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1 EINLEITUNG

1.1 Definition

Der Charcot-Ful} ist die nicht infektiose Zerstorung einzelner oder mehrerer Kno-
chen- oder Gelenkstrukturen, Uberwiegend am Fuliskelett lokalisiert (40). Als
Synonyme fur dieses Krankheitsbild werden aullerdem diabetisch-neuropathische
Osteoarthropathie (DNOAP), Neuroarthropathie, Neuroosteoarthropathie, Charcot-
Arthropathie, Charcot-Gelenk, Charcot-Osteoarthropathie oder Arthropathia neuropa-

thica verwendet (2)(5)(32)(40)(68)(84).

1.2 Historisches

Bereits 1703 beschrieb William Musgrave die Arthritis als Komplikation venerischer
Erkrankungen (2)(4)(68). Mit einer neurologischen Erkrankung wurde das Krank-
heitsbild erstmals 1831 von J.K. Mitchell in Verbindung gebracht (39). 1868 be-
schrieb Charcot schwere, osteoarthritische Veranderungen an verschiedenen Gelen-
ken im Zusammenhang mit Tabes dorsalis, einer tertidaren Manifestation der Syphilis.
Veroffentlicht wurden diese Erkenntnisse 1882 in London, wo die Betitelung samtli-
cher neuropathischer Gelenk- und Knochenveranderungen als Charcot-Gelenke be-
schlossen wurde (60)(62). Derartige Deformitaten am Ful® bezeichnete Charcot zu-
sammen mit Féré 1883 ,pied tabetique“ und schlieBlich Charcot-Fuly (12)(62)(74).
Auch andere Erkrankungen wurden als Ursache des Charcot-Fuldes erwahnt, wie
z.B. die Myelomeningocele, spinale Verletzungen und Kompressionen, kongenitale
Analgesien, Poliomyelitis, Lepra, Syringomyelie, HIV-Infektion und chronischer Alko-

holismus (38). W.R. Jordan brachte schlieRlich 1936 als Erster die neuropathische
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Osteoarthropathie des FulRes/Sprunggelenks mit dem Diabetes mellitus in Zusam-
menhang (42)(58)(62). Im Jahr 1942 berichteten Bailey und Root vom Auftreten der
schmerzlosen Destruktion des Tarsus in 14 Fallen bei chronischem, unkontrolliertem
Diabetes mellitus, gefolgt von vielen anderen Fallstudien (7)(14)(57), welche zuneh-
mend die Bedeutung der diabetischen Form der Arthropathie betonten. Heutzutage
ist der Diabetes mellitus als chronische Erkrankung die Hauptursache der neuropa-

thischen Charcot-Arthropathie (24)(36)(65).

1.3 Epidemiologie und Klinik

Die Pravalenz der DNOAP variiert in der Literatur zwischen 0.1 % bis 13 % (60)(65)
(67). Bei Diabetikern mit bestehender Neuropathie erhoht sich die Pravalenz gar auf
29 %. Mit einer Wahrscheinlichkeit von 0.15 % bis 2.5 % wird ein Diabetiker an
einem akutem Charcot-Ful} erkranken (60). Dabei sind sowohl Patienten mit Typ |
Diabetes als auch mit Typ Il Diabetes betroffen. Die DNOAP manifestiert sich bei
einem Grofteil der Patienten mit Diabetes zwischen der funften und sechsten
Lebensdekade, wobei Typ | Diabetiker eher am Beginn dieses Zeitraums und Typ |l
Diabetiker eher am Ende liegen (55). Von weitaus wichtigerer Bedeutung als das
Alter ist die Krankheitsdauer des Diabetes, welche im Schnitt bei Uber 10 Jahren
liegt. Ein Unterschied in der Geschlechterverteilung zeigt sich nicht (37). Dass die
Charcot-Arthropathie beiderseits auftritt, kommt bei 6-40 % der Falle vor (18)(41)

(77).

Die initialen Symptome einer DNOAP sind oft unterschwellig und werden daher gern
Ubersehen. Eine einseitige Schwellung des FulRes bei Diabetikern und Probleme bei

der Schuhpassform sollten bereits an die Diagnose denken lassen. Die akute Form
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der Charcot-Arthropathie manifestiert sich meist durch einen schmerzlosen, einseitig
Uberwarmten, erythematésen und 6dematdsen Fuld mit oder ohne Trauma in der
Anamnese. Armstrong et al. beobachteten jedoch bei 75% der Patienten eine gewis-
se Schmerzwahrnehmung bei einem sonst absolut empfindungslosen Ful3. Die Ful3-
pulse sind meist gut palpabel. Auch Knocheninstabilitaten und eine zerstorte Ful3ar-
chitektur lassen sich nachweisen (68). Da bei 40% der Patienten gleichzeitig ein Ul-
kus besteht, verkompliziert sich die Diagnose durch die Mdglichkeit einer begleiten-
den Osteomyelitis, welche als wichtigste Differentialdiagnose radiologisch ausge-
schlossen werden muss (2)(36). In der postakuten Phase zeigt sich ein Ruckgang
der Entziundungszeichen und nach zunehmender Konsolidierung der kndchernen
Destruktion ein reizloser, deformierter Ful}, auch als ruhender oder chronischer Char-
cot-Fuld bezeichnet (3)(41). Die beschriebenen Veranderungen kénnen an jedem Ge-
lenk des FulRes und Sprunggelenks auftreten. Die haufigste Lokalisation mit ca. 60 %

aller Falle ist jedoch das Chopart- und Lisfranc-Gelenk (63)(75).

1.4 Einteilung in Stadien

Der Charcot-Ful® wurde von vielen Autoren in Stadien und Typen eingeteilt. Diese be-
zogen sich entweder auf radiologische, anatomische oder klinische Befunde oder

aber eine Kombination zweier oder aller.

Eichenholtz teilte die Arthropathie in drei radiologisch verschiedene Stadien ein. Als
Erstes steht das Entwicklungsstadium, charakterisiert durch signifikante Weichteil-
o0deme, Auftreibung des Knochens und Gelenks, osteochondrale Fragmente, Fraktu-
ren, Subluxationen und Dislokationen unterschiedlichen Ausmales. Die typische Be-

zeichnung des Fules als Tintenléscher-Ful} in dieser Phase kommt durch die Defor-
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mierung nach Zusammenbruch des FulBlangsgewdlbes zustande. Im zweiten Stadi-
um, dem Koaleszenzstadium, ist eine Verminderung der Weichteilschwellung, Entste-
hung von Knochenkallus und Konsolidierung der Frakturen typisch. Schlief3lich kann
man im Rekonstruktionsstadium Knochenheilung, Gelenkankylose und eine ossare
Hypertrophie ohne weitere klinische Zeichen der Entzindung beobachten. Das erste
Stadium wird meist als aktives Stadium bezeichnet und gibt den Zustand bei akutem
Charcot-Ful® wieder. Das zweite und dritte Stadium spiegelt den chronischen Char-
cot-Ful’ in seinem Ruhe- beziehungsweise Reparationsstadium wieder. Alle drei Sta-
dien nehmen einen Zeitraum von zwei bis drei Jahren in Anspruch. Bis 1999 erfolg-
ten einige Weiterentwicklungen der Einteilung nach Eichenholtz durch Levin und
letztlich durch Kessler (40)(47)(48). Die primar auf rein radiologischen Aspekten ba-
sierende Einteilung bezieht nun auch klinische Veranderungen des Fulles mit ein
(Tabelle 1). Zu der ursprunglichen Fassung =zahlen jetzt ein zusatzliches
Initialstadium mit im MRT nachweisbarem Knochenmarkddem sowie ein Ulkus-
Stadium als letztes und viertes Stadium. In letzterem kommt es bei vorliegender Neu-
ropathie unter pathologischen Druckspitzen, den Deformierungen und der
Hypomobilitat zu Ulzerationen und folglich Weichteil- und Knocheninfektionen (21)

(25)(72).
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Tabelle 1: Stadieneinteilung der DNOAP (modifiziert nach Eichenholtz und Levin) aus (41)

Zeichenerklédrung: —: geht dber in; 1: nimmt zu; |: nimmt ab

Verlaufsstadium Radiologische Zeichen Klinische Zeichen
0: Initial-Stadium MRT: Knochenmarkddem

Nativ-Roéntgen: unauffallig

|: Destruktions-Stadium Nativ-Réntgen: Schwellung 1
a: Fragmentations-Phase ~ Demineralisierung — Osteolyse — ossére Fragmentation Rotung 1
— Gelenkdestruktion Uberwérmung 1

Gelenkerguss 1

b: Luxations-Phase Gelenk-(Sub-)Luxation — FuRdeformitat Gelenkinstabilitat 1
FuBRdeformitét 1
Il: Reparations-Stadium Nativ-Réntgen: Schwellung |

