogh et al.
2002, Peng et al. 2009). Die Angaben Uber die Anzahl von Féllen der SC, Uber die
in der Literatur berichtet wurde, differiert zwischen 154 und 242, ebenso die
Nomenklatur. Die Bezeichnungen synoviale Chondrometaplasie,
Osteochondromatose und synoviale Chondrose werden synonym zu dem Begriff
synoviale Chondromatose genutzt. Bei der erwahnten Literatur handelt es sich
zumeist um case reports, die Uber klinische Symptome, radiologische Befunde oder
die chirurgische Therapie berichten oder reviews, die sich den gleichen Themen
widmen (von Lindern et al. 2002, Guarda-Nardini et al. 2010, Chen et al. 2011, Shah
et al. 2011, Cai et al. 2012). Aufgrund der unspezifischen Symptome liegt zwischen
erstem Auftreten von Symptomen und der Diagnose der SC ein Zeitraum von einer
Woche bis zu 36 Jahren. In etwa der Haélfte der Félle sind es mehr als 24 Monate.
Dies wird auch dadurch hervorgerufen, dass konventionelle Réntgendiagnostik die
Gelenkkoérper nicht darzustellen vermag, da sie erst in Phase IV verkalken und somit
sichtbar werden. Das Gros der diagnostizierten und therapierten Patienten befindet
sich aber in Phase Il oder Ill der Erkrankung. Die Therapie der SC ist chirurgisch.
Durch eine Arthrotomie wird unter Sicht der gesamte Gelenkraum ausgeraumt und
samtliche Synovia samt Diskus entfernt, um ein Rezidiv zu vermeiden
(Demeulemeester et al. 1988, McCain und de la Rua 1989, Sembronio et al. 2008,
Guarda-Nardini et al. 2010, Cai et al. 2012).Die Entfernung des Discus articularis ist
aber umstritten (Holmlund et al. 2003).



1.1.2 Das IGF-System

Das IGF-System besteht aus den zwei Peptiden IGF-I und —Il, zwei spezifischen
Rezeptoren IGF-IR und IGF-IIR, sechs Bindungsproteinen (IGFBP-1 bis —6) und
einem Glykoprotein, das ,acid-labile subunit® (ALS) genannt wird (Reinecke und
Collet 1998, Yakar et al. 2000). Untersuchungen zu IGF-l zeigten, dass 75%
hepatisch synthetisiert werden und durch das Growth Hormone (GH) reguliert
werden, wahrend die Produktion der Ubrigen 25% auf die verschiedenen Gewebe im
Kérper entféllt. In einer Studie konnte auch nachgewiesen werden, dass das
hepatische IGF-1 zwar quantitativ Uberwiegt und eine negative Rickkopplung mit
dem GH aufweist sowie sowohl den Kohlenhydrat- als auch Lipidstoffwechsel
beeinflusst, aber das peripher synthetisierte bei weitem mehr zum Kérper- und
Organwachstum beitragt (Ohlsson et al. 2000). Die Schlussfolgerungen wurden als
die dual somatomedin hypothesis bezeichnet. IGF-II ist nach bisherigen Stand GH-
unabhangig und kann auch ein defizitares IGF-I Angebot nicht kompensieren
(Moerth et al. 2007). Weitere Arbeiten bestatigten diese Ergebnisse (Liu et al. 2000,
Yakar et al. 2000). IGF-I und —Il sind essentiell fur fetales und postnatales
Wachstum und beeinflussen beinahe jeden physiologischen Ablauf in jedem Organ
bzw. Gewebe des Korpers (D'Ercole et al. 1986, Han et al. 1988, Camacho-Hubner
et al. 1991, Camacho-Hubner und Savage 2001, Le Roith et al. 2001). IGF-II
werden zumeist Funktionen in der embryonalen und fetalen Entwicklung
zugesprochen (O'Dell und Day 1998, Sonksen 2001, Dupont et al. 2003). Im Blut
werden das Gros der IGFs in einem Komplex bestehend aus IGF-I oder -l und
IGFBP-3 sowie ALS vorgefunden (Furlanetto 1980, Baxter 1990). IGF-I bindet mit
sehr hoher Affinitdt an den IGF-IR. Die Affinitat von IGF-Il zu IGF-IR liegt etwa um
den Faktor drei darunter und die von Insulin fir diesen Rezeptor liegt um den Faktor
100 darunter (Werner et al. 1994, Jones und Clemmons 1995). Der IGF-1IR
wiederum bindet IGF-II mit 500-fach erhdhter Affinitat als IGF-I, Insulin wird nicht
gebunden. Madglicherweise besteht eine Aufgabe des IGF-IIR darin, die
Konzentration von und damit das Angebot an IGF-Il gering zu halten (O'Dell und
Day 1998).



Die Hauptaufgabe der sechs Bindungsproteine liegt darin, die Halbwertszeit der
IGFs zu verlangern und die IGFs zu den Zielzellen zu transportieren und dort ihre
biologische Aktivitdt zu modulieren. Zusatzlich inhibieren oder promovieren die
IGFBPs die Wirkung von IGF-1 und -Il und speichern sie in der Extrazellularmatrix.
AuBerdem werden den IGFBPs IGF-unabhangige Funktionen zugesprochen. Hierzu
wurden diverse Untersuchungen durchgefiihrt (Clemmons et al. 1993, Clemmons et
al. 1995, Jones und Clemmons 1995, Rajaram et al. 1997, Reinecke und Collet
1998, Butt et al. 1999, Miyakoshi et al. 2001, Dupont et al. 2003). So zeigt IGFBP-5
alleine z. B. Proliferations-férdernde Wirkung und erhdht die Aktivitat der alkalischen
Phosphatase. Ebenso als erwiesen gilt, dass IGFBP-1 und -3 je nach Umgebung
sowohl hemmend als auch stimulierend wirken kénnen. Darum werden sie auch als
soipotential regulators® bezeichnet. Die BPs-2 und -4 zeigten bislang nur
inhibitorische Funktionen, bei -5 und -6 ist noch keine abschlieBende Beurteilung
gefallt worden (Clemmons et al. 1993, Clemmons et al. 1995, Clemmons 1998,
Reinecke und Collet 1998, Conover 2008). Allerdings ist die Frage nach samtlichen
Funktionen der IGFBPs ebenso wenig abschlieBend geklart wie die Frage nach der

Notwendigkeit fir sechs verschiedene Bindungsproteine (Conover 2008).

