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1 Einleitung

Situationen mit ausgedehnten Knochendefekten entstehen durch immer héufi-
ger werdende Triimmerfrakturen bei Verkehrsunfillen, extremitdtenerhaltender
Tumorchirurgie, die durch die moderne Chemotherapie sinnvoll wurde, sowie
bei Wechseloperationen im Rahmen der Gelenkendoprothetik. Des weiteren
werden Knochentransplantate bei Operationen wegen Knochenzysten, Skolio-
sen, Arthrodesen und Pseudarthrosen hiufig benotigt.

Die Schliisselrolle auf dem Weg zur Wiederherstellung der Kontinuitidt und
Funktion der Extremitdt nimmt dabei die Knochentransplantation ein. Die
Transplantation von Knochen ist ein hdufig durchgefiihrter knochenchirurgi-
scher Eingriff (FRIEDLAENDER 1987a) auf den Orthopédden und Chirurgen
heute nicht mehr verzichten konnen (FRIEDLAENDER 1987b). Unangefoch-
ten bietet dabei der autogen frische Knochen die besten Chancen hinsichtlich
eines schnellen und unkomplizierten Heilungsprozesses (SAMMARCO 2002)
und gilt als ,,goldener Standard®“ (BURCHARD 1987, ALBERT 2006) bei der
vergleichenden Beurteilung von Knochentransplantaten.

Die Gefiahrdung und Beeintrichtigung des Patienten (KHAN 2005) durch die
Verlidngerung des Eingriffes, Schiadigung einer intakten Struktur, Komplikatio-
nen an der Entnahmestelle sowie die Begrenzung des Transplantates in Hin-
sicht auf Menge, Form und Art erzwingen auf der einen Seite eine strenge
Indikationsstellung zur autogenen Knochentransplantation. Auf der anderen
Seite geben sie dem Einsatz von Alternativen (PARIKH 2002) ihre Berechti-
gung und erheben die Suche nach dem bestmdglichen Ersatz zu einem vor-
dringlichen Problem der orthopédisch-chirurgischen Forschung.

Das Auftreten der Immunschwichekrankheit AIDS, die ab ca. 1984 bekannt
wurde, bewirkte ein neues BewuBtsein fiir die Gefahren der Ubertragung einer
Infektion von Mensch zu Mensch durch Transplantationen und Transfusionen.
Nach wie vor steht sicher die Posttransfusionshepatitis zahlenmiflig an erster
Stelle der durch Gewebe- oder Zelliibertragung stattgehabten Infektionen. Sie
hat damit die groflte Bedeutung fiir das Individuum wie auch fiir die Gesell-
schaft (Kosten im Gesundheitswesen, Ausfall der Arbeitskraft...).

Schon lange vor dem Auftreten der AIDS Krankheit wurde versucht, durch
geeignete SpenderausschluBverfahren die Gefahr der Ubertragung von Krank-

heiten auf ein Minimum zu reduzieren.



Die Autoren KUNER und HENDRICH (1984), TOMFORD et al. (1987),
MANKIN et al. (1987) und MALININ et al. (1989) beschrieben die jeweils in
ihrer Knochenbank verwendeten AusschluB3kriterien. In Deutschland gelten die
vom Wissenschaftlichen Beirat der Bundesdrztekammer verdffentlichten
,.Richtlinien zum Fiihren einer Knochenbank*“ (HOPPE und SEWING 2001).
Dabei miissen auch Richtlinien der Europidischen Union (PRUSS 2005) be-
riicksichtig werden.

Trotz intensivster Bemiihungen im Transplantationswesen waren Ubertragun-
gen von Infektionen oder sogar Tumoren mit katatstrophalen Auswirkungen
fiir den Patienten nicht immer zu vermeiden. Beispiele wie die Ubertragung
von AIDS (MMWR 1988), Tuberkulose (JAMES 1953) und Hepatitis
(SHUTKIN 1954) anlédBlich einer Knochentransplantation, Creuzfeldt-Jacob-
Krankheit (DUFFY et al.1974) und Tollwut (HOUFF et al.1979) anldBlich ei-
ner Cornealtransplantation oder AIDS (L"AGE-STEHR et al. 1985), Hyper-
nephrom (WILSON und PENN 1975) und Tollwut (ZYLKA-MENHORN
2005) anlésslich einer Nierentransplantation mogen dies verdeutlichen. Das
Risiko fiir eine Ubertragung von HIV, HBV, HCV und HTLV unter Spendern
muskuloskeletalen Gewebes in Australien wurde in einer aktuellen Arbeit von
YAO et al. (2007) beschrieben.

Wegen der hohen Personal-, Material-, und Verwaltungskosten sowie dem ho-
hen Aufwand zur sterilen Entnahme in Operationsrdumen, sind frische allogene
Transplantate sehr teuer. Die Kosten fiir ein solches Transplantat beliefen sich
1979 auf 2000 US $ (DOPPELT et al. 1981), 1982 auf 2500 US $ (TOMFORD
et al. 1983). GARREL et al. (2004) bezifferten die Kosten fiir ein freigegebe-
nes Transplantat aus einer allogenen Femurkopf-Knochenbank auf 208,43 €.
Ziel der vorliegenden Arbeit war es nun, im Rahmen eines durch die Deutsche
Forschungsgesellschaft geforderten Projektes zur Erforschung verschiedener
Sterilisierungsverfahren fiir Knochen, das immunologische Verhalten von hit-
zesterilisierten kortikalen Knochentransplantaten am Tiermodell Ratte zu un-
tersuchen.

Beim Autoklavieren handelt es sich um die Standardmethode zur Hitzesterili-
sierung von Operationsmaterialien wie Instrumentarium und Wische, die in

jedem Krankenhaus, oft sogar fiir jeden Operationssaal, zur Verfiigung steht.



Durch Energieiibertragung auf das Sterilisationsgut durch gespannten Wasser-
dampf kommt es zur Authebung der inter- und intramolekularen Wasserstoff-
briickenbindungen und somit zur irreversiblen Denaturierung der Protein-
struktur (LIST 1985). Dieser Prozef fiihrt auf der einen Seite zur Abtotung von
Keimen und Sporen. Auf der anderen Seite werden Makroproteine, die mit
zunehmender Grofle und Komplexitit stdrker immunogen sind (GOODMANN
1987), denaturiert. Somit 14t sich vermuten, dass der hitzesterilisierte Kno-
chen eine schwichere Immunogenitét besitzt. Fiir die eigentliche Immunreakti-
on sind jedoch oft nur kleinste Molekiilfragmente (Haptene, Epitope)
entscheidend. Diese konnten den Vorgang des Hitzesterilisierens iiberdauern.
An denaturierte Proteinklumpen (Carrier) aufgelagert oder gebunden, konnten
diese als Ausloser einer Immunreaktion wirken. Daneben wire es denkbar,
dass die denaturierten Proteine selbst, alleine wegen der stark veridnderten
Struktur, immunogen wirken.

Von mehreren Autoren werden iiber klinische Erfolge bei der Verwendung von
hitzesterilisierten kortikalen Knochentransplantaten berichtet. Meist handelt es
sich um Publikationen von Einzelfillen in der Traumatologie (ABELL 1966,
HARPER 1982, OSAWA et al. 1990, ROUVILLAIN et al. 2006, KUMAR et
al. 2006) wo die Wiedereinpflanzung des hitzesterilisierten Knochens als letzte
Moglichkeit vor der Amputation angesehen wurde. Klinische Ergebnisse wer-
den aber auch aus kleineren Serien in der Tumorchirurgie (JOHNSTON et al.
1983, EWERS und WAGERIG 1986, HARDING 1957, SHUEBRAND 1978,
EVANS et al. 1969, SANJAY 1999, MANABE et al. 2004) berichtet. In expe-
rimentellen Arbeiten wurde mit verschiedenen Methoden der Einheilungspro-

zel3 hitzesterilisierter Kortikalistransplantate untersucht.

Tab. 1: Literatur Einheilungsverhalten von hitzesterilisiertem Knochen

Autor Jahr Spezies Parameter

KOHLER et al. 1986 Kaninchen Torsionstest

KOHLER et al. 1987 Kaninchen Rontgen, Szintigraphie, Autoradiographie, Histologie
KREICBERGS et al. 1987 Kaninchen Rontgen, Histologie, Szintigraphie, Autoradiographie, Torsionstest
KU et al. 1985 Schaf Flurochrom, Disulphan, Rontgen, Torsionstest, Histologie

LENZ et al. 1989 Ratte Histologie, Flurochrom, Rontgen

SMITH et al. 1984 Schaf Flurochrom, Disulphan, Torsionstest, Rontgen

WAGERIN et al. 1985 Hund Flurochrom, Histologie, Szintigraphie




Trotz der groBen Bedeutung (EWERS und WANGERIN 1986) finden sich in
der internationalen Literatur nur einzelne Arbeiten (z.B. WANGERIN et al.
1983) zum immunologischen Verhalten von hitzesterilisierter Kortikalis, so
dass auch heute noch die Aussage von LENTZ und WANKE (1955) gilt: ,,Wie
so hdufig in der Medizin, ist auch hier die Praxis der Theorie vorangeeilt. Es ist
notig, das bisher Versdumte nachzuholen, um eine in jeder Weise klare Indika-

tion zur Verwendung von fremden Knochen zu haben.

2 Fragestellung

Zur Klirung der zum Teil diametral entgegengesetzten Uberlegungen hinsicht-
lich der Antigenitit des hitzesterilisierten Knochens sollten durch diese Unter-

suchungen folgende Fragen beantwortet werden.

a) Finden sich Hinweise fiir Inmunreaktionen im Bereich der Sammellymph-
knoten als Ausdruck einer lokalen Reaktion nach Transplantation von hit-
zesterilisiertem kortikalem Knochen?

b) Finden sich histologische Verdanderungen in der Milz als Hinweis fiir eine
generelle Aktivierung des Immunsystems?

¢) Lassen sich humorale Immunreaktionen nachweisen?

d) Lassen sich zelluldre Immunreaktionen nachweisen?

e) Welche Schliisse lassen sich daraus fiir den klinischen Einsatz von hitze-

sterilisierten kortikalen Knochentransplantaten ziehen?



3 Geschichtlicher Uberblick’

Schon sehr friih beschiftigten sich Arzte mit dem Problem der Rekonstruktion
knocherner Defekte. Uber die wohl erste gelungene Knocheniibertragung be-
richtete der hollandische Chirurg Job VAN MEEKREN 1668. Einem Soldaten
wurde, nachdem er eine traumatische Schidelverletzung erlitten hatte, zur De-
ckung des Defektes ein Stiick Knochen aus einem Hundeschidel eingesetzt.
Wegen der anscheinend barbarischen Methode wurde der Soldat exkommuni-
ziert. Als er darauthin den Chirurgen bat, das Stiick Knochen wieder zu entfer-
nen, war das nicht mehr moglich, weil das Transplantat fest eingeheilt war.
Erste Erkenntnisse iiber die Struktur des Knochens verdanken wir Anton
VAN LEEUWENHOEK 1674, der kleine Locher und Rohren im Knochen
beschrieb, die wir heute als HAVERS-Kanile bezeichnen. DE HEYDE 1682
schlof} aus Beobachtungen am Frosch, dass sich der Frakturkallus durch Ver-
kalkung des Frakturhdmatoms bildet. DUHAMEL beschiftigte sich als erster
mit dem Problem der Osteogenese. 1739 implantierte er Silberdréhte unter dem
Periost und beobachtete Wochen spiter eine Bedeckung der Drihte mit neuem
Knochen.

Als eine herausragende Figur in der Geschichte der Knochentransplantation
mufl wohl OLLIER bezeichnet werden, der sich ab 1858 mit der Knochen-
transplantation beschéftigte. Er fate die bestehende Literatur zusammen und
betonte in seinen Arbeiten, dass das Uberleben von Periost und Knochen unter
giinstigen Umstidnden moglich sei. Dem widersprach BARTH 1893. Er be-
hauptete, dass transplantierter Knochen, Mark und Periost absterben und durch
das umgebende Lager ersetzt werden. Diesen Vorgang belegte er mit dem Beg-
riff ,,schleichender Ersatz®, der durch PHEMISTER 1914 als ,,creeping substi-
tution in die englische Fachsprache iibernommen wurde. Weitere
hervorragende Forscher auf dem Gebiet der Knochentransplantation waren
AXHAUSEN 1907, der die Bedeutung des Periostes zur Knochenregeneration
durch Tierexperimente und Untersuchungen an Pridparaten von Menschen er-
neut hervorhob und LEXER 1908, der sich mit der freien Gelenktransplan-

tation beschiftigte.

! Zusammenfassung nach den Literaturstellen: LENTZ UND WANKE (1955),
DEBOER (1989), CHASE und HERNDORN (1955), PURANEN (1966)
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Durch die beiden Weltkriege mit ungezédhlten knochernen Verletzungen und
daraus folgenden Amputationen, wurde die Forschung stark vorangetrieben.
Ab 1934 beschiftigten sich die ersten Arbeitsgruppen z.B. LEVANDER mit
der Herstellung von Knochenextrakten und deren Wirkung auf die Knochenre-
generation. INCLAN 1942 richtete die erste Knochenbank auf der Basis des in
Citratblut konservierten Knochens ein. Voll Bestiirzung steht man vor den Do-
kumenten im Buch ,,Medizin ohne Menschlichkeit“ von MITSCHERLICH
und MIELKE (1995). Unter dem nationalsozialistischen Regime wurden, im
Namen der Forschung, an wehrlosen Frauen im Konzentrationslager Ravens-
briick unter anderem Versuche zu Knochenbriichen, Knochentransplantation,
Knochenspinen und Transplantation eines Schulterblattes durchgefiihrt.

Nach dem Zweiten Weltkrieg setzte eine stiirmische Entwicklung der Literatur
des Knochentransplantationswesens ein. Verschiedenste Tiermodelle, Frage-
stellungen, Untersuchungskriterien, Ergebnisse und deren Gegendarstellung
durch andere Untersuchungen, machen die Literatur zu diesem Thema zu ei-
nem undurchdringlichen Dickicht. Exemplarisch sollen einige wichtige Ent-
wicklungen dennoch kurz angerissen werden.

Nach Vorarbeit von mehreren Autoren, setzte sich BUSCH 1945 fiir die Ein-
fiihrung der Kiltekonservierung als Knochenbanksystem in die Klinik ein.
URIST machte sich ab ca. 1952 um die Erforschung der Osteoinduktion durch
chemische Mediatorstoffe verdient, die in der Entdeckung des ,,bone morpho-
genetic protein“ (BMP) gipfelte. Ab 1955 beschiftigten sich mehrere Autoren
wie BASSETT, BURWELL, CHALMERS, ENNEKING, ELVES,
FRIEDLAENDER, GOLDBERG, LANGER und RODRIGO mit immunologi-
schen Aspekten der Knochentransplantation. Sie zeigten, dass frische Allo-
transplantate mit einer Immunreaktion verbunden sind, die hauptséchlich zellu-
laren-, jedoch auch zu einem gewissen Anteil humoralen Ursprungs sind. Als
weitere wichtige Personlichkeiten seien noch BURCHARD, MANKIN, und
TOMFORD genannt, die sich mit der klinischen Anwendung und mit ver-
schiedenen Aspekten der Knochenbank auseinandersetzten.

Nach wie vor sind die Probleme Immunologie und Infektionsgefahr bei der
Allotransplantation von Knochengewebe noch nicht gelost. Konservierter allo-
gener Knochen, mit seiner meist abgeschwichten Immunogenitét, nimmt einen

wichtigen Platz im klinischen Alltag der Knochenverpflanzung ein. Gestielte



Allotransplantate, die immunologisch jedem anderen transplantierten Organ
gleichzusetzen sind (GOTFRIED et al. 1987), haben klinisch nur geringe Be-
deutung z.B bei der Transplantation ganzer Kniegelenke (Diefenbeck et al.
2007). Die Indikation zur notwendigen Immunsuppression, mit den z.T.
schwerwiegenden Nebenwirkungen (Fishman 2007), ist nur bei Organtrans-
plantationen, bei der die Lebenserhaltung im Vordergrund steht, gegeben
(AEBI und GANZ 1989). Dies trifft bei Knochentransplantationen meist nicht
zu. Die Wertigkeit der neueren immunsupressiven Medikamente in diesem
Kontext wird derzeit experimentell erforscht (Voggenreiter et al. 2005,

JOHNES et al. 2001)



4 Grundlagen Immunologie

Auf Fremdstoffe, die in den Organismus eindringen, reagiert der Korper mit
einer Toleranzentwicklung oder mit dem Abwehrsystem. Neben den allgemei-
nen Schutzmechanismen (Haut als mechanische Barriere, physiologische Bak-
terienflora z.B. Lactobacillus acidophilus in der Vagina oder Lysozym in der
Trinenfliissigkeit) unterscheidet man ein unspezifisches Abwehrsystem, beste-
hend hauptsichlich aus neutrophilen Granulozyten und Makrophagen, sowie
ein spezifisches Abwehrsystem.

Das spezifische Abwehrsystem 148t sich in zwei Bereiche untergliedern: Auf
der einen Seite handelt es sich um die durch Antikorper vermittelte humorale
Immunreaktion, auf der anderen Seite um die hauptsidchlich durch T-Lympho-
zyten vermittelte zelluldre Immunreaktion. Beide Systeme konnen jedoch nicht
absolut getrennt voneinander betrachtet werden. Die zelluldare Immunreaktion
bedarf oft der Wirkung von Antikorpern (Opsonine), wihrend die humorale
Immunreaktion zelluldre Elemente (z.B. zur Antigenprésentation) benétigt. Ob
nun eine humorale- oder zellulire Immunreaktion ablduft, hingt vom Antigen
ab und davon, unter welchen Umstédnden das Antigen den immunkompetenten
Zellen dargeboten wird. Bei vielen Immunreaktionen laufen beide Reaktions-
prinzipien parallel ab.

Um ihre Aufgabe moglichst effektiv erfiillen zu konnen, sind die an der Im-
munantwort beteiligten Zellen z.T. in Gewebeverbidnden und Organen zusam-
mengefalit. Man unterscheidet die primédren lymphatischen Organe Thymus,
fotale Leber und Knochenmark, die Hauptort der Lymphopoese, Proliferation
und Reifung sind, sowie die sekundédren lymphatischen Organe Lymphknoten,
Milz und Schleimhautstrukturen wie Tonsillen und Peyersche-Plaques. Die
letztgenannten Organe bilden die Umgebung in welcher die Lymphozyten mit-
einander und mit dem Antigen reagieren. Des weiteren dienen sie dazu, eine

angelaufene Immunantwort in Gang zu halten.

4.1 Antigen

Substanzen, die von einem lebenden Organismus als fremd erkannt werden und
eine spezifische Immunantwort auslosen, werden als Antigene bezeichnet. Fiir
die Immunreaktion entscheidend ist meist jedoch nicht das Molekiil an sich,

sondern antigene Determinanten (Epitope). Zwanglos 148t sich daraus ableiten:
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Je komplexer ein Molekiil aber auch eine Bakterienstruktur oder ein Transplan-
tat ist, desto mehr antigene Determinanten besitzt es. Dabei spielen nicht nur
die Primirstruktur (Aminosduresequenz), sondern auch die Sekundirstruktur
(z.B. o-Helix), Tertidrstruktur (rdumliche Anordnung) und Quartérstruktur
(z.B. bei Enzymen) eine wesentliche Rolle. Gewohnlich sind bestimmte Stellen
eines Antigens besonders immunogen, so dass ein Grofteil der Antikdrper an
dieser Region bindet. Diese immundominanten Regionen befinden sich vor
allem an exponierten Stellen des Anliegens, besonders wenn dort Polypeptid-
ketten vorhanden sind, die nicht in einer besonderen tertidren Struktur gebun-
den sind.

Fiir die Transplantationsmedizin von herausragender Bedeutung war die Ent-
deckung des ,,major histocompatibility complex* (MHC). In seiner Rede zur
Verleihung des Nobelpreises 1931 bemerkte LANDSTEINER, dass es noch
andere ,,Blutgruppen geben miisse, die fiir die AbstoBung oder das Angehen
von Transplantaten wichtig seien. Nach Entdeckung des MHC Systems bei der
Maus (H-2 auf Chromosom 17) konnte das MHC System bisher bei jeder un-
tersuchten Saugetierspezies nachgewiesen werden. Beim Menschen ist der
MHC-Gen-Komplex auf Chromosom 6 lokalisiert und wird auch als ,,human-
leucocyte-antigen-system* (HLA-System) bezeichnet. Drei Hauptgruppen von
Molekiilen werden von diesem Genkomplex kodiert. Dies sind die Klasse
I-Antigene (HLA-A, HLA-B und HLA-C), die Klasse II-Antigene (DP, DQ
und DR) sowie die Klasse III-Antigene (C2, Faktor B, C4-A, C4-B und Cy-
tochrom-P-450-21 Hydroxylasen).

Das folgende Schaubild soll die moglichen immunogenen Bestandteile des
Knochens veranschaulichen. Jede der unten angefiihrten Zellen trdgt zumindest
Oberflichenmerkmale der Klasse I-Antigene, die von zytotoxischen T-Zellen
erkannt werden konnen und miissen daher als immunogen eingestuft werden.
Die Proteinkomponenten des Knochens konnen als groe Molekiile mit vielen
Epitopen aufgefal3t werden und sind ebenfalls als immunogen zu werten.