Remineralisierung — Fragmentresorption — Knochenneu- Rétung |

bildung (Osteophyten, Sklerosierung, Kallus) Uberwarmung |

1l: Konsolidierungs-Stadium  Nativ-Réntgen: FuBRdeformitdt — oder 1
kndcherne Fusion — Ankylose Gelenkeinsteifung 1

IV: Ulkus-Stadium Nativ-Réntgen: Ulkus — Infektion

FuRdeformitat (— Osteitis)

Eine weitere, nach dem Befallsmuster ausgerichtete Einteilung von Sanders und
Frykberg unterteilt anhand der anatomischen Lokalisation der Hauptdestruktion in 5
Typen (Abbildung 1) (85): Typ | VorfuBbefall, Typ Il Lisfranc-Gelenkbefall, Typ Il
Chopart-Gelenkbefall und Befall der Bona-Jager-Linie, Typ IV Befall des oberen
Sprunggelenks (OSG) und des Subtalargelenks sowie Typ V Befall des Calcaneus

(41).
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Abbildung 1(85): Einteilung des Befallsmusters der
DNOAP nach Sanders und Frykberg

1.5 Pathophysiologie

Obwohl der genaue Pathomechanismus der Charcot-Arthropathie noch nicht kom-
plett untersucht ist, kann man doch sagen, dass gewisse Faktoren zu dieser Erkran-
kung beisteuern. Die wohl bedeutendsten Komponenten sind die periphere Neuropa-
thie mit Verlust der protektiven Schmerzwahrnehmung, mechanische Belastung, die
autonome Neuropathie mit erhdhtem Blutfluss im Knochen und das Trauma (63).
Auch andere Erscheinungen sind moglicherweise bei der Entstehung der DNOAP re-
levant. Hier sind metabolische Entgleisungen, Nierenerkrankungen, Z.n. Nierentrans-
plantation, kortikoidinduzierte Osteoporose, Osteoklasten-Osteoblasten-Missverhalt-

nis und die verminderte Knorpelwachstumsaktivitat zu erwahnen (26)(37)(60).

Es existieren aktuell zwei Theorien, um die Vorgange bei der neuropathischen Arthro-
pathie zu erklaren: die neurovaskulare und die neurotraumatische Theorie. Sie basie-
ren auf der franzdsischen und deutschen Theorie, welche im spaten 19. Jahrhundert

aufgestellt wurden.

Die franzdsische Theorie, auch neurotrophische Theorie genannt, aufgestellt von JM
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Charcot besagt, dass spinale Ruckenmarkslasionen jene Veranderungen an Kno-
chen und Gelenken verursachen. Die zerstorten Nervenzentren seien fur die Versor-
gung der Knochen und Gelenke verantwortlich und kdnnen diese damit nicht mehr
gewabhrleisten (62). Weiterentwickelt als neurovaskulare Theorie (20) basiert sie dar-
auf, dass durch autonome Stimulation von vaskularen Reflexen eine Hyperperfusion
im Knochen und damit ein vermehrter Abbau zustande kommt. Die so geschwachten,
osteopenischen Knochen seien schon bei minimalem Stress anfalliger fur pathologi-

sche Frakturen und Gelenkzerstorung (36)(62)(69).

In der deutschen Theorie behaupten Volkmann und Virchow (86), dass multiple repe-
titive Traumata der Ausloser fur die typischen Osteopathien und Arthropathien bei
fehlender protektiver Schmerzwahrnehmung in den Gelenken seien (25). Die andau-
ernde Fehlbelastung des Gelenks bei Neuropathie fuhrt damit zu den typischen
Destruktionen von Knochen- und Weichteilgewebe und damit zum Vollbild der Char-
cot-Arthropathie (35). In der als neurotraumatischen weitergefihrten Theorie wird
sowohl von auslésenden Makrotraumata, wie Distorsionen, Frakturen oder Operatio-
nen, als auch von Mikrotraumata, wie Mikrofrakturen oder Mikrodislokationen bei
chronischer Uberbelastung gesprochen (60)(68). Intrinsische Muskelmissverhaltnisse
von Ful}- und Unterschenkelmuskulatur bei begleitender motorischer Neuropathie
und plantare Druckspitzen verstarken noch die exzentrische Fehlbelastung mit Mikro-
frakturen, Hypermobilitdt der Ligamente und Fortschreiten des Knochenabbaus (39)

(69).

Die Wahrscheinlichkeit ist hoch, dass die wahre Pathogenese ein multifaktorielles Er-
eignis, bestehend aus den o.g. Theorien sowie neuen Erkenntnissen, welche inflam-

matorische Cytokine und andere Botenstoffe miteinbeziehen sei (34)(76)(77). Hierbei
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wird von einer Uberschie3enden entzindlichen Reaktion auf ein traumatisches Ereig-
nis gesprochen, welche zur Entwicklung des akuten Charcot-FulRes fuhren soll. Die
Cytokine, Interleukin-1(IL-1) und Tumornekrosefaktor (TNF), wurden von Baumhauer
et al. (8) in erhdhter Konzentration bei Patienten mit Charcot Arthropathie nachgewie-
sen, genauso wie die Anwesenheit und Aktivitdt von Osteoklasten (23). Jeffcoate et
al. (34) erklaren den Prozess der Osteolyse mit Stimulation der Osteoklastensynthe-
se durch Aktivierung des Transkriptionsfaktors Nuclear kappaB (NF-kB). Dieser Fak-
tor wiederum ist von der Expression des speziellen Rezeptoraktivators (receptor
activator of NF-kB ligand = RANKL) abhangig, welche durch die o.g. proinflammatori-
schen Cytokine getriggert wird. Der genaue Mechanismus der Beendigung dieses
Prozesses ist noch nicht vollstandig geklart, jedoch kénnte Schmerzwahrnehmung
eine Erklarung geben. Die reflektorische, schmerzbedingte Ruhigstellung des betrof-
fenen Knochens resultierte dann in verminderter Belastung und reduziertem, lokalem
Blutfluss. Hierbei kdnnen schmerzwahrnehmende Neuropeptide, wie Substanz P,

eine wichtige Rolle in der Regulation des inflammatorischen Prozesses spielen (34).

1.6 Sensibles Nervensystem

Das Neuropeptid Substanz P (SP) wurde von von Euler und Gaddum 1931 als hypo-
tensiv wirkende und die glatte Muskulatur stimulierende Substanz entdeckt (29). Im
Jahr 1971 gelang es Leeman’s Mitarbeitern die genaue Struktur der Substanz P zu
identifizieren (45)(54). Substanz P ist ein Undecapeptid und stammt aus der Familie
der Tachykinine. Genauso wie die Tachykinine Neurokinin A und Neurokinin B leitet
es sich bei Saugern vom Preprotachykinin |- bzw. lI-Gen, welche auch fir andere Ta-

chykinine kodieren ab. Ihre neurologische Wirkung entfalten sie Uber spezifische
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Zelloberflachenrezeptoren, als Neurokinin 1 (NK1)-, Neurokinin 2 (NK2)- und Neuro-
kinin 3 (NK3)-Rezeptoren bezeichnet. Alle Tachykinine wirken in bestimmter Konzen-
tration an allen drei Rezeptoren, jedoch hat SP die hdochste Affinitat zum NK1-Rezep-
tor, Neurokinin A zum NK2-Rezeptor und Neurokinin B zum NK3-Rezeptor (29)(59).
Die biologische Wirkungsentfaltung erfolgt dann Uber eine G-Protein vermittelte Akti-
vierung der Phospholipase C, woraufhin es in der Zelle mittels second messenger zu
einer Freisetzung der intrazellularen Kalziumvorrate kommt. Kalzium aktiviert dann
die Proteinkinase C (54). Substanz P ist im zentralen und peripheren Nervensystem
von Wirbeltieren weit verbreitet. Es wirkt dort sowohl als Neurotransmitter als auch
als Neuromodulator (87). Es wird in den Spinalganglien synthetisiert und von dort
aus durch axonalen Transport an die zentralen und peripheren Nevenendingungen
gebracht. Peripher sind das unmyelinisierte, afferente Nervenfasern (C-Fasern), wel-
che nozizeptive Eigenschaften aufweisen. Im zentralen Nervensystem akkumuliert
SP mit der hochsten Konzentration in den Hinterwurzeln und dem Hinterwurzelgan-
glion des Ruckenmarks (27). Nach afferenter sensorischer Stimulation erfolgt ein an-
tidromer Transport Uber dieselben C-Fasern nach peripher, wo die Wirkung in Form
von Vasodilatation, Plasmaextravasation und Zunahme der Gefal3permeabilitat statt-
findet (46). Alles typische Effekte wie man sie bei einer akuten Entziindungsreaktion
zu sehen bekommt. Daher bezeichnet man die Reaktion auf sensorische Stimuli mit
SP als Mediator auch als neurogene Inflammation (22). Die Vasodilatation wird tGber
den NK1-Rezeptor und einen second messenger Pfad erzeugt. Jedoch wurde auch
nachgewiesen, dass diese Reaktionen nicht allein durch SP, sondern auch durch se-
kundar aus Mastzellen freigesetztes Histamin hervorgerufen werden (28). Der Haupt-

