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Einleitung

1.1 Knochentransplantation

Im Rahmen der Wiederherstellungschirurgie des Skelettsystems und der
Bewegungsorgane berichtet der Wissentschaftliche Beirat der Bundesarztekammer Gber
die Notwendigkeit des Knochenersatzes. In Zahlen ist dieser bei ca. 15% der
Operationen am Skelettsystem und 50% bei rekonstruktiven Eingriffe am Innenohr von
Noten [Wissenschaftlicher Beirat der Bundesérztekammer 1996].
Knochentransplantation as Therapieverfahren bei  grofRen Knochenverlusten,
Pseudarthrosen, Tumoren, Osteitiden, Zysten, Mehrfragment- und Trimmerfrakturen
ermdglicht eine frihere Wiedererlangung der Funktion des jeweiligen Skelettabschnitts
und demnach auch eine schnellere Rehabilitation des Patienten. Jedoch miissen sowohl
an autologe, isologe, alogene und xenogene Knochentransplantate, sowie an
Knochenersatzstoff verschiedene Anforderungen gestellt werden, die im Idealfal alle
erfullt sein sollten [v.Garrel et al. 1998 ].

Der geschwéachte Skelettabschnitt muss durch das Transplantat eine bestimmte
Belastbarkeit erlangen. Demnach missen vom Material mechanische Eigenschaften
erwartet werden, die eine stabile Osteosynthese garantieren.

Weiterhin darf es zu keiner immunologischen Abstof3ungsreaktion durch den
transplantierten Knochen, -ersatzstoff kommen. Jedoch soll das Transplantat die
Induktion der Knochenneubildung, sowie die Revaskularisierung erleichtern,
unterstttzen und fordern.

Auch Oberflache und Architektur des Transplantats sind wichtig, um als Leitschiene die
Osteokonduktion des Transplantats zu verbessern. Logistisch sind fiir die Verarbeitung
wichtige Kriterien zu erfllen, hier seien Sterilitét, kostenginstige Herstellung, leichte
Lagerung und Formbarkeit genannt.

Qualitativ muss also versucht werden, mit Hilfe des Transplantats an der Defektstelle
die ,gesunden“, biomechanischen  Eigenschaften des  Skelettabschnittes
wiederzuerlangen. Es existiert bis heute kein Material, das die oben genannten Kriterien

in Ganze erflllt.
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1.2 Geschichteder Knochentransplantation und der Knochenbanken

Im Jahr 1668 wurde einem jungen russischen Soldaten durch den Hollander Job von
Meekeren nach einer Verletzung des Schadelknochens ein Hundeknochen eingesetzt.
Dieses Xenograft sollte jedoch spéter wieder entfernt werden, da dem Soldaten die
Exkommunizierung aus der Kirche drohte. Zum religi6sen Leidwesen des Patienten war
dies aufgrund des guten Einheilens des Knochens nicht mehr moglich [DeBoer 1989].
Diese kleine Anekdote zeigt, dass sich bei der operativen Behandlung von
Knochendefekten damals wie heute auf die verschiedenste Weise Therapieprobleme
enstehen konnen.

Im Jahre 1881 konnte MacEwen erstmalig Uber die Transplantation eines allogenen
Transplantats berichten [MacEwen 1881].

Als weitere Quellen sind die Arbeiten von Lexer zu nennen, der die septische Arthritis
und die Osteomyelitis mit Hilfe von frischen Amputaten mit Erfolg versorgte, aso auch
grofere Knochendefekte behandeln konnte [Lexer 1908, Lexer 1925].

Um die Jahrhundertwende war es maoglich alogene Knochentransplantate zu
transplantieren, doch favorisierten die Chirurgen weiterhin  die autologe
Knochenspende. Die Grinde hierfir waren vielgestaltig. Juristisch war die Rechtslage
zum Thema ,, Transplantation fur Arzt, Patient und Spender nicht geklért. Ethisch und
religios dirften, wie oben schon beschrieben, ebenfalls Bedenken bestanden haben. Die
Hauptproblematik der allogenen Knochentransplantation stellte  jedoch die
Verfligbarkeit von frischem Knochenmaterial dar.