Die entscheidende Frage bei der allogenen Transplantation ist, ob diese Mole-
kiile interindividuelle Unterschiede aufweisen und ob diese Unterschiede als
solche erkannt werden. Bei der xenogenen Transplantation stellt sich die Frage
ob und in welchem Ausmal Unterschiede in der Molekiilstruktur zwischen den

verschiedenen Arten bestehen. Die anorganischen Bestandteile des Knochens
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als relativ kleine Molekiile, die bei allen Vertebraten in identischer Struktur

vorkommen, diirften im Rahmen der Transplantationsimmunologie keine Rolle

spielen.
Knochenbestandteile
organisch anorganisch
Zellen ,,Bausteine*
(MERKER 1980)
Osteoblasten Kollagene 85% Calciumphosphat
Osteoklasten Kohlehydrate 10% Calciumcarbonat
Fibrozyten Lipide 1,5% Magnesiumphosphat
Erythrozyten Hormone 0,3% Calciumfluorid
Leukozyten Enzyme 0,2% Calciumchlorid
Endothelien 2,0% Alkalisalze

Nicht kollagene Proteine:
(TRIFFITT 1987)
9% Sialoproteine

15% Bone Gla-protein
2% Matrix Gla-protein
9% Phosphoproteine
23% Osteonectin
4% Proteoglycane
3% Albumin
5% o,HS-glycoproteine
30% Andere

Abb. 1: Knochenbestandteile

4.2 Lymphknoten und Lymphsystem

Lymphknoten bilden einen Teil des Netzwerkes in dem Antigene aus der Ge-
websfliissigkeit oder Lymphe wéhrend ihrer Passage von der Peripherie zum
Ductus thoracicus herausgefiltert werden. Man unterscheidet dabei zwischen
regiondren Lymphknoten, die nur aus einem umschriebenen Gebiet Lymph-
fliissigkeit beziehen, wihrend groere Ansammlungen von Lymphknoten als
Sammellymphknoten an strategisch wichtigen Punkten plaziert sind. Die Drai-
nage der Lymphfliissigkeit im Bereich der unteren Extremitit erfolgt entlang

der Vasa femoralia (SCHUTT und GARDNER 1961). Lymphknoten sind
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meist nierenformige, durch eine Bindegewebskapsel begrenzte, in die Strom-
bahn der Lymphgefde eingeschaltete, Organe. Die Lymphknoten sind aus
einem B-Zell-Areal (Kortex), einem T-Zell-Areal (Parakortex) und der zentra-
len Medulla, die T-Zellen, B-Zelle und Plasmazellen enthilt, zusammengesetzt.
Nach GRUNDMANN (1986) existieren histologisch vier grundsétzlich unter-
schiedliche Reaktionsmuster (kortikale Plasmazellreaktion, parakortikale
Plasmazellreaktion, Keimzentrumsreaktion und zellvermittelte Immunreakti-
on), die sich nach Lokalisation und immunhistochemischem Verhalten unter-
scheiden lassen. Dies macht eine quantitative Bewertung, der im Lymphknoten
ablaufenden Immunreaktionen, sehr schwer moglich.

Zwischen 1961 und 1963 berichtete BURWELL in einer Serie von Untersuch-
ungen (BURWELL und GOWLAND 1961b, 1962a, BURWELL 1962b,
BURWELL et al. 1963) iiber Veridnderungen an Lymphknoten nach heteroto-
per Transplantation verschiedener Knochenpriparationen. Er beschrieb neben
einer Gewichtszunahme der Lymphknoten und einer in der Methylgriin-
Pyronin Fiarbung nachweisbaren Nukleolenvermehrung das Auftreten von Se-
kundérfollikeln nach Transplantation von allogenem Frischknochen. Da im-
munhistochemische Methoden und Histomorphometrie nicht zur Verfiigung
standen, wurde als semiquantitativer Nachweis einer Immunreaktion in den

Lymphknoten die Sekundérfollikelbildung ausgewertet.

4.3 Milz

Die Milz ist als parenchymatoses Organ direkt in den Blutkreislauf eingeschal-
tet. Die Blutstromungsgeschwindigkeit wird stark verlangsamt und die Blut-
strombahn verbreitert. Neben der Sequestrierung von iiberalterten Erythro-
zyten, liegt die Hauptaufgabe der Milz in der immunologischen Funktion.

Bereits makroskopisch sind auf der unfixierten Schnittfliche stecknadelkopf-
grofle Knotchen zu erkennen. Sie werden in ihrer Summe als weille Pulpa be-
zeichnet und entsprechen dem lymphatischen Anteil. Des weiteren
unterscheidet man im Feinbau der Milz die rote Pulpa, die hauptsichlich aus
weiten, postkapilldren Sinus besteht. Diese verlaufen im retikuldren Bindege-
webe der Milz zusammengefal3t als Pulpastriange. Zwischen diesen beiden Ge-
webeanteilen findet sich die sogenannte Marginalzone, die aus lockerem

lymphatischen Gewebe, sowie einer Vielzahl von Sinusoiden besteht. In dieser
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Zone findet die Antigenpridsentation durch antigenprisentierende Zellen statt
(NIEUWENHUIS und FORD 1976). Als Korrelat dafiir finden sich in diesen
Zonen zahlreiche Makrophagen. Auch die B- und T- Lymphozyten zeigen eine
der Funktion entsprechende morphologische Verteilung. Die B-Zellen befinden
sich im peripheren Anteil der periarterioliren Scheiden, in Follikeln und im
Bereich der Marginalzone. Die T-Zellen lassen sich hauptsidchlich im Zent-
rumsbereich der periarterioldren Scheiden nachweisen (GROGAN et al. 1983,
VEERMAN und VAN EWIJK 1975). Das Volumenverhiltnis zwischen weiller
und roter Pulpa hingt wesentlich von der immunologischen Reaktionslage des
Organismus ab. In Anlehnung an die Arbeitsmethode von NAGY und FEHR
(1972) wurde in der vorliegenden Arbeit das Verhiltnis von roter und weiller

Milzpulpa computergestiitzt durch Planimetrie (SEIBT 1991%) bestimmt.

4.4 Humorale Immunreaktion

Bei Eindringen des Antigens in den Korper (z.B. Transplantation) gelangen die
antigenprisentierenden Zellen (Makrophagen, dendritische Zellen, Langer-
hans-Zellen u.a.) in Kontakt mit dem Antigen. Dieses wird phagozytiert und in
kleinere Fragmente zerlegt zusammen mit Klasse II Molekiilen des MHC auf
der Zelloberfliche den T-Helferzellen dargeboten. Gleichzeitig erkennen B-
Zellen iber ihren antigenspezifischen Rezeptor (Antikorper) das Antigen.
Durch die Interaktion zwischen T-Helferzelle und B-Zelle wird die klonale
Proliferation der B-Zelle ausgelost. Da nun eine antigen wirkende Substanz
(z.B. Knochen) nach ,,Verarbeitung® in den antigenprisentierenden Zellen fiir
das Immunsystem in viele verschiedene immunologisch relevante Molekiil-
fragmente (Epitope) zerlegt wird, kommt es immer zur Vermehrung mehrerer
B-Zell Klone. Nach einer Latenzzeit kommt es zum exponentiellen Anstieg der
IgM Antikorperproduktion durch die B-Zellen auf eine Plateauphase, gefolgt
von einem langsamen Abfall der IgM- Konzentration. Gleichzeitig werden
sogenannte Gedichtniszellen produziert, die bei Rekontakt mit dem gleichen
Antigen zu einer wesentlich rascheren Antikorperproduktion fithren. Vornehm-

lich werden jetzt Antikorper der Klasse IgG gebildet.

? Seibt V: Graphische Datenerfassung mittels Digitalisierer: LRZ-Rechenzentrum der TUM
1991
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Grundsitzlich hat jeder Antikorper zwei Aufgaben. Der eine Teil des Antikor-
pers (N-terminales Ende) bindet das Antigen, der andere Teil des Antikorpers
(C-terminales Ende) ermoglicht den Kontakt zu den verschiedenen Zellen des
Immunsystems. Diese beiden Funktionen werden in der Immunologie fiir ver-
schiedene Testmethoden verwendet. ,,Eine der ersten Beobachtungen iiber die
Reaktionen zwischen Antigen und Antikdrper war, dass es zu einer Prézipitati-
on kommt, wenn beide Reaktionspartner in anndhernd dquivalentem Verhéltnis
vorliegen* (STEWARD und MALE 1991).

Die Immunprizipitationsmethode wurde in ihrer einfachsten Form als Kapil-
larprézipitationstest (KWAPINSKI 1982) in der vorliegenden Arbeit verwen-
det. Zum  Nachweis von  humoralen = Immunreaktionen  nach
Knochentransplantation, wurde dieser Test bereits von BURWELL (1961a)
eingesetzt. Mit der gleichen Technik wies SPYRA et al. (1988) humorale Im-
munreaktionen nach Transplantation von kiltekonservierter Rattenkortikalis

nach. Folgendes Bild soll die Technik der Kapillarprizipitation schematisch

darstellen:
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1. Serum mit Antikorpern. 2. Das Serum wird mit Antigen Losung tiberschichtet.

Durch Diffusion kommt es langsam zur Durchmischung von Antigen und Antikdrpern

4. Antigen und Antikorper liegen in einem bestimmten Bereich der Kapillare in anndhernd
dquivalentem Verhiltnis vor, es kommt zur Bildung von Prézipitaten.

(O8]

Abb. 2: Schema Kapillarprizipitation
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Die bisher vorliegenden Ergebnisse zu humoralen Immunreaktionen nach Kno-
chentransplantationen sind in der Literaturzusammenstellung auf der folgenden
Seite dargestellt.

Tab. 2 :Literatur zu humoralen Immunreaktionen nach allogener
Knochentransplantation

Autor Jahr Spezies Priparat Testsystem Ergebnis
BONFIGLIO und 1972 Kaninchen Kortikal Priizipitationstests neg.
JETER Komplementfixation neg.
Extrakt + CFA Prizipitationstests neg.
BOS et al. 1983 Ratte Kortikal Cytotoxizititstest pos.
BURWELL und 1961a Kaninchen Spongiosa Hédmagglutination neg.
GOWLAND Agaroseprizipitation neg.
Kapillarprézipitation neg.
Elektrophorese neg.
Maus Kaninchenextrakt in Mdusen | Himagglutination pos.
Prizipitationstests pos.
CURTISS und 1956 Kaninchen, Himagglutination pos.
HERNDORN Hund
ELVES 1974a Ratte kortikal/ Spongiosa Cytotoxizititstest pos.
ELVES und 1974b Ratte/ Schaf unbehandelt Cytotoxizititstest pos.
SALAMA gewaschen Cytotoxizititstest pos.
gefriergetrocknet Cytotoxizititstest grenzwertig
entkalkt, gefroren Cytotoxizititstest pos.
entkalkt, gefriergetrocknet Cytotoxizititstest grenzwertig
deproteinisiert (Kiel) Cytotoxizititstest grenzwertig
FRIEDLAENDER | 1976 Kaninchen unbehandelt Cytotoxizititstest pos.
et al gefroren Cytotoxizititstest pos.
gefriergetrocknet Cytotoxizititstest neg.
MUSCOLO et al. 1976 Ratte kortikal Cytotoxizititstest pos.
kortikal, ohne Mark Cytotoxizititstest pos.
MUSCOLO und 1977 Ratte kortikal Cytotoxizititstest pos.
KAWAI kortikal ohne Mark Cytotoxizititstest pos.
SPYRA et al. 1988 Ratte kortikal Kapillarprézipitation pos.
kortikal gefroren Kapillarprézipitation pos.
TOMFORD et al. 1981 Katze osteoartikulir, gefroren Cytotoxizititstest pos.

4.5 Zellulare Immunreaktionen

Wie auch bei der humoralen Immunreaktion ist bei der zelluldren Immunreak-
tion der Kontakt von antigenprisentierenden Zellen mit dem Antigen Voraus-
setzung fiir den Ablauf der Immunreaktion. Insbesondere konnen
T-Helferzellen freies Antigen nicht erkennen. Das prozessierte Antigen wird
zusammen mit Molekiilen der MHC Klasse II von den antigenprisentierenden
Zellen, den T-Helferzellen, angeboten. Diese konnen nun direkt zytotoxische
T-Zellen aktivieren oder iiber die Ausschiittung von Mediatorsubstanzen

(Lymphokine) Effektorzellen (z.B. natiirliche Killer-Zellen, Makrophagen, und
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Granulozyten) aktivieren. Zum Nachweis zelluldrer Immunreaktionen werden
unter anderem folgende Testmethoden in verschiedenen Varianten eingesetzt:
1. Die ,,mixed lymphocyte culture reaction“(MLC):

T-Lymphozyten werden durch Zellen, die fremde Antigene der Histokompati-
bilitdtsklasse II tragen, zur Proliferation angeregt (afferenter Schenkel der zel-
luldren Immunreaktion). Die Stimulation wird iiber die Messung von
inkorporiertem *H-Thymidin nachgewiesen. Eingesetzt wird dieses Testsystem
vor allem zur Spender/Empfianger Auswahl vor Transplantationen, sowie zur
HLA-D Typisierung.

2. Der ,Zytotoxizitdtstest:

Zielzellen werden mit °'Cr inkubiert, welches in die Zellen aufgenommen wird
und sich an Proteine bindet. Zu den *'Cr markierten Zielzellen werden nun
Effektorzellen (s.0.) zugegeben (efferenter Schenkel der zelluldren Immunant-
wort). Sind nun die Effektorzellen tiber den Weg antigenprisentierende Zellen
und T-Helferzellen sensibilisiert, erfolgt die Zerstorung der Zielzellen. Das
dabei freigesetzte *'Cr wird gemessen. Eingesetzt wird dieser Test vor allem
zum Nachweis von zytotoxischen T-Zellen, Zellmembranantigenen und Ober-
flichenmarkern.

3. Der ,,Migrationsinhibitionstest

Als ,klassische Methode zum qualitativen Nachweis einer zelluldren Sensibili-
sierung® (FRIEMEL 1984) wurde in der vorliegenden Arbeit der Leukozyten-
Migrations-Inhibitions-Test verwendet. Nach Sensibilisierung werden bei Re-
kontakt bzw. Mitogenstimulation im Rahmen der nun ablaufenden Immunreak-
tion zu deren Steuerung verschiedene Mediatorstoffe, sogenannte Zytokine,
freigesetzt. Diese stammen von unterschiedlichen Zellen. Es handelt sich um
glykosilierte oder nichtglykosilierte Polypeptide. Dazu gehoren die Interleuki-
ne (IL 1o, IL 1B, IL 2-6), Tumornekrosefaktoren (TNF a, TNF [), Interferone
(IFN a, IFN B, IFN v), Wachstumsfaktoren (M-CSF, G-CSF, GM-CSF) sowie
der ,,macrophage inhibition faktor* (MIF). Die Wirkung des letztgenannten
Faktors wurde erstmals von RICH und LEWIS 1927° beschrieben.

Der MIF (BUNDSCHUH 1988, Mischke 2000) ist ein saures Glykoprotein mit
kleinem Polysaccharidanteil, MG 17000 bis 25000, hitzestabil (+56 OC, 30

min), resistent gegeniiber einer Behandlung mit RNAse, DNAse, Neuraminida-

3 Zitiert nach Scheu (1978)
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se, und Diisofluorophosphat. Er wird durch Chymotrypsin zerstort, ist nicht
dialysierbar und wirkt unspezifisch. Fiir den Migrationsinhibitionstest ist die
Anwesenheit von zumindest zwei Zellarten, nimlich Lymphozyten und poly-
morphkernigen (=segmentkernigen) Granulozyten, unumginglich. Wabhr-
scheinlich ist die Anwesenheit von antigenprisentierenden Zellen ebenfalls
erforderlich (READ und ZABRISKIE 1972). In dem hier verwendeten Test
wurde EDTA-Vollblut verwendet, so dass samtliche erforderliche Zellen sicher
vorhanden waren.

In der Literatur werden verschiedene Einzeltechniken vorgeschlagen. Die zwel
grundsitzlichen Techniken sind die Agarosetechnik nach CLAUSEN (1971)
und die Kapillartechnik nach SOBORG und BENDIXEN (1967). Dabei wer-
den in der Literatur wiederum verschiedene Medienzusammensetzungen, Blut-
priaparationen und Reaktionsgefde angegeben. Mittlerweile werden in der
Transplantationsmedizin quantitative Bestimmungen des MIF (BROWN et al.
2001) eingesetzt. In der vorliegenden Arbeit wurde die einfache Kapillartech-
nik, wie sie von SCHEU und FIEDLER (1979) vorgestellt wurde, verwendet.
Die Transplantation entspricht dem Erstkontakt der immunkompetenten Zellen
mit dem Antigen. Nach den unterschiedlich langen Versuchszeiten von (0), 3,
6, 9, und 18 Wochen erfolgt der Zweitkontakt der Zellen mit dem Antigen in
vitro. Sind nun die Zellen des Immunsystems durch den Erstkontakt sensibili-
siert, so kommt es zu einer Hemmung der Wanderung im Test. Vereinfacht

wird dieser Zusammenhang in folgendem Schaubild dargestellt:

Antigen T-Lymphozyt Antigen- sensibilisierter erneuter
kontakt T-Lymphozyt Antigenkontakt

“e ® e
@ (& @)

wandernder Makrophage Kontakt mit MIF Wanderungshemmung

Abb. 3: Schema Migrationsinhibition
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In der folgenden Tabelle sollen die bisher vorliegenden Untersuchungen zur

zelluldren Immunreaktion nach Knochentransplantation dargestellt werden.

Tab. 3: Literatur zu zelluldren Immunreaktionen nach allogener Kno-
chentransplantation

Autor Jahr | Spezies Priparat Testsystem | Ergebnis
ASCHERL et al. 1987 Mensch Spongiosa, kiltekons. LMI pos.
BOS et al. 1983 Ratte Crista iliaca Cytotoxizititstest pos.
Crista iliaca kéltekons. Cytotoxizititstest grenzwertig
ELVES 1978 Ratte Spongiosa LMI pos.
Kortikal pos.
Spongiosa , kiltekons. pos.
Spongiosa, gefrierget. grenzwertig
FRIEDLAENDER 1976 Kaninchen Kortikal Cytotoxizititstest pos.
etal. Kortikal, kiltekons. Cytotoxizititstest grenzwertig
Kortikal, gefrierget. Cytotoxizititstest neg.
Kortikospongits Cytotoxizititstest pos.
Kortikospongis, kiltekons. Cytotoxizititstest pos.
Kortikospongios, gefriergetr. Cytotoxizititstest grenzwertig
LANGER et al. 1975 Ratte Kortikospongios LMI pos.
Kortikospongids, kiltekons. LMI pos.
MUSCOLO et al. 1976 Ratte Knochen MLC pos.
Kortikal MLC pos.
MUSCOLO und 1977 Ratte Knochenzellen MLC pos.
KAWAI Knochenzellen ML / bonecell pos.
SCHRATT et al. 1988 Ratte Kortikal LMI pos.
Kortikal, kiltekons. LMI pos.
SCHRATT et al. 1990 Mensch Spongiosa, kiltekons. LMI pos.
SPYRA et al. 1988 Ratte Kortikal LMI pos.
Kortikal, kiltekons. LMI pos.
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5 Material und Methoden

5.1 Versuchsablauf

Nach Genehmigung (Regierung von Oberbayern AZ: 211-2531-24/88) wurde
Wistar-Ratten in Narkose das mittlere Drittel der Tibia des rechten Hinterlaufes
unter Operationsbedingungen entfernt. Durch Marknagelung mit Kirschner-
draht wurde den Tieren der Versuchsgruppen ,,autogen in der gleichen Sit-
zung das Knochenstiick unbehandelt (= autogen frisch), oder nachdem es
sterilisiert wurde (= autogen hitzesteril) orthotop replantiert. Bei den Tieren der
Versuchsgruppen ,,allogen* wurde nach Resektion das gewonnene Tibiaresek-
tat verworfen und dafiir ein entsprechendes Transplantat von einem zugeordne-
ten Spendertier unbehandelt (= allogen frisch), oder nach Sterilisation
(=allogen hitzesteril) unter gleichem Vorgehen transplantiert. Der entstandene
Defekt bei den Spendertieren wurde mit einem Tefloninterponat und einer
Marknagelung mit Kirschnerdraht iiberbriickt. Folgende Tabelle gibt einen

Uberblick iiber die Zahl der Tiere sowie iiber die Versuchsdauer.

Tab. 4: Ubersicht Zeitplan, Versuchsgruppen und Tierzahlen

Versuchsdauer 0 3 6 9 12 15* 18
in Wochen:
Transplantation n = Anzahl der Tiere pro Versuchsgruppe
Autogen frisch 18 12 11 11 9 0 7
Allogen frisch 0 7 10 7 12 0 7
Autogen hitzesteril 0 10 7 7 7 0 7
Allogen hitzesteril 0 7 7 8 9 0 9

Bei der Opferung in Narkose wurden aus kardialer Punktion 5 ml EDTA-Blut
und 5-10 ml Blut zur Serumgewinnung entnommen. Aus dem Serum wurden
Ringprézipitationstests zum Nachweis von humoralen Immunreaktionen ange-
setzt. Aus dem EDTA-Blut wurden Leukozyten-Migrations-Inhibitions-Tests
zum Nachweis zellulidrer Sensibilisierung angesetzt.

Bei der folgenden Teilsektion wurde die rechte Tibia mit dem Transplantat

entnommen und in Formalin fixiert. Diese Priparate wurden zur weiteren wis-

* Der Versuchszeitpunkt 15 Wochen wurde zur Vereinfachung der graphischen Darstellung
mitgefiihrt, obwohl zu diesem Zeitpunkt nie Tiere untersucht wurden.
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senschaftlichen Untersuchung (Histologie, Radiologie), die nicht Gegenstand
dieser Arbeit war, abgegeben (BARCA 1998).

Die linke Tibia sowie beide Femora wurden zur Gewinnung von Knochenmehl
fiir die Ringprizipitations- und Migrationshemmtests entnommen und bis zur
Verarbeitung in sterilen 10 ml Spritzen gelagert. Das paraaortale Lymphkno-
tenpaket wurde mit Nakayamapinzetten pripariert und ebenfalls in Formalin
fixiert. Nach Hamatoxylin-Eosin Farbung (H. E.) folgte die Auswertung. Aus
den Schnitten sollte auf lokal ablaufende Immunreaktionen geschlossen wer-
den. Danach wurden die Milz der Tiere pripariert und in Formalin fixiert. Nach
Aufarbeitung zu Himatoxylin-Eosin Schnitten wurden diese im Fotolabor ver-
grofert, abgezeichnet und computergestiitzt planimetriert. Zuletzt wurde der
Prozentsatz der weillen Pulpa im Verhiltnis zur Gesamtfliche als Ausdruck

einer systemischen Immunreaktion errechnet.

5.2 Versuchstier Wistar-Ratte und Tierhaltung

Eingesetzt wurden ménnliche Wistar Auszuchtratten mit einem Gewicht von
250-300 g, Alter ca. 3 Monate. Die genaue Stammbezeichnung lautet:

,»Wistar-Ratte Chbb: Thom*. Sie wurden unter der Versuchstierpalnummer
10 A 1 von der Firma Thomae, Biberach an der Ril} bezogen. Die Haltung er-
folgte zu sechs Tieren in Macrolonkifigen mit einer Bodenfldche von 1851 cm.
Bei Bedarf wurden die Tiere auch in Einzelkifigen mit einer Grundfliche von
825 cm gehalten. Bei tdglicher Reinigung der Kifige erhielten die Tiere han-
delsiibliches Standardtrockenfutter (Altromin Standard-Haltung Didt RM-
1310) sowie frisches Trinkwasser ad libitum. Die Kifige wurden in einem spe-
ziell nach den Tierschutzbestimmungen ausgeriisteten Raum unter Beachtung

der entsprechenden Bestimmungen aufgestellt.