mediator fur die erhohte GefalRpermeabilitat ist SP Uber den direkt auf den Endothel-
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zellen sitzenden NK1-Rezeptor (30)(46). Die Synthese von Substanz P wurde nicht
nur in neuronalen Geweben nachgewiesen, sie konnte auch in Entzindungszellen
wie Makrophagen, Eosinophilen, Lymphozyten und dendritischen Zellen gezeigt wer-
den (28). Weiterhin stimuliert SP die Proliferation und die Immunglobulinsynthese
von Lymphozyten (22), die Leukozytenadhasion an GefalRwande sowie deren Diape-
dese in das entzundete Gewebe. SP induziert die Freisetzung von Cytokinen wie
Interleukin-1 (IL-1) (51), Interleukin-2 (IL-2) (10), Interleukin-8 (IL-8) (64) und Tumor-
nekrosefaktor (TNF) (9)(11). Weiterhin stimuliert es Prostaglandin E2 (50) und NF-kB
(49), fordert die Basophilendegranulation und aktiviert die Synthese von
zytotoxischen Sauerstoffradikalen in Neutrophilen (30)(54). SP spielt noch dazu in
der Bildung extrazellularer Matrix durch proliferative Eigenschaften eine bedeutende
Rolle. Sie wirkt mitogen an glatten Muskelzellen, Fibroblasten, Endothelzellen und
Synoviozyten (54). Die Inaktivierung von SP erfolgt entweder durch enzymalen Ab-
bau oder Internalisierung des Peptid-Rezeptor-Komplexes. Ein weiteres inhibitori-
sches Kontrollsystem ist das sympathische Nervensystem. Noradrenalin verhindert
die weitere Freilassung von Transmittern aus den peripheren Nervenendigungen

durch Stimulierung von prasynaptischen a2-Adrenozeptoren (30).

Die Beteiligung von Substanz P am nozizeptiven System, an entzundlichen Prozes-
sen und die Induktion von inflammatorischen Substanzen durch Substanz P ist be-
kannt. Weiterhin wurde bereits der vermehrte Nachweis von SP bei Patienten mit
rheumatoider Arthritis in synovialer Flussigkeit sowie die hohere Anzahl von NK1-Re-
zeptoren in rheumatisch verandertem Gewebe beschrieben (22)(80). Diese Erfahrun-
gen lassen damit die Vermutung zu, dass SP auch beim Charcot-Ful} eine gewisse

Rolle spielt.

10
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1.7 Sympathisches Nervensystem

Das sympathische Nervensystem ist Teil des vegetativen Nervensystems und dient
der Anpassung an Anforderungs- und Stresssituationen. Es hat auf den Organismus
eine ergotrope Wirkung. Das Ergebnis eines erhdhten Sympatikotonus durch akti-
vierte sympathische Nervenfasern zeigt sich in einem Anstieg an Adrenalin, Norad-
renalin (NA) und Adenosin sowohl systemisch als auch in der direkten Umgebung
der Nervenendigungen. Dies fuhrt zu einer intrazellularen cAMP-Erhéhung in den
Zielzellen und damit zur Ausldosung einer Kaskade von antiinflammatorischen Effek-
ten (73). Adrenalin und Noradrenalin werden auch als Katecholamine bezeichnet. In
der Biosynthese leiten sich beide Substanzen aus dem Tyrosin ab. Dieses wird durch
das Schrittmacherenzym Tyrosinhydroxylase oxidiert, welches in dieser Studie auch
als Markersubstanz flir das sympathische Nervensystem herangezogen wurde.
Durch weitere Decarboxylierungs- und Oxidationsschritte in den sympathischen Ner-
venendigungen wird Noradrenalin gebildet. Im Nebennierenmark erfolgt auflerdem
durch Methylierung von Noradrenalin die Umwandlung in Adrenalin (19)(79). Adeno-
sin, ein Neuromodulator, entsteht durch intra- und extrazellularen Abbau von Adeno-
sintriphosphat (ATP). ATP und Noradrenalin sind, in Sekretgranula verpackt, in den
sympathischen Nervenendigungen kolokalisiert und binden an verschiedene Rezep-
torsubtypen mit unterschiedlicher Signalweiterleitung. Der praferierte Rezeptorsubtyp
wiederum ist abhangig von der lokalen Transmitterkonzentration im synaptischen
Spalt. Eine antiinflammatorische Wirkung wird nur bei hohen Transmitterkonzentra-
tionen zwischen 10° bis 10° M angenommen, da dann an jene Rezeptoren gebun-
den wird, welche die intrazellulare cAMP Konzentration steigen lassen. Diese ent-

sprechen bei NA den B-Adrenozeptoren und bei Adenosin den A2-Adenosinrezepto-

11
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ren. Dabei haben der B-Adrenozeptor und der A2-Adenosinrezeptor die hdochste anti-
inflammatroische Wirkung von allen sympathischen Rezeptoren. Bei niedrigen Kon-
zentrationen <107 M ist die Affinitdt von NA zu a-Adrenozeptoren und von Adenosin
zu A1-Adenosinrezeptoren am hochsten, welche die intrazellulare cAMP Konzentrati-
on vermindern (52). Die Stimulation von a2-Adrenozeptoren fordert die TNF
Sekretion und bringt damit proinflammatorische Eigenschaften mit sich (70). Eben-
falls proinflammatorische Effekte entstehen durch die Sensibilisierung von primar
afferenten sensiblen Nervenfasern mit konsekutiver SP-Freisetzung durch a2-Adre-
nozeptoren, A1-Adenosinrezeptoren und anderer (33). Die antiinflammatorischen
Effekte durch intrazellulare cAMP Erhéhung bestehen aus einer Hemmung von Sau-
erstoffradikalen, der Antigenprasentation, IL-2, IL-12, Interferon y (IFN y) und TNF
sowie einer Zunahme von IL-10 (70). Daruber hinaus enthalten sympathische
Nervenendigungen Vesikel mit endogenen Opioiden. Sie entwickeln ihre antiinflam-
matorische Wirkung, indem sie als Ligand an den prasynaptischen sensiblen Nerven-
endigungen die Freilassung von SP hemmen (71). Hierdurch wird die Kaskade von
proinflammatorischen Effekten durch SP blockiert. Die antiinflammatorische Auswir-
kung durch NA oder Adenosin erfolgt bei genigend hohen Konzentrationen im Ge-
webe. Hierfur ist dementsprechend eine hohe Nervenfaserdichte notwendig (73). Bei
Patienten mit rheumatoider Arthritis wurde jedoch bereits eine Verminderung der
sympathischen Nervenfasern nachgewiesen (52). Eine komplette Sympathektomie
wurde daher gegebenenfalls eine Verminderung der entzindlichen Reaktionen zur
Folge haben, da damit auch die a2-adrenergen Pfade erloschen sind (44). Das sym-
pathische Nervensystem zeigt also sowohl proinflammatorische als auch antiinflam-

matorische Wirkungen durch ihren Transmitter Noradrenalin und den Neuromodula-
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1 EINLEITUNG
tor Adenosin sowie durch endogene Opioide. Jedoch ist fur den antiinflammatori-
schen Effekt eine hohe Nervenfaserdichte nétig um die ausreichende Konzentration

der Transmitter zu erreichen.

1.8 Ziel der Arbeit

Das Verhalten von sensiblen und sympathischen Nervenfasern in Charcot-Gelenken
wurde bisher nicht beschrieben. Es ist jedoch von Bedeutung, da der Verlust der sen-
siblen und sympathischen Innervation wohl eine zentrale Funktion in der Entstehung
dieses Krankheitsbildes einnimmt (17)(81). Normalerweise wird die sensible und
sympathische Innervation durch klinisch-physiologische Tests, wie z.B. neurophysio-
logische Tests und Blutflussuntersuchungen (Laser-Doppler-Flussmessung oder Na-

gelfalz-Kapillaroskopie) untersucht.

Die Untersuchung kann von groRer Bedeutung sein, da bei Patienten mit Arthritiden
mit hoher inflammatorischer Aktivitat, wie z.B. der rheumatoiden Arthritis, der Verlust
von sympathischen Nervenfasern und die Zunahme von sensiblen Nervenfasern in
entzindetem Gewebe bereits beschrieben wurde (52). Es scheint wohl, dass der in-
flammatorische Prozess direkt mit einem Verlust von sympathischen Nervenfasern
einhergeht, wobei sensible Substanz P-positive (SP+) Nervenfasern intakt bleiben
oder sogar in entzindetes Gewebe einwachsen (52). Dieses entgegengesetzte Ver-
halten von sympathischen und sensiblen Nervenfasern, so wird vermutet, soll von

verschiedenen Einflissen von Nervenrepulsionsfaktoren abhangen (53).