Die Bedeutung der IGFs, ihrer Rezeptoren und Bindungsproteine auf den
Stoffwechsel und die Differenzierung von gesundem und geschadigtem
Knorpelgeweben sind Gegenstand einer Vielzahl von Untersuchungen gewesen
(Fortier et al. 2002, Fortier et al. 2011, Tang und Wang 2015). So konnte
nachgewiesen werden, dass IGF-I mesenchymale Stammzellen derart beeinflussen,
dass sie die Synthese von Proteoglykanen und Prokollagen-Il induzieren. Diese
werden als Marker flir Chondrogenese angesehen. Das bedeutet, dass unter IGF-I-
Einfluss mesenchymale Stammzellen sich zu Chondroblasten/-zyten differenzieren
(Worster et al. 2001). Longobardi et al. kamen zu ahnlichen Ergebnissen und
zeigten, dass sich aus Knochenmark gewonnene mesenchymale Stammzellen unter
IGF-1 Einfluss zu Chondrozyten differenzieren. Der Nachweis daflir gelang Uber die
Synthese der knorpeltypischen Marker Sox-9 und Kollagen Typ-Il (Longobardi et al.
2006). Zudem flhrt die Inkubation von gesundem, normalen Knorpel mit IGF-I zu
einer Fulle an anabolen Effekten, wéhrend die katabolen reduziert werden
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(Schalkwijk et al. 1989, Tyler 1989, Sah et al. 1994). AuBerdem wird angenommen,
dass IGF-I fur den Erhalt der Integritdt von Knorpel notwendig ist und sein Fehlen
zur Entwicklung von Knorpeldefekten fihrt (Ekenstedt et al. 2006). Es konnte sogar
gezeigt werden, dass IGF-1 eine Reparatur von Knorpelschaden bewirkt und die
Synovia vor chronischer Entziindung schitzt (Fortier et al. 2002, Goodrich et al.
2007). Es wurde jedoch auch nachgewiesen, dass mit héherem Alter und in Fallen
von degenerativen Gelenkerkrankungen (Arthrose) die Chondrozyten des
betroffenen, erkrankten Knorpelgewebes eine geringere Fahigkeit besitzen, auf die
stimulierenden Effekte des IGF-1 mit Matrixproteinsynthese zu antworten (Schalkwijk
et al. 1989, Dore et al. 1994, Martin et al. 1997, Loeser et al. 2000, Loeser et al.
2002, Fortier und Miller 2006, Boehm et al. 2007, Loeser et al. 2014).

Wie beschrieben besitzt das IGF-System Einfluss auf das pra- und postnatale
Wachstum sowohl des Menschen als auch anderer Spezies. Auch im Hinblick auf
das Gewebe Knorpel und seinen Stoffwechsel, seine Reifung und Veranderung
wahrend physiologischer aber auch aphysiologischer Belastung und auch
Schadigung wird dem IGF-System eine grosse Bedeutung zugeschrieben. Vor
diesem Hintergrund stellt sich beziglich der Atiologie der synovialen
Chondromatose die Frage nach einer Beteiligung des IGF-Systems, denn die
Ursache der SC ist ungeklart. Klar ist aber, dass das Ursprungsgewebe dieser
Erkrankung das Knorpelgewebe samt seiner bedeckenden Synovia ist.

Darum wird in dieser Arbeit durch immunhistochemische Untersuchungen an
humanen Praparaten der SC der Frage nachgegangen, ob eine Beteiligung der IGF-
I und -Il mit ihren Bindungsproteinen IGFBP-1 bis -6 an der Pathogenese der
synovialen Chondromatose des Kiefergelenks méglich erscheint.

1.2 Material und Methoden

FUr die Untersuchungen wurden 23 Praparate von 16 Patienten verwendet. Diese
Praparate wurden im Rahmen der operativen Therapie der SC durch die Klinik und
Poliklinik ~ fir Mund-, Kiefer- und Plastische Gesichtschirurgie des
Universitatsklinikums Bonn (Direktor: Prof. Dr. med. Dr. med. dent. R. H. Reich) in

den Jahren 1996 bis 2013 gewonnen.
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Fall Patienten ID Geschlecht Geburtsdatum

1 ™ e 22.08.1969
2 Ml o 18.09.1944
3 NA 3 16.07.1930
4 SA 3 25.01.1938
5 RK 3 02.05.1936
6 SG Q 23.06.1949
7 JJ 3 08.12.1929
8 MS Q 13.01.1953
9 KV e 14.04.1947
10 TC o 20.08.1954
11 TP e 17.12.1974
12 FU o 21.06.1951
13 DI e 27.02.1944
14 KM o 27.11.1966
15 HM e 02.07.1966
16 BH 3 03.01.1958

Tabelle 1: Ubersicht tiber die untersuchten Falle

Die operative Therapie bestand in einer vollstidndigen Synovektomie und
Diskektomie mit Ausrdumung der freien Knorpelkdrper. Die Diagnose wurde im
Rahmen der Routinediagnostik durch das Institut fir Pathologie des
Universitatsklinikums Bonn gesichert (Direktor: Prof. Dr. med. G. Kristiansen). Durch
das Institut fir Pathologie wurden samtliche Praparate freundlicherweise zur
Verfigung gestellt. Als Kontrollpréaparat wurde ein exzidierter Diskus einer Patientin
verwendet, der aufgrund einer schmerzhaften anterioren Diskusverlagerung mit
Reposition entfernt werden musste. Die Fixierung, Entkalkung und Einbettung
erfolgten im Institut fir Pathologie des Universitatsklinikums Bonn.

Die Schnitte wurden mit einem Rotationsmikrotom HM 3559 der Firma Microm
International GmbH hergestellt. Es wurden Schnittserien von 25 Schnitten
angefertigt in einer Dicke von 4,5 bis 6,5 um. Als Ubersichtsfarbung wurde
Hamatoxylin-Eosin (HE) gewahlt. Als histochemische Farbungen diente die PAS-

Farbung (periodic acid Schiff reaction) und die Alcianblaufarbung.

Ausgewahlte Schnitte wurden mit der Immunoperoxidase-Methode gefarbt. In dem

hier gewahlten indirekten Verfahren wird ein primarer Antikbrper an das zu
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detektierende Antigen im Praparat gebunden und in einem zweiten Schritt ein
sekundarer Antikdrper, der Peroxidase konjugiert ist, an den primaren Antikrper
gebunden. Um diese Bindung sichtbar zu machen, wird sie durch DAB
(3" 3" Diaminobenzidin) gefarbt.

Die Spezifitat der verwendeten Antikérper ist sowohl durch die Herstellerangaben
als auch durch frihere Studien belegt (Gotz et al. 2001, Gétz et al. 2005, Gétz et al.
2006)

Um zu zeigen, dass es sich bei den dargestellten Reaktionen um spezifische
immunhistochemische Reaktionen handelt, wurden als Positivkontrollen Praparate
verwendet, an denen diese Reaktionen bereits wissenschaftlich dokumentiert
wurden. Dies waren Schnittprédparate kondylarer Hyperplasien und Kiefergelenke
von Ratten. Als Negativkontrollen dienten Préparate, denen wahrend der
immunhistochemischen  Behandlung  entweder der Primdr- oder der
Sekundarantikérper nicht zugegeben wurde. Um unspezifische Farbreaktionen
ausschlieBen zu kénnen, wurden aber alle Schnitte gleichwohl mit DAB gefarbt.