5.3 Anéasthesie und Operationsvorbereitung

Zur Anésthesie wurden die Tiere aus den Kifigen genommen und zur i.m. In-
jektion in die laterale Oberschenkelmuskulatur links gehalten (KRAUS 1980).
Verwandt wurde eine Narkose aus 100 mg/kg KG Ketamin® und 5 mg/kg KG
Xylazin® in einer Mischspritze. Nach 5-10 min. Ruhezeit setzte die narkotische

Wirkung mit einer chirurgischen Toleranzzeit von 75-90 min. ein, die mit einer

5 Ketanest®, Fa. Parke-Davis, Berlin BRD
6 Rompun®, Fa. Bayer, Leverkusen BRD
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Nachschlafphase von ca. 30 min. wieder abgeklungen war. Die Spontanatmung
blieb dabei erhalten, die Narkose konnte durch Nachinjektion verldngert wer-
den. (ERHARD et al. 1986).

Den Ratten wurden, nachdem die Narkose eingesetzt hatte, der rechte Unter-
und Oberschenkel, sowie Flanken- und Bauchhaut der rechten Seite bis zur
Hohe des Rippenbogens rasiert. Nach zweimaligem Waschen des Operations-
gebietes mit 70% Alkohol, zusitzlichem Einsprithen mit einem Antiseptikum’
und Abdeckung der Augen mit Bepanthen® Augensalbe zum Schutz gegen
Austrocknung, wurden die Tiere in Riickenlage auf den Operationstisch gela-

gert. Es folgte nun das Abdecken mit sterilen Tiichern.

5.4 Operationstechnik

5.4 1 Instrumentarium

Qo ‘l

10 mm

a) Skalpell b) Pinzette c) Schere d) Nadelhalter e) Raspatorium f) Kirschnerdraht 1,2 mm’
) Modellsigeblatt'® h) Spritze 10 ml i) Seitenschneider j) Alu-Platte 10 mm
k) Modellbaubohrmaschine'! 1) Tupfer m) Kompressen

Abb. 4: Verwendetes Instrumentarium

7 Chlorhexidinlosung 5%, Apotheke des Klinikums R.d.L

¥ Bepanthen Roche Augen und Nasensalbe®, Hofmann-La Roche AG, Grenzach-Wyhlen, BRD
 Art. Nr. LX 98 S, 1,2 mm, Fa. Aesculap, Tuttlingen, BRD

10 Modellsdgeblatt 18 mm, Fa. Kustermann, Miinchen, BRD

" Minicraft Black & Becker, Idenstein, BRD
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5.4.2 Operationsverfahren

5.4.2.1 Transplantation

Das im folgenden verwendete Transplantationsmodell wurde zuerst von JAHN
(1980) beschrieben. Nach Rasur und Desinfektion des Operationsgebietes (sie-
he 4.3) erfolgte die sterile Abdeckung der Tiere mit Operationstiichern mittle-
rer Grofe, sowie mit kleinen Schlitztiichern in der aseptischen
Operationskabine. Unter den fiir Humanoperationen iiblichen aseptischen Re-
geln (Operationshaube, Mundschutz, Operationsmantel und sterile Handschu-

he) erfolgte nun der Hautschnitt.

Transplantat Kirschnerdraht

N
\—

frakturlerte Fibula

Abb. 5 : Rontgenbild 3 Wochen nach Transplantation und Marknagelung"

Dieser wurde von der Hohe des Tibiaplateaus ca. 2 mm lateral der Margo ante-
rior tibiae etwa 25 mm nach distal gefiihrt. Nun erfolgte die Spaltung der Un-
terschenkelfaszie. Die Muskelgruppen der FuBheber lateral und der Fullbeuger

medial wurden unter stumpfem Vorgehen mit dem Raspatorium zur Seite ge-

12 Rontgengerit: Torr Radifluor 120; C.H.F Miiller GmbH, Hamburg, BRD,
Film: Kodak X-Omat MA 24 x 30 ohne Verstirkerfolie (28 kV; 3,0 mA; 30 sec); Randkontu-
ren z.T. nachgezeichnet
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driangt und blieben groBtenteils unverletzt. Die Membrana interossea wurde
nun auf Hohe des mittleren Tibiadrittels mit einer schmalen anatomischen Pin-
zette durchstoen. Dann wurde die Pinzette zwischen Tibia und Fibula liegend
geoffnet und eine Aluminiumplatte als Mal} fiir die Osteotomien und zum
Schutz der nun nach unten gedringten Weichteile vor Ségeverletzungen zwi-
schen Tibia und Fibula platziert. Unter Kiihlung mit isotonischer Kochsalzlo-
sung wurden nun die zwei Querosteotomien mit einer Distanz von 7 mm
durchgefiihrt. Das Bohrfutter wurde dabei vorher mit den anderen Instrumenten
sterilisiert, die Bohrmaschine nebst Stromkabel wurde in einem speziell ange-
fertigten und ebenfalls sterilisierten Sack aus einem Operationstuch unterge-
bracht. Nach Brechen der Fibula wurde nun das herausgesigte Tibiastiickchen
sorgfiltig von anhaftendem Weichteilgewebe gereinigt, mit dem Raspatorium
das Periost entfernt, sowie die Markhohle mit isotonischer Kochsalzlosung
freigespiilt.

Zur Replantation wurde die Bohrmaschine nun mit einem Kirschnerdraht
(1,2 mm Durchmesser) umgeriistet. Nach Lingsspaltung der Patellarsehne auf
ca. 2 mm Linge wurde der Kirschnerdraht auf die proximale Gelenkfldche der
Tibia vorgeschoben. Jetzt wurde der Draht durch die Markhohle vorgebohrt bis

die Spitze etwa 10 mm iiber die Osteotomiestelle herausragte.

Anschlieend wurde bei den Operationsgruppen

¢ Transplantation autogen frisch - das selbe Knochenstiickchen,

e Transplantation autogen hitzesterilisiert - das Knochenstiickchen, nachdem
es durch das Operationspersonal bei 134 OC, 2 bar, 3 min. hitzesterilisiert
wurde,

e Transplantation allogen frisch - das fremde Knochenstiickchen (siehe
Spender Operation),

e Transplantation allogen hitzesterilisiert - das fremde Knochenstiickchen
nach Sterilisation,

auf den Kirschnerdraht aufgefiadelt. Unter leichtem Zug wurde jetzt der distale

Tibiaanteil ebenfalls auf den Draht aufgefdadelt. Nun wurde unter geringer axia-

ler Kompression der Tibia der Kirschnerdraht in der Markhohle um ca. 5 mm

vorgebohrt. Nach Uberpriifung der Achsenstellung, sowie der Festigkeit der

Osteotomie durch geringe Zug- und Rotationsbewegungen, wurde der Draht so
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knapp wie moglich oberhalb des Tibiaplateaus mit einem Seitenschneider ge-
kiirzt. Spiilung des Operationssitus mit isotonischer Kochsalzldsung. Zur Mus-
keldeckung der Osteosynthese erfolgte die lockere Adaptation der Faszien von
Beuge- und Streckmuskulatur des Unterschenkels durch zwei resorbierbare
Nihte". Der Hautverschlu wurde durch drei Riickstichnihte'* sowie Wund-

spraly15 erreicht.

5.4.2.2 Spender OP

Bei den Spendertieren identisches Vorgehen wie zur Operation der Transplan-
tatempfianger. Der Defekt wurde jedoch durch einen sterilisierten, 7 mm langen
Teﬂonzylinder16 (5 mm Durchmesser), der eine zentrale Bohrung (I mm
Durchmesser) enthielt, iiberbriickt. Das gewonnene Tibiastiickchen wurde ent-
weder in eine mit isotonischer Kochsalzlosung befeuchtete Kompresse einge-
schlagen und nach ca. 30 min. transplantiert oder in handelsiibliche
Sterilisationstiiten doppelt verpackt und hitzesterilisiert. Am gleichen, spétes-
tens am darauffolgenden Tag wurden die hitzesterilisierten Knochen transplan-

tiert.

5.4.2.3 Probenentnahme bei Opferung

Am Opferungstag wurden die Tiere mit der halben Dosis Ketamin/Xylazin
(siehe 4.3) narkotisiert. Die Rasur erfolgte wie zur Operationsvorbereitung.
Zusitzlich wurden der linke Hinterlauf und die linke Flanke sowie der linke
Hemithorax rasiert.

Nach der Desinfektion wurden die Tiere in Riickenlage gelagert. Zunéchst
wurde der Herzspitzenstofl im Bereich der vierten bis sechsten Rippe ertastet.
Dann wurde eine Kaniile Nr. 1, die auf einer 10 ml Spritze befestigt war, in
einem Winkel von ca. 45° zur horizontalen und vertikalen Achse des Tieres
durch die Thoraxwand in den linken Ventrikel vorgeschoben (KRAUS 1980).
Nach Aspiration von 5 ml Blut wurde die Spritze von der Nadel abgezogen,
das gewonnene Blut sofort in ein Reagenzgefil mit EDTA-Losung umgefiillt

und durch vorsichtiges Umkippen schonend durchmischt. Die Spritze wurde

3 Dexon ® Art.Nr. 097 012/x3, B.Braun-Dexon GmbH, Spangenberg, BRD
' Ethilon ® 4-0 Ethicon, Norderstedt, BRD

'> Nobecutan ®Spray, Astra Chemicals GmbH, Wedel, BRD

16 Teflon 5 mm, Fa. Stahlberg, Miinchen, BRD

25



nun wieder auf die liegende Nadel aufgesetzt und weitere 5 -10 ml Blut zur
Serumgewinnung entnommen. Die Blutrohrchen mit dem EDTA-Blut wurden
bis zur Weiterverwendung im LMI-Test im Kiihlschrank bei 4 °C aufbewabhrt.
Die Serumrohrchen wurden in einer Zentrifuge bei 3000 U/min zentrifugiert.
Der Serumiiberstand wurde in Eppendorf Reaktionsgefde abgefiillt und nach
entsprechender Beschriftung bei -20 °C in der Tiefkiihltruhe bis zur weiteren
Verwendung gelagert. Nach Beendigung der Blutabnahme wurden die Tiere
durch eine Uberdosis (160 mg) Pentobarbital'’ intrakardial iiber die liegende
Nadel getotet.

Nach Hautschnitt iiber der linken Tibiavorderkante und scharfem Abpriparie-
ren der Weichteile wurde die Tibia im Knie- und Sprunggelenk exartikuliert.
Die Gelenkflichen wurden nun reseziert, um die Markhohle mit isotonischer
Kochsalzlésung zu spiilen. Das Periost wurde nun entfernt und die Tibia in
einer beschrifteten 10 ml Spritze gelagert.

Bei gleichem Vorgehen wurden nun die Femora beiderseits préapariert und e-
benfalls in der Spritze gelagert. Sowohl die Blutproben als auch die frischen
Knochen verblieben bis zur weiteren Aufarbeitung fiir die immunologischen
Tests im Kiihlschrank bei 4°C.

Nun wurden die Proben fiir die histologische Aufarbeitung gewonnen. Dazu
wurde, wie oben schon fiir die linke Tibia beschrieben, nun auch die rechte
Tibia, die das Transplantat enthielt, gewonnen und in vorbereitete, mit 10 ml
neutralisiertem Formalin 6% gefiillte Probenrohrchen gelegt. Uber einen mitt-
leren Bauchschnitt wurde die Bauchhohle er6ffnet und die Milz sowie das pa-
raaortale Lymphknotenpaket mit zwei Nakayamaklemmen pripariert und

ebenfalls in 6% neutralisiertem Formalin fixiert.

5.5 Untersuchte Parameter

5.5.1 Histologie Lymphknoten

Die oben beschriebenen, priparierten und fixierten Lymphknoten wurden zu

histologischen Priparaten mit einer Schichtdicke von 5 um aufgearbeitet. Nach

17 Narcoren® Rhone Merieux GmbH, Laubheim, BRD
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Hématoxylin-Eosin-Firbung wurde die Anzahl der Sekundirfollikel pro
Schnittfliche mikroskopisch bestimmt.

Abb. 6: Photographie Histologie Sekundarfollikel im Lymphknoten, Fir-
bung H.E, VergroBerung 25 X bzw. 60X

5.5.2 Histologie Milz

Die Milzen wurden, wie oben beschrieben, als gesamtes Organ prépariert und
fixiert. Unter standardisierten Bedingungen (Schnitt senkrecht zur Lingsachse,
in der Mitte des Organs) wurden 5 um dicke Schnitte angefertigt und in Hima-
toxylin-Eosin-Technik gefirbt. Da keine Histomorphometrie-Technik zur Ver-
fligung stand, wurden die histologischen Prédparate im Fotolabor mit dem
VergroBerungsgerit auf das 10-fache vergroBert. Die Umrisse des gesamten
Milzschnittes sowie die Umrisse der weillen Pulpafelder wurden auf Papier
nachgezeichnet und durch ein Kopiergeridt nochmals um den Faktor 2 vergro-
Bert. Spiter wurden mit Hilfe eines computergestiitzten Planimetriergerites die
Fliachen der weilen Pulpafelder sowie die Gesamtfliche des Milzschnittes be-
stimmt. Zuletzt wurde der prozentuale Anteil der Summe der weilen Pulpa an

der Gesamtschnittflache errechnet.
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Abb. 7: Photographie Histologie Milz, Farbung H.E, VergroBerung 20 X

T NN

e

Abb. 8 : Zeichnung Milz zur Planimetrie

Tab. 5: Zahlenbeispiel Milzplanimetrie

Gesamtfliche:

Mittelwert aus drei Messungen:
113,60 112,11 113,44 =113,05

Fléache der weilen Pulpa:

Summe aus den Einzelmessungen:
0,14 144 5,13 1,56 3,19 347
1,27 599 0,72 021 7,07

Anteil der weilen Pulpa:

30,19
26,70 %




5.5.3 Kapillarprazipitationstest

Fiir den Prizipitationstest wurde die Antigenpridparation wie folgt durchge-
fithrt: Nach aseptischer Entnahme (siehe 4.4.2.4) wurde ein Teil der gewonne-
nen Knochen (meist ein Femur) grob zerkleinert. Nach dem Abwiegen
(mindestes 100 mg) wurden die Knochenfragmente in ein steriles Reagenzglas
verbracht und 3 molarer KCL-Barbitallosung bis zu einem Verhiltnis von
100 mg Knochen pro ml KCL-Barbitallosung zupipetiert. Nach Hitzesterilisa-
tion des zweiten Femur wurde auf gleiche Weise der Ansatz fiir den Knochen-
extrakt ,hitzesterilisierter Knochen* zubereitet. Die so vorbereiteten Rohrchen
wurden unter gelegentlichem Schiitteln fiir 2 Wochen im Kiihlschrank bei 4 °C
zur Antigenféllung inkubiert (Werner 1984).

Die Seren, die am Tage getestet werden sollten, wurden als erstes aus der Tief-
kiihltruhe genommen und bei Raumtemperatur aufgetaut. Die Reagenzgliser
mit den Antigenpriparationen wurden aus dem Kiihlschrank genommen und
die Losung vorsichtig in beschriftete Reaktionsgefidle dekantiert. Diese wurden
nun bei 500 U/min fiir 1 min. kurz zentrifugiert, um mogliche kleinste Kno-
chenfragmente zu sedimentieren.

Pro Testansatz wurden nun je zwei Kapillaren zu einem Drittel mit dem zu
testenden Serum gefiillt. Nach Abwischen des Kapillarendes mit einem Alko-
holtupfer, um Kontaminationen von einem ins andere Gefidl zu verhindern,
wurden die Kapillare mit dem zu testenden Proteinextrakt zu einem weiteren
Drittel aufgefiillt. Zum Schlu3 wurden die zwei fertigen Kapillaren senkrecht
mit dem nicht gefiillten Drittel nach unten in Vinyl—Plastik—Kitt18 gesteckt, der
auf einem beschrifteten Objekttriger festgepret war. Die Tests wurden nach
12 h Inkubation im Brutschrank bei 37 °C im Licht auf eine ringférmige Trii-
bung untersucht. Der Test liefert nur eine qualitative Ja/Nein Aussage. Bei ein-
deutiger Triibung in beiden Kapillaren wurde der Test als positiv bewertet. Zur
Erlduterung wird auf der folgenden Seite ein kompletter Testansatz fiir eine
Transplantation von allogenem hitzesterilisierten Knochen tabellarisch darge-

stellt.

18 Cristaseal , Kat.Nr.: 1503. Hawksley & Sons Limited, West Susex, GB
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Beispiel: Ratte 713 wurde ein hitzesterilisiertes Tibiasegment von Ratte 613
transplantiert; der Knochenextrakt von Ratte 714 dient als Kontrolle; alle Ka-

pillaren sind zu einem Drittel mit Serum von Ratte 713 gefiillt.

Kapillaren zu 1/3 mit
Serum 713 gefiillt

Testansatz | Extakt
auto f 713 frisch
Spender 613 frisch
Kontrolle f |714 frisch
Auto h 713 hitze N 4/ A
Spender h | 613 hitze Q @

Kontrolle h | 714 hitze

Abb. 9: Schema Ansiitze Ringprizipitationstest

5.5.4 Leukozyten-Migrations-Inhibitions-Test

5.5.4.1 Bau der Wanderungskammern

Objekttrager 7,5 X 2,5 cm wurden auf die Malle 4,5 X 2,5 cm mit einem Glas-
schneider abgeschnitten (s.Abb. 6 a). Die so gewonnenen Glasflachen dienten
als Boden und Abdeckung der Wanderungskammern. Dann wurden Hidma-
tokritkapillaren19 mit einem Diamantglasschneider auf die MaBle 4,5 cm und
2,5 cm geschnitten (b). Nachdem die Glasflichen in 70 % Alkohol entfettet
und daraufhin trockengerieben waren, wurde auf die vier Ecken ein kleiner
Tropfen durchsichtigen Aquariumsilikons® aufgetragen (c). Nun wurde eine
Kapillare (Linge 4,5 cm) auf die Lingsseite und zwei Kapillaren (Linge 2,5
cm) an den Seiten der Bodenfldache aufgebracht (d). Nachdem die Deckplatte
ebenfalls mit vier Silikontropfen versehen war, wurde nun die Deckplatte auf
die vorbereitete Bodenplatte aufgedriickt (e). Nach einem Trockenvorgang von

etwa einer Stunde wurden die aus den Kapillaren gebildeten Seitenflachen

19 Heparinized tubes, Kat. Nr. 01603 Hawksley & Sons Limited, West Susex, GB
20 Rax ®, Silikonkautschuk, Brustmann GmbH & Co.KG, Oestrich-Winkel, BRD
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durch zusitzliches Silikon abgedichtet. Reaktionskammer (f) bestiickt mit
Testkapillaren.

o
o
—

Abb. 10: Bau der LMI-Wanderungskammern

Nach einer Trockenzeit von 12 h wurden die Kammern in handelsiibliche Steri-
lisationstiiten eingeschweilit und im Autoklaven bei 120 °C, 1 bar 20 min. steri-

lisiert.

5.5.4.2 Zusammensetzung Testmedium

Das Zellkulturmedium wurde folgendermaflen zusammengestellt:
- 500 ml RPMI - Medium 1640

zugegeben iiber Sterilfilter”> wurden:
- 50 ml fotales Kilberserum® mitogengetestet
-5 ml Penicillin/Streptomycin24

- 5 ml L-Glutamin®

Zur Gewinnung des Knochenmehls wurden die entsprechenden Knochen (sie-

he 4.1) mit einer sterilisierten Klemme aus den Spritzen entnommen und auf

I Biochrom F 1215
22 Millex GS, Millipore s.a. Molsheim, France
» Biochrom S 0115
** Biochrom K 0282
% Biochrom A 2212
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handelsiiblichen, ebenfalls sterilisierten Feilen aufgearbeitet. Als Auffangbe-
hilter dienten dabei aus sterilisierter Aluminiumfolie geformte Wannen (Grof3e
ca. 8 X 8 cm), die mit der entsprechenden Tiernummer gekennzeichnet wur-
den.

Das so gewonnene Knochenmehl wurde nun (sterilisierte Aluminiumfolie als
Unterlage) auf einer Prizisionswaage zu 40 mg abgewogen. Dann wurden die
Knochenmehlportionen mit der Folie in eine 10 ml Spritze geschoben. Die
Spritze wurde mit der entsprechenden Tiernummer beschriftet und verschlos-
sen. Durch Auffiillen der Spritze mit 8 ml des vorbereiteten RPMI-Mediums

wurde eine Antigensuspension von 5 mg/ml hergestellt.

5.5.4.3 Testausfihrung

Pro Testansatz, mit zwei Wanderungskammern, wurden acht heparinisierte
Héamatokritkapillaren vollstindig mit dem EDTA-Blut aus dem Kiihlschrank
gefiillt und mit Vinyl—Plastik—Kitt(18 529 verschlossen. Die Kapillaren wurden
dann in wassergefiillte Reagenzgliser gestellt und bei 1400 U/min fiir 5 min.
zentrifugiert. Die wassergefiillten Reagenzgldser hatten beim Zentrifugieren
den Sinn, die Eigenbewegung der Kapillaren beim Beschleunigen und Ab-
bremsen zu ddmpfen und somit das Zerbrechen der Kapillaren, sowie das Her-
ausschleudern des Kitts aus den Kapillaren zu verhindern.

Eine Glasplatte, die mit 70 % Alkohol intensiv gereinigt und desinfiziert wur-
de, diente als Arbeitsfliche. Aus den Reagenzgldsern wurde das Wasser abge-
schiittet. Nun wurden jeweils vier Kapillaren aus den Reagenzglisern
entnommen und ebenfalls mit einer in 70% Alkohol getrinkten Kompresse
gereinigt und desinfiziert. Dann wurden mit einem auf gleiche Weise desinfi-
zierten Diamantglasschneider die vier Kapillaren an der gut sichtbaren Grenze
zwischen Serumiiberstand und Leukozytensaum angeritzt und abgebrochen.
Der Kapillarrest mit dem Serum wurde verworfen.

Die so gewonnenen Kapillaren wurden mit dem Leukozytensaum voraus bis in
halbe Kammertiefe in die Wanderungskammern geschoben. Die vier Kapilla-
ren wurden in ungefihr gleichem Abstand mit einem Tropfen Silikon festge-

klebt. Nach Auffiillen der Wanderungsgefid3e mit den entsprechenden Medien
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wurden diese in feuchten Kammern horizontal in einem Brutschrank bei 37 °C

fiir 20 h gelagert.

Abb. 11: Photo Leukozyten-Migrations-Inhibitions-Test

Nach der Inkubationszeit wurden die Wanderungshofe anhand von vier
Durchmessern (horizontal, vertikal und zwei mal diagonal) ausgemessen. Aus
den so gemessenen Wanderungsstrecken wurde der Migrationsinhibitionsfaktor

MIF folgendermallen berechnet (WATANUKI und HAGA 1977).