Diese Studie hatte als Ziel, die Nervenfaserdichte von sympathischen und sensiblen
Nervenfasern des Charcot-Fuldes und fur den Vergleich bei Sprunggelenksosteoar-

throse zu bestimmen. Um ein vollstandiges Bild der Nervenfaserdichte zu bekom-
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1 EINLEITUNG
men, wurden Knochen, angrenzendes Synovialgewebe der betroffenen Gelenke und

die angrenzende Haut desselben Patienten untersucht.
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2 MATERIAL UND METHODE

2.1 Patienten

Die Studie wurde von der Ethikkommission der Universitat Regensburg geprift und
genehmigt. Alle Patienten wurden Uber die Absicht und das Ziel dieser Studie aus-

fuhrlich informiert und gaben daraufhin ihr Einverstandnis.

Insgesamt wurden 15 Patienten mit bekanntem diabetischen Charcot-Ful® und 15
Patienten mit Sprunggelenksosteoarthrose (OA), jedoch ohne klinische Zeichen einer
Neuropathie und ohne Diabetes mellitus, in die Studie mit eingeschlossen. Die Ope-
rationen, bei welchen die Gewebeproben (Knochen, Kapsel, Haut) gewonnen wur-
den, wurden zwischen Marz 2004 und August 2007 an zwei verschiedenen Kliniken
fur spezielle Ful3chirurgie mit speziellen Fachabteilungen flr Patienten mit Diabetes
mellitus durchgefuhrt. Bei den Charcot-Patienten wurde eine Arthrodese oder eine
Exostosektomie durchgefuhrt. Die OA-Patienten erhielten eine totale Sprunggelenks-
arthroplastik oder eine Sprunggelenksarthrodese. In allen Fallen wurde ein intraope-
rativer tiefer Wundabstrich genommen um bakterielle Kontamination oder Infektion
auszuschlief3en. Das Durchschnittsalter und die Geschlechterverteilung waren in bei-
den Gruppen ausgewogen, wie aus Tabelle 2 nachvollziehbar ist. Des weiteren sind
in dieser Tabelle klinische Angaben, Einteilungen in die Arthropathie- und Neuropa-
thiestadien, Untersuchungsergebnisse und Medikamenteneinnahme von allen

Patienten zusammengestellt.
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2 MATERIAL UND METHODE

Tabelle 2: Charakteristik der Studienpatienten

Angabe der Daten als Mittelwert + Standardabweichung, Prozentwerte in runden Klammern und
Skalabereiche in eckigen Klammern. Abkiirzungen: NSAIDs = non-steroidal antiinflammatory
drugs, n.a. = nicht angewendet, nicht anwendbar.

Osteoarthrose Charcot-Ful
Anzahl 15 15
Alter in Jahren 61.5+£3.0 612+23
Geschlecht w/m, n (%) 7/8 (47/53) 6/9 (30/60)
Dauer des Diabetes in Jahren n.a. 15+8.9
Lokalisation der Arthropathie, n (%) Sprunggelenk Sanders II: n=6 (40)

Sanders lll: n=6 (40)
Sanders IV: n=3 (20)

Stadium der Arthropathie Kellgren-Lawrence lI: n=4 Levin Ill: n=13
Kellgren-Lawrence IV: n=11 Levin IV: n=2

Atiologie der Neuropathie n.a. 15/15 mit Langzeit Typ |l Diabetes mellitus

Dauer der Neuropathie in Jahren n.a. 57144

Neuropathie Defizit Score [1-10] n.a. 59111

Temperaturempfindung n.a. Fehlendes Warmeempfinden bei 87%

Fehlendes Kélteempfinden bei 80%

Vibrationsempfinden n.a. 12+1
Neuropathie Symptom Score [1-10] n.a. 6.0+14
Plantares Sensibilitatsempfinden an drei n.a. 0von 3: n=11

bestimmten Punkten

1von 3: n=2
2von 3: n=2
Medikation, n (%)

NSAIDs 13 (87) 11(73)
Opioidanalgetika 4(27) 3 (20)
Bisphosphonate 0 (0) 5(33)
Orale Antidiabetika 0(0) 7 (47)
Insulin s.c. 0(0) 7 (47)
Protonenpumpeninhibitoren 12 (80) 9 (60)
Diuretika 2(13) 9 (60)
Beta-Blocker 2(13) 7 (47)
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2 MATERIAL UND METHODE

2.2 Stadieneinteilung von Charcot-FuB und OA

Die Klassifikation der Gelenkszerstérung bei Charcot-FuRen bezieht sich auf das
anatomische Verteilungsmuster (61). Es wurde die Ublichste Einteilung basierend auf
radiologischen Bildern und physiologischen Stadien des Prozesses benutzt. Diese
Klassifikation von Eichenholtz aus dem Jahre 1966 unterteilt die Osteoarthropathie in
Entwicklungsstadium (1), Koaleszenzstadium (ll) und Rekonstruktionsstadium (ll1).

Levin fugte ein weiteres Stadium der chronischen Ulzeration (IV) hinzu (47)(48).

Zur Beschreibung des Fortschreitens der OA wurde der Kellgren-Lawrence-Score
verwendet, welcher von Stadium | (keine radiologischen Auffalligkeiten fur OA) bis

Stadium IV (Zeichen der schweren OA) reicht.

2.3 Klinische Tests zur Neuropathie

Einen Tag vor der Operation wurde die Anamnese erhoben und eine ausfuhrliche kli-
nische Untersuchung durchgefihrt. Um das Vorhandensein bzw. das Ausmald der
Neuropathie einzuteilen wurde der modifizierte Neuropathie-Symptom-Score (NSS)
(1)(15) und der modifizierte Neuropathie-Defizit-Score (NDS) angewandt, welcher
durch vier zu untersuchende Parameter (16)(78), im Folgenden beschrieben, zu er-
mitteln ist. Das Vibrationsempfinden wurde mit Hilfe der 128-Hz Rydel-Seiffer-Stimm-
gabel gepruft (56). Es wurde die Zahl notiert, bei welcher der Untersuchte ein absolu-
tes Verschwinden des Vibrationsempfindens angab. Zu ermitteln war diese durch das
Ansteigen der Spitze eines virtuellen Dreiecks entlang einer Skala von 0-8 nach An-
schlagen der Stimmgabel und Aufsetzen auf den plantaren Hallux. Demnach waren
Werte zwischen 0/8-8/8 mdglich. Das Temperaturempfinden wurde mittels eines han-

delsublichen kalt-warm-Stifts (TipTherm™) (83) an der Dorsalseite des Fulies unter-

17



2 MATERIAL UND METHODE
sucht. Mit dem PinPrick-Test wurde das Schmerzempfinden eruiert; aulerdem wurde
der Achillessehnenreflex getestet. Zusatzlich zu den NDS-Parametern wurde noch
die superfizielle Sensibilitat mit dem 10-g Semmes-Weinstein-Monofilament (SWMF)
beurteilt (6). Das Nylonfilament wurde an drei festgelegten Stellen senkrecht zur
Hautoberflache aufgesetzt und solange darauf Druck ausgeubt, bis sich das Filament
bog. Der gesamte Vorgang betrug ca. zwei Sekunden. Beurteilt wurde, ob dieser

Druck wahrgenommen wurde oder nicht.

2.4 Préparation des Gewebes und Fluoreszenzimmunhistochemie

der Nervenfasern

Die Praparation des Gewebes fir die nachfolgenden histologischen Untersuchungen
geschah entsprechend bereits publizierten Protokollen (47)(82). Die Proben wurden
fur 18 Stunden in Phosphat-gepufferter Salzldsung (PBS) mit 3.7% Formaldehyd
fixiert, mit PBS gewaschen und in RDO Schnellentkalker (RDO, Aurora, IL) dekalzifi-
ziert. Anschlie3end wurden die Proben nochmals mit PBS gewaschen und flr weite-
re 18 Stunden in 20% Saccharose in PBS inkubiert. In kleine Aluminiumkontainer mit
Einfriermedium (Tissue Tek, Sakura Finetek, Zoeterwoude, Niederlande) eingebettet,
wurde das Gewebe auf flissigem Stickstoff schwimmend schockgefroren. Bis zur
weiteren Verarbeitung wurden alle Gewebeproben bei -80°C gelagert. Fir die Dar-
stellung der Nervenfasern wurden je Farbung mit Hilfe eines Kryostaten (Microtom)
sechs bis acht Gewebeschnitte (5-9 um dick) pro Patient und Gewebeart angefertigt.
Diese wurden auf beschichtete Objekttrager (SuperFrost Plus®) Gbernommen und
eine Stunde bei Raumtemperatur Luft getrocknet. Alle weiteren Schritte erfolgten bei