Die Schnittprédparate wurden unter einem Lichtmikroskop Axioskop 2 der Fa. Zeiss,
Jena, Deutschland, betrachtet und ausgewertet. Die digitale Speicherung erfolgte
mit einer integrierten Kamera. Die Auswertung wurde semiquantitativ durchgefihrt
und jedem Schnitt die Wertung - = negativ, (+) = schwach positiv, + = positiv, ++ =
stark positiv und +++ = sehr stark positiv zugeordnet und in tabellarischer Form
zusammengefasst. Entsprechend dem Aufbau der Gewebe wurde differenziert fiir
die Synovia, die Fibro- bzw. Chondrozyten und das bindegewebige Stroma bzw. die
chondroide Matrix die immunhistochemische Anfarbung ausgewertet.

1.3 Ergebnisse

Das mittlere Alter der Patienten zum Zeitpunkt der Operation betrug 54 Jahre (27 bis
68 Jahre). Finf Patienten waren mannlichen und elf weiblichen Geschlechts. Laut
den vorliegenden Operationsberichten wurden in allen Féllen freie Gelenkkérper
entfernt. Somit befanden sich alle Falle zumindest in Stadium Il oder Ill nach
Milgram. Zwolf Praparate bestanden aus freien Gelenkkdrpern mit Synovia und

chondroider Matrix. Elf Praparate zeigten Diskusgewebe mit bedeckender Synovia,
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Bindegewebe und teilweise auch freien Gelenkkdrpern. Da zusatzlich Gberwiegend
eine mehrschichtige Synovia in den Ubersichtsfarbungen zu erkennen war, kann
davon ausgegangen werden, dass in diesen Fallen Stadium Il mit einer aktiven
Proliferation vorlag. Allerdings konnte in keinem Praparat ein Gelenkkdrper entdeckt
werden, der sich noch in der Synovia befand. In den Schnitten der Ubersichtsfarbung
zeigte sich ein mehrschichtiger Aufbau der Praparate. Unter einer bedeckenden
synovialen Membran lag Bindegewebe mit Fibrozyten. Darunter schlossen sich in
Praparaten aus freien Knorpelkérpern Chondrome an, die aus Knorpelzellaggregaten

bestanden, die von einer chondroiden Matrix umgeben waren.

Abbildung 1: Ein freier Gelenkkdrper mit Synovia (*), chondroider Matrix (o) und Chondromen (e).
HE-Farbung (VergrdBerung x 10).

In den Diskuspraparaten schloss sich an das subsynoviale Bindegewebe das

stromareiche und zellarme Gewebe des Diskus an.
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Abbildung 2: Diskusgewebe mit Bindegewebe (*), Fibrozyten (\) und Synovia (N).
HE-Farbung (VergréBerung x 40).

Die mikroskopische Auswertung ergab, dass bis auf vier alle Praparate eine
Anfarbung sowohl fir IGF-I und IGF-II als auch die sechs Bindungsproteine zeigten.
Lediglich drei Praparate zeigten keine Anfarbung flr ein (n = 3) oder zwei (n = 1) der
IGFs oder IGFBPs. Im Detail sind dies Fall 1 fur IGFBP-6, Fall 4 fur IGFBP-2, Fall
10 fOr IGFBP-4, Fall 16 fir IGF-I und -Il. Alle diese vier Praparate gehdéren zu den

Resektionspraparaten bestehend aus Diskusgewebe.

Zusammengefasst ist zu erkennen, dass in den immunhistochemischen Farbungen
zwischen den Resektionspraparaten mit Diskusgewebe und freien Gelenkkdrpern
unterschieden werden muss. So konnten IGFBP-4 und -5 im Bereich der
Chondrozyten stark positiv (++) angefarbt werden. Zudem wurden IGF-l und IGFBP-
5 stark positiv (++) in der Synovia der Praparate bestehend aus freien

Knorpelkdrpern angefarbt.
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Abbildung 3: Stark positive Anférbung (++) fir IGFBP-5 der Synovia mit darunter liegender chondroider
Matrix (*) und der Chondrozyten (V) in einem freien Gelenkorper. VergréBerung x 40.

Alle weiteren Komponenten des IGF-Systems wurden in diesen Praparaten nur
schwach positiv ((+)) oder positiv (+), in wenigen Fallen auch negativ (-) angefarbt.

Praparate mit

freien IGF- IGF- IGFBP- IGFBP- IGFBP- IGFBP- IGFBP- IGFBP-
Gelenkkdrpern I I 1 2 3 4 5 6
Chondrozyten + + (+) + + ++ ++ +
Synovia ++ + (+) + + + ++ +
chondroide Matrix - (+) (+) (+) (+) - + (+)

Tabelle 2: Ubersicht liber das Farbeverhalten aller Falle mit freien Knorpelkdrpern

In den Diskuspraparaten lag IGFBP-5 hoch konzentriert in der Synovia und im
Bindegewebe vor. Die sonstigen IGFs und IGFBPs waren in allen anderen
Praparaten und dargestellten Geweben semiquantitativ nur schwach positiv, positiv
oder vereinzelt negativ nachzuweisen. Die nachfolgende Tabelle gibt einen

Uberblick (iber die Auswertung:
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Préparate mit IGF- IGF- IGFBP- IGFBP- IGFBP- IGFBP- IGFBP- IGFBP-

Diskusgewebe I Il 1 2 3 4 5 6
Fibrozyten + + + + + + + +
Synovia + + + + (+) + ++ +
Bindegwebe +) ) - - (+) (+) ++ +

Tabelle 3: Ubersicht iiber das Farbeverhalten aller Falle mit Diskusgewebe

Das Kontrollpréparat zeigte den gleichen Aufbau wie die anderen Diskuspréparate.
Hier wurden an den Fibrozyten IGF-I, -1l und die Bindungsproteine 3 bis 5 und in der
Synovia IGF-I und -Il und IGFBP-2, -3 und -5 stark positiv (++) nachgewiesen.
IGFBP-5 wurde auch im Bindegewebe stark positiv angefarbt.

Die Positivkontrolle zeigte erwartungsgemanB eine positive Anfarbung fir alle
Komponenten des IGF-Systems, die Negativkontrolle keine Anfarbung.