Wanderungsstrecke mit Testantigen
MIF =100 % - X 100
Wanderungsstrecke ohne Antigen

Gleichung 1: Berechnung des Migrationsinhibitionsfaktors MIF

Der Normwert wurde durch die Bestimmung der mittleren Wanderungshem-
mung beim Testansatz 0-Wochen Auto f plus der zweifachen Standardabwei-

chung festgelegt.
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Tab. 6: Wertetabelle zur Berechnung der MIF Normgrenze

Mittelwert 0 Wochen, Tx autogen frisch 7,35 %
Standardabweichung 545 X 2 +10,89%
Normgrenze =18,24%
Gerundet: 18,25%

Zur Veranschaulichung ist ein kompletter Testansatz fiir eine Transplantation

von allogen hitzesterilisiertem Knochen schematisch dargestellt.

Beispiel: Ratte Nr. 673 wurde der hitzesterilisierte Knochen von Ratte Nr. 438
transplantiert; alle Kapillaren sind mit EDTA-Blut von Ratte Nr. 673 gefiillt;
Ratte Nr. 567 dient als Kontrolle.

Kapillaren mit EDTA-Blut
673 gefiillt

Testansatz | Knochenmehl

HENREEE
AT |67 frisch d)d)d)d) d)d)d)d)
Spender 438 frisch

]

Kontrolle f |567 frisch C 1
Auto h 673 hitze
Spender h | 438 hitze
Kontrolle h |567 hitze

Abb. 12: Schema Ansitze LMI-Test

5.6 Statistische Methoden

Zur statistischen Untersuchung der gewonnenen MefBwerte wurden drei ver-
schiedene Testverfahren verwendet. Als erstes wurden die Me3werte auf Nor-
malverteilung untersucht. Dazu wurde der Test nach DAVID, PEARSON und
STEPHENS (RAMM 1987) durchgefiihrt. Es wurde die Priifgrofe a nach un-
ten angegebenen Formel berechnet.

War nun die PriifgroBe a in Abhédngigkeit vom Stichprobenumfang gréBer als
eine untere Schranke und kleiner als eine obere Schranke (RAMM 1987), so
wurde die Normalverteilung der Grundgesamtheit mit einer Irrtumswahr-

scheinlichkeit o0 = 5% angenommen.
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Die Analyse ergab, dass von 147 MeBwertgruppen 27 Gruppen (19%) nicht
normal verteilt waren, so dass die weitere Untersuchung mit verteilungsfreien

statistischen Tests erfolgte.

Mit:
R a = Priifgrofle
a = — R = Variationsbreite (Rang) = Differenz zwischen gro3tem und
Sx kleinstem Wert der Stichprobe

S = Standardabweichung der Einzelwerte

Gleichung 2: Berechnung der Priifgrofie a beim Test auf Normalvertei-
lung nach DAVID, PEARSON und STEPHENS

Um Testergebnisse unabhiingiger Me3wertgruppen zu bewerten wurde der U-
Test nach WILCOXON, MANN und WHITNEY (RAMM 1987) eingesetzt.
Dazu wurden die Priifgro8en U; und U, nach folgender Formel berechnet und
anhand einer Tabelle (RAMM 1987) fiir eine Irrtumswahrscheinlichkeit von o
= 5% festgestellt, ob ein signifikanter Unterschied zwischen den MeB-
wertgruppen besteht. Fiir ca. 500 Vergleichsberechnungen wurde dieser Test

verwendet.

m (mi+1 Mit:
¥ — R U, = PriifgroBe 1

U,= Priifgrofle 2

n; = Stichprobenumfang 1

n, = Stichprobenumfang 2

R,= Rangzahlensumme Reihe 1
R,= Rangzahlensumme Reihe 2

Ui=nx n+

n2 (n2+1) 3

U=mx n2+ R>

Gleichung 3 und Gleichung 4: Berechnung der Priifgrofien Ul und U2
beim U-Test nach WILCOXON, MANN und WHITNEY

Zur statistischen Untersuchung von zwei abhingigen Stichproben wurde der
WILCOXON-Test (RAMM 1987) mit entsprechenden Tabellen (Ramm 1987)
fiir eine Irrtumswahrscheinlichkeit oo = 5% bei ca. 140 Berechnungen einge-

setzt.
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1. Schritt: Von den Wertepaaren wurden die Differenzen gebildet.

d; = Xj1-Xi2 Mit:
d; = Differenz des Wertepaares i
xj;= Wert 1 des Wertepaares
xip= Wert 2 des Wertepaares

Gleichung 5: Berechnung der Wertepaardifferenz beim WILCOXON-Test

2. Schritt: Die Absolutbetrige der Differenzen werden in aufsteigenden Rei-
hen sortiert, dabei werden Differenzen, die Null ergeben, nicht beriicksich-
tigt.

3. Schritt: Der neuen Zahlenfolge werden Rangzahlen zugeordnet, wobei
vermerkt wird, ob die Differenz positiv oder negativ war.

4. Schritt: Es wird die Summe der Rangzahlen der positiven (Rp) und die
Summe der Rangzahlen der negativen (R,) Differenzen ermittelt.

5. Schritt: Als Priifgroe dient die kleinere der beiden GroBen R, oder R,

6. Schritt: Anhand der Gesamtzahl der Differenzen ungleich Null wird nun
aus der Tabelle der kritische Wert Ry mit der errechneten PriifgroBe vergli-
chen. Ist die PriifgroBe (der kleinere der beiden Groen Ry, oder R, ) kleiner
oder gleich dem zugehorigen Tabellenwert Ry, besteht mit einer Irrtums-
wahrscheinlichkeit von o = 5% ein signifikanter Unterschied.

Allen folgenden in dieser Arbeit getroffenen Feststellungen, die auf Me3werten

basieren, liegt eine gepriifte Signifikanz (ot = 5%) zu Grunde, ohne dass dies

explizit erwdhnt wird. Die Ergebnisse der Ringprizipitationstests wurden nicht
mit statistischen Methoden untersucht. Der wesentliche Grund dafiir war, dass
fiir dieses qualitative Merkmal (Prizipitation ja/nein) der Stichprobenumfang
viel zu klein war. Die Ergebnisse bei dieser speziellen Untersuchung sind des-

halb rein deskriptiv dargestellt.
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6 Ergebnisse

6.1 Postoperativer Verlauf und Komplikationen

Bei ungestortem Heilungsverlauf konnte die Teilbelastung ab dem zweiten
postoperativen Tag, die Vollbelastung ab dem fiinften bis siebten Tag post ope-
rationem beobachtet werden.

Von insgesamt 279 Tieren, die fiir die Versuche eingesetzt wurden, muf3ten 58
(20.8%) vorzeitig aus dem Versuch genommen werden. Wegen weiterer Kom-
plikationen bei der Opferung und den Laboruntersuchungen konnten weitere
32 Tiere (11.5 %) nicht vollstindig ausgewertet werden.

Insgesamt 11 Tiere wurden wegen intraoperativer, technischer Schwierigkeiten
(unsteriles Transplantat 1, Weichteilverletzungen durch den Sidgevorgang 2+2
Spender, zerquetschtes hitzesterilisiertes Transplantat 2 + 1 Spender, Aus-
sprengung distale Tibia 2 + 1 Spender) getotet.

Intraoperativ verstarben 6 Tiere (Anisthesie, Abdeckung mit Operationstii-
chern?).

Wegen insuffizienter Osteosynthese wurden bis drei Tage nach OP 2 Empfin-
ger und 1 Spender aus dem Versuch genommen.

Die meisten Tiere (26 = 9,3%) mulliten wegen offensichtlicher Infekte vorzeitig
geopfert werden. (Spritzenabszel3 2, infizierte Bilverletzung 1, Tefloniterpo-
nattriger 8, Frischtransplantattriger autogen 1, -allogen 1, hitzesterilisiertes
Transplantat autogen 6, -allogen 7).

Wegen Spitkomplikationen, ldnger als drei Tage nach der Operation, wurden
12 Tiere (4,3 %) geopfert. Darunter befanden sich vor allem Tiere der Lang-
zeitversuchsgruppen 12 und 18 Wochen (Geschwulsterkrankung 1 + zugeord-
neter Spender, ausgerissene Ohrmarkierungen, die eine eindeutige Zuordnung
nicht mehr moglich machten 5 + 3 Spender, unklare Todesursache 1 + 1 Spen-
der).

Bei 7 Versuchstieren (3 Spender) gelang es nicht, Blut in ausreichender Menge
bei der kardialen Punktion zu gewinnen. Wegen zu langsamer Blutentnahme
war bei 2 Versuchstieren (1 zugeordneter Spender) das EDTA-Blut geronnen.
Von 6 Versuchstieren (6 Spender) wurden die Kapillaren in der Zentrifuge
zertrimmert. Wegen ausgelaufener LMI-Wanderungskammern konnten von 6

Versuchstieren (1 Spender) die Tests nicht ausgewertet werden.
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In der folgenden Tabelle sind die Komplikationen zusammengefasst.

Tab. 7: Komplikationen

N= %
Eingesetzte Tiere gesamt 294
Erlernen der Operations-/Labortechnik 15
Eingesetzt fiir die Versuche 279
Gesamtkomplikationen 90 32,3 %
Vorzeitig aus dem Versuch genommen: 58 20,8 %
Anisthesie 4+2 Spender 6 2.2 %
Operationstechnik | 7+4 Spender 11 3,9 %
Bis zu 3 Tagen 2+1 Spender 3 1,1 %
Uber 3 Tage 7+5 Spender 12 4,3 %
Infekte 1848 Spender 26 9,3 %
Unvollstindig auswertbar: 32 11,5 %
Cardiale Punktion | 7+3 Spender 10 3,6 %
EDTA-BIut 2+1 Spender 3 1,1 %
LMI 6+1 Spender 7 2.5 %
Zentrifuge 6+6 Spender 12 4,3 %

6.2 Lymphknotenhistologie

6.2.1 Autogen frische Transplantate

Mikromorphologisch zeigte sich ab der 6. Woche eine leichte Zunahme der
parakortikalen Zone. Im Vergleich zum Ausgangswert (0O-Wochen) war der 6-
Wochen Wert signifikant kleiner. Der 6-Wochen Wert war auch signifikant
kleiner als die Werte zur 12. und 18. Woche. Weitere signifikante Unterschiede

wurden bei grofler Standardabweichung in dieser Gruppe nicht gefunden.
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Lymphknotenhistologie
Tx autogen frisch
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Wochen 0 3 6 9 12 15 18
Anzahl der Tiere N=|18 8 11 11 9 7
Mittelwert MW =25 1,5 0,3 1,5 3,0 2,7
Standardabweichung STD=|24 1,7 0,4 2,5 2,0 1,5

Abb. 13: Lymphknotenhistologie, Tx autogen frisch

6.2.2 Allogen frische Transplantate

Lymphknotenhistologie
Tx allogen frisch

)

= 15 -

<

i3

104 @&

g OMW + STD

=< .

2 54 - B ™ | Mittelwert

)

: l

5 0 T T T T T T

0 3 6 9 12 15 18
Wochen

Wochen 0 3 6 9 12 15 18
Anzahl der Tiere N= 7 10 7 12 7
Mittelwert MW = 8,2 13,0 |5,6 5,4 43
Standardabweichung STD = 1,1 1,3 1,4 1,5 1,0

Abb. 14: Lymphknotenhistologie, Tx allogen frisch
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Nach allogen frischer Transplantation fand sich histologisch eine Verbreiterung
der parakortikalen Zone ab der 9. Woche. Im Vergleich zum 3-Wochen Wert
war der 6-Wochen Wert signifikant grofer, der 9-, 12- und 18-Wochen Wert
signifikant kleiner. Der 6-Wochen Wert war statistisch signifikant groer als
der 9-, 12- und 18-Wochen Wert. Weitere statistisch signifikante Unterschiede

konnten in dieser Gruppe nicht festgestellt werden.

6.2.3 Autogen hitzesterilisierte Transplantate

Spezifische Verdnderungen der parakortikalen Zone konnten zu keinem Zeit-
punkt mikroskopisch beobachtet werden. Es fanden sich keine signifikanten

Unterschiede beim Vergleich der Mewertgruppen zu den verschiedenen Zeit-

punkten.
Lymphknotenhistologie
Tx autogen hitzesteril
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Abb. 15: Lymphknotenhistologie, Tx autogen hitzesteril

6.2.4 Allogen hitzesterilisierte Transplantate

Tendenziell zeigte sich eine Abnahme der Sekundirfollikel im Zeitverlauf.
Statistisch signifikant groBer war der 3-Wochen Wert jedoch nur im Vergleich
zum 12- und 18-Wochen Wert. Spezielle Veridnderungen der Lymphknotenre-

gionen konnten nicht beobachtet werden.
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Lymphknotenhistologie
Tx allogen hitzesteril
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Abb. 16: Lymphknotenhistologie, Tx allogen hitzesteril

6.2.5 Vergleich zum Ausgangswert und Vergleich der Gruppen unter-

einander
Lymphknotenhistologie
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Abb. 17: Lymphknotenhistologie, Vergleich der Gruppen
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Beim statistischen Vergleich zwischen Ausgangswert (Tx autogen frisch

0 Wochen) und den restlichen Mef3werten zeigten sich folgende signifikante

Unterschiede:

Fiir Versuchsgruppe autogen frisch siehe 6.2.1

Bei der Versuchsgruppe allogen frisch war der 3-, 6-, 9- und 12- Wochen
Wert signifikant grof3er

Kein signifikanter Unterschied zeigte sich bei der Versuchsgruppe autogen
dampf-setril

Bei der Versuchsgruppe allogen hitzesteril war der 3-Wochen MefBwert

signifikant groBer

Beim Vergleich der verschiedenen Operationsgruppen zum gleichen Zeitpunkt

waren folgende statistische Vergleiche signifikant:

3-Wochen allogen frisch und 3-Wochen allogen hitzesteril grof3er als
3-Wochen autogen frisch. 3-Wochen autogen hitzesteril kleiner als
3-Wochen allogen frisch

6-Wochen allogen frisch, 6-Wochen autogen hitzesteril und 6-Wochen al-
logen hitzesteril groBer als 6-Wochen autogen frisch. 6-Wochen autogen
hitzesteril und 6-Wochen allogen hitzesteril kleiner als 6-Wochen allogen
frisch. 6-Wochen allogen frisch groBer als 6-Wochen autogen hitzesteril
und 6-Wochen allogen hitzesteril

9-Wochen autogen frisch kleiner als 9-Wochen allogen frisch und kleiner
als 9-Wochen allogen hitzesteril

12-Wochen autogen frisch kleiner als 12-Wochen allogen frisch, 12-
Wochen allogen frisch groBer als 12-Wochen autogen hitzesteril und 12-
Wochen allogen hitzesteril

18-Wochen autogen frisch groBer als 18-Wochen allogen hitzesteril
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6.3 Milzplanimetrie

6.3.1 Autogen frische Transplantate

Der Anteil der weilen Milzpulpa nach autogen frischer Transplantation fand
sich ab der 3. Woche iiber den gesamten Versuchszeitraum im Vergleich zum
Referenzwert (0 Wochen) erhoht. Weitere Unterschiede konnten nicht festge-

stellt werden.

Milzplanime trie
Tx autogen frisch

Mittelwert + 2 STD = 26,5
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Wochen 0 3 6 9 12 15 18
Anzahl der Tiere N=|18 12 11 11 9 7
Mittelwert MW=|229 |288 |28,2 [29,0 |29,2 30,6
Standardabweichung STD=|1,8 8,0 4.4 3,0 5,2 3,2

Abb. 18: Milzplanimetrie, Tx autogen frisch

6.3.2 Allogen frische Transplantate

Bei betrachtlichen Schwankungen der Einzelwerte konnte nach allogener
Frischtransplantation eine signifikante Abnahme der Fliche der weillen Pulpa
zur 6. und 12. Woche im Vergleich zur 3. Woche beobachtet werden. Der 12-
Wochen Wert war kleiner als der 9-Wochen Wert, der 18-Wochen Wert grof3er
als der 12-Wochen Wert.
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Milzplanime trie
Tx allogen frisch
50 1
S N
5 40
£301 N o o —— |OMW +STD
& 20 1 N O wm B Mittelwert
S 10{ N B
o T T T T T T
0 3 6 9 12 15 18
Wochen
Wochen 0 3 6 9 12 15 18
Anzahl der Tiere N= 7 10 7 12 7
Mittelwert MW = 31,3 {209 |27,3 |18,9 24,7
Standardabweichung STD = 5,8 53 6,3 3,5 3,0
Abb. 19: Milzplanimetrie, Tx allogen frisch
6.3.3 Autogen hitzesterilisierte Transplantate
Milzplanime trie
Tx autogen hitzesteril
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Abb. 20: Milzplanimetrie, Tx autogen hitzesteril
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Nach Transplantation von autogenem hitzesterilisierten Knochen waren die

MeBwerte 9-Wochen, 12-Wochen und 18-Wochen kleiner als der MefBwert zur

3. Woche. Weitere statistisch signifikante Unterschiede konnten bei den restli-

chen rechnerischen Vergleichen nicht festgestellt werden.

6.3.4 Allogen hitzesterilisierte Transplantate

Milzplanime trie
Tx allogen hitzesteril
50 1
1SS N
- 40
=
g 30 1 e OMW + STD
& 201 N B B - | W Mittelwert
10{ N EE :
0 T T T T T T
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Wochen 0 3 6 9 12 15 18
Anzahl der Tiere N = 7 7 7 9 7
Mittelwert MW = 26,2 25,5 |25 23,5 21,7
Standardabweichung STD = 3,9 3,5 4,1 3.8 4.8

Abb. 21: Milzplanimetrie, Tx allogen hitzesteril

Beim statistischen Vergleich der MeBwerte in dieser Versuchsgruppe

verschiedenen Zeitpunkten konnte kein Unterschied festgestellt werden.
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6.3.5 Vergleich zum Ausgangswert und Vergleich der Gruppen unter-

einander
Milzplanime trie
o 50 1 Mittelwert + 2 STD = 26,5
3 40 v--——-------"""""""""""""""""""""""""""""""F-—"""""-""--
= 30 7
-
é-’ 20
= 10 A
0 -
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Wochen

Tx Modus: M Auto £ l Allo f B Auto h [ Allo h

Wochen 0 3 6 9 12 15 18

Auto f MW=|229 [28,8 [282 (29,0 [29,2 30,6
Allo f MW = 31,3 {209 [27,3 |189 24,7
Auto h MW = 25,3 25,1 |19,1 |[21,1 20,5
Alloh MW = 26,2 |25,5 25,0 |23,5 21,7

Abb. 22: Milzplanimetrie, Vergleich der Gruppen

Beim Vergleich der MeBwerte, bezogen auf den Ausgangswert (0-Wochen

autogen frisch), wurden folgende statistisch signifikante Unterschiede festge-

stellt:

¢ Fiir autogen frisch siche Abschnitt 6.3.1

e Die 3-Wochen MeBwerte der Gruppen allogen frisch, autogen hitzesteril
und allogen hitzesteril waren grofler

e Der 9-Wochen MeBwert aus der Gruppe autogen hitzesteril war kleiner,
ebenso der 12-Wochen MeBwert aus der Gruppe allogen frisch

Weitere signifikante Unterschiede zum Ausgangswert waren nicht festzustellen

Beim Vergleich der Operationsgruppen zum gleichen Zeitpunkt zeigten sich

folgende signifikante Unterschiede:
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Zum Zeitpunkt 3-Wochen war der Wert nach Implantation allogen frischer
Transplantate groBer als nach Transplantation autogen hitzesterilisierter
Transplantate

Zum Zeitpunkt 6-Wochen war der Wert nach allogen frischer Transplanta-
tion signifikant kleiner als nach autogen frischer Transplantation

Zum Zeitpunkt 9-Wochen waren die Werte autogen hitzesteril und allogen
hitzesteril kleiner als nach autogen frischer Transplantation

Zum 12-Wochen-Zeitpunkt waren die Werte allogen frisch, autogen hitze-
steril und allogen hitzesteril niedriger als bei der Gruppe autogen frisch.
Der 12-Wochen-Wert allogen hitzesteril war grofler als der 12-Wochen
Wert allogen frisch

18-Wochen-Zeitpunkt: Wert nach autogen frischer Transplantation grofler
als nach allogen frischer-, autogen hitzesteriler- und allogen hitzesteriler

Transplantation.

Sonst keine weiteren signifikanten Unterschiede.
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6.4 Ringpraézipitationstests (Auswertung ohne Statistik siehe 5.6)

6.4.1 Autogen frische Transplantate

Nach Transplantation von autogen frischem Knochen fand sich im Ringprizi-
pitationstest einmal eine Reaktion gegen den eigenen frischen Knochen. Bei
einem anderen Tier fand sich eine positive Reaktion gegen einen frischen Kon-

trollknochen.

Ringprizipitation
Tx autogen frisch

100
g 8804
8]
$ B0 f -
)
=
g 404 -
<]
B 201
17%]
nc" 0 T T ._l T T T T 1
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Wochen
Antigen: B Auto f I Kontr. f i i \
Wochen 0 3 6 9 12 15 18
Anzahl der Tiere N=|18 12 11 11 9 7
Auto f: pos. Befunde N=1|0 0 1 0 0 0
Angaben in % %= |0 0 9 0 0 0
Kontr. f: pos. Befunde N=1|0 0 1 0 0 0
Angaben in % %= |0 0 9 0 0

Abb. 23: Ringprizipitationstest, Tx autogen frisch

6.4.2 Allogen frische Transplantate

Gegen den transplantierten allogen frischen Knochen fand sich zu den Zeit-
punkte:

® 6. Woche zu 60,0%

e 9 Woche zu 28,5%

e 12. Woche zu 50,0%

eine positive Reaktion.
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Gegen den eigenen frischen Knochen fanden sich zu den Zeitpunkten:

e 6. Woche zu 50,0%

e O Woche 28,5%

e 12. Woche 33,3%

positive Testansétze.

Reaktionen gegen einen frischen Kontrollknochen fanden sich zu den Zeit-
punkten:

e 6. Woche zu 48,9%

e 12. Woche zu 25,0 %.

Eine Reaktion gegen sterilisierten Spenderknochen konnte nicht nachgewiesen

werden.

Ringprizipitation
Tx allogen frisch

100 -

Positive Ringtests in %

Wochen
Antigen: M Auto f @ Kontr. f 7 S pender f
Wochen 0 3 6 9 12 15 18
Anzahl der Tiere N= 7 10 7 12 7
Auto f: pos. Befunde N= 0 5 2 4 0
Angaben in % %= 0 50,0 (28,5 |33,3 0
Kontr.f: pos. Befunde N= 0 4 0 3 0
Angaben in % %= 0 40,0 |0 25,0 0
Spender f: pos. Befunde N= 0 6 2 6 0
Angaben in . % %= 0 60,0 (28,5 |50,0 0

Abb. 24: Ringpriézipitationstest, Tx allogen frisch
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6.4.3 Autogen hitzesterilisierte Transplantate

100 -

a0+ .