Raumtemperatur, wenn nicht anders erwahnt. Es schloss sich die Rehydration in
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2 MATERIAL UND METHODE
0,05 M Tris-gepufferter Salzlésung (TBS) fur zehn Minuten an und danach die Inku-
bation mit Blocklésung (10% bovines Serumalbumin, 10% foétales Kalberserum, 10%
Ziegenserum in 0,05 M TBS) fur 45 Minuten in der Feuchthaltebox, um unspezifische
Bindungsstellen des Sekundarantikorpers zu blockieren. Im Anschluss wurden die
Schnitte fur drei Mal funf Minuten in TBS gewaschen. Daraufhin inkubierte man die
Proben mit dem Primarantikdrper gegen Tyrosin-Hydroxylase (TH, cat. no. AB152,
Chemicon, Temecula, CA) zur Detektion sympathischer Nervenfasern und gegen
Substanz P (SP, cat. no. AB1566, Chemicon) fur sensible Nervenfasern. Am nachs-
ten Tag erfolgte das Abwaschen der Uberschissigen Primarantikorper in drei Wasch-
schritten fur jeweils funf Minuten in TBS. Die Fluoreszenzmarkierung der sympathi-
schen und SP+ Nervenfasern wurde mittels einem mit Alexa 546 konjugiertem Se-
kundarantikorper, einem Anti-Kaninchen IgG (cat. no. A-11010, Molecular Probes,
Leiden, Niederlande) erbracht. Der Sekundarantikorper inkubierte fur 90 Minuten un-
ter Lichtschutz, welcher auch fur die weiteren Schritte bestand. Es folgten drei weite-
re Waschgange der Schnitte fur je funf Minuten. Anschlieend wurden die Objekttra-
ger mit Hilfe des Fluoreszenzeindeckmediums (Vectashield Mounting Medium) und
Deckglaschen eingedeckt und lagerten erschutterungsfrei bei 4°C tUber Nacht. Mikro-
skopisch wurde die Anzahl der sympathischen und sensiblen Nervenfasern pro Ge-
sichtsfeld bei 400-facher Vergrof3erung pro Quadratmillimeter ermittelt. Hierzu wur-
den 17 zufallig ausgewahlte Gesichtsfelder ausgezahlt und der Mittelwert der dabei
gefundenen Nervenfasern berechnet. Als positiv zu zdhlende Nervenfasern galten
mindestens drei bis vier perlschnurartig aufgereihte, voneinander getrennte Kigel-
chen entlang eines Axons mit einer Gesamtmindestlange von 50 um. Diese war

durch ein entsprechendes Langenmal in der Optik des Mikroskops festgelegt. Eine
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2 MATERIAL UND METHODE
Kontrolle der positiv gezahlten Nervenfasern geschah durch Gewebeschnitte, welche
mit polyklonalen Kontrollantikorpern inkubiert waren. In der Kontrolimikroskopie zeig-

ten sie stets negative Ergebnisse.

2.5 Nachweis von SEMA3C positiven Zellen

Fir den Nachweis von SEMA3C wurde ein erst kurzlich entwickeltes Antiserum an-
gewendet (47). Gefrierschnitte von 5 ym Dicke mindestens zwei verschiedener mit
Formaldehyd fixierten Gewebeproben wurden fir eine Stunde luftgetrocknet und
dann in 0,05 M TBS rehydriert. Unspezifische Bindungsstellen wurden mit 0,05 M
TBS mit 10% fotalem Kalberserum, 10% bovinem Serumalbumin und 10% normalem
Huhnchenserum fur eine Stunde bei Raumtemperatur blockiert. Nach drei Mal funf
Minuten Waschen mit TBS wurden die Schnitte mit reinem anti-SEMA3C Kaninchen-
antiserum fur 12-18 Stunden bei 4°C inkubiert. Wiederum erfolgten drei Waschgange
fur jeweils funf Minuten und anschlie®end die Inkubation mit einem mit alkalischer
Phosphatase konjugiertem Sekundarantikorper gegen Kaninchen IgG (cat. no.
D0487, Dako, Hamburg, Deutschland). Die Visualisierung positiv markierter Zellen
erfolgte nach einem weiteren Waschvorgang mit BCIP/NBT Substrat (cat. no. K0598,
DakoCytomation, Hamburg, Deutschland). Kontrollschnitte mit PREIMMUNIZATION
Serum und mit Peptid-neutralisiertem SEMA3C Antikorper wurden gleichzeitig ange-

fertigt (47). Sie gaben immer negative Ergebnisse.

2.6 Préasentation der Daten und statistische Analysen

Die Gruppenmediane wurden mit Hilfe des Mann-Whitney Tests nicht-parametrisch

verglichen, gepaarte Daten mittels des nicht-parametrischen Wilcoxon Tests und Kor-
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2 MATERIAL UND METHODE
relationen wurden mit der nicht-parametrischen Rangkorrelationsanalyse nach
Spearman (SPSS/PC, V.12.0, SPSS Inc., Chicago, IL) berechnet. Das Signifikanzni-

veau wurde auf p < 0,05 festgelegt.
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Die SP+ Nervenfaserdichte an Haut, Synovia und Knochen war bei OA-Patienten im
Vergleich zu Charcot-Patienten ahnlich (Abbildung 2). Weiterhin unterschied sich die
Dichte von SP+ Nervenfasern nicht zwischen Haut und Synovia (in OA p=0.730; in
Charcot p=0.798), Haut und Knochen (in OA p=0.532; in Charcot p=0.396) und auch
nicht zwischen Synovia und Knochen (in OA p=0.146; in Charcot p=0.088). Somit ist
die Dichte von SP+ Nervenfasern bei OA-Patienten verglichen mit Charcot-Patienten,

unabhangig von der Lokalisation, nicht verschieden.
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Abbildung 2: Dichte von Substanz P positiven Nervenfasern in der Haut, Synovia und im Kno-
chen bei Patienten mit OA und Charcot-Ful3. Die Box-Plots zeigen die 10. und 90. Perzentile
(Whiskers), die 25. und die 75. Perzentile und den Median.
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Es wurde vermutet, dass der sympathische Einfluss beim Charcot-Ful} eine schadi-
gende Rolle spielt (63). Erstaunlicherweise wurde aber bisher die quantitative Erfas-
sung der Dichte der sympathischen Nervenfasern noch nicht gezielt durchgefuhrt. In
allen drei untersuchten Gewebearten war die Dichte von sympathischen Nervenfa-
sern bei Charcot-Patienten geringer als bei OA-Patienten (Abbildung 3). AuRerdem
war die Dichte sympathischer Nervenfasern in der Haut verglichen mit Synovia bei
OA hoher (p=0.011). Bei der Charcot-Arthropathie schien dies ebenso der Fall zu

sein (p=0.073).
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Dichte der sympatischen Nervenfasern (/mm?)

Abbildung 3: Dichte von sypmathischen Nervenfasern in der Haut, Synovia und im Knochen bei
Patienten mit OA und Charcot-Ful3. Die Box-Plots zeigen die 10. und 90. Perzentile (Whiskers),
die 25. und die 75. Perzentile und den Median. Der p-Wert macht einen signifikaten Unterschied
zwischen OA und Charcot-Ful3 deutlich.
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Bei beiden Gruppen war die Nervenfaserdichte von sympathischen Nervenfasern in
der Haut verglichen zu Knochen bedeutend hoher (in OA p=0.001; in Charcot
p=0.008), die Dichte in Synovia verglichen mit der in Knochen hingegen zeigte kei-
nen Unterschied (Abbildung 3). Hieraus ergibt sich, dass die sympathische Nervenfa-
serdichte in der Haut mit Abstand am hochsten war, gefolgt von Synovia und

Knochen.
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Abbildung 4: Farbung Tyrosinhydroxylase positiver Nervenfasern in Haut, Knochen und
Synovia bei Osteoarthrose- und Charcot-Patienten zeigen die typische perlenkettenartige An-

ordnung bei 400-facher VergréRerung.
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Die Anwendung einer ahnlichen Methode zur quantitativen Bestimmung von SP+ und
sympathischen Nervenfasern erlaubte es eine Ratio zu berechnen, welche das Uber-
gewicht von sympathischen zu SP+ Nervenfasern zeigt (Ratio = Dichte sympathi-
scher Nervenfasern/Dichte SP+ Nervenfasern). Dieser Quotient war bei OA-Patien-
ten eindeutig hoher im Vergleich zu Charcot-Patienten sowohl in der Haut, als auch
in Synovia und im Knochen (Abbildung 5). Dies bedeutet, dass sympathische
Nervenfasern gegenuber SP+ Nervenfasern in allen untersuchten Geweben bei

OA-Patienten im Vergleich zu Charcot-Patienten Uberwogen.
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Abbildung 5: Die Dichte der sympathischen Nervenfasern in Relation zu Substanz P positiven
Nervenfasern bei Patienten mit OA und Charcot-Ful3: Der Graph stellt den Quotienten aus der
Dichte der sympathischen Nervenfasern dividiert durch die Dichte von Substanz P positiven