Uber die Erfahrungen franzésischer Kriegschirurgen, die Knochen monatelang kihl
lagerten, wurden durch Carrel 1912 berichtet. Mit seinen Empfehlungen zur Lagerung
von Organen und Gewebe gilt er als Vater der Kaltekonservierung und damit wohl auch
der Knochenbanken [Carrel 1912].

Die Grundung der Navy Tissue Bank in Bethesda, Maryland, hatte zwar eher
militérische Hintergrinde, doch brachte die dortige Forschung unter Hyatt endlich
akzeptablere Losungen fur die Verwahrung und Verflgbarkeit von allogenen
Knochentransplantaten [Hyatt 1950]. Aus diesen Strukturen bildeten sich in den USA
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kommerzielle Organisationsstrukturen, welche die Transplantatbereitstellung heutzutage
in Uberregionalen Gewebebanken organisieren.

In Deutschland kam es nicht zu einer solchen Entwicklung, da die Notwendigkeit der
Zulassung as Arzneimittel, verbindlich fur allogene Gewebetransplantate, solchen
Bestrebungen einen Riegel vorschob. Es etablierten sich aber kleine, hauseigene
Knochenbanken, da die Arzneimittelzulassung fir vor Ort enthommen und
transplantierte Knochentranspl antate klinikintern umgangen werden konnten.

Durch verschiedene Verdffentlichungen tber das Ubertragungsrisiko von viral und
bakteriell kontaminierten Knochentransplantaten wurde klar, dass Leitlinien und ein
Goldstandard fur Knochenbanken gefunden werden musste [James 1953, Shutkin 1954,
Centersfor Disease Control 1988, Eggen and Nordbo 1992, Conrad et al. 1995].

In verschiedensten internationalen Gremien, wie z.B. der European Association of
Tissue Banks (EATB) und der European Association of Musculo Skeletal
Transplantation (EAMST) [EATB/EAMST 1997] wurden Standards erarbeitet die ein
Ubertragungsrisko  minimieren. Die Bundesirztekammer tat dies mit der
Verdffentlichung der ,,Richtlinien zum Fihren einer Knochenbank®, welche die
Auswahl von Lebend- und L eichenspendern festlegt [ Bundesarztekammer 2001].
Verschiedenste Methoden, wie zum Beispid physikaische Sterilisation durch
Gammabestrahlung, chemische Behandlung mit PES/Ethanol, Tutoplast®-Verfahren
oder Warmeverfahren, wie Autoklavieren, werden derzeit angewandt und sollen eine
maximale Keim- und Virusinaktivierung garantieren.

Damit scheint die Gefahr des Ubertragungsrisikos fur den Empfanger des
Transplantates genigend gebannt und die Verfugbarkeit von allogenem
Spenderknochen gewéhrleistet.

1.3 Integration desimplantierten Knochenmaterials

Das optimale Knochentransplantat soll in kurzer Zeit die Aufgaben des geschwéchten
Skelettabschnitts Ubernehmen. Dies erfordert die schnelle Inkooperation und
Durchbauung des Transplantats. Die Féhigkeit des Transplantats von sich aus
nichtdifferenzierte Stamm- und Osteoprogenitorzellen in Osteoblasten umzuwandeln

11
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und damit eine schnelle Knochenneubildung zu erwirken, nennt man Osteoinduktion
[Urist 1967, Boyce et al. 1999].

Diese wird durch die im Knochentransplantat noch enthaltenen Zellen, verschiedenste
Botenstoffe und zelluléarer Komponenten erreicht. Das “bone morphogenetic protein’
(BMP) als losliches Glykoprotein scheint hierbel eine entscheidene Rolle zu spielen
[Albrektsson und Johansson 2001, Reddi 1998].

Unterstiitzt das Transplantat, zum Beispiel durch seine Oberfl&che, das Einwandern und
die Bindung von Osteoblasten, Osteoprogenitorzellen und anderen osteogenen Zellen
spricht man von Osteokonduktion [Boyce et a. 1999].

Als einziges Transplantat besitzt das autologe Knochentransplantat die Fahigkeit
sowohl osteoinduktiv as auch osteokonduktiv zu wirken. Dadurch konnen
Inkooperation und Durchbauung am schnellsten erreicht werden.