Ringpriazipitation
Tx autogen hitzesteril

804
B0 -

Positive Ringtests in %

0 3 6 9
Wochen
Antigen: M Auto f @ Kontr. f B Autoh O Kontr. h

Wochen 1] 3 6 9 12 15 18
Anzahl der Tiere N= 8 7 7 7 1
Auto f: pos. Befunde N= 4 0 2 1 14,2

Angaben in % %= 50,0 |0 28,5 14,2 0
Kontr.f: pos. Befunde N= 3 1 0 1 0

Angaben in % %= 37,5 142 |0 14,2 1
Auto h: pos. Befunde N= 4 0 1 4 14,2

Angaben in % %= 50,0 |0 142 |57,1 0
Kontr. h: pos. Befunde N= 2 0 0 1 0

Angaben in % %= 25,0 (0 0 14,2 0

Abb. 25: Ringpriézipitationstest, Tx autogen hitzesteril

Bei diesem Transplantationsmodus fanden sich positive Tests gegen das

Transplantat (autoger hitzesterilisierter Knochen) zu den Zeitpunkten:

® 3 Woche zu 50,0%
* 9 Woche zu 14,2%
e 12. Woche zu 57,1%
e 18. Woche zu 14,2%

Reaktivitiit gegen den eigenen frischen Knochen fand sich in der:

* 3 Woche zu 50,0%
® 9 Woche zu 28,5%
e 12. Woche zu 14,2%
e 18. Woche zu 14,2%.

Gegen frischen Kontrollknochen konnten zu den Zeitpunkten:
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e 3. Woche zu 37,5%,

® 6. Woche zu 14,2%

e 12. Woche zu 14.2%

Reaktionen beobachtet werden.

Eine Reaktion gegen hitzesterilisierten Kontrollknochen fand sich zu den Zeit-
punkten:

e 3. Woche zu 25,0%

e 12. Woche zu 14,2%.

6.4.4 Allogen hitzesterilisierte Transplantate

Ringpriizipitation
Tx allogen hitzesteril

100 -

Positive Ringtests in %

0 3 6 9 12 15 18
Wochen
Antigen: M Auto f @ Kontr. f B Auto h [IKontr. h NSpender f NSpender h
Wochen 0 3 6 9 12 15 18
Anzahl der Tiere N= 7 7 8 9
Auto f: pos. Befunde N= 0 0 1 2 0
Angaben in % Yo= 0 0 12,5 22,2 0
Kontr.f: pos. Befunde N= 1 2 1 1 1
Angaben in % Jo= 142 1285 12,5 |[11,1 11,1
Auto h: pos. Befunde N= 0 2 0 3 1
Angaben in % Yo= 0 28,5 |0 33,3 11,1
Kontr. h: pos. Befunde N= 0 1 0 2 0
Angaben in % Yo= 0 142 |0 22,2 0
Spender f: pos. Befunde N= 0 0 1 0 0
Angaben in % Yo= 0 0 12,5 |0 0
Spender h: pos. Befunde N= 1 3 0 4 1
Angaben in % Yo= 142 42,8 |0 44,4 11,1

Abb. 26: Ringprizipitationstest, Tx allogen hitzesteril
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Nach Implantaton von allogenen hitzesterilisierten Transplantaten fanden sich
positive Reaktionen gegen das Transplantat zu den Zeitpunkten:

* 3 Woche zu 14,2%

e 6. Woche zu 42,8%

e 12.Woche zu 44,4%

e 18. Woche zu 11,1%

Gegen den eigenen frischen Knochen fanden sich positve Tests zu den Zeit-
punkten:

e 9 Woche zu 12,5%

e 12. Woche zu 22,2%

Eine Reaktion gegen Extrakt aus frischem Kontrollknochen konnte zu allen
Zeitpunkten festgestellt werden:

® 3 Woche zu 14,2%

e 6. Woche zu 28,5%,

e 9 Woche zu 12,5%

12. Woche zu 11,1%

18. Woche zu 11,1.

Gegen den eigenen hitzesterilisierten Knochen fand sich humorale Immunreak-
tionen zu den Zeitpunkten:

e 6. Woche zu 28,5%

e 12. Woche zu 33,3%

e 18. Woche zu 11,1%.

Beim hitzesterilisierten Kontrollknochen waren Reaktionen zu den Zeitpunk-
ten:

e 6.Wochen mit 14,2%

e 12-Wochen mit 22,2% festzustellen.

Zu keinem Zeitpunkt war eine Reaktion gegen frischen Spenderknochen fest-

zustellen.
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6.4.5 Vergleich der Gruppen untereinander

Ringprizipitation
g
Ea
~
£
z
=
0 3 6 9 12 15 18
Wochen
Transplantat und Antigenlosung |l Auto f @Allo f DAutoh OAlloh |
Wochen 0 3 6 9 12 15 18
Auto f: Angaben in % o= 0 9 0 0 0
Allo f: Angaben in % Yo= 0 60 28,5 |50 0
Auto h: Angaben in % Yo= 50 0 142 57,1 14,2
Allo h: Angaben in % Jo= 142 42,8 |0 44,4 11,1

Abb. 27: Ringpriézipitationstests,Vergleich der Gruppen

Nach Transplantation von

e autogen frischem Knochen war lediglich zum Zeitpunkt 6 Wochen einmal
(1 von 11 Ansitzen) eine Reaktion gegen das Transplantat festzustellen.

Nach Transplantation von

e allogen frischem Knochen waren zu den MefBzeitpunkten 6Wochen (6 von
10 Ansitzen), 9 Wochen (2 von 7 Ansédtzen), und 12 Wochen (6 von 12
Ansitzen) humorale Reaktionen gegen das Transplantat festzustellen.

Nach Transplantation von

e hitzesterilisiertem autogenen Knochen fand sich eine Reaktion gegen das
Transplantat zu den Zeitpunkten 3 Wochen (4 von 8 Ansitzen), 9 Wochen
(1 von 7 Ansitzen), 12 Wochen (4 von 7 Ansitzen) und 18 Wochen (1 von
7 Ansitzen).

Nach Transplantation von

e hitzesterilisiertem Spenderknochen fand sich eine Reaktion gegen das
Transplantat zu den MeBzeitpunkten 3 Wochen (1 von 7 Ansétzen), 6 Wo-
chen (3 von 7 Ansitzen), 12 Wochen (4 von 9 Ansitzen) und 18 Wochen
(1 von 7 Ansitzen).
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6.5 Leukozyten-Migrations-Inhibitions-Test

6.5.1 Autogen frische Transplantate

6.5.1.1 Zeitverlauf

Nach Transplantation von autogenem frischen Knochen zeigte sich im LMI-
Test bei Verwendung von autogenem frischen Knochen als Testantigen
(Transplantat), dass die 3-, 6- und 9-Wochen-MeBwerte iiber dem 0-Wochen
Wert lagen. Der 12-Wochen Wert lag unter dem MeBwert fiir 3, und 6 Wo-
chen. Beim Kontrollknochen zeigt sich deskriptiv eine dhnliche Mefwertent-
wicklung iiber der Zeit, wobei der 3-, 6-, und 18-Wochen Wert iiber dem
MeBwert fiir die Kontrolle frisch 0 Wochen lag.

6.5.1.2 Vergleich zum Ausgangswert und Vergleich der Ansétze unter-

einander
ILMI
Tx autogen frisch
50 -
| Mittelwert + 2 STD = 18,4
B0 { -~ e
®30+H
=
S204-------------- - ¥
Sl h ***** |T ***** [ [ I
0 _j_| T T T T T T 1
0 3 6 9 12 15 18
Wochen
Antigen: H Auto f @ Kontr. f [
Wochen 0 3 6 9 12 15 18
Anzahl der Tiere N=|18 12 11 11 9 7
Auto f MW=|74 17,2 |17,5 |16,5 |[9,8 11,7
STD=|5.,5 10,0 |7,3 7,9 3,5 3,7
Kontr. f MW =|6,8 13,3 11,8 |10,2 |9,1 12
STD =| 6,1 9,1 5,2 6,8 3,3 4,0

Abb. 28: LMI, Tx autogen frisch

Fiir den Testansatz autogen frisch siehe 6.5.1. Gegeniiber dem Bezugswert 0

Wochen autogen frisch lag von den Messungen mit Kontrollknochen frisch
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lediglich der 6-Wochen-MeBwert iiber dem Bezugswert. Bei den iibrigen Ver-
gleichen wie auch bei den Vergleichen zum gleiche Zeitpunkt konnte kein sig-

nifikanter Unterschied festgestellt werden.

6.5.2 Allogen frische Transplantate

6.5.2.1 Zeitverlauf

Bei den Messungen mit frischem Spenderknochen (Transplantat) als Testanti-
gen zeigte sich, dass der MeBwert fiir die Woche 12 kleiner war als die MeB3-
werte zur Woche 3, 6 und 18. Der MeBwert fiir die Woche 9 zeigt ein dhnliches
Verhalten. Bei hoherer Streuung wurde jedoch das Signifikanzniveau nicht

erreicht. Weitere Unterschiede waren nicht festzustellen.

LMI
Tx allogen frisch

1SS
=
=
Wochen
Antigen: M Auto f O Kontr. f | 7 Spender f
Wochen 0 3 6 9 12 15 18
Anzahl der Tiere N = 7 10 7 12 7
Auto f MW = 13,1 [16,0 [12,5 |[16,9 22,7
STD = 34 5,0 5,8 5,8 4,5
Kontr. f MW = 154 19,8 |16,6 |154 24,8
STD = 6,1 5,8 6,1 5,4 1,8
Spender f MW = 256 |24,1 |18,8 |[19,8 25,0
STD = 4,7 3,2 5,8 4,8 3,6

Abb. 29: LMI, Tx allogen frisch

Bei Verwendung von autogen frischem Knochen als Testantigen war der 18-
Wochen-MeBwert grofler als die MeBwerte mit autogen frischem Knochen zu
den iibrigen Zeitpunkten. Die {ibrigen Vergleichsuntersuchungen mit autogen

frischem Knochen als Testantigen lieferten keine Unterschiede. Der MeBwert-
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vergleich unter Verwendung von Kontrollknochen frisch als Testantigen zu
den verschiedenen Zeitpunkten ergab, dass der 18-Wochen-MeBwert iiber de-
nen fiir die tibrigen Zeitpunkte lag. Der 12-Wochen-MeBwert war kleiner als

der MeB3wert fiir die 6.Woche. Sonst keine weiteren Unterschiede.

6.5.2.2 Vergleich zum Ausgangswert und der Ansétze untereinander

In bezug auf den Wert 0 Wochen autogen frisch waren alle MeBwerte bis auf
den MeBwert autogen frisch 9 Wochen groler. Weitere Unterschiede konnten
nicht festgestellt werden. Beim Vergleich zu den gleichen Zeitpunkten in die-
sen Operationsgruppen lag der MeBwert 3 Wochen Spender frisch iiber den
3 Wochen MeBwerten fiir autogen frisch und Kontrolle frisch. Der MeBwert fiir
6 Wochen Spender frisch lag iiber dem MeBwert fiir 6-Wochen autogen frisch.
Der Wert 9 Wochen Kontrolle frisch lag iiber dem fiir 9 Wochen autogen frisch
und der MeBBwert 12 Wochen Kontrolle frisch war kleiner als der fiir 12 Wo-
chen autogen frisch. Weitere signifikante Unterschiede konnten nicht festge-

stellt werden.

6.5.3 Autogen hitzesterilisierte Transplantate

6.5.3.1 Zeitverlauf

In den Operationsgruppen mit autogen hitzesterilisierten Transplantaten waren
bei den verschiedenen Messungen sehr grofle Standardabweichungen festzu-
stellen, so dass sehr wenig signifikante Unterschiede festzustellen waren. Im
Zeitverlauf fiir die Testansitze mit autogenem hitzesterilisierten Knochen war

lediglich der MeBwert fiir die Woche 12 grofler als der fiir den Zeitpunkt 9
Wochen. Bei den iibrigen Testansétzen (auto frisch, Kontrolle frisch und Kon-

trolle hitzesteril) zeigten sich keine Unterschiede im Zeitverlauf.

6.5.3.2 Vergleich zum Ausgangswert und der Ansétze untereinander

In bezug auf den MeBwert 0 Wochen autogen frisch war der 12-Wochen-Wert
mit Antigen aus autogenem frischen Knochen und autogenem hitzesterilisierten
Knochen groBer. Weitere Unterschiede waren nicht festzustellen. Beim Ver-
gleich der einzelnen MeBwerte zum gleichen Zeitpunkt untereinander konnten

keine Unterschiede festgestellt werden.
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Tx autogen hitzesteril
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Anzahl der Tiere N= 7 7 7 7 7
Auto f MW = 8,2 10,2 | 15,1 |13,8 11,3
STD = 5,0 4,8 11,6 |54 9,6
Kontr. f MW = 8,6 14,1 |16,3 |11,0 6,1
STD = 3,7 9,1 12,0 |7,5 6,9
Auto h MW = 12,7 |14,5 |8,2 19,1 9,6
STD = 8,5 12,6 |5,0 8,2 8,1
Kontr.h MW = 7,8 14,0 |10,1 |1273 9,3
STD = 4,7 112 7,9 7,1 5,7

Abb. 30: LMI, Tx autogen hitzesteril

6.5.4 Allogen hitzesterilisierte Transplantate

6.5.4.1 Zeitverlauf

Wie auch nach Transplantation von autogenem hitzesterilisierten Knochen
zeigte sich bei der MeBwertanalyse nach Transplantation von hitzesterilisier-
tem allogenen Knochen eine groBle Standardabweichung und deshalb nur we-
nige signifikante Unterschiede. Im Zeitverlauf mit hitzesterilisiertem allogenen
Spenderknochen konnten keine Unterschiede festgestellt werden. Ebenso fan-
den sich keine statistisch signifikanten Unterschiede im Zeitverlauf bei den
Testansdtzen autogen frisch und Kontrolle frisch. Bei den Testansitzen autogen
hitzesteril war der 12-Wochen-Wert groBer als der 18-Wochen-Wert. Bei den
Testansdtzen Kontrolle hitzesteril und Spender frisch waren wiederum keine

Unterschiede zu den verschiedenen Zeitpunkten festzustellen.
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6.5.4.2 Vergleich zum Ausgangswert und Vergleich der Ansétze unter-

einander

Wurden die MeBwerte aus diesen Operationsgruppen nun mit dem Bezugswert
0-Wochen autogen frisch statistisch verglichen, zeigte sich kein Unterschied
bei Verwendung von Antigen aus autogen frischem Knochen, hitzesterilisier-
tem Kontrollknochen und frischem Spenderknochen. Bei Verwendung von
Antigen aus frischem Kontrollknochen waren der 9-und 18-Wochen-Wert
deutlich groBer. Beim Antigen aus autogenem hitzesterilisierten Knochen war

der 12-Wochen-Wert grofer.

LMI
Tx allogen hitzesteril
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Wochen
Antigen: M Auto f @ Kontr. f B Auto h [1Kontr.h #ZSpender f Z Spender h
Wochen 0 3 6 9 12 15 18
Anzahl der Tiere N= 7 7 8 9 8
Auto f MW = 9,7 6,3 8,0 12,4 12,3
STD = 8,1 5,3 5,3 8,3 7,3
Kontr. f MW = 13,9 |11,9 [10,3 [12,0 14,9
STD = 12,7 18,5 2,2 6,9 11,0
Auto h MW = 8,6 7,9 10,7 |21,2 6,8
STD = 6,4 5,0 5,7 12,8 4,6
Kontr. h MW = 9,6 12,8 |8,3 9,8 9,8
STD = 6,0 9,2 4,7 7,8 9,8
Spender f MW = 11,6 10,5 |9,5 11,3 8,6
STD = 7,9 8,6 6,3 5,7 5,7
Spender h MW = 15,5 13,1 13,2 (14,4 8,3
STD = 9,5 7,5 5,5 8,1 4,9

Abb. 31: LMI, Tx allogen hitzesteril

58



Wurde Antigen von hitzesterilisiertem Spenderknochen eingesetzt, waren der
3-und 9-Wochen-Wert statistisch groB3er als der Bezugswert. Die Datenanalyse
der verschiedenen Antigene zum gleichen Zeitpunkt zeigte, dass der 9-
Wochen- MeBwert fiir das Antigen Kontrollknochen hitzesterilisiert kleiner
war als der MeBwert fiir den hitzesterilisierten Spenderknochen zum gleichen
Zeitpunkt.

Ein weiterer Unterschied zeigte sich beim 18-Wochen-Zeitpunkt. Hier war der
MeBwert fiir das Antigen autogen hitzesterilisiert kleiner als der fiir autogen
frische Knochen. Weitere signifikante Unterschiede konnten nicht festgestellt

werden.

6.5.5 Vergleich der Gruppen untereinander

LMI
Vergleich der Guppen untereinander

MIF %
N

(=}

]

Wochen
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Wochen 0 3 6 9 12 15 18
Auto f MW=|74 172 17,5 |16,5 |98 11,7
STD =|5,5 10,0 |7,3 7,9 3,5 3,7
Allo f MW = 256 |24,1 |18,8 |19,8 25,0
STD = 4,7 3,2 5,8 4.8 3,6
Auto h MW = 12,7 14,5 |82 19,1 9,6
STD = 8,5 12,6 |5,0 8,2 8,1
Allo h MW = 155 |13,1 |132 |144 8,3
STD = 9,5 7,5 5,5 8,1 4,9

Abb. 32: LMI, Vergleich der Gruppen untereinander
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Reaktion gegen autogen frisches Transplantat:

Zeitverlauf: Der 12-Wochen-Wert lag unter dem 3 und 6 Wochen MeB-
wert.

Vergleich zum Ausgangswert: Die 3-, 6- und 9-Wochen-MeBwerte lagen
iiber dem 0-Wochen- Wert.

Reaktion gegen allogen frisches Transplantat:

Zeitverlauf: Der MeBwert fiir die Woche 12 war kleiner als die MeBwerte
zur Woche 3, 6 und 18.

Vergleich zum Ausgangswert: Alle MeBwerte waren groBer als der
0-Wochen Wert.

Reaktion gegen autogen hitzesterilisiertes Transplantat:

Zeitverlauf: Der MefBwert fiir die Woche 12 war groBer als der MeBwert fiir
9 Wochen.

Vergleich zum Ausgangswert: Der 12-Wochen-Wert fiir autogen hitzesteri-
lisierten Knochen war grof3er.

Reaktion gegen allogen hitzesterilisiertes Transplantat:

Zeitverlauf: Es fanden sich keine erkennbaren Unterschiede.

Vergleich zum Ausgangswert: Der 3-und 9-Wochen-Wert war statistisch

signifikant groBer als der 0-Wochen-Wert

Vergleich der Gruppen zum gleichen Zeitpunkt.

Woche 3:

Die Reaktion gegen allogenen Frischknochen war groBer als gegen auto-
genen Frischknochen und gegen autogenen hitzesterilisierten Knochen.
Woche 6:

Die Reaktion gegen allogenen frischen Knochen war grofler als gegen allo-
genen hitzesterilisierten Knochen.

Woche 9:

Die MeBwert autogen frisch und allogen frisch waren groBer als autogen
hitzesteril.

Woche 12:

Die MeBwerte fiir allogen frisch und autogen hitzesteril waren grofer als

autogen frisch.
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e Woche 18:
Der MeBSwert fiir allogen frisch war signifikant groer als autogen frisch,
autogen hitzesteril und allogen hitzesteril.

Neben den oben angegebenen Unterschieden lieBen sich keine weiteren Aussa-

gen mit statistischer Signifikanz ableiten.
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7 Diskussion

7.1 Beurteilung des Transplantationsmodells

Die Auswahl einer geeigneten Versuchstierspezies wird immer ein Kompromif3
zwischen ethischen und finanziellen Uberlegungen, sowie der Frage nach der
Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den Menschen darstellen. Frakturheilung,
Einbau von Transplantaten und Reaktionen auf Mediatorstoffe hdngen von
dem ,,metabolic activity index* (MAI) ab. Dieser ist fiir den Menschen 1.0, fiir
Hunde 1.5, fiir Affen 1.67, fiir Ratten 5.15 und fiir Méduse 15.6. Nach URIST
(1989) ist deshalb das Hundemodell mit einem dem Menschen sehr dhnlichen
MAI Faktor am besten fiir orthopadisch-chirurgische Fragestellungen geeignet.
Bei Fragestellungen, die durch Labortests zu beantworten sind, kann aus Zeit-
und Kostengriinden auf Ratten- und Mausmodelle nicht verzichtet werden. In
der vorliegenden Arbeit lag der Schwerpunkt bei den immunologischen Unter-
suchungen. Das Immunsystem sowie das MHC-System ist bei Ratten und
Maiusen hervorragend untersucht, so dass diese Versuchstierarten besonders
geeignet sind. Um eine moglichst wirklichkeitsnahe Sensibilisierung zu errei-
chen wurde bewufit auf intravendse oder intraperitoneale Sensibilisierung
durch Knochenextrakte, sowie auf Immunverstirker wie ,,complete freud adju-
vans® (CFA) verzichtet. Unter dem gleichen Gesichtspunkt wurde nach einem
Operationsmodell gesucht, das eine orthotope Transplantation von einem aus-
reichend groBen Stiick Knochen erlaubt. Wegen der zu kleinen Strukturen
konnten Miuse nicht verwendet werden. Ein Kaninchenmodell erschien wegen
der hoheren Infektanfilligkeit sowie eines relativ ,trigen Immunsystems*
(ELVES 1976) weniger geeignet. Wegen der groBen Versuchstierzahl muflte
ein Operationsmodell gefunden werden, das mit relativ geringem Aufwand
eine reproduzierbar stabile Osteosynthese ermoglichte, um bei der Einheilung
verschiedener Transplantate moglichst gleiche Bedingungen zu erhalten. Bei
der von JAHN (1980) angegebenen Methode der intramedulldren Osteosynthe-
se werden Ausfallzahlen von unter 10 % (in der vorliegenden Arbeit 9,3 %)
berichtet. Sie ist der von ROGGE et al. (1986) angegebenen Plattenosteo-
synthese mit Ausfallszahlen bis 30 % {iiberlegen. Abweichend vom JAHN-
Modell wurde in dieser Arbeit darauf geachtet, dass die Fibula, wie bei

MOLSTER et al. (1982) beschrieben, bei der Operation frakturiert wurde, um
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eine Sperrwirkung zu verhindern. Wegen des groflen Defektes mit AO-Sédgen
wurde eine Modellbausidge mit sehr schmalem Sigeblatt verwendet. Durch
Kiihlung mit Kochsalzlsung beim Sédgen wurde versucht, den negativen Effekt
der Hitzeentwicklung durch den Sdgevorgang (JACOBS und RAY 1972) ge-

ring zu halten.