Nervenfasern dar.
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SEMAS3C ist ein Nervenrepulsionsfaktor, welcher fir den Verlust von sympathischen
Nervenfasern verantwortlich sein kann. Wesentlich bei diesen Untersuchungen war
die sehr hohe Expression von SEMA3C bei Charcot-Patienten im Synovialgewebe,
gefolgt von Knochen, und mit sparlicher Expression in der Haut (Abbildung 6). Diese
Ergebnisse korrespondieren sehr gut mit der oben genannten Verteilung sympathi-

scher Nervenfasern in Haut, Synovia und Knochen bei Charcot-Patienten.
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Abbildung 6: Die obere Reihe zeigt die immunhistochemische Expression von SEMAS3C. In der

unteren Reihe sind die Kontrollanfarbungen zu sehen. VergréBerung 400-fach.
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Es ist offensichtlich so, dass alle Atiologien des Charcot-FuRes mit Veranderungen
der sympathischen und/oder der sensiblen Nervenfasern einhergehen. Trotzdem
sind bisher keine Studien verfugbar, welche beide Nervenfasertypen in vergleichen-
der Weise und Quantitat untersucht hatten. Ursache dafur scheint héchstwahrschein-
lich die schwierige Beschaffung von Kontrollgewebe von Patienten zu sein, welche
nicht an einer Charcot-Arthropathie oder Diabetes mellitus leiden. Im Rahmen dieser
Studie war es moglich Patienten mit Osteoarthrose des Sprunggelenkes als Kontroll-
gruppe mit einzubringen. Es ist die einzig verfugbare Patientengruppe mit einer
grolRen Operation an derselben Stelle, bei welcher ebenfalls grolRe Gewebeteile fur

die immunhistochemische Untersuchung enthommen werden kdnnen.

Es zeigte sich ein deutlicher Verlust von sympathischen Nervenfasern im chronisch
entzindeten Tarsus sowie in der angrenzenden Haut im Vergleich zu OA. In der Tat
entsprach dies der Vermutung, einen Abfall der sympathischen Nervenfaserdichte zu
beobachten. Bereits in mehreren Studien an menschlichem Gewebe wurde gezeigt,
dass eine Entzindung allein zu einem Verlust an sympathischen Nervenfasern fuh-
ren kann (82). Es sind wohl drei Faktoren, die eine Neurodegeneration bei Entzin-
dungen ausmachen: (1) oxidativer Stress und proinflammatorische Cytokine, wie der
Tumornekrosefaktor, (2) Nervenfaserapoptose und (3) die Absto3ung von Nervenfa-
sern, welche zur Depletion der Fasern fihren. Alle drei Mechanismen scheinen sich
im chronischen Charcot-Full abzuspielen. Dennoch ist die Nervenfaserabstol3ungs-
theorie zu favorisieren, um die beobachtete sympathische Neurodegeneration zu er-

klaren, da keinerlei sensible SP+ Nervenfasern betroffen waren. Auf3erdem konnen
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4 DISKUSSION
sich Nervenfasern wahrend der Entzindung zurtickziehen und wieder einwachsen,
was bedeutet, dass sie nicht nekrotisch oder apoptotisch sind (31). Die Erklarung des
spezifischen Verlusts von sympathischen, aber eben nicht sensiblen Nervenfasern,
stellt sich nicht einfach dar, wenn man sich allein auf allgemeine neurodegenerative
Faktoren wie oxidativen Stress, schadliche Cytokine und Nervenfaserapoptose
stutzt. Es scheint, dass der Verlust von sympathischen Nervenfasern spezifisch und

absichtlich ist.

Neben Nervenwachstumsfaktoren (welche chemotaktisch und wachstumsférdernd
sind), sind Nervenrepulsionsfaktoren (welche chemorepellent sind) fur die Flhrung
von neuronalen Axonen notwendig. Sensible und sympathische Nervenfasern verlau-
fen in verschiedenen anatomischen Kompartimenten. Wahrend der embryonalen
Entwicklung wird die Fuhrung dieser Nervenfasern durch verschiedene Repulsions-
faktoren und deren Rezeptoren erreicht. Wachstumsfaktoren haben dabei keinen
spezifischen Einfluss auf die Ausbildung der Nervenfasern (43). Die massive Produk-
tion von SEMA3C bewirkt eine erhohte Repulsion von sympathischen Nervenfasern,
wobei sensible Nerven davon unberuhrt bleiben (13). In vorherigen Studien wurde
bereits gezeigt, dass SEMA3C bei Patienten mit rheumathoider Arthritis im Vergleich
zu Patienten mit Osteoarthrose oder anderen Traumakontrollpatienten erhoht ist (47).
In der aktuellen Studie wurde nun die Anwesenheit von SEMA3C im Charcot-Ful},

speziell im angrenzenden Synovial- und Knochengewebe gezeigt.

Zusammenfassend ist zu vermerken, dass beim Charcot-Fuld ein deutlicher Verlust
von sympathischen Nervenfasern v.a. im Knochen und im angrenzenden synovialen
Gewebe charakteristisch ist. Bei der Sprunggelenksosteoarthrose, verglichen mit

dem Charcot-Ful}, war die SP+ Nervenfaserdichte in beiden Gruppen ahnlich. Da die
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Osteoarthrose selbst auch mit einer Verminderung der SP+ Nervenfasern einherge-
hen kann (66)(82), wurde moglicherweise der Verlust von sensiblen Nervenfasern
beim Charcot-Fuld durch die Auswahl der o.g. Kontrollgruppe verschleiert. Damit
konnte durch diese Studie eine Degeneration von sensiblen Nervenfasern beim
Charcot-Ful® nicht sicher ausgeschlossen werden. Aul3erdem konnte auch das
unkontrollierte Wachstum von SP+ sensiblen Nervenfasern in der chronischen Phase
der Charcot-Arthropathie den neurodegenerativen Prozess verbergen. Trotzdem war
der Verlust von sympathischen Nervenfasern beim Charcot-Full in grollerem
Ausmal vermutet als der wahrscheinliche Verlust von SP+ Nervenfasern, wie die

Ratio der beiden Nervenfasertypen zeigte.
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Die periphere, sensible und autonome Neuropathie sind allgemein bekannte
Bedingungsfaktoren fur den Charcot-Ful®. Es ist ein seltenes, jedoch kompliziertes
Krankheitsbild des Vorfulles bzw. Sprunggelenks mit schweren Folgen von Deformie-
rungen und pathologischer Druckverteilung auf der Ful3sohle. In unserer Gesellschaft
vorwiegend Diabetiker betreffend, gibt es jedoch auch Endemiegebiete der Lepra, wo
diese als Hauptursache des Charcot-Fulles gilt. Ziel dieser Studie war es, das
Verhalten der sensiblen und sympathischen Nervenfasern zu untersuchen. Hierfur
wurden bei Patienten mit Charcot-Full die genannten Nervenfasern an Knochen,
Synovia und Haut im Bereich des Tarsus untersucht. Sensible Nervenfasern ubermit-
teln die Schmerzempfindung Uber die Transmittersubstanz SP, welche eine
proinflammatorische Wirkung zeigt. Der Neurotransmitter Noradrenalin und der
Neuromodulator Adenosin des sympathischen Nervensystems besitzen antiinflam-
matorische Eigenschaften, indem sie unter anderem mit dem sensiblen Nervensys-
tem interagieren. Verstarkt wird diese Wirkung noch durch Abgabe von endogenen

Opioiden, welche die sensible Wirkung vermindern.

Es wurden 15 Patienten mit Charcot-Fuld und als Kontroligruppe 15 Patienten mit
Osteoarthrose in die Studie mit eingeschlossen. Die quantitative Ermittlung der
Nervenfasern erfolgte durch Immunhistochemie. Die Antikdrper der sensiblen
Nervenfasern richteten sich gegen SP, die der sympathischen Nervenfasern gegen
das Enzym Tyrosin-Hydroxylase. Desweiteren wurde die Expression von SEMA3C

positiven Zellen, einem Nervenrepulsionsfaktor untersucht.