Im frischen, unprozessionierten, alogenen Knochentransplantat wird die
Osteoinduktion nach Implantation dadurch verhindert, dass die Immunabwehr des
Patienten die as ,fremd“ erkannten osteoinduktiven zelluléaren Bestandteile des
Knochentransplantats zerstort. Es kommt zu einer zelluldren Immunantwort und
Abstol3ungsreaktion. Im Zuge dieser Zerstérung kann die umliegende Gewebematrix
ebenfallsin Mitleidenschaft gezogen werden [Galea und Kearney 2005].

Die logistische Einhaltung der ,,Richtlinien zum Fihren einer Knochenbank® macht
eine sofortige Transplantation von allogenem Knochen in einen Empféanger unméglich,
d.h. man kann davon ausgehen, dass allogener Knochen vor einer Implantation zuerst
einem etablierten Verfahrensprozess zugefuhrt wird. Durch den logistischen
Verfahrensprozeld verstreicht zum einen Zeit, zum anderen werden biologische
Wirkungen im Transplantat erreicht, die Verénderung der osteogenen Eigenschaften

bedingen.

Sowohl autologe, wie alogene Knochentransplantate zeichnen sich durch ihr
Lhatirliches* Design, also der physiologischen Architektur und Morphologie aus.
Dadurch ist den Knochentransplantaten eine Oberflache und Form gegeben, die eine
knocherne Durchbauung fordern.

Bel der Operation werden am Knochen und im Gewebe Traumata gesetzt, die zur
Freisetzung von Wachstumsfaktoren, Blut, Fibrin und extrazellulérer FlUssigkeit flhren.
Gewebematerial und tote Zellen im und um das implantierte allogene

Knochentransplantat werden durch Macrophagen entfernt. Kapillaren aus dem
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anliegenden Wundbett wachsen dreidimensional in die entstandenen pordsen
Hohlrdume des Knochentransplantats ein. Auf diese Weise finden mesenchymale
Zellen, Osteoklasten, Osteoblasten und perivaskuléres Gewebe ihren Weg in das
Knochentransplantat. Die Osteoklasten lagern sich tUber Rezeptoren an ihrer Oberflache
der Spenderknochenmatrix auf und werden durch Ansduerung proteolytisch wirksam
[Va&ananen, 1996]. Es bilden sich Resorptionslagunen (sog. nach John H. Howship
1781-1841). Diese Resorptionslagunen fullen sich mit aus mesenchymalen
Vorlauferzellen differezierten Osteoblasten, die eine Kollagenmatrix bilden, aus der
sich unter Einfluss von Knochenproteinen, z.B. Osteocalcin, das Osteoid bildet. Darauf
folgend kommt es zur Reifung des Osteoids unter osteoblastérer Kontrolle und
Mineralisation der Matrix. Auf diese Weise wird nach und nach der gesamte allogene
Spenderknochen ein- und umgebaut [Raisz 1999].

14 Effekteder Sterilisationsverfahren auf das allogene K nochentransplantat

Die  Transplantatsicherheit hat  hdchste  Prioritde in der  alogenen
Knochentransplantation. Neben dem serologischen Spenderscreening auf spezifische
Antikdrper werden verschiedenste Sterilisationss und Desinfektionsverfahren im
Bereich der alogenen Knochentransplantation angewandt, um eine mdgliche
Kontamination zu eleminieren. Angestrebt wird ein “sterility-assurance level” (SAL)
von 10°®. Mit den gangigen Sterilisationsverfahren scheint dies erreicht.

Der Sterility assurance level, kurz SAL- Wert genannt, definiert die Wahrscheinlichkeit,
dass ein einzelnes Produkt nach dem Sterilisierungsprozess trotzdem kontaminiert ist.
Ein SAL-Wert von maximal 10° sagt aus, dass unter einer Million Produktproben
maximal eine mit einem |ebensfahigen Keim kontaminiert sein darf. Man benutzt den
SAL zur Bewertung von Sterilisierungsprozessen.

Allerdings wirkt, wie oben schon beschrieben, der allogene Knochen unbehandelt
ebenfalls immunogen. Deshalb wird versucht, die zu erwartende Immunantwort