7.2 Untersuchte Parameter

Samtliche in dieser Arbeit verwendeten Testsysteme konnen nicht als Testpa-
rameter eines alleinigen kausalen Zusammenhangs zwischen Ursache (Trans-
plantation) und Wirkung (Verianderung der Ausgangsbefunde) im Sinne von
physikalischen MeBwerten gesehen werden. Das Immunsystem muf3 als hoch-
komplexes Wirkgefiige gesehen werden, bei dem nicht erfal3bare Einfliisse zu
einer starken Veridnderung der Ausgangssituation und somit auch der beobach-
teten Resultate fithren. Konkret konnen minimale Bilverletzungen, die sich die
Versuchstiere gegenseitig beigebracht haben, oder z.B. abklingende banale
Infekte zu einer verdnderten Reaktionslage des gesamten Organismus fiihren.
Ahnlich ist die Verwendung der komplexen Zusitze wie etwa fotales Kilberse-
rum zu beurteilen, deren Zusammensetzung sicher von Charge zu Charge vari-
iert. Weitere Mefifehler wurden durch verarbeitungsbedingte Schwankungen in
der Fertigung selbstgebauter Komponenten (z.B. Fiillvolumen der Wande-
rungskammern) hervorgerufen. Haufig konnten z.B. die mit Leukozyten und
Erythrozyten gefiillten Kapillaren nicht in die Wanderungskammern einge-
schoben werden, weil deren Aulendurchmesser gro3er war als der Durchmes-
ser der Kapillaren, die zum Bau Wanderungskammern verwendeten wurden
(neue Charge). Durch Mittelwertbildung (mehrere Tiere pro Versuchsgruppe
und Mehrfachansitze bei den Tests) wurde, wo immer moglich versucht, diese
Einfliisse zu reduzieren. Trotzdem zeigten die einzelnen MeBwerte selbst bei
den ,,0-Wochen-Beobachtungen‘‘starke Streuungen, wie sie typischerweise bei
Beobachtungen in biologischen Systemen (z.B. Korpergro3e) anzutreffen sind.
Wegen der relativ geringen Tierzahlen zu den einzelnen Zeitpunkten war zu
fast 20% keine Normalverteilung der Daten festzustellen. Die statistische Un-
tersuchung der Parameter erfolgte deshalb verteilungsfrei mit dem U-Test nach
WILCOXON, MANN und WITHNEY sowie mit dem WILCOXON-Test. Eine
Verbesserung dieser Situation wire zum einen durch deutlich hohere Tierzah-

len zu erreichen, was auf Grund ethischer und finanzieller Uberlegungen aber
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nicht ohne weiteres moglich ist. Zum anderen wiren bessere Testsysteme von-
noten.

Die Methoden zur Beurteilung der Immunologie im Rahmen von Knochen-
transplantationen sind keinesfalls als sicher anzusehen. Zum einen zeigt sich
diese Unsicherheit in der Vielfalt der verwendeten Testsysteme (siche Tabelle
2 und 3), von denen sich keines eindeutig durchsetzen konnte. Zum anderen
wird dies durch z.T. widerspriichliche Untersuchungsbefunde mit gleichen
Testsystemen unterstrichen.

Solange diese Einwinde bestehen ist es sicher sinnvoll, die erhobenen immu-
nologischen Befunde mit histologischen und radiologischen Befunden der
Knochentransplantateinheilung zu vergleichen, da die Einheilung das wesentli-

che klinische Korrelat darstellt.

7.2.1 Histologie Lymphknoten
BURWELL et al. (1961b; 1962a; 1962b; 1963) beschiftigte sich ausfiihrlich

mit Reaktionen der regiondren Lymphknoten nach heterotoper Knochentrans-
plantation in eine subcutane Tasche am Ohr von Kaninchen. Als Parameter der
Immunreaktion wurden Gewichtsunterschiede der regionidren Lymphknoten
(rechtes gegen linkes Ohr), sowie das Auftreten von ,,large lymphoid cells* und
,medium size lymphoid cells* im Rindenbereich der Lymphknoten ausgewer-
tet. BURWELL und GOWLAND (1962a) konnte signifikante Reaktionsunter-
schiede sowohl im Gewicht als auch in der Zellverteilung fiir verschiedene
Knochentransplantate und Knochenpridparationen nachweisen. Bei den eigenen
Voruntersuchungen (15 Tiere zum Erlernen der Operationstechnik siehe 5.1)
zeigten sich bereits sehr groe Schwankungen im Gewicht der regiondren
Lymphknoten (Mittelwert 21,46 mg, Standardabweichung 9,17 mg). Eine
Auswertung hinsichtlich der immunologischen Fragestellung erschien deshalb
nicht sinnvoll. Als wertvoller ergidnzender Mellwert erwies sich hingegen die
Bestimmung des Lymphknotengewichts bei der Beurteilung von infizierten
Osteosynthesen. Dabei wurden Lymphknotengewichte bis 175 mg gemessen.

Mit den verfiigbaren histologischen Methoden konnte eine grobe, regionale
Einteilung in B- und T-Zell betonte Reaktionen durchgefiihrt werden. Des wei-
teren war die Bestimmung der Follikelzahl (BURWELL 1961b) als Hinweis
auf einen regional ablaufenden Immunprozef8 moglich. Wiinschenswerte, spe-

zielle Untersuchungsmethoden wie etwa Immunhistologie oder Histomorpho-
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metrie hitten sicher differenziertere Aussagen ermoglicht, standen aber nicht
zur Verfiigung. Die hier durchgefiihrte Bestimmung der Sekundérfollikel ist
somit lediglich als ,,Screening-Methode* zu betrachten.

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich nach Transplantation von autogen fri-
schem Knochen keine Vermehrung der Sekundirfollikel im Zeitverlauf. Ledig-
lich zum Zeitpunkt 6 Wochen war die Summe der Sekundirfollikel deutlich
erniedrigt. BURWELL und GOWLAND (1960) beschrieben eine Vermehrung
des Lymphknotengewichtes nach Transplantation von autogen frischer Spon-
giosa mit einem Maximum am Tag 8 nach Transplantation im Sinne eines Ope-
rationseffektes. Da in dieser Arbeit der fritheste Untersuchungstermin bei 21
Tagen festgelegt war konnte dieser Effekt nicht erfat werden. Im weiteren
Zeitverlauf wird dort ein Absinken des Lymphknotengewichts unter das Aus-
gangsgewicht am Tag 21 beschrieben, die Anzahl N der Tiere zu diesem Un-
tersuchungszeitraum betréagt allerdings nur 1.

SCHRATT (1990) beschreibt in seiner Arbeit bei identischem Tx-Modell und
gleicher Untersuchungstechnik fiir die Lymphknoten eine Vermehrung der
Sekundirfollikel zum Zeitpunkt 3 und 6 Wochen. Aussagen zur statistischen
Signifikanz werden jedoch nicht gemacht. Im weiteren Zeitverlauf zeigte sich
dort ebenfalls keine Vermehrung der Sekundérfollikel.

Nach Transplantation von allogen frischem Knochen zeigt sich in der vorlie-
genden Arbeit eine Vermehrung der Sekundirfollikel zum Zeitpunkt 3, 6, 9
und 12 Wochen mit einem Maximum zur Woche 6. BURWELL (1960) be-
schreibt eine Zunahme des Lymphknotengewichtes nach Transplantation von
allogener Spongiosa mit einem Maximum zum Zeitpunkt 8 und 14 Tage nach
Tx. Zum Zeitpunkt 5 und 8 Tage nach Transplantation von kortikalem alloge-
nen Knochen beschreiben BURWELL et al. (1963) eine Zunahme des Lymph-
knotengewichts, allerdings weniger ausgeprédgt als nach Transplantation von
allogener Spongiosa.

In der Arbeit von SCHRATT (1990) wird wiederum eine Zunahme der Sekun-
dérfollikel nach Transplantation von allogener Kortikalis zur 3. und 6. Woche
beschrieben, allerdings ohne Angabe zur Statistik.

Nach Transplantation von autogen hitzesterilisierter Kortikalis zeigt sich in
dieser Arbeit keine Vermehrung der Sekundirfollikel. Nach Transplantation

von hitzesterilisierter allogener Kortikalis zeigt sich eine erhohte Zahl von Se-
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kundérfollikeln zum Zeitpunkt 3 Wochen. Die MeBBwerte zum Zeitpunkt 12
und 18 Wochen sind kleiner als der zur Woche 3, unterscheiden sich jedoch
nicht in bezug auf den Ausgangswert (0 Wochen autogen frisch). BURWELL
(1963) konnte nach Vorsensibilisierung und Transplantation von gekochter
allogener Spongiosa (second set) keine Erhohung des Lymphknotengewichts
feststellen. Zusammenfassend 14Bt sich feststellen, dass in Ubereinstimmung
mit Untersuchungen in anderer Technik und von anderen Autoren eine
Lymphknotenreaktion nach Transplantation von allogener Kortikalis nach-
weisbar ist. Diese Reaktion ist nach Transplantation von autogener Kortikalis
und autogener hitzesterilisierter Kortikalis nicht nachweisbar. Nach Transplan-
tation von allogener hitzesterilisierter Kortikalis findet sich eine Reaktion zum
Zeitpunkt 3 Wochen. Diese ist ebenso wenig schliissig zu interpretieren wie der
Abfall der Reaktivitit nach Transplantation von autogen frischer Kortikalis

zum Zeitpunkt 6 Wochen.

7.2.2 Histologie Milz

Ahnliche methodische Einschrinkungen gelten sicher auch fiir die hier durch-
gefiihrte Untersuchung der Milz. Durch viel Improvisation konnte eine histo-
morphometrische Auswertung mit relativ einfachen Mitteln durchgefiihrt
werden. Grundlage dafiir war die von NAGY und FEHR (1972) und FEHER
und NAGY (1972) beschriebene Vermehrung der weillen Pulpa im Vergleich
zum restlichen Milzgewebe bei Hiihnern nach intraperitonealer und subcutaner
Verabreichung einer Rinderalbuminfraktion. Wie auch bei der Untersuchung
der Lymphknoten hitten neuere immunhistochemische Firbemethoden (stan-
den nicht zur Verfiigung) genauere Aufschliisse iiber die topographische Zu-
ordnung der B- und T-Zell-Verteilung und {iiber die dort ablaufende
Immunreaktion zugelassen (GROGAN et al.1983). Im Gegensatz zu den Beo-
bachtungen bei den Lymphknoten zeigten die MeBwerte bei den Milzen so-
wohl bei den Ausgangswerten als auch bei den verschiedenen MeBzeitpunkten
eine deutlich geringere Streuung. Bei allen vier Untersuchungsgruppen fand
sich eine Vermehrung der weillen Pulpa zur 3. Woche. Dieser Befund ist am
ehesten als Operationseffekt zu interpretieren. Eine Vergroerung der Fldche
der weillen Pulpa war bei der Versuchsgruppe mit autogen frischen Transplan-
taten iiber den gesamten Versuchszeitraum zu beobachten. Diese Befunde fin-

den sich in gleicher Form in der Arbeit von SCHRATT (1990), der neben
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autogen und allogen frischen Transplantaten autogen und allogen kéltekonser-
vierte Transplantate mit gleicher Technik und gleichem Versuchsaufbau unter-
suchte. Im weiteren Zeitverlauf war im Vergleich zum Ausgangswert (0
Wochen autogen frisch) und beim Vergleich der Operationsgruppen unterein-
ander kein Unterschied festzustellen. Eine Ausnahme bildeten die Melwerte
allogen frisch 12 Wochen und autogen hitzesteril 9 Wochen, die niedriger la-
gen. Zusammenfassend 148t sich festhalten, dass es nach Transplantation von
autogen frischer Kortikalis zu einer Vermehrung der weilen Pulpa in der Milz
tiber den gesamten Versuchszeitraum kommt. Nach Transplantation von allo-
gen frischer-, autogen hitzesteriler- und allogen hitzesteriler Kortikalis sind mit
den oben dargestellten Ausnahmen keine signifikanten Unterschiede zum Aus-
gangswert festzustellen. NAGY und FEHR (1972) beschreiben eine maximale
Zunahme der Fliche von MALPIGHIschen Koérpern, die T-Lymphozyten ent-
halten, 4 Tage nach Antigenapplikation und die maximale Zunahme der Fldche
von Follikeln die B-Lymphozyten enthalten 11 Tage nach Antigenaplikation
(gleichzeitig intraperitoneal und subcutan). Diese friihe Reaktion war in dieser
Arbeit nicht zu erwarten, da die Sensibilisierung nicht in gleicher optimaler
Weise durchgefiihrt wurde. BURWELL und GOWLAND (1961b) konnten
nach Transplantation von autogener und allogener Spongiosa bei Kaninchen

keine Gewichtsunterschiede bei der Messung von Milzgewichten feststellen.

7.2.3 Ringprazipitationstest

Zur Messung humoraler Immunphénomene werden verschiedene Testmetho-
den, die auf dem Nachweis von Antikérpern basieren, verwendet. Sie unter-
scheiden sich wesentlich in ihrer Sensitivitit. Vom Institut fiir Mikrobiologie
an der Ludwig Maximilians Universitit in Miinchen wurden folgende Grenz-

werte angegeben: 26

*® Kursunterlagen fiir das Praktikum der Mikrobiologie, Winterhalbjahr 1987/88, 4. Praktikum
Institut fiir Mikrobiologie Ludwig Maximilians Universitit Miinchen
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Tab. 8: Nachweisgrenze humoraler Tests

Technik Nachweisgrenze Dimension
Doppeldiffusion nach Ouchterlony 6-35 pg/ml
Rohrchenprizipitation (Ringtest) 3-5 pg/ml
Immunfluoreszenztest 1 pg/ml
Komplementbindungs-Reaktion 0,05-0,1 pg/ml
Passive Hamagglutination 0,001 pg/ml
Enzym-Immunoassay 0,001 pg/ml
Radio-Immunoassay 0,0001 pg/ml

Die oben angegebenen Testmethoden konnten bisher methodisch bei der Kno-
chentransplantation noch nicht eingesetzt werden. Das Hauptproblem dabei
stellt die Herstellung eines wéssrigen Antigenextrakts dar. Beim vielfach ver-
wendeten humoralen Zytotoxizititstest (siche 4.4) werden Spenderlymphozy-
ten als Targetzellen verwendet. Der testtheoretische Ansatz setzt voraus, dass
die Antigene der Targetzellen mit den Antigenen des Spendergewebes iden-
tisch sind. Wenn auch groBe Ubereinstimmungen mit den Oberflichenantige-
nen z.B. MHC-Antigenen der Zellen bestehen, werden andere Antigene wie
etwa ,.tissue-specific antigenes®, wie sie MILGROM et al. (1965) nachgewie-
sen hat, nicht beriicksichtigt. Der Knochen ist jedoch ein Gewebe, bei dem
zellfreie organischer und anorganischer Substanzen iiberwiegen. Es ist deshalb
sicher sinnvoll, ein Testsystem zu wihlen, das durch Einsatz eines Gewebeex-
traktes gewdhrleistet, dass nicht nur die Antigene die von Zellen stammen,
sondern auch Antigene von Makromolekiilen im Test mit beriicksichtigt wer-
den. Bei dem hier verwendeten Testsystem wurde durch die 3-M-KCl Methode
(Werner 1984) ein solcher wissriger Gewebeextrakt hergestellt. Wie oben dar-
gestellt ist der verwendete Kapillarpriazipitationstest nicht sehr empfindlich,
hatte aber den Vorteil, dass Gewebeextrakte verwendet werden konnten. Eine
Anpassung der wesentlich empfindlicheren Nachweismethoden (Enzym-
Immunoassay, Radio-Immunoassay...) fiir das spezielle Problem der Knochen-
transplantation ist deshalb fiir die zukiinftige Forschung auf diesem Gebiet
dringend erforderlich.

Die hier durchgefiihrten Untersuchungen mit dem Ringprézipitationstest waren

dadurch gekennzeichnet, dass sowohl bei den eigentlichen Testantigenen als
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auch bei den Kontrollansitzen starke Schwankungen in der Reaktivitit auftra-
ten.

Nach Autotransplantation von frischer Kortikalis war nur zum Zeitpunkt
6 Wochen einmalig eine Ringprizipitation sowohl bei Verwendung von Ex-
trakt aus autogen frischem Knochen als auch bei Verwendung von Extrakt aus
frischem Kontrollknochen festzustellen. Nach Transplantation von allogen fri-
scher Kortikalis lassen sich im Zeitintervall 6 bis 12 Wochen Prizipitations-
reaktionen gegen das Transplantat in 28,5 — 60,0 % der Untersuchungen
nachweisen. Gleichzeitig kommt es im selben Zeitintervall sowohl zur Bildung
von prazipitierenden Antikorpern gegen den eigenen Knochen als auch zu Re-
aktionen gegen einen Kontrollknochen. Diese Befunde bestitigen mit Abwei-
chungen in den Prozentzahlen die Ergebnisse von SCHRATT (1990).

Nach Transplantation von autogener hitzesterilisierter Kortikalis finden sich
positive Reaktionen gegen das Transplantat zum Zeitpunkt 3, 9, 12 und 18
Wochen in 14,2 - 57,1 % der Fille. Gleichzeitig finden sich aber auch Reaktio-
nen gegen die mitgefiihrten Kontrollextrakte autogen frisch, Kontrolle frisch
und Kontrolle hitzesteril. Nach Transplantation von allogen hitzesterilisierter
Kortikalis lassen sich Reaktionen gegen das Transplantat zu den Zeitpunkten 3,
6, 12 und 18 Wochen mit 11.1 - 44.4 % nachweisen. Auch in dieser Versuchs-
gruppe finden sich Reaktionen bei den Kontrollextrakten autogen frisch, Kon-
trolle frisch, Spender frisch, autogen hitzesteril und Kontrolle hitzesteril in
verschiedener Hiufigkeit. Eine eindeutige Interpretation dieser Befunde ist
schwer moglich. Zusammenfassend ld6t sich jedoch festhalten, dass nach
Transplantation von autogen frischer Kortikalis nur bei 2 von 50 Tieren Prizi-
pitationsreaktionen gegen das Transplantat bzw. einen Kontrollknochen im
Zeitverlauf nachweisbar sind. Dies spricht dafiir, dass durch die Transplantati-
on kaum die Bildung von prizipitierenden Antikorpern induziert wird. Nach
Transplantation von allogen frischer-, autogen hitzesterilisierter- und allogen
hitzesterilisierter Kortikalis lassen sich im Zeitverlauf des Versuchs Ringprazi-
pitate sowohl gegen das Transplantat als auch gegen diverse Kontrollknochen
in verschiedener Haufigkeit nachweisen. Das spricht dafiir, dass durch die
Transplantation die Bildung von prizipitierenden Antikorpern verschiedener
Spezifitit induziert wird. BONFIGLIO und JETER (1972) konnten bei Versu-

chen mit Kaninchen (Natriumchloridextrakte aus gepoolter Spenderkortikalis
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-70° C und gepoolte Seren von first- und secondset transplantierten Tieren)
keine Prizipitationen in der Interface- oder Gelprizipitationstechnik nachwei-
sen. BURWELL und GOWLAND (1961) konnten ebenfalls (Natriumchlorid-
extrakte von Kaninchenspongiosa gekiihlt) weder in der Agar-Plattentechnik,
Agar-Saulentechnik, noch in der Kapillartechnik prizipitierende AntikOrper
nachweisen. Diese gegensitzlichen Befunde sind moglicherweise durch die
unterschiedliche Technik der Extraktherstellung zu erkldaren. Eine Kontamina-
tion der Antigenprédparationen mit einem Antigen gegen das die meisten Tiere
sensibilisiert sind (z.B. Schimmelpilzarten) wire theoretisch denkbar und wiir-
de die vielen positiven Prézipitationsergebnisse in der vorliegenden Arbeit er-
kldaren. Gegen diese Theorie spricht jedoch sehr stark, dass dann nur die
Antigenextrakte, die bei den Tieren nach autogen frischer Transplantation ver-

wendet wurden, nicht kontaminiert waren.

7.2.4 Leukozyten-Migrations-Inhibitions-Test

Die gleichen Einschrinkungen in bezug auf das Testantigen, wie sie oben fiir
den humoralen Zytotoxizititstest beschrieben wurden, gelten auch fiir den z.B.
von BOS et al. (1983) oder FRIEDLAENDER et al. (1976) eingesetzten zellu-
laren Zytotoxizitétstest oder den z.B. von MUSCOLO et al. (1976) eingesetz-
ten MLC-Test. Bei beiden wird wiederum die Gleichheit der Antigene von
Targetzellen (Spenderlymphozyten) und Spenderorgan vorausgesetzt. Im Ge-
gensatz zu diesen Testsystemen ermoglicht der LMI-Test neben dem Einsatz
von Lymphozyten (FALK et al. 1970) auch die Verwendung von Antigenex-
trakten (BODIE et al.1975), Homogenisaten (BENDIXON 1967), sowie kor-
puskuldren Antigenen (READ und ZABRISKIE 1972). BENDIXON et al.
(1972) halten die korpuskuldren Antigene generell sogar besser dafiir geeignet,
eine spezifische Migrationshemmung zu induzieren. Somit war es moglich, bei
diesem Test den Knochen selbst als Antigen einzusetzen. Bei den Untersu-
chungen mit dem LMI-Test zeigten sich ebenfalls in bezug auf den jeweiligen
Mittelwert sehr hohe Standardabweichungen, die natiirlich die Aussagen auch
in diesem Testsystem einschrinken. BERGSTRAND und KALLEN (1973)
untersuchten mit statistischen Methoden die FEinfliisse verschiedener Grofen
beim Migra-tions-Inhibitions-Test. Von vielen Autoren wird bei diesem Test
eine grofe Variabilitidt der Ergebnisse bei identischem Vorgehen beschrieben.