Die Auswertung der Ergebnisse zeigte unabhangig von der Lokalisation keinen
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5 ZUSAMMENFASSUNG
Unterschied in der Nervenfaserdichte von SP+ Nervenfasern beim Charcot-Fufld im
Vergleich zur OA. Bei den sympathischen Nervenfasern konnte insgesamt ein deutli-
cher Verlust bei Charcot-Patienten im Vergleich zu OA-Patienten gezeigt werden. Im
Knochen und im angrenzenden Synovialgewebe war dieser Verlust noch starker aus-
gepragt als in der Haut. Eine Ratio aus sympathischer Nervenfaserdichte und SP+
Nervenfaserdichte zeigte Uberall ein Ubergewicht von sympathischen Nervenfasern
bei OA-Patienten. Die Expression von SEMA3C positiven Zellen bei Charcot-Patien-
ten konnte in Knochen- und Synovialgewebe erhéht und deutlich geringer in der Haut
nachgewiesen werden. Diese Erkenntnis korreliert mit der Nervenfaserdichte
sympathischer Nervenfasern in den jeweiligen Geweben. Der deutliche Verlust von
sympathischen Nervenfasern im spaten Verlauf der Erkrankung konnte ein wichtiger

Faktor sein.
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ABSTRACT: The pathogenesis of Charcot foot is based on three disputed factors: (1) loss of neurotrophic influence, (2) microtraumatic
lesions, and (3) neurovascular disturbances. These etiological causes were uncovered by clinicophysiological tests. However, no results of
quantitative nerve density studies of sympathetic and sensory substance P-positive (SP+) nerve fibers are available. We studied the density
of sympathetic and SP+ nerve fibers in three distinct areas of the tarsus. Fifteen patients with ankle osteoarthritis (OA) and 15 patients with
diabetic Charcot foot were included. Patients with OA did not differ from those with Charcot foot in SP+ sensory nerve fiber density.
However, at all three areas, the density of sympathetic nerve fibers was significantly lower in patients with Charcot foot compared to OA
(p =0.006). In addition, we found that the sympathetic nerve repellent factor semaphorin 3C was highly expressed in inflamed tissue in
Charcot patients. In Charcot foot of diabetic origin a severe loss of sympathetic nerve fibers was observed. These findings in chronically
inflamed Charcot foot lend support to the neurovascular theory in the late chronic phase, which probably depends on the inflammatory

upregulation of nerve repellent factors. © 2008 Orthopaedic Research Society. Published by Wiley Periodicals, Inc. J Orthop Res
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In 1868, Charcot described severe osteoarthritic
changes in the foot associated with tabes dorsalis, a
syphilitic tertiary manifestation.! Other diseases with
neuropathic arthropathies were mentioned, such as
myelomeningocele, spinal injuries, multiple local micro-
injuries, poliomyelitis, syringomyelia, alcoholism, HIV
infection, and—second to mnone—chronic diabetes
mellitus.?3

In 1942, Bailey and Root reported the appearance of
painless destruction of the tarsusin 14 cases with chronic
uncontrolled diabetes mellitus.* The exact mechanisms
contributing to its development are not understood.
Changes associated with Charcot joint deformity include
the loss of sensation (including the loss of the trophic
influence of nerve fibers), and this absence of protective
sensory inputs is thought to make the foot susceptible
to trauma (according to Volkmann and Virchow).® In
addition, a neurovascular theory suggests a disturbance
of sympathetic vascular control leading to hyperemia
and exaggerated bone resorption,? although this has
been debated by others.® The exact sequence of events in
the development of Charcot foot is unclear, but three
etiological causes—neurotrophic, microtraumatic, and
neurovascular—may accompany each other depending
on the time point of investigation, that is, the duration
of the disease and the stage of inflammation. In this
context, recent investigations with magnetic resonance
imaging (MRI) have demonstrated that an incipient
stage of the disease exists, which might be quite different
from more chronic stages with long-term inflammation.”
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article.
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The role of proinflammatory cytokines and RANK ligand
as a cause of acute Charcot foot, and osteoclastic bone
resorption was also described.®*

To our knowledge, the behavior of sensory and
sympathetic nerve fibers in affected Charcot joints has
not been decsribed. This is important because a loss of
sensory and sympathetic innervation might be central in
this disorder.'®!! Usually, tests to detect alterations in
sympathetic and sensory innervation are of clinicophy-
siological nature, such as neurophysiological tests and
blood flow tests (laser Doppler flowmetry or nailfold
capillaroscopy).

This can be all the more important because in chronic
inflammation, such as in patients with rheumatoid
arthritis, the loss of sympathetic nerve fibers and the
increase of sensory nerve fibers has been described in
inflamed tissue.'? It seems that the inflammatory
process is immediately accompanied by a loss of
sympathetic nerve fibers, whereas sensory substance
P-positive (SP+) nerve fibers remain intact or even
sprout into inflamed tissue.'? This diverging behavior of
sympathetic versus sensory nerve fibers has been
hypothesized to depend on the differential effects of
nerve repellent factors.'®

This study aimed to determine the density of sym-
pathetic and sensory SP+ nerve fibers in Charcot joints
and, for comparison, in osteoarthritic joints at the same
anatomical area (the tarsus). To give a complete picture
of the nerve fiber density, the bone, the adjacent synovial
tissue of affected joints, and the adjacent skin were
investigated in the same patient.

MATERIALS AND METHODS

Subjects
The study was approved by the Ethical Committee of the
University of Regensburg. All patients were informed about
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the purpose of the study and gave informed consent. The
surgeries for obtaining tissue samples of specimens (bone,
capsule, skin) were conducted from March 2004 to August
2007 at two different departments for foot and ankle surgery
with specialized clinics for patients with diabetes mellitus.
A total of 15 patients with known diabetic Charcot foot and
15 nondiabetic patients with osteoarthritis (OA) of the ankle
joint without clinical signs of neuropathy were included.
The mean age and gender distribution in the two groups were
similar (Table 1).

Patients with chronic Charcot foot underwent arthrodesis or
exostectomy of affected joints. All patients with severe OA of the
ankle joint obtained a total ankle arthroplasty or an ankle
arthrodesis. In every case, a smear of deep wound layers was
taken to exclude bacterial contamination or infection.

Staging of Charcot Foot and OA

Classification of joint destruction in Charcot feet was based
on an anatomical distribution pattern.!* We used the most
common classification system based on radiographic appea-
rance and physiologic stages of the process. The Eichenholtz
classification divides osteoarthropathy into developmental
(stage I), coalescent (stage II), and reconstructive (stage III)
stages. Levin added a further stage of chronic ulceration
(stage IV).1516

Table 1. Characteristics of Patients under Study

For description of OA progression, we used the Kellgren-
Lawrence radiographic scale, which ranges from stage 0 (no
radiographic findings of OA) to stage IV (signs of severe OA).

Clinical Neuropathy Testing

Clinical examinations and collection of medical history were
condutced 1 day prior to surgery. First, we used a modified
neuropathy symptom score (NSS)!"'® and a modified neuro-
pathy disability score (NDS) based on four parameters,'®2°
applying the following methods. Peripheral neuropathy was
assessed with vibration perception threshold using a 128-Hz
Rydel-Seiffer tuning fork.?* Subjects indicated first loss of
vibration at the plantar hallux as the intersection of two
virtual triangles moved on a scale exponentially from 0 to 8 on
the nine-point grading scale (0/8—8/8) of the tuning fork.
Dorsal foot temperature perception was determined using a
commercially available warm and cool rod (TipTherm™?).22
Pain sensation was investigated using a pinprick test and the
Achilles tendon reflex test. In addition to the test of NDS,
superficial sensation was assessed using a 10-g Semmes-
Weinstein monofilament (SWMF).2®> The nylon filament
was placed perpendicular to the plantar foot skin at three
predetermined points. Pressure was applied until the filament
buckled. The filament was held in place for approximately 1 s
and then released.

Osteoarthritis Charcot Foot
Number 15 15
Age, years 61.5+3.0 61.2+2.3
Women/men, n (%) 7/8 (47/53) 6/9 (30/60)
Diabetes duration, years n.a. 15+8.9
Localization of arthropathy, n (%) ankle joint Sanders II: n =6 (40)

Stage of arthropathy

Kellgren-Lawrence I11: n =4
Kellgren-Lawrence IV: n =11

Etiology of neuropathy n.a.

Neuropathy duration, years n.a.

Neuropathy deficit score [1-10] n.a.
Temperature perception n.a.
Vibration perception threshold n.a.

Neuropathy symptom score [1-10] n.a.