1.4 Diskussion

Die Bedeutung des IGF/IGFBP-Systems fur die Erkrankungen des Kiefergelenks
wurde bislang nur wenig untersucht. 2007 zeigten Gotz et al. eine mdgliche
Beteiligung an der Genese der kondylaren Hyperplasie des Kiefergelenks. Sie
nutzten einen gesunden humanen Kondylus als Kontrolle und wiesen nach, dass die
Komponenten des IGF-Systems in erkrankten Kondylen starker nachweisbar sind
als in dem gesunden Praparat. Degenerativ veranderte Anteile des
Kontrollprédparates zeigten jedoch auch eine vermehrte Anfarbung fir die
untersuchten IGFs und IGFBPs sowie von IGF-IR und -IIR (Gétz et al. 2007).
Korrelierend dazu zeigten sich auch in den vorliegenden Untersuchungen keine
erheblichen Unterschiede zwischen den von SC betroffenen Gelenken und dem
Kontrollpraparat einer schmerzhaften anterioren Diskusverlagerung mit Reposition.
Die IGFs und ihre Bindungsproteine sind in den Fibro- und Chondrozyten und der
Synovia der SC Praparate nachzuweisen. Das macht es wahrscheinlich, dass die
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Wachstumsfaktoren zusammen mit ihren Bindungsproteinen die Metaplasie der
Synovia zu Knorpelkérpern beeinflussen, wenn nicht sogar férdern. Wie von
Milgram postuliert, formen sich freie Gelenkkdrper zuerst in der metaplastischen
Synovia und werden dann in den Gelenkspalt abgestoBen (Milgram 1977). Da aber
auch im subsynovialen Bindegewebe und an den Fibrozyten IGFs und IGFBPs
nachzuweisen sind, kénnte die SC ihren Ursprung mdglicherweise nicht
ausschlieBlich von metaplastischer Synovia nehmen. Allerdings farben sich die
chondroide Matrix und das Bindegewebe schwéacher an als die Synovia und die
Fibro- und Chondrozyten, was auf eine geringere Bedeutung dieser Gewebe fiir die
Genese hinweisen dirfte. Dass der Nachweis der untersuchten Wachstumsfaktoren
auch in exkorporierten Knorpelkérpern gelingt, ist auf die persistierende Proliferation
und Metaplasie der Knorpelkérper zurlickzufihren, die erst in Stadium |ll sistieren.

IGF-11 ist hinsichtlich pranatalen Wachstums von Bedeutung (O'Dell und Day 1998,
Sonksen 2001). Nichtsdestotrotz liegt in dieser Studie kein Unterschied in den
immunhistochemischen Farbungen zwischen IGF-I und -Il vor, obwohl es sich um
adulte Praparate handelt. Lediglich die Synovia der freien Gelenkkdrper lasst sich
stark positiv fiir IGF-I anfarben, sonst lassen sich IGF-I und -l nur positiv anfarben.
Es ist zusatzlich zu beobachten, dass IGFBP-5 vermehrt in der Synovia und dem
Bindegewebe von Diskuspraparaten und vermehrt in der Synovia und den
Chondrozyten von freien Knorpelkérpern nachzuweisen ist. Es ist bekannt, dass
IGFBP-5 und -6 eine bis um den Faktor 100 héhere Affinitat zu IGF-II als zu IGF-I
besitzen (Clemmons et al. 1993, Reinecke und Collet 1998, Bach 1999). Hierdurch
kénnten die Konzentrationen von IGF-I und -1l erhéht und durch ihre Prasentation an
den spezifischen Rezeptoren (IGF-IR und -lIR) ihre Wirkung verstarkt werden. Dies
wilrde mit den Ergebnissen mehrerer Studien Ubereinstimmen, die die Funktionen
und Wirkungen der IGFBPs untersuchten (Matsumoto et al. 2000, Kiepe et al. 2001,
Conover 2008). Diese Ergebnisse werden auch durch die Untersuchungen von
Hajjar et al. gestitzt. Sie wiesen nach, dass IGF-ll das Wachstum des Kiefergelenks
von Ratten postnatal positiv férdert (Hajjar et al. 2003). Weiterhin konnte 2004
gezeigt werden, dass IGF-Il zu einer Steigerung der DNA Synthese und der
Produktion von knorpelspezifischen Glykosaminoglykanen in den Kiefergelenken
von Pferden fUhrt (Davenport-Goodall et al. 2004). Hinzu kommt, dass IGFBP-5 die
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Wachstums-stimulierenden Effekte von IGF-I triggert (Andress und Birnbaum 1992,
Jones und Clemmons 1995). Dies kdnnte zusétzlich zur Genese der SC beitragen.

Bislang existieren nur wenige immunhistochemische Untersuchungen, die sich mit
der SC befassen. Dennoch sind weder die genaue Pathophysiologie noch die
Atiologie der SC geklart. Allgemein wird zwischen einer priméaren SC ohne bekannte
Ursache und einer sekundaren SC auf dem Boden einer degenerativen
Kiefergelenkerkrankung, Mikro- (Bruxismus) oder Makrotraumata unterschieden
(von Lindern et al. 2002, Zha et al. 2009). Allerdings widersprechen die in der
vorliegenden Arbeit gefundenen Ergebnisse als auch anderer Studien der These
einer primaren SC. So berichten Chen et al. Uber einen Fall, in dem die SC
nachgewiesenermafBen im unteren Gelenkspalt ihren Ursprung nahm (Chen et al.
2011). Wéahrend die Synovia des diskomandibularen Gelenkanteils eindeutige
Anzeichen einer chronischen Synovitis und degenerativer Veranderungen zeigte,
stellte sich der diskotemporale Gelenkanteil unaufféllig dar. In dem Fallbericht von
Zha wird Gber einen Patienten berichtet, bei dem es 15 Jahre nach einem Schlag
auf das Kiefergelenk zu einer SC des Kiefergelenks der betroffenen Seite
gekommen war (Zha et al. 2009). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
unterstiitzen diese Befunde. So kénnen in allen Fallen die Komponenten des IGF-
Systems nachgewiesen werden, was eine Beteiligung an der Entstehung dieser
Erkrankung wahrscheinlich macht. Allerdings kénnen auch im Kontrollpraparat
bestehend aus dem Diskus einer Patientin, die an einer schmerzhaften anterioren
Diskusverlagerung mit Reposition litt, sdmtliche IGFs und ihre Bindungsproteine
nachgewiesen werden. Gestltzt wird dies auch durch die Ergebnisse von Goétz et al.
zur Beteiligung des IGF-Systems an der Atiologie der kondyldren Hyperplasie. Sie
zeigten ebenfalls, dass in degenerativ veranderten Anteilen eines sonst gesunden
Kondylus, der als Kontrolle diente, die Komponenten des IGF Systems vermehrt
nachgewiesen werden konnten als in den gesunden Anteilen (Gétz et al. 2007). Fur
eine Entstehung der SC aus veranderter Synovia sprechen auch die Ergebnisse von
Apte und Athanasou, die Gewebe von Féllen der SC und adulten sowie fetalen
Knorpels fiir Ki-67, einem Proliferationsmarker, LCA (leucocyte common antigene =
CD-45) und CD-68 (Makrophagen assoziiertes Antigen) immunhistochemisch
untersuchten (Apte und Athanasou 1992). Sie schlossen aus ihren Ergebnissen,
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dass einerseits aufgrund des geringen Nachweises von Ki-67 es sich bei der SC
nicht um eine durch Proliferation, sondern durch Metaplasie verursachte Erkrankung
handelt. Andererseits schlussfolgerten sie, dass der Nachweis von eben LCA und
CD-68 fur eine Entstehung der SC aus reaktiv veranderter Synovia spricht. Dies
geht konkordant mit der Arbeit von Helmy et al.. Sie setzten artifiziell
Diskusperforationen in den Kiefergelenken von Makaken. Hierdurch gelang es
ihnen, Veranderungen in der Synovia hervorzurufen, die mit denen der SC
Ubereinstimmten (Helmy et al. 1989). Die Frage, ob die SC auf dem Boden
degenerativer Veranderungen von Knorpel entsteht, kbnnen aber wohl nur weitere
Untersuchungen sowohl gesunder Gewebsanteile von Kiefergelenken als auch
durch zum Beispiel degenerativ veranderte Kiefergelenke im Vergleich zu
Praparaten der SC bringen.