Insbesondere tragen demnach z.B. individuelle Eigenschaften der Tiere, wech-
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selnde Chargen bei den verwendeten Medien und Fliche des Wanderungshofes
im Medium ohne Testantigen zur groBen Variabilitit der Testergebnisse bei.
Zusitzlich sind beim Migrations-Inhibitions-Test in seltenen Fillen bei einzel-
nen Tests Situationen beschrieben, in denen es statt zur Wanderungshemmung
wie bei anderen Tieren zur Wanderungsbeschleunigung kommt (SOBORG
1968). Diese Phidnomene sind wahrscheinlich auf blockierende Antikorper
(LANGER et al.1975, BERNSTEIN und WRIGHT 1971), die wihrend der
Immunreaktion im eigenen Serum gebildet werden, zuriickzufiihren. Diese
Phinomene waren bei den vorliegenden Untersuchungen auch gelegentlich
festzustellen und trugen deutlich zur hohen Standardabweichung bei. Diesen
Schwachpunkt konnte man durch Verwendung von mehrfach gewaschenen
Leukozyten, wie sie bei vielen anderen LMI- Varianten von verschiedenen
Autoren beschrieben werden, deutlich verbessern. In der vorliegenden Arbeit
konnte wegen der oben beschriebenen vielfachen EinfluBmoglichkeiten bereits
bei der Berechnung des ,,Normalwertes* (Mittelwert Tx autogen frisch, Ansatz
autogen frisch + 2 x Standardabweichung) bei identischer Arbeitsweise keine

Ubereinstimmung mit dem Wert von SCHRATT (1990) festgestellt werden.

Tab. 9: LMI ,,Normalwert* verschiedener Autoren

Mittelwert + |2 X STD =
Eigene Arbeit 7.4 11,0 18,4
SCHRATT (1990) 5,0 4,9 9,9
ELVES (1978) 4,4 154 19,8

In der grundlegenden Literatur iiber den Migrations-Inhibitions-Test, z.B.
FRIEMEL (1984), werden Streuungen der Ergebnisse um 10 % angegeben.
Migrationsindizes nach der unten angegebenen Formel werden unter 0,80 (und

iber 1,20 bei beschleunigter Wanderung) als positiv angesehen.

. . Wanderung mit Antigen
Migrationsindex = g gen

Wanderung ohne Antigen

Gleichung 6: Berechnung des Migrationsindex MI
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Vegleicht man nun diese Werte mit den Werten aus der vorliegenden Arbeit, so
ergibt sich eine recht gute Ubereinstimmung aus der Umformulierung der Be-
rechnung des ,,Normwertes*“(siehe Gleichung 1) mit der Grenze von 0,816 als

Migrationsindex MI in dieser Arbeit.

Wanderungsstrecke mit Antigen

MIF = 100 % - - *100;
Wanderungsstrecke ohne Antigen
Nach Umstellung:
Ml = Wanderungsstrecke mit Antigen 100 % - MIF
Wanderungsstrecke ohne Antigen 100 ’

Mit MIF = 18,4 fiir Tx autogen frisch, LMI-Ansatz autogen frisch
(Mittelwert = 74 + 2XSTD = 11,0)

Ml = Wanderungsstrecke mit Antigen ~ 100% —18,4%
Wanderungsstrecke ohne Antigen 100 ’
Ml = 0816;

Nach Transplantation von autogen frischem Knochen zeigt sich im Zeitverlauf
eine deutliche Reaktion im LMI-Test zu den Zeitpunkten 3, 6 und 9 Wochen
mit einer tendenziellen Abnahme der Reaktion zum Ende der Versuchsdauer.
Ein dhnliches Verhalten ist zu den Zeitpunkten 3, 6 und 18 Wochen auch bei
den MeBwerten fiir den frischen Kontrollknochen festzustellen. Trotz unter-
schiedlicher Ergebnisse in der Berechnung des ,,Normwertes* sind diese Resul-
tate in vergleichbarer Weise in der Arbeit von SCHRATT (1990) zu finden.
Nach Transplantation von allogen frischer Kortikalis fanden sich zu allen MeB3-
zeitpunkten Reaktionen in Sinne einer Immunreaktion gegen das Transplantat
mit einem Maximum zur Woche 3, gefolgt von einem geringen Abfall zur Wo-
che 9 und einem erneuten Anstieg der Reaktivitdt zur Woche 18. Diese Ergeb-
nisse werden durch die Arbeit von SCHRATT (1990) erneut bei ganz
dhnlichem MeBwertverlauf bestitigt. Bei LANGER et al. (1975) findet sich,
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bei etwas anderer Arbeitstechnik (Leukozyten gewonnen aus der Milz, Kkorti-
kospongidser Span heterotop), ebenfalls ein zweigipfeliges Geschehen mit
Maxima zur Woche 2 und 12. Die mitgefiihrten Kontrollen (Kontrolle frisch,
autogen frisch) ergaben ebenfalls positive Resultate. Zu den MeBzeitpunkten 3
und 6 Wochen lag der MeBwert fiir den frischen Spenderknochen iiber dem fiir
den Kontrollknochen. Nach Transplantation von autogen hitzesterilisiertem
Knochen war lediglich zum MefBzeitpunkt 12 Wochen eine positive Reaktion
sowohl gegen das Transplantat, als auch gegen den eigenen frischen Knochen
festzustellen. Nach Transplantation von allogen hitzesterilisiertem Knochen
fanden sich Reaktionen gegen das Transplantat zu den Mefzeitpunkten 3 und 9
Wochen. Von den mitgefiihrten Kontrollen waren die Reaktionen gegen auto-
gen frischen, hitzesterilisierten Kontrollknochen und frischen Spenderknochen
iber den gesamten Versuchszeitraum nicht signifikant.

Signifikante Reaktionen waren bei den Antigenpriparationen von frischem
Kontrollknochen (9 und 18 Wochen) sowie von autogen hitzesterilisiertem
Knochen (12 Wochen) festzustellen. Zusammenfassend 146t sich festhalten,
dass in Ubereinstimmung mit der Arbeit von SCHRATT (1990) sowohl nach
Transplantation von autogen frischer, als auch nach Transplantation von allo-
gen frischer Kortikalis signifikante Reaktionen im LMI-Test nachzuweisen
sind. Zu den MeBzeitpunkten 3, 12 und 18 Wochen liegen die MeBwerte nach
Transplantation von allogen frischer Kortikalis iiber den MeBwerten nach
Transplantation von autogen frischer Kortikalis, zum MefBzeitpunkt 6 Wochen
ist dieser Unterschied nur knapp nicht signifikant, so dass davon ausgegangen
werden kann, dass nach Transplantation von allogen frischer Kortikalis die
Reaktion im LMI-Test deutlich kréftiger ausféllt. Im Gegensatz zu den Befun-
den nach Transplantation von autogenem bzw. allogenem frischen Knochen
finden sich nach Transplantation von autogenem bzw. allogenem hitzesterili-
sierten Knochen deutlich weniger positive Befunde gegen das eigentliche
Transplantat im LMI-Test. Von den mitgefiihrten Kontrollen waren nach
Transplantation autogen hitzesterilisierter Kortikalis 1 von 15 Kontrollen posi-
tiv (12 Wochen autogen frisch). Nach Transplantation von allogen hitzesterili-

sierter Kortikalis waren 5 von 25 Kontrollansétzen positiv.
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8 Beantwortung der Fragestellung

a) Finden sich nach Transplantation von hitzesterilisierter Kortikalis Hinweise
fiir Immunreaktionen im Bereich der Sammellymphknoten als Ausdruck

einer lokalen Reaktion ?

Nach Transplantation von allogen frischer Kortikalis fand sich zu den Zeit-
punkten 3, 6, 9 und 12 Wochen eine Vermehrung der Summe der Sekundérfol-
likel, so dass von einer lokal ablaufenden Immunreaktion ausgegangen werden
kann. Nach Transplantation von autogen frischer, autogen hitzesterilisierter
und allogen hitzesterilisierter Kortikalis findet sich im Bereich der Sammel-
lymphknoten keine Vermehrung der Sekundirfollikel im Vergleich zum Be-
zugswert im Sinne einer lokal ablaufenden Immunreaktion. Ausnahmen bilden
der 3-Wochen-Wert nach Transplantation von allogen hitzesterilisierter Korti-
kalis, wo eine signifikante Vermehrung der Summe der Sekundérfollikel fest-
zustellen war, sowie der Zeitpunkt 6 Wochen nach Transplantation von
autogen frischer Kortikalis, wo die Summe der Sekundirfollikel signifikant

kleiner gefunden wurde.

b) Finden sich histologische Veridnderungen in der Milz als Hinweis fiir eine

generelle Aktivierung des Immunsystems ?

Bei allen vier Versuchsgruppen zeigte sich eine signifikante Vermehrung der
weillen Pulpa im Sinne eines Operationseffektes zum Zeitpunkt 3 Wochen.
Nach Transplantation von autogen frischer Kortikalis blieb die Vermehrung
der weillen Pulpa iiber den gesamten Versuchszeitraum im Sinne einer Aktivie-
rung des Immunsystems erhalten. Bei den Versuchsgruppen allogen frisch,
autogen hitzesteril und allogen hitzesteril war auler dem oben geschilderten
Operationseffekt keine Vermehrung der weilen Milzpulpa im Sinne einer Ak-
tivierung des Immunsystems iiber den gesamten Versuchszeitraum festzustel-
len.

Nach Transplantation von allogen frischer Kortikalis war der 12-Wochen-
Wert, nach Transplantation von autogen hitzesterilisierter Kortikalis der Wert
zur Woche 9 signifikant kleiner als der Bezugswert mit autogen frischer Korti-

kalis.
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¢) Lassen sich humorale Immunreaktionen nachweisen ?

Nach Transplantation von autogen frischer Kortikalis fand sich nur einmalig
eine positive Reaktion im Ringprizipitationstest gegen den eigenen frischen
Knochen (Transplantat), sowie gegen einen frischen Kontrollknochen, so dass
die Bildung von prézipitierenden Antikorpern nach Transplantation von auto-
gen frischer Kortikalis als seltenes Ereignis anzusehen ist. Nach Transplanta-
tion von allogen frischer, autogen hitzesterilisierter und allogen
hitzesterilisierter Kortikalis sind in bis zu maximal 60% prizipitierende Anti-
korper gegen das Transplantat nachweisbar. Dabei waren hohe Prozentzahlen
fiir positive Tests vor allem zum Zeitpunkt 12 Wochen festzustellen. Gleichzei-
tig lassen sich bei diesen Versuchsgruppen prizipitierende Antikorper gegen
nahezu alle mitgefiihrten Kontrollantigene nachweisen. Eine zeitliche Hiufung

des Auftretens dieser Antikorper ist zu keinem Zeitpunkt festzustellen.

d) Lassen sich zelluldre Immunreaktionen nachweisen ?

Nach Transplantation von autogen frischer Kortikalis lassen sich zu den Zeit-
punkten 3, 6, und 9 Wochen signifikante Wanderungshemmungen im Sinne
einer zelluldren Sensibilisierung feststellen. Zu den Zeitpunkten 3, 6, und 18
Wochen finden sich auch signifikante Wanderungshemmungen bei Verwen-
dung von frischem Kontrollknochen als Antigen. Nach Transplantation von
allogen frischem Knochen sind die LMI-Tests iiber den gesamten Versuchs-
zeitraum im Sinne einer zelluldren Sensibilisierung positiv. Es zeichnet sich ein
zweigipfeliges Geschehen ab (3 und 18 Wochen). Ebenfalls iiber den gesamten
Versuchszeitraum fanden sich positive LMI-Befunde fiir die mitgefiihrten Kon-
trollen (autogen frisch und Kontrolle frisch). Dabei lagen die MeBwerte fiir das
Transplantat zu den Zeitpunkten 3 und 6 Wochen signifikant iiber den Mef3-
werten fiir die Kontrollen.

Zu den MeBzeitpunkten 3, 12, und 18 Wochen lagen die MeBwerte fiir allogen
frische Transplantate signifikant iiber den MeBwerten fiir autogen frische
Transplantate. Zum Zeitpunkt 6 Wochen wurde das Signifikanzniveau nur
knapp nicht erreicht, so dass von einer deutlich stirkeren Sensibilisierung nach

Transplantation von allogen frischem Knochen auszugehen ist.
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Nach Transplantation von autogen hitzesterilisierter Kortikalis fand sich im
LMI-Test lediglich zum Zeitpunkt 12 Wochen, nach Transplantation von allo-
gen hitzesterilisierter Kortikalis lediglich zum Zeitpunkt 3 und 9 Wochen, ein
positiver Befund im Sinne einer Sensibilisierung. Deshalb kann davon ausge-
gangen werden, dass der hitzesterilisierte Knochen in diesem Test weniger
immunogen ist. Auch bei den jeweils mitgefiihrten Kontrollen bestitigte sich

dieser Effekt durch deutlich weniger positive Befunde.

e) Welche Schliisse lassen sich daraus fiir den klinischen Einsatz hitzesterili-

sierten kortikalen Knochentransplantaten ziehen ?

Aus den oben dargestellten Befunden ergibt sich, dass hitzesterilisierte Korti-
kalis (unabhéngig davon ob autogen oder allogen) im Vergleich zu allogen
frischer Kortikalis sowohl bei der Untersuchung der Lymphknoten, als auch
beim LMI-Test deutlich schwicher immunogen ist.

Bei der Untersuchung auf prizipitierende Antikérper konnten nach Transplan-
tation von autogen frischer Kortikalis nur selten Prézipitationsreaktionen nach-
gewiesen werden. Hiufiger fanden sich Prézipitationsreaktionen nach
Transplantation von allogen frischer, autogen oder allogen hitzesterilisierte
Kortikalis, wobei sich kaum Unterschiede zwischen allogen frisch, autogen
und allogen dampfsterisierter Kortikalis nachweisen lieBen.

Ebenso war die Vermehrung der weiflen Pulpa bei der Untersuchung der Mil-
zen fiir allogen frische-, autogen- und allogen hitzesterilisierte Transplantate in
etwa gleich.

Aus den oben Dargestellten immunologischen Untersuchungsergebnissen sollte
sich ein giinstigeres Einheilungsverhalten fiir hitzesterilisierte Transplantate im
Vergleich zu allogen frischen Transplantaten ableiten lassen.

BARCA (1998) stellte fiir die hitzesterilisierten Transplantate jedoch ein deut-
lich schlechteres Einheilungsverhalten im Vergleich zu allogen frischen Trans-

plantaten in histologischen und radiologischen Untersuchungen feststellen.

Dieser Widerspruch und die Beurteilung der klinischen Wertigkeit soll durch
weitere experimentellen Befunde zu Transplantationsversuchen mit verschie-

den behandelter Rattenkortikalis im Folgenden kritisch beleuchtet werden.
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Bei den vorgestellten Untersuchungen wurden jeweils das gleiche Tiermodell,
sowie die gleichen Untersuchungstechniken benutzt. Da die Daten nicht voll-
standig zu jedem Zeitpunkt vorliegen, wurden die Ergebnisse fiir den Zeitpunkt
12 Wochen dargestellt. Bei der Darstellung von ,,Mittelwert + 2 STD* (hori-
zontale Linie) als Grenzen, wurden jeweils die in den eigenen Untersuchungen

gewonnenen Daten verwendet (siehe auch 7.2.4 Tabelle 9)

Lymphknotenhistologie
Sekundiirfollikel 12 Wochen nach Op
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MW= 3,0154 4,0 1,6 1,9 2.3 3,6
STD = 2,015 0,8 1,7 1,9 1,3 3,2

Allo k: Allogen kéltekonserviert ( -70°C) Werte von SCHRATT (1990) iibernommen
Auto r: Autogen strahlensterilisiert (25 kGy) Werte von BARCA (1998) iibernommen
Allo r: Allogen strahlensterilisiert ( 25 kGy) Werte von BARCA (1998) iibernommen

Abb. 33: Lymphknotenhistologie, 12 Wochen nach Op bei unterschiedli-
chem Transplantationsmodus

Nach Transplantation von allogen frischem Knochen ist die Summe der Se-
kundirfollikel nach 12 Wochen Versuchsdauer am groften. Bemerkenswert
hoch liegt auch der Mefwert fiir den allogen kiltekonservierten Knochen. Die
Mittelwerte iiberschreiten jedoch nicht den Normwert (autogen frisch

0-Wochen + 2 STD)
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Milzplanimetrie

12 Wochen nach Op
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STD = 5,213,5 6,9 3,7 3,8 42 49

Allo k: Allogen kéltekonserviert ( -7OOC) Werte von SCHRATT (1990) iibernommen
Auto r: Autogen strahlensterilisiert (25 kGy) Werte von BARCA (1998) iibernommen
Allo r: Allogen strahlensterilisiert ( 25 kGy) Werte von BARCA (1998) iibernommen

Abb. 34: Milzplanimetrie, 12 Wochen nach Op bei unterschiedlichem
Transplantationsmodus

Bei der histologischen Untersuchung der Milz zum Zeitpunkt 12 Wochen zeigt

sich, dass bis auf den Wert der Versuchsgruppe autogen frisch alle Mittelwerte

der iibrigen Versuchsreihen den Normwert (autogen frisch 0 Wochen + 2 STD)

nicht tibersteigen.
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Ringprizipitationstest
12 Wochen nach Op

Positive Ringtests in %
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Allo k: Allogen kéltekonserviert ( -7OOC) Werte von SCHRATT (1990) iibernommen
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Abb. 35: Ringprizipitationstest, 12 Wochen nach Op bei unterschiedli-
chem Transplantationsmodus

Bei der Untersuchung der prézipitierenden Antikorper zeigt sich ein dhnliches
Verhalten nach Transplantation von allogen kiltekonservierter Kortikalis wie
nach Transplantation von allogen frischer, autogen und allogen hitzesterilisier-
ter Kortikalis. Es finden sich sowohl Prizipitate gegen das Transplantat, als
auch gegen die mitgefiihrten Kontrollknochen. Abweichend davon fanden sich
nach Strahlensterilisation keine Prézipitate gegen das Transplantat. Auch gegen
die mituntersuchten Kontrollen zeigte sich keine Reaktivitit. Eine Ausnahme
bildet nach Transplantation von allogen strahlensterilisierter Kortikalis ein po-
sitiver Ansatz (1 von 8) bei Verwendung von Extrakt aus strahlensterilisierten

Kontrollknochen.
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Abb. 36: LMI, 12 Wochen nach Op bei unterschiedlichem Transplantati-
onsmodus

Wie bereits oben beschrieben, finden sich nach Transplantation von allogen
frischem Knochen deutlich mehr positive Reaktionen im LMI-Test als nach
Transplantation von autogen frischem, autogen und allogen hitzesterilisiertem
Knochen. Nach Transplantation von autogen frischem Knochen fanden sich
deutlich mehr positive Reaktionen im LMI-Test als nach Transplantation von
autogen oder allogen hitzesterilisiertem Knochen. SCHRATT (1990) be-
schreibt konstant hohe Werte im LMI-Test nach Transplantation von allogener
kiltekonservierter Kortikalis bis zur Woche 12. Auch fiir die mitgefiihrten
Testansdtze wird eine hohe Reaktivitit beschrieben. Nach Strahlensterilisation
des Transplantates fanden sich im LMI-Test zum Zeitpunkt 12 Wochen im
Vergleich zum Bezugswert (0 Wochen Tx autogen frisch) sowohl fiir autogene,
als auch fiir allogene Transplantate eine signifikant reduzierte Reaktion gegen
das Transplantat. Zum 12-Wochen-Zeitpunkt war die Reaktion gegen das
Transplantat nach Strahlensterilisation (autogen und allogen) signifikant klei-

ner als nach Transplantation von allogenem Frischknochen. Die 12-Wochen-
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Reaktion nach Transplantation von allogen strahlensterilisiertem Knochen war
auch signifikant kleiner als nach Transplantation von autogen hitzesterilisier-
tem Knochen. Bei den mitgefiihrten Kontrollknochen fanden sich keine signi-
fikanten Wanderungshemmungen nach Transplantation von autogen oder
allogen strahlensterilisierter Kortikalis. Zusammenfassend kann festgestellt
werden, dass nach Transplantation von allogen frischer Kortikalis kriftige zel-
luldre Immunreaktionen nachweisbar sind. Etwas schwichere, jedoch signifi-
kant positive Befunde, ergeben sich nach Transplantation von allogen
kiltekonservierter- und autogen frischer Kortikalis. Die Reaktivitdt von hitze-
sterilisierten und strahlensterilisierten Transplantaten ist im LMI-Test redu-
ziert. Die Untersuchungsergebnisse fiir die radiologischen Untersuchungen
stammen fiir die MeBwerte auto f, allo f, Auto h, Allo h, auto r und allo r von
BARCA (1998), der MeBwert allo k wurde aus der Arbeit von SCHRATT
(1990) entnommen. Zur Beurteilung der Rontgenbefunde wurde dabei ein se-
miquantitativer Punktescore verwendet (SCHRATT 1990). Aussagen zur sta-
tistischen Signifikanz konnen bei dieser Graphik nicht gemacht werden, da
lediglich der Mittelwert und die Standardabweichung, nicht jedoch die Einzel-

werte mitgeteilt wurden.
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Radiologie Knochen
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Abb. 37: Radiologie Knochen, 12 Wochen nach Op bei unterschiedlichem
Transplantationsmodus

Die radiologische Beurteilung ergibt ein giinstiges Einheilungsergebnis fiir die
autogen und allogen frischen, sowie fiir die allogen kiltekonservierten Kno-
chen. Deutlich schlechtere Einheilungsergebnisse zeigten sich fiir die strahlen-

und hitzesterilisierten Knochen.
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Histologie Knochen
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Allo k: Allogen kéltekonserviert ( -7OOC) Werte von SCHRATT (1990) iibernommen
Auto r: Autogen strahlensterilisiert (25 kGy) Werte von BARCA (1998) iibernommen
Allo r: Allogen strahlensterilisiert ( 25 kGy) Werte von BARCA (1998) iibernommen

Abb. 38: Knochenhistologie, 12 Wochen nach Op bei unterschiedlichem
Transplantationsmodus

Wie bei den radiologischen Untersuchungsergebnissen stammen die MeBwerte
auto f, allo f, Auto h, Allo h, auto r und allo r von BARCA (1998), der MeB3-
wert allo k wurde aus der Arbeit von SCHRATT (1990) entnommen. Die histo-
logischen Prédparate wurden ebenfalls nach einem semiquantitativen
Punktescore (SCHRATT 1990) beurteilt. Auch hier findet sich ein deutlich
giinstigeres Einheilungsergebnis fiir die autogen und allogen frischen sowie fiir
die allogen kiltekonservierten Knochen im Gegensatz zu den strahlen- und
hitzesterilisierten Knochen.