Presence of plantar sensation at n.a.
three distinct points

Medication, n (%)
NSAIDs 13 (87)
Opioid analgesics 4 (27)
Bisphosphonates 0 (0)
Oral antidiabetics 0 (0)
Insulin s.c. 0 (0)
Proton pump inhibitors 12 (80)
Diuretics 2 (13)
Beta-blockers 2(13)

Sanders III: n =6 (40)
Sanders IV: n =3 (20)
Levin III: n =13
Levin IV:n=2

15/15 with long-term type 2 diabetes mellitus

57+4.4
59+1.1
missing warm perception in 87%
missing cold perception in 80%
12+1
6.0+14
none of 3: n =11

oneof 3:n=2
twoof 3: n=2

11 (73)
3 (20)
5(33)
7 (47)
7 (47)
9 (60)
9 (60)
7 (47)

Data are given as means + SEM, percentages in parentheses, and ranges in parentheses.

d.m. = diabetes mellitus; n.a. = not applicable or not applied; NSAIDs = nonsteroidal antiinflammatory drugs.
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Tissue Preparation and Immunofluorescence

of Nerve Fibers

The preparation of the tissue for histology followed published
protocols.'®!® Samples were fixed for 18 h in phosphate-
buffered saline (PBS) containing 3.7% formaldehyde, washed
in PBS, and decalcified in RDO Rapid Decalcifier (RDO,
Aurora, IL). The samples were then washed again with PBS
and incubated in 20% sucrose in PBS for 18 h. Thereafter,
tissue was embedded in Tissue Tek (Tissue Tek, Sakura
Finetek, Zoeterwoude, The Netherlands) and quick frozen.
All tissue samples were stored at —80°C. Then, six to eight
cryosections (5—9 pm thick) of the formaldehyde/sucrose-fixed
tissue samples were used for immunofluorescence with a
primary antibody against tyrosine hydroxylase (TH', the key
enzyme for noradrenaline production in sympathetic nerve
endings, cat.no. AB152, Chemicon, Temecula, CA) and against
substance P (SP, the key neurotransmitter of SP+ sensory
nerve fibers, cat. no. AB1566, Chemicon). An Alexa 546
conjugated secondary antibody (cat. no. A-11010, goat anti-
rabbit IgG, Molecular Probes, Leiden, The Netherlands) was
used to achieve immunofluorescent staining of sympathetic
and sensory SP+ nerve fibers. The numbers of TH" sym-
pathetic and SP+ sensory nerve fibers per mm? were
determined by averaging the number of stained nerve fibers
(typical bead chain structure with at least three to four
separated vesicles along the axon, minimum length 50 pm as
determined by a micrometer eyepiece) in 17 randomly selected
high power fields (400x). Positive nerve fiber staining was
controlled by incubating the tissue with polyclonal control
antibodies that always yielded a negative result.

Detection of SEMA3C-Positive Cells

For SEMAS3C detection, a recently developed antiserum was
used.'® Cryosections (5 pm) of at least two different form-
aldehyde-fixed tissue samples were air dried for 1 h and then
rehydrated in 0.05 M TBS. Unspecific binding sites were
blocked with 0.05 M TBS containing 10% fetal calf serum, 10%
bovine serum albumin, and 10% normal chicken serum for 1 h
at room temperature. After 3 x 5-min washes with TBS,
the sections were incubated with the purified anti-SEMA3C
rabbit antiserum for 12 to 18 h at 4°C. The sections were
washed 3x5 min and then incubated with an alkaline
phosphatase conjugated secondary antibody directed against
rabbit IgG (cat. no. D0487, Dako, Hamburg, Germany). After
another wash, the positively marked cells were visualized
using BCIP/NBT substrate (cat .no. K0598, DakoCytomation,
Hamburg, Germany). Control stainings with preimmunization
serum and with peptide-neutralized SEMA3C antibody solu-
tion were carried out in parallel.'® These controls always
yielded negative results.

Presentation of Data and Statistical Analysis

Group medians were compared by the nonparametric Mann-
Whitney test, paired data were compared by the nonparamet-
ric Wilcoxon test, and correlations were calculated by the
nonparametric Spearman rank correlation analysis (SPSS/PC,
V.12.0, SPSS Inc., Chicago, IL). A level of p <0.05 was of
significance.

RESULTS

In skin, synovial tissue, and bone, the density of SP+
nerve fibers did not differ in patients with OA of the
ankle joint compared to Charcot foot patients (Fig. 1A).
In addition, SP+ nerve fiber density was not different
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between skin and synovial tissue (in OA p =0.730; in
Charcot p =0.798), skin and bone (in OA p =0.532; in
Charcot p =0.396), and synovial tissue and bone (in OA
p =0.146; in Charcot p =0.088). Thus, patients with OA
and Charcot foot did not differ in SP+ nerve fiber
density independent of the localization.

Similarly, the loss of a sympathetic influence was
thought to play a detrimental role in Charcot foot.'*
Interestingly, the systematic quantitative determina-
tion of sympathetic nerve fibers has never been
performed. In all three tissues investigated the density
of sympathetic nerve fibers was lower in Charcot
patients compared to patients with OA (Fig. 1B). In
addition, sympathetic nerve fiber density was higher in
skin compared to synovial tissue in OA (p =0.011, data
not shown) and also tended to be higher in Charcot
arthropathic patients (p =0.073, data not shown). Sym-
pathetic nerve fiber density was markedly higher in skin
compared to bone in both groups (in OA: p=0.001;
in Charcot: p =0.008; data not shown), whereas no
difference was observed between synovial tissue and
bone (data not shown). Thus, sympathetic nerve fiber
density was highest in skin followed by synovial tissue
and bone.

Because we used a similar quantitative technique for
sympathetic and SP+ nerve fibers, a ratio was calcu-
lated, which expresses the preponderance of sympathetic
over SP+ nerve fibers (ratio=density of sympathetic
nerve fibers/density of SP+ nerve fibers). This ratio was
markedly higher in OA patients compared to Charcot
patients in skin, synovial tissue, and bone (Fig. 2A),
indicating a preponderance of sympathetic nerve fibers
in relation to SP+ nerve fibers in all tissues investigated
in OA versus Charcot patients.

SEMAS3C is a nerve repellent factor that can be
responsible for the loss of sympathetic nerve fibers.
Importantly, in Charcot patients, the expression of
SEMAS3C was highest in synovial tissue followed by
bone, but was sparse in skin samples (Fig. 2B). These
data fit well to the distribution of sympathetic nerve
fibers in skin, synovial tissue, and bone in Charcot foot as
demonstrated above.

DISCUSSION
It is obvious that all three etiological causes of Charcot
food are linked to alterations of sensory and/or sym-
pathetic nerve fibers. However, no studies are available
that have investigated both nerve fiber types in a
comparative and quantitative manner. The reason is
most probably the difficulty in obtaining adequate
control tissue of patients not affected by Charcot foot
and diabetes mellitus. We were able to include patients
with OA of the ankle joint, which is the only control
group available due to the fact that surgery happens at
the same location and large amounts of tissue are
removed for immunohistochemical studies.

We demonstrated a marked loss of sympathetic nerve
fibers in the chronically inflamed tarsus and also in
adjacent skin when compared to OA. Indeed, we expected
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to observe a decrease in sympathetic nerve fiber density
because several studies in humans showed that inflam-
mation per se leads to a loss of sympathetic nerve
fibers.'??* Three different factors might account for
sympathetic neurodegeneration in inflammation: (1)
oxidative stress and proinflammatory cytokines such as
tumor necrosis factor, (2) nerve fiber apoptosis, and (3)
nerve fiber repulsion leading to fiber depletion. All three
mechanisms might take place in chronic Charcot foot.
Nevertheless, we favor the nerve fiber repulsion theory
to explain the observed sympathetic neurodegeneration
because sensory SP-+ nerve fibers were not affected. In
addition, during inflammation nerve fibers can retract
and regenerate, which indicates that nerve fibers are
not necrotic or apoptotic.?® It is not easy to explain the
distinct loss of sympathetic but not sensory nerve fibers
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relying on general neurodegenerative factors such as
oxidative stress, harmful cytokines, and nerve fiber
apoptosis. It seems that the loss of sympathetic nerve
fibers is specific and intentional.

Besides nerve growth factors (which are chemotactic
and growth promoting), nerve repellent factors (which
are chemorepellent) are necessary for guidance of
neuronal axons. Sensory and sympathetic nerve fibers
are located in different anatomical compartments.
Necessarily, during embryological development guid-
ance of these nerve fibers is achieved by different
repellent factors and their receptors, but nerve growth
factors have no specific guiding influence.?® Abundant
production of SEMA3C induces an increased repulsion of
sympathetic nerves while sensory nerves are protected
from repulsion.?” Previously, we demonstrated that
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SEMAS3C was indeed increased in patients with rheu-
matoid arthritis compared to OA or trauma controls.'® In
the present study, we also demonstrated SEMAS3C in
Charcot foot, which was particularly present in cells of
adjacent synovial tissue and bone.

In conclusion, chronic Charcot foot was characterized
by a marked loss of sympathetic nerve fibers, which was
most pronounced in the bone and adjacent synovial
tissue. In OA of the ankle joint compared to Charcot foot,
density of SP+ nerve fibers was similar in both groups.
Because OA per se can be accompanied by a reduction of
SP+ sensory nerve fibers,?*?® a possible loss of sensory
nerve fibers in diabetic Charcot foot was probably
masked by the use of this control group. Thus, our study
did not rule out degeneration of sensory nerves in
Charcot foot. In addition, in the chronic phase of Charcot
foot uncontrolled sprouting of SP+ sensory nerve fibers
may also mask the neurodegenerative process. Never-
theless, the loss of sympathetic nerve fibers in Charcot
foot was more pronounced than the probable loss of SP+
nerve fibers as demonstrated by the ratio of the two nerve
fiber types. On the basis of this study, we cannot

cation 400x.

determine the role of these nerve fiber types in early
Charcot foot, but in the late phase the deterioration
of sympathetic nerve fibers is probably an important
factor.
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