Milgram und spater Blankenstijn postulierten, dass sich die SC durch Metaplasie der
Synovia der betroffenen Gelenke entwickelt (Milgram 1977, Blankestijn et al. 1985).
Allerdings berichteten Mikami et al., dass sowohl in der Gelenkfllssigkeit als auch in
Gewebsfragmenten betroffener Kiefergelenke Aggrecan, ein knorpelspezifisches
Protein, Kollagen Typ-Il, ein Strukturprotein hyalinen Knorpels, und die BMPs-2 und
-4 (Bone Morphogenetic Proteins) nachweisbar sind (Mikami et al. 2012). Sie zogen
aus ihren Ergebnissen den Schluss, dass die SC dadurch hervorgerufen wird, dass
sich synoviale Anteile durch Traumata I6sen und im Gelenkspalt zu liegen kommen.
Hier fihren BMP-2 und -4 zu einer Differenzierung zu Knorpelgewebe, die wiederum
Aggrecan und Kollagen Typ-Il synthetisieren. Allerdings zeigten die Arbeiten von
Apte und Athanasou und Yoshida et al., dass aufgrund des fehlenden oder nur
geringen Nachweises von Ki-67, einem Marker fur die Proliferationsaktivitdt von
Gewebe, es sich bei der SC um eine Krankheit auf dem Boden einer
metaplastischen Umwandlung von einem Gewebe zu einem anderen handelt (Apte
und Athanasou 1992, Yoshida et al. 2013). Zusétzlich zeigten Sato et al. in ihrer
Studie zur SC, dass sich unter wunaufféllig erscheinender Synovia
Knorpelformationen befinden, die in den Gelenkspalt exkorporiert werden (Sato et

al. 2002). In der vorliegenden Arbeit konnte dazu kein Nachweis erbracht werden.
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Aufgrund des durchweg positiven Nachweises von IGF-I und -Il sowie der
Bindungsproteine -1 bis -6 in den in der Klinik fir Mund-, Kiefer- und Plastischen
Gesichtschirurgie des Universitatsklinikums Bonn gewonnenen Praparaten der SC
kann von einer Beteiligung des IGF Systems an der Entstehung dieser Erkrankung
ausgegangen werden. Bisher durchgefihrte immunhistochemische Untersuchungen
zur Atiologie der SC sind rar. So wird die Beteiligung der Fibroblast Growth Factor-2
(FGF-2) Fibroblast Growth Factor Receptor-1 (FGFR-1) Achse in der Arbeit von
Sato aus dem Jahr 2002 diskutiert und als wahrscheinlich angenommen (Sato et al.
2002). Allerdings wurden fir diese Untersuchung lediglich zwei Falle der SC
untersucht. In diesen konnten FGF-2 und FGFR-1 in den operativ gewonnenen
Praparaten nachgewiesen und somit vermutet werden, dass die beteiligten
Chondrozyten FGF-2 synthetisieren, dieses an den FGFR-1 andockt und Uber eine
auto- oder parakrine Wirkung die Entstehung der SC férdert. Tojyo berichtete 2004
Uber den Nachweis des Fibroblast Growth Factor Receptor-3 (FGFR-3) in flinf
Fallen primarer SC, der aber nicht in einem Fall sekundarer SC oder in Gewebe aus
Kiefergelenken mit internal derangement Erkrankung oder gesundem Diskus- bzw.
Synoviagewebe gelang (Tojyo et al. 2004). Daraus wurde gefolgert, dass FGFR-3
wegen seines Potentials in der anabolen Beeinflussung des Knorpelwachstums aus
mesenchymalen Stammzellen an der Induktion der SC beteiligt ist. Diese
Ergebnisse werden gestitzt durch die Untersuchung von Robinson et al., die
ebenfalls die mdgliche Beteiligung des FGFR-3 und seines spezifischen Liganden
FGF-9 an der SC als Thema hatten (Robinson et al. 2000). Vor dem Hintergrund,
dass FGFR-3 ein Marker fiir mesenchymale Knorpelvorlauferzellen ist, wiesen sie in
Zellkulturen sowohl den FGFR-3 als auch den FGF-9 in der Gelenkfllssigkeit der
betroffenen Gelenke nach. Daraus folgerten sie, dass die erhdhten Level des FGF-9
die FGFR-3-positiven Stammzellen rekrutieren und eine Entstehung der SC
beglnstigen. In einer jingeren Arbeit aus dem Jahr 2013 zeigten Wake et al., dass
in der Synovialflissigkeit von zehn von SC betroffenen Gelenken die
Konzentrationen von Aggrecan, Interleukin-6 (IL-6) und dem Vascular Endothelial
Growth Factor-A (VEGF-A) im Vergleich zu gesunden Gelenken erhéht waren
(Wake et al. 2013). Zudem exprimierten die Synoviozyten der betroffenen Gelenke
ebenfalls den VEGF-A, weshalb diesen Faktoren eine wesentliche Rolle in der
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Pathologie der SC zugeschrieben wurde. Allen genannten Untersuchungen liegen in
der Regel geringere Fallzahlen zu Grunde als der vorliegenden Arbeit. Um eine
reproduzierbare und verldssliche Aussage Uber die jeweilige Beteiligung der
verschiedenen untersuchten Wachstumsfaktoren oder Entziindungsmediatoren an

der Entstehung der SC geben zu kénnen, waren héhere Fallzahlen wiinschenswert.

In den Arbeiten von Gétz et al. zur Ursache der humanen kondylaren Hyperplasie
und der Beteiligung des IGF Systems an degenerativen Veranderungen von
Kiefergelenken im Tiermodell wurde festgestellt, dass die Bindungsproteine durch
die ihnen eigene inhibitorische Funktion eine anabole Wirkung der IGF-1 und -l
supprimieren (Go6tz et al. 2005, Goétz et al. 2007). Dies widerspricht in Teilen den in
dieser Arbeit gefundenen Ergebnissen. IGFBP-4 und -5 kénnen stark positiv
nachgewiesen werden, ebenso wie IGF-I. Vor dem Hintergrund, dass IGF-I
stimulierend auf das Knorpelwachstum wirkt, IGFBP-5 eigene stimulierende, vor
allem Proliferations-férdernde Wirkung besitzt und die Wirkung von IGF-I und -
verstarkt, kann behauptet werden, dass in dieser Konstellation die Beteiligung des
IGF-System an der Entstehung der SC als wahrscheinlich angesehen werden kann.
Selbstverstandlich sind die bio- und molekularchemischen Ablaufe hoch kompliziert
und gerade im Hinblick auf das IGF System bei weitem noch nicht verstanden.
Dennoch sollten die hier beschriebenen Ergebnisse vertieft werden und gerade vor
der kontroversen Diskussion Uber die verschiedenen Aspekte der SC hinsichtlich
der Frage nach Entstehungsort (oberer versus unterer Gelenkspalt),
Entstehungsgewebe (gesunde versus reaktiv verdnderter Synovia), Entstehung
durch Metaplasie oder Proliferation synovialer Zellen im Gelenkbinnenraum und
auch der Frage nach den beteiligten Wachstumsmediatoren in differenzierten
Studien nachgegangen werden.