VOGGENREITER (1992) untersuchte verschiedene sterilisierte bzw. konser-
vierten Knochen. Bei seinen biomechanischen Untersuchungen zeigt sich, ab-
hingig von der Dauer der Temperatureinwirkung bzw. Strahleneinwirkung,
eine deutliche Einschriankung der biomechanischen Eigenschaften (Steifigkeit,
Durchbiegung, Bruchenergie, elastisches Limit), fiir die exemplarisch die ma-

ximale Bruchkraft als Graphik dargestellt ist.
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Maximale Bruchkraft
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Alle Werte von VOGGENREITER (1992) iibernommen

Abb. 39: Maximale Bruchkraft bei unterschiedlicher Knochenbehandlung

Aus den dargestellten Befunden ergibt sich eine Verschlechterung der biome-
chanischen Eigenschaften nach Kiltekonservierung und Strahlen- bzw. Hitze-
sterilisation. Dabei erreicht der kiltekonservierte Knochen noch annihernd die
Werte des frischen Knochens, wihrend bei den sterilisierten Knochen mit Zu-
nahme der Hitzesterilisationsdauer bzw. Zunahme der Strahlendosis eine Ver-
schlechterung der biomechanischen Eigenschaften zu beobachten ist. Nach
URIST et al. (1967) ist temperaturabhiingig ab einer Temperatur von 60° C mit
einer Einschrinkung der osteoinduktiven Potenz des Knochens zu rechnen, die
mit einer zunehmenden Schrumpfung des Kollagens einhergeht. Ab einer
Temperatur von ca. 100°C kommt es zu einer Transformation der Knochenmat-
rix in Gelform, die osteoinduktive Potenz des Knochens kommt vollstindig
zum Erliegen. VOGGENREITER (1992) konnte bei elektronenmikroskopi-
schen Untersuchungen keine strukturellen Verdanderungen am kiltekonservier-
ten und am strahlensterilisierten Knochen feststellen, wohingegen nach
Hitzesterilisation (3 min. 134° C) bereits eine beginnende Verklumpung der
feinfibrilldren Matrix festzustellen war. Der Einheilungsprozel3 der hitzesterili-

sierten Kortikalis ist histologisch vor allem dadurch gekennzeichnet, dass die
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osteoklastdre Resorption des transplantierten Knochens fast immer vollstindig
fehlt. Die Osteotomiestelle wird durch einen vom Lagerknochen ausgehenden
Kallus iiberbriickt, zwischen Kallus und hitzesterilisiertem Transplantat besteht
bis zum Zeitpunkt 12 Wochen nahezu immer nur ein bindegewebiges Interface.
CHAMBERS (1981) unterscheidet zwei Phasen der Knochenresorption. Zum
einen die gibt es die Phase der Anlagerung von resorbtiven Zellen an den Kno-
chen die eine Erkennung des Knochens voraussetzt, zum anderen die eigentli-
che Resorption. Bei seinen Versuchen mit  verschiedenen
Knochenpréparationen zeigte er, dass synthetische Hydroxylapatitkristalle und
deproteinisierter Knochen rasch erkannt und abgebaut werden, wihrend ,,who-
le bone®, entkalkter Knochen und synthetische Hydroxylapatitkristalle unter
Zugabe von Albumin verzogert abgebaut werden. Er schlieft daraus, dass die
organischen Komponenten des Knochens die Erkennung des Knochens durch
Makrophagen verhindern (CHAMBERS 1981). Wahrscheinlich wird also die
mineralische Struktur des hitzesterilisierten Knochens durch die in Gelform
tibergefiihrte Knochenmatrix derart verdndert, dass die Erkennung des Kno-
chens durch Makrophagen verhindert wird. Daraus resultiert letztlich die feh-
lende Aktivierung bzw. Differenzierung der Osteoklasten, die durch ein
komplexes Zusammenwirken von Zytokinen und ,,colony-stimulating factors*
(MANOLAGAS und JILKA 1995) erméglicht wird. Ubertrigt man nun die
oben zusammengestellten experimentellen Befunde auf die klinische Situation,
so muf} gesagt werden, dass die immunologischen Ergebnisse wenig hilfreich
sind in der Argumentation fiir oder gegen hitzesterilisierte bzw. strahlensterili-
sierte Knochentransplantate, da sie die lokal ablaufenden, immunologisch ge-
steuerten Phidnomene (Erkennung, Steuerung des Abbaus/Umbaus) nicht
erfassen. Die radiologischen, histologischen und biomechanischen Untersu-
chungsbefunde hingegen zeigen eindeutig eine Verschlechterung der biologi-
schen Eigenschaften von hitzesterilisierten bzw. strahlensterilisierten Knochen.
Sie sind in diesen Gesichtspunkten den frischen und auch den kryokonservier-
ten Knochen eindeutig unterlegen.

Des weiteren darf nicht unberiicksichtigt bleiben, dass auch die Hitzesterilisati-
on nicht alle humanpathogenen Infektausloser abzutéten vermag, wie die neu

entflammte Diskussion um die Prionerkrankungen belegt.
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Folgende SterilisationsmaBBnahmen werden bei Prionmaterial als ineffektiv
angesehen (KRETZSCHMAR und DAHME 1990):
Ethylenoxid, UV, Ethanol, Formalin, b-Propiolakton, Bleiche (Na-
Hypochlorid), Kochen, Detergentien, Sduren, ionisierende Strahlen und
Azeton.
Empfohlen werden:
Autoklavieren 4,5 h, 121° C, 1IN NaOH-Lauge danach autoklavieren
1,5 h, dreimalig 1N NaOH-Lauge bei 25° C fiir 30 min.
Sollten die empfohlenen Sterilisationsma3nahmen bei der Knochentransplanta-
tion angewendet werden, ist jedoch ebenfalls eine massive Einschrinkung der
biologischen Eigenschaften zu erwarten.
KNAEPLER et al. (1994) beschreiben eine modifizierte thermische Behand-
lung mit 80° C zur Desinfektion, bei besseren biologischen Ergebnissen und
insbesondere geringeren Infektionsraten bei den so behandelten Transplantaten
in der klinischen Anwendung. MANABE et al. (2001) berichten iiber gute Er-
folge mit pasteurisierten ( 60 °C, 30 min) Knochen in der Tumorchirurgie. Al-
lerdings werden bei diesen Temperaturen, abhédngig von der Einwirkzeit, nicht
alle humanpathogenen Erreger (insbesondere Hepatitis-B-Viren) inaktiviert.
Nach wie vor bestehen vielseitige nicht geloste Probleme bei der allogenen
Knochentransplantation und -konservierung.
Nach AEBI und GANZ (1989) verdient die wieder entdeckte
ILIZAROV-Technik (MACHAN 1991) mit guten klinischen Ergebnissen
(DAGHER und ROUKOZ 1991), zum Teil auch bei komplizierten Situationen
(ZHANG et al. 2007), mehr Beachtung. Mit dieser Technik, wo sinnvoll ein-
setzbar, lassen sich viele Schwierigkeiten der allogenen Knochentransplantati-
on umgehen, wobei dieser Technik wiederum selbst spezielle Probleme
innewohnen (Liegezeit, lokale Infekte).
Die Auswabhl der richtigen Methode, wie ein knocherner Defekt zu rekonstruie-
ren ist, bleibt die verantwortungsvolle Aufgabe des erfahrenen Arztes. Dieser
muf} unter Beriicksichtigung der Patientensituation, der Defektsituation bzw.
der Wundverhiltnisse und der technischen Gegebenheiten am Krankenhaus

den Patienten beraten.
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9 Zusammenfassung

Unter dem Aktenzeichen (211-2531-24/88) wurde das Versuchsvorhaben:
,2untersuchung zur Einheilung und Immunogenitit von extrakorporal behan-
delten Knochentransplantaten — Erforschung eines neuen Therapiekonzeptes-*
von der Regierung von Oberbayern genehmigt.

Als Teil des 1990 von der DFG geforderten Projektes ,,Transplantation von
Bankknochen — Grundlangen — Konservierungsmethoden — Virussicherheit*
(AS 60/1-1) wurde in der vorliegenden Arbeit an Hand eines Transplantati-
onsmodells an der Ratte mit den Methoden Lymphknotenhistologie, Milzpla-
nimetrie, Ringprizipitationstest und Leukozyten-Migrations-Inhibitions-Test
Immuphinomene bei der Einheilung hitzesterilisierter kortikaler Knochen-
transplantate untersucht.

Nachfolgende Aussagen lassen sich signifikant aus den erarbeiteten MeBergeb-
nissen ableiten.

Als Hinweis auf eine Immunreaktion nach Transplantation von allogen fri-
schem Knochen wurde eine signifikante Lymphknotenreaktion nachgewiesen.
Dies wurde zwischenzeitlich auch bei anderen Autoren beschrieben. Nach
Transplantation von autogen frischer, autogen hitzesterilisierter und allogen
hitzesterilisierter Kortikalis ist eine signifikante Lymphknotenreaktion nicht
nachweisbar. Als Ausnahme fanden sich eine signifikante Reaktion zum Mef3-
zeitpunkt 3 Wochen nach Transplantation von allogen hitzesterilisierter Korti-
kalis, sowie ein signifikanter Reaktionsabfall nach Transplantation von autogen
frischer Kortikalis zum MeBzeitpunkt 6-Wochen.

Nach Transplantation von autogen frischer Kortikalis kommt es zu einer signi-
fikanten Vermehrung der Fliche der weillen Pulpa iiber den gesamten Ver-
suchszeitraum in der Milzplanimetrie. Nach Transplantation von allogen
frischer, autogen hitzesterilisierter und allogen hitzesterilisierter Kortikalis ist
aufler einer signifikanten Reaktion zum 3-Wochen-Zeitpunkt im Sinne eines
Operationseffektes keine signifikante Reaktion festzustellen. Als Ausnahmen
fanden sich signifikant erniedrigte Wert nach Transplantation von allogen fri-
schem Knochen zum Zeitpunkt 12 Wochen, sowie nach Transplantation von
autogen hitzesterilisiertem Knochen zum Zeitpunkt 9 Wochen.

Nach Transplantation von autogen frischem Knochen wurden bei 2 von 50

Tieren prézipitierende Antikorper gegen Priparationen des eigenen frischen
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bzw. frischen Kontrollknochens festgestellt. Nach Transplantation von allogen
frischem, autogen und allogen hitzesterilisiertem Knochen fanden sich Prizipi-
tationsreaktionen in verschiedener Haufigkeit gegen verschiedene Knochen-
priaparationen. Dies spricht dafiir, dass durch Transplantation von autogen
frischem Knochen kaum prézipitierende Antikorper induziert werden, wihrend
bei den iibrigen Operationsgruppen die Bildung von prézipitierenden Antikor-
pern verschiedener Spezifitidt in wechselnder Haufigkeit angeregt wird.

In Ubereinstimmung mit anderen Arbeiten findet sich im Leukozyten-
Migrations-Inhibitions-Test eine zelluldre Immunreaktion nach Transplantation
von autogen frischer Kortikalis. Nach Transplantation allogen frischer Kortika-
lis war die zelluldre Immunreaktion deutlich stirker ausgeprégt als nach Trans-
plantation autogen frischer Kortikalis. Nach Transplantation autogen bzw.
allogen hitzesterilisierter Kortikalis waren deutlich weniger positive Befunde
auch bei den mitgefiihrten Kontrollknochen festzustellen, so dass davon auszu-
gehen ist, dass der hitzesterilisierte Knochen in diesem Test deutlich weniger
immunogen ist.

Trotz reduzierter Immunitéit heilen die hitzesterilisierten Transplantate nach
Untersuchungen anderer Autoren deutlich schlechter als frische und kryokon-
servierte Transplantate ein. Dies ist zum einen auf die Zerstorung kollagener
Strukturen, Inaktivierung osteoinduktiver Proteine wie z.B. BMP und mogli-
cherweise auf eine Maskierung des hitzesterilisierten Knochens bzw. von Kno-
chenbestandteile durch denaturierte Knochenproteine zurtickzufiihren.
Hitzesterilisierte Transplantate zeigen im Vergleich zu frischen oder kiltekon-
servierten Transplantaten schlechtere biomechanische Eigenschaften.

Auf Grund der hier dargestellten Daten kann die Transplantation von hitzesteri-

lisierten kortikalen Knochentransplantaten nicht empfohlen werden.
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10 Appendix

Durch verschiedene widrige Umstédnde, hat sich die endgiiltige Fertigstellung
der Promotionsarbeit stark verzogert. Hauptsichlich lag das an mehreren Um-
ziigen des Betreuers und mir selbst. Das notwendige Engagement an den neuen
Arbeitsstellen fiihrte dazu, dass die in Inhalt und Form weitgehend fertige Ar-
beit mit Stand 1999 nicht eingereicht wurde.

Auch wenn in dieser Arbeit keine richtungsweisenden ,,positive* Ergebnisse
gefunden werden konnten, tragt sie vor allem in der Zusammenschau mit den
Arbeiten von SCHRATT (1990), VOGGENREITHER (1992) und BARCA
(1998) in der Grundlagenforschung zur Erginzung und Abrundung des Ge-
samtbildes - Einheilung und Immunologie von Knochentransplantaten - bei.
Ein wesentlicher Gesichtspunkt ist, dass die Untersuchungen, wie die oben
aufgefiihrten, unter gleichen Bedingungen (Rattenstamm, Haltung, OP-
Technik, Narkose, Testsysteme...) durchgefiihrt wurden. Die Ergebnisse bauen
also zum Einen auf die Vorarbeiten von Schratt und Spyra auf, erginzen zum
Anderen die Arbeiten von Barca und Voggenreither.

Ein zweiter wesentlicher Gesichtspunkt ist, dass solche Untersuchungen nach
meinem Wissensstand nicht durchgefiihrt wurden.

Um diese Arbeit zu aktualisieren wurde im Januar 2008 folgende Literatur-
Recherche im ,,National Center for Biotechnology*

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) durchgefiihrt und teilweise in die Arbeit einge-

arbeitet:

,Cortical Bone Transplantation* 862 Eintriage
,,Cortical Bone Transplantation Immune* 14 Eintrige
,,Cortical Bone Transplantation Immunology* 23 Eintrige
,,Cortical Bone Transplantation Immunosupression® 6 Eintrige
,,Cortical Bone autoclaved* 15 Eintrdge
,,Cortical Bone autoclaved Transplantation 9 Eintrige
,,Cortical Bone iradiated‘ 97 Eintrige
,Bone banking autoclaved* 1 Eintrige
,Leukocyte Migration inhibition* 308 Eintrage
,,Leukocyte Migration inhibition Transplantation* 305 Eintrage

,,Bone Transplantation Leukocyte Migration inhibition* 2 Eintrige
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Nach Durchsicht der aktuellen Literatur ist festzustellen, dass es fiir das Pro-
blem ,,Knochenersatz* immer noch keine optimale Losung gibt.
Die Forschungsrichtung hat sich deutlich gedndert, immunologische Frage-
stellungen werden im Zusammenhang mit der Knochentransplantation kaum
mehr bearbeitet. Der Schwerpunkt der Forschung liegt derzeit eindeutig beim
,tissue-engineering‘‘. Diese Technik hat jedoch fiir die Klinik bisher keine An-
derung der etablierten Therapiekonzepte erbracht. Bei der Durchsicht der Lite-
ratur gewinnt man den Eindruck, dass die einzelnen Eigenschaften, die ein
Knochentransplantat haben soll, isoliert betrachtet, beforscht, optimiert und
dann je nach Bedarf wieder kombiniert werden.
Osteogenitit im Sinne von Vorhandensein pluripotenter Stammzellen gab
es bisher eigentlich nur bei der Transplantation von autogenem frischem
Knochen.
Jetzt werden kultivierte Stammzellen, die aus verschiednen Quellen ge-
wonnen wurden (FOLLMAR et al. 2007, ZHOU et al. 2007) mit unter-
schiedlichsten Transplantaten kombiniert.
Osteokonduktivitit im Sinne von Leitschiene und Struktur fiir einwan-
dernde Zellen gab es bereits in den verschiedensten Variationen anorgani-
scher Bestandteile wie Calciumphosphate, Tricalciumphosphate, Coralline
hydroxyappatite und anderen. Neben neueren Entwicklungen bei syntheti-
schen Produkten wurden die Bearbeitungsprozesse fiir allogenen Knochen
verbessert. Verdnderte und optimierte Sterilisations- und Desinfektionsver-
fahren wurden zwischenzeitlich vorgestellt. (Pruss et al 2003, Draenert
2007)
Osteoinduktivitit im Sinne der Induktion des Prozesses der Differenzie-
rung von mesenchymalen Stammzellen in Osteoblasten wurde seit der Ent-
deckung vom BMP durch Urist 1965 beforscht. Im klinischen FEinsatz
befand sich vor allem demineralisierte Knochenmatrix. Seitdem wurden 20
verschiedene BMP’s identifiziert und charakterisiert (DE BIASE und
CAPANNA 2005). BMP-2 und BMP-7 sind mittlerweile von der amerika-
nischen Zulassungsbehorde als Medikamente zu Beschleunigung der Kno-
chenheilung (KHAN und LANE 2004, CARANO und FIVAROFF 2003)

zugelassen.
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Nach wie vor bleibt die Auswahl der richtigen Methode, wie ein kndcherner
Defekt zu rekonstruieren ist, die verantwortungsvolle Aufgabe des erfahrenen
Arztes. Dieser muss unter Beriicksichtigung der Patientensituation, der Defekt-
situation bzw. der Wundverhiltnisse und der technischen Gegebenheiten am
Krankenhaus den Patienten beraten. Erschwert wird die Auswahl dadurch, dass
es kaum kontrollierte, prospektive, randomisierte Studien gibt (WIILLIAM et
al 2007) die verlédssliche Daten fiir den Einsatz von Knochenersatzmaterialien

und Wachstumsfaktoren in den verschiedenen klinischen Situationen liefern.
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(04
pg/ml
wm

®

oc

‘H

51 Cr

a

AIDS
Alloh
Allof
Allo k
Allor
Al

AO
Art.Nr.
Auto h
Auto f
Auto k
Autor
bar
B-Lymphozyten
BMP
B-Zellen
bzw.

C2
C4-A
C4-B
ca.

CFA
cm

d;
DNA-se
EDTA
et al.

g

GB
G-CSF
gefrierget.
GM-CSF
h

H.E.

H-2
HLA
HLA-A
HLA-B
HLA-C
HLA-D

Irrtumswahrscheinlichkeit
Mikrogramm/Milliliter

Mikrometer

Eingetragenes Warenzeichen

Grad Celsius

Radioaktives Wasserstoffisotop (Tritium)
Radioaktives Chromisotp

Priifgrofle beim Test nach DAVID, PEARSON und
STEPHENS

aquired immundeficiency syndrome

allogen damfsterilisiert

allogen frisch

allogen kiltekonserviert

allogen strahlensterilisiert

Aluminium

Arbeitsgemeinschaft fiir Osteosynthesefragen
Artikel Numer

autogen hitzesterilisiert

autogen frisch

autogen kiltekonserviert

autogen strahlensterilisiert

Maleinheit Druck

bursaabhingige Lymphozyten

bone morphogenetic protein

bursaabhingige Zellen

beziehungsweise

Komplementfaktor 2

Komplementfaktor 4a

Komplementfaktor 4b

circa

complete freud adjuvans

Zentimeter

Differenz des Wertepaares i beim WILCOXON Test
Desoxyribonuclease
Ethylendiamidtetraacetat

et alii (=und andere)

Gramm

Great Britain (=England)

Granulozyte colony stimulating factor
gefriergetrocknet

Granulozyte-Macrophage colony stimulating factor
hora (Stunde/n))

Hiamatoxilin-Eosin
Haupthistokompatibilitatskomplex der Maus
Human leucoxyte antigen

Human leucoxyte antigen-A

Human leucoxyte antigen-B

Human leucoxyte antigen-C

Human leucoxyte antigen-D
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i.m.
IFN o
IFN B
IFN vy
IgG
IegM

IL
ILTa
IL1PB
IL 2-6
K+
kiltekons.
Kat.Nr.
KCL
KG

kg
kGy
Kontrolle d
Kontrolle f
kV
LMI
LMU
LRZ
mA
MAI
M-CSF
mg
MG
mg/kg KG
mg/ml
MHC
MIF
min
ML

ml
MLC
mm
MW

N

N

n

np
Na*
NaCl

neg.
Nr.

pos.

intramuskulér

Interferon o

Interferon 3

Interferon 'y

Immunglobulin G

Immunglobulin M

Interleukin

Interleukin o

Interleukin 3

Interleukin

Kaliumion

kaltekonserviert

Katalog Numer

Kaliumchlorid

Korpergewicht

Kilogramm

Kilogray

Kontrolle hitzesterilisiert

Kontrolle frisch

Kilovolt
Leukozyten-Migrations-Inhibitions-Test
Ludwig Maximilian Universitidt/ Miinchen
Leibnitz Rechenzentrum

Milliampere

metabolic activity index

macrophage colony stimulating factor
Milligramm

Molekulargewicht

Milligramm pro Kilogramm Korpergewicht
Milligramm pro Milliliter

major histocompatibility complex
macrophage inhibition faktor

Minuten

mixed lymphozyte

Mililiter

mixed lymphocyte culture reaction
Millimeter

Mittelwert

Stichprobenumfang/ Anzahl der Tiere
Newton

Stichprobenumfang 1 beim U-Test nach WILCOXON,
MANN und WHITNEY
Stichprobenumfang 2 beim U-Test nach WILCOXON,
MANN und WHITNEY

Natriumion

Natriumchlorid

negativ

Nummer

Operation

positiv
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R Variationsbreite (Rang) beim Test nach DAVID, PEARSON

und STEPHENS

R.d.L Rechts der Isar

Ry Tabellenwert beim WILCOXON Test

R, Rangzahlensumme 1 beim U-Texts nach WILCOXON,
MANN und WHITNEY

R, Rangzahlensumme 2 beim U-Texts nach WILCOXON,
MANN und WHITNEY

R, Summe der Rangzahlen der negativen Differenzen beim
WILCOXON Test

RNA-se Ribonuclease

R, Summe der Ragzahlen der positiven Differenzen beim
WILCOXON Test

RPMI- Roswell park memorial institute

sec Sekunden

s.0. sieche oben

Spender h Spender hitzesterilisiert

Spender f Spender frisch

STD Standardabweichung

Sx Standardabweichung der Einzelwerte beim Test nach

DAVID, PEARSON und STEPHENS
T-Lymphozyten thymusabhingige Lymphozyten

TNF o Tumornekrosefaktor o

TNF B Tumornekrosefaktor 3

TUM Technische Universitidt Miinchen

Tx Transplantat, Transplantation

T-Zellen thymusabhingige Zellen

U/min Umdrehungen pro Minute

Uy PriifgroBBe 1 beim U-Test nach WILCOXON, MANN und
WHITNEY

U, PriifgroBBe 2 beim U-Test nach WILCOXON, MANN und
WHITNEY

US$ US Dollar

uUuv ultraviolett

X X Minuten

Xi1 Wert 1 des Wertepaares beim WILCOXON Test

Xio Wert 2 des Wertepaares beim WILCOXON Test

z.B. zum Beispiel

z.T. zum Teil
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