Letztlich besteht Uber die Frage der Therapie Einigkeit. Diese ist chirurgisch und
beinhaltet die Synovektomie samt Diskektomie und Entfernung aller Gelenkkérper.
Eine Arthroplastik wird im Falle von Erosionen des Caput mandibulae ebenfalls
durchgefihrt. Die Entfernung der gesamten Synovia dient dabei zur
Rezidivprophylaxe, da sie als Ursprungsort fir diese Erkrankung gilt. Nicht
chirurgische Ansatze wurden ebenso beschrieben. So zlichteten lkebe et al.
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Chondrozyten aus gewonnenen Praparaten der SC an und konnten durch Zugabe
von IL-1 die Synthese chondroider Matrix inhibieren (lkebe et al. 1998). Und
Robinson et al. schlagen in ihrer Arbeit die Hemmung der FGF-9 Synthese vor, um
die Uber den FGFR-3 vermittelte Differenzierung mesenchymaler Stammzellen zu
Chondrozyten zu hemmen (Robinson et al. 2000). Allerdings waren diese
Therapieoptionen nur bei einer bereits immanenten und diagnostizierten SC
einsetzbar. Ob hierdurch die chirurgische Entfernung der freien Gelenkkérper
entfiele, bleibt anzuzweifeln. Das gleiche qilt flr einen therapeutischen Ansatz tber
das IGF-System. Einerseits kénnte eine Intervention lber eine lokale Suppression
einzelner oder aller Faktoren des IGF-Systems, wenn sie denn mdglich ware,
vermutlich die freien Gelenkkérper nicht beseitigen. Andererseits liegen keine Daten
vor, durch welche definitiv festgestellt werden kénnte, welche Patienten eine SC
entwickeln, die erfolgreich praventiv therapiert werden kdnnte. Somit bleibt die
Chirurgie weiterhin Therapie der Wahl.

1.5 Zusammenfassung

Die SC ist eine gutartige Erkrankung der groBen Gelenke, deren Ursache bislang
ungeklart ist. Sie kann auch das Kiefergelenk betreffen. Pathogenetisch kommt es
zur metaplastischen Bildung von Knorpelzellformationen in der Synovia, die in den
Gelenkspalt des betroffenen Gelenks abgegeben werden und nach Sistieren der
Metaplasie und Proliferation im Endstadium verkalken kdénnen. Die Erkrankung
verursacht Schmerzen, Schwellung, Okklusionsstérungen und Krepitation. Es wird
davon ausgegangen, dass sie von der Synovia und dem Gelenkknorpel ausgeht.
Ziel dieser Arbeit war es, eine mdgliche Beteiligung der Insulin-like-growth-factors
(IGF-1/-1) und ihrer Bindungsproteine (IGFBP-1 bis -6) an der Entstehung der SC zu
untersuchen. Dazu wurden 23 humane Resektionspréparate, die im Rahmen der
chirurgischen Therapie der SC gewonnen wurden, immunhistochemisch gefarbt und
mikroskopisch untersucht. Die Farbung wurde semiquantitativ bewertet. In der
Auswertung zeigte sich, dass besonders die Chondro- und Fibrozyten und die
Synovia betroffener Gelenke positiv bis stark positiv flr beinahe alle untersuchten
IGFs und IGFBPs anfarbten. Die darunter liegenden Gewebe bestehend aus
Bindegewebe und chondroider Matrix wurden auch angeféarbt, jedoch in geringerem
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MaBe. Aus den Ergebnissen kann geschlossen werden, dass das IGF-System zur
Pathogenese der SC beitragen kénnte. Insbesondere IGF-1 und -Il und das ihre
Wirkung verstarkende Bindungsprotein-5 scheinen dabei eine mdgliche Rolle zu

spielen.
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Synovial chondromatosis (SC) is a benign disease of the joints without a known cause. It sometimes
affects the temporomandibular joint (TM]) and is accompanied by pain, swelling, malocclusion, and
crepitation. It has been divided into three stages by Milgram and is supposed to originate from the sy-
novia and cartilage of a joint (Milgram, 1977b). The aim of this study was to examine an involvement of
the insulin-like growth factors (IGF-I/-II) and their binding proteins (IGFBP-1 to -6) in the etiology of this
disease. Therefore 23 specimen of SC from 16 patients were immunohistochemically stained and
microscopically examined. Staining was assessed semiquantitatively: negative (), weakly positive ((+)),
moderately positive (), strongly positive (++) and very strongly positive (+++). It could be seen that
especially the chondro- and fibrocytes and the synovia showed positive staining for almost all IGFs and
IGFBPs. The underlying tissue, consisting of connective tissue or chondroid matrix, was stained as well
but more weakly so. We conclude that the IGF/IGFBP system seems to contribute to the pathogenesis of
SC, especially IGF-1 and -11, and their effects enhancing binding protein 5.

© 2016 European Association for Cranio-Maxillo-Facial Surgery. Published by Elsevier Ltd. All rights

reserved.

1. Introduction

Insulin-like growth factors 1 and Il (IGF-I/-II) and their six
binding proteins (IGFBP-1to -G) are known to be important in the
physiology, development, and longitudinal pre- and postnatal
growth of bone and cartilage, but also in its pathology in mammals
(D'Ercole, 1996; van Buul-Offers, 1996; Schmidt et al., 2006). Both
IGF-I and -1l are regulated by association with their binding proteins
1—6, whose affinity for IGF-I and -1l is modulated by proteolytic
enzymes that cleave them at specific sites (Fowlkes, 1997; Rajaram
et al., 1997; Clemmons, 1998). They can have either enhancing or
inhibiting effects, depending on their localization. When close to
the IGF receptors they seem to increase the impact of IGFs on tissue,
whereas when distant from the receptors they seem to inhibit their
function and even are supposed to have IGF-independent effects
(Jones et al., 1993; Jones and Clemmons, 1995; Conover et al., 2000;

* Corresponding author. Fax: +49 228 287 14443,
E-mai! address: christian.wilms@ukb.uni-bonn.de (C.T. Wilms).
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Kiepe et al., 2001, 2002; Schneider et al, 2002). However, so far
their exact meaning and function in the complex IGF—-IGFBP system
is not understood (Conover, 2008).

IGF-1 and -II have anabolic effects on proteoglycan synthesis and
proliferation of mesenchymal tissues such as bone and cartilage
(van Buul-Offers et al, 1994; Salmon and Burkhalter, 1997). They
strengthen cartilage by enhancing the production of cartilage
oligomeric matrix protein (COMP), which binds to type Il and type
IX collagen, thus forming bridges between collagen fibrils (Tian and
Stogiannidis, 2006). Further anabolic effects have been described
and consist of the synthesis of proteoglycan (PG), which protects
cartilage from degradation (Schalkwijk et al., 1989; Tyler, 1989; Sah
et al,, 1994). The potential for chondrogenic differentiation induced
by IGF-1, especially in combination with transforming growth
factor—B1 (TGF-B1) has been shown by Longobardi and Worster
(Worster et al., 2001; Longobardi et al., 2006). In animal studies,
decreased levels of IGF-I led to the development of cartilaginous
lesions in rats (Ekenstedt et al., 2006), and, in contrast, the ability of
IGF-I to promote protection of the synovial membrane from chronic
non-bacterial inflammation and repair of cartilaginous defects has

1010-5182/6 2016 European Association for Cranio-Maxillo-Facial Surgery. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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been shown (Fortier et al.,, 2002; Goodrich et al., 2007), In the
degenerative joint disease known as osteoarthritis (OA), IGF-1
seems to stimulate the synthesis of matrix proteins but shows no
influence on the degradation of them (Morales, 2008). Further-
more, IGF-I is supposed to play a major role in the etiology of the
condylar hyperplasia (CH) and the mechanical transduction and
osteoarthritis of the temporomandibular joint (TM]) (Gotz et al.,
2005, 2007).

Synovial chondromatosis (SC) of the TM] is a very rare disease
that presents with pain, swelling, malocclusion, crepitation, and
sometimes locked bite due to free cartilaginous bodies within the
joint compartment (von Lindern et al, 2002; Holmlund et al,
2003). Tt was first described by Ambroise Paré in 1558 (Ginaldi,
1980), and its appearance in the TM] was detected by Georg
Axhausen in 1933 (Axhausen, 1933). According to Milgram, SC
originates from metaplastic activity in the subsynovial cartilage
rather than being a neoplastic disease (Milgram, 1977a, 1977b), A
malignant transformation of this benign disease has not yet been
reported but remains unclear, especially since chondrosarcomas
have been mistaken as transformed SC (Ronald et al., 1978; Perry
et al., 1988). Systematic literature reviews differ significantly in
the numbers of reported cases of SC in the TM]J; so far only between
154 and 242 cases with involvement of the TM] have been
described, most of them case reports (no large studies) dealing only
with clinical symptoms, imaging, and surgical therapy of SC (von
Lindern et al., 2002; Guarda-Nardini et al., 2010; Chen et al.,
2011; Shah et al., 2011).

The cartilaginous nodules of SC lose their proliferative activity
while developing from stage [ within the cartilage to stage Ill as free
joint bodies and seem to rise from reactive rather than normal
synovial and cartilage tissue (Apte and Athanasou, 1992; Yoshida
et al,, 2013). The few immunohistochemical studies available sug-
gest that the binding of fibroblast growth factor 2 (FGF-2) to the
fibroblast growth factor receptor 1 (FGFR-1) and the binding of FGF-
9 to FGFR-3 might contribute to the development of SC as well as
the transforming growth factor—p (TGF-§) and tenascin, an extra-
cellular glycoprotein abundant in the matrix of developing embryos
{(Robinson et al., 2000; Sato et al., 2002; Fujita et al., 2004; Tojyo
et al,, 2004). So far, however, the role of IGFs and their IGFBPs in
the pathogenesis of SC has not been examined.

2. Material and Methods

We obtained 23 specimens from 16 patients (11 female and 5
male) with a mean age of 54 years (range 36—71 years) at the time
of operation. The surgery had taken place during the years of
1996—2013 at the Department of Oral and Maxillofacial and Plastic
Surgery of the University Hospital of Bonn, Germany. All patients
underwent open joint surgery via arthrotomy in which the free
joint bodies and the synovial lining of the joint including the disc
were removed. The diagnosis of SC was confirmed by the Institute
of Pathology of the University Hospital Bonn.

The specimens were immediately fixed in 10% formalin solution,
then dehydrated in a suspension of ascending ethanol content and
embedded in paraffin. Slices 5 pm in thickness were cut and
deparaffinized in Xylol and rehydrated in graded ethanol suspension,
followed by staining with hematoxylin and eosin (HE) and periodic
acid— Schiff reaction (PAS) and Alcian Blue for light microscopy.
For the immunohistochemistry, the endogenous peroxidase was
inhibited through a mixture of methanol and hydrogen peroxide.
The immunohistochemical study was carried out using anti-human
primary antibodies for insulin-like growth factor (IGF) 1 and 11 (Up-
state Biotechnology, NY, USA) and their six binding proteins (IGFBP)
1-6 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA; WuXi Biosciences, San
Diego, CA, USA). These sections were incubated with peroxidase

dextran polymer (Envision, DAKO, Germany) and the staining visu-
alized through 3'3’-diaminobenzidine (DAB, DAKO, Germany).

The staining was assessed semiquantitatively as follows: nega-
tive (—), weakly positive {+), moderately positive +, strongly pos-
itive (++), and very strongly positive (+++).

For negative controls, the primary antibody was replaced by
aqua dest. For positive controls, sections of a condylar hyperplasia
were used. Additionally, sections of a disc of the TM] obtained from
a patient with painful anterior disc displacement (ADD) were
treated the same as the SC specimens and examined as a reversal
test.

3. Results

Twelve specimens consisted of free joint bodies solely with
synovia and chondroid matrix (Fig. 1), whereas 11 specimens
showed disc tissue with adherent synovia, connecting tissue, and
partially joint bodies (Fig. 2). The mean age at the time of operation
was 54 years (range 68—27 years). Five patients were male and 11
were female.

The results of the staining were very heterogeneocus. Four
specimens consisting of disc tissue showed no staining at all for one

Fig. 1. Loose body with synovia (), chondroid matrix (©), and clusters of chon-
drocytes (@ ). Hematoxylin—eosin stain (magnification »10).

Fig. 2. Typical disc tissue with connective tissue (*), fibrocytes (), and synovia (=)
Hematoxylin—eosin stain (magnification x40).
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(n = 3) or two (n = 1) of the IGFBPs or the IGFs, neither in the
chondro- or fibrocytes, nor in the connective tissue/chondroid
matrix or the synovia (Fig. 3). However, none of the specimens was
negative for all tested IGFs and IGFBPs. Regardless of whether the
specimens consisted of loose bodies or disc, some specimens
showed partially negative staining in cells, synovia, or connective
tissue/chondroid matrix for particular IGFs or IGFBPs. Overall, the
staining of the connective tissue/chondroid matrix seems to be
weaker than the staining of the chondro-ffibrocytes or the synovia.
IGFBP-4 and -5 seemed to have high affinity with the chondro- as
well as to the fibrocytes. The synovia of specimens consisting of
disc were stained strongly by IGFBP-5 and -6 (Fig. 4), in specimens
consisting of loose bodies only by IGFBP-5 (Figs. 5 and 6). Among
IGFBPs, no. 5 seemed to have the highest affinity with connective
tissue of disc specimens, with no correlate in the loose bodies
specimens (Table 1). The results of the staining of the reversal test
with a disc obtained from a patient with painful anterior disc
displacement (ADD) showed positive results for all IGFs and IGFBPs.
In these specimens, the synovia as well as the subsynovial tissue
contains the examined markers also, but with lower concentration
in the subsynovial tissue.

Fig. 3. Disc tissue without staining for IGF-1 (=), ~. depicts synovia with underlying
fibrocytes, * = connective tissue; » — a fibrocyte (magnification x40},

Fig. 4. Strongly positive staining (1 1) for synovia () and connective tissue (*) in disc
tissue. Negative (—) staining in fibrocytes (). Magnification =40.

Fig. 5. Strongly positive staining (| ) for IGFBP—5 of synovia with chondroid matrix
beneath (*) and chondrocytes (~) in a loose body. Magnification =40.

Fig. 6. Strongly positive staining (-++) for IGFBP-5 of synovia with fibrocytes () and
extracellular granules of chondroid matrix (~ ) in a loose body. Negative staining for
chondrocytes (). Magnification >40,

4. Discussion

So far, only a few immunohistological studies have dealt with
SC. The involvement of the FGF-2/FGFR-1 axis might play a role in
its development, as reported by Sato et al., (2002 ). In addition, TGF-
B and tenascin might contribute (Fujita et al.,, 2004). In 2004 Tojyo
et al. reported the prevalence of FGFR-3 in joints with primary SC
but not in healthy joints or joints affected by internal derangement
(Tojyo et al,, 2004}, Concerning the IGF/IGFBP system, its role in
different diseases of the TM] has rarely been examined. In 2007
Goetz et al. showed its potential contribution in the condylar hy-
perplasia and reported a subclassification according to the age of
the patient. Using a healthy condyle as a reversal test, they were
able to show that staining of the hyperplastic condyles was stron-
ger than in the healthy specimen. However, degenerative parts of
the healthy condyle showed higher concentrations of IGFs and
IGFBPs also (Cotz et al,, 2007). Correlating to this in the reversal test
in this study, there seems to be no difference between the SC joints
and the ADD joints. In this examination, an affinity of the IGF/IGFBP
system with the fibro- and chondrocytes and the synovia of the



34

CT. Wilins et al. / Journal of Crenio-Maxillo-Facial Surgery 45 (2017) 198—202 201

Table 1

Semiquantitative results of staining in all specimens and in specimens with disc tissue or loose hodies.
All specimens IGF-1 IGF-TI IGFBP-1 IGFBP-2 IGFBP-3 IGFBP-4 IGFBP-5 IGFBP-6
Chondro-/fibrocytes + + + + + ++ ++ +
Synovia I | () I I -+ I
Connective tissuejchondroid matrix (=) (+) (+) +) (+) - + (+)
Specimens with disc tissue IGF-L IGF-I [GFBP-1 IGFBP-2 IGFBP-3 IGFBP-4 IGFBP-5 IGFBP-6
Fibrocytes + + + + + + + +
Synovia + + + + (+) + +- +
Connective tissue (+) (+) - - (+) () b +
Specimens with loose bodies IGF-I IGF-IT IGFBP-1 IGFBP-2 IGFBP-3 IGFBP-4 IGFBP-5 IGFBP-6
Chondrocytes + + (+) + + 4 ++ i
Synovia = | (+) I I t ++ I
Chondroid matrix - (+) (+) (+) (+) —: + (+)

Abbreviations: IGF = insulin-like growth factor; ICFBP = insulin-like growth factor binding protein.

affected joints can be seen. This makes it highly probable that the
IGF/IGFBP system promotes the proliferation and metaplasia of the
cells of the synovia and the underlying tissue of the joints. By this
process, as stated by Milgram, loose cartilaginous bodies are
formed first within the synovia and the cartilage and then dis-
charged into the joint cavity (Milgram, 1977a). Since there is also a
staining of the tissue beneath the synovia and the cells within this
tissue, the disease might not only originate from the synovia but
from all layers of joint tissue. However, weaker staining of the
chondroid matrix and connective tissue in comparison to the sy-
novia and cells implicates the minor meaning of the connective
tissue/chondroid matrix in the etiology of SC. The persistence of
IGFs and IGFBPs in even the loose bodies can be due to the ongoing
proliferation and metaplasia of the free bodies, which only ceases in
stage ILII.

IGF-1I is said to be of importance in prenatal development and
growth (O'Dell and Day, 1998; Sonksen, 2001). Nevertheless, in this
study there is no difference in the immunochistochemically staining
between IGF-I and -II, but a higher prevalence of IGFBP-5 and -6 in
the synovia of disc specimens and a higher prevalence of IGFBP-5 in
the synovia of loose bodies can be observed. It is known that [GFBP-
5 and -6 have an up to 100 times higher affinity with IGF-II than
with IFG-1 (Clemmons et al., 1993; Reinecke and Collet, 1998; Bach,
1999). Through this, the concentration of both IGF-I and IGF-II
could be increased, and by presenting it to IGF receptors its ef-
fects could be enhanced, which is in accordance with several
studies examining the functions and effects of the IGFBPs
{(Matsumoto et al., 2000; Kiepe et al., 2001; Conover, 2008). This
would also suit the results of studies in which it was demonstrated
that IGF-II promotes the growth of the TM] in rats postnatally
(Hajjar et al., 2003) and increases the synthesis of DNA and
glycosaminoglycan in the TMJ of horses (Davenport-Goodall et al.,
2004), In addition, IGFBP-5 is known to boost the stimulating ef-
fects of IGF-I, which might be conducive to the genesis of SC
{Andress and Birnbaum, 1992; Jones and Clemmons, 1995).

5. Conclusion

1t seems very likely that IGFs and their binding proteins (BPs)
contribute to the pathogenesis of the synovial chondromatosis. In
all examined specimens, with very few and almost single excep-
tions, IGF-T and -11 and their binding proteins (IGFBP-1 to -G) can be
detected. There was no obvious difference between synovia,
chondrocytes, and fibrocytes, but rather between these cells/tissues
and the connective tissue and chondroid matrix. Since no high
condylectomy was performed during the operative treatment of
SC, the presence of the IGFs and the IGFBPs in the subsynovial bone

remains unclear, although it can be expected that they will not
differ from their covering tissues. However, further examinations
will be needed concerning these matters. Since degenerative parts
of healthy condyles and a joint with ADD show positive staining for
IGFs and IGFBPs, too, their involvement in various diseases of the
TM] can be assumed. Due to the rare prevalence of SC so far, no
long-term studies have been carried out. Based on these premises,
future cases of this disease ought to be screened for ICFs and their
binding proteins as well, as other cases of TM] disorders, in order to
assess the meaning of the IGF system in these pathologies. How-
ever, treatment of SC still remains surgical, namely, removing the
loose bodies and excision of all synovial tissue via arthrotomy to
prevent recurrence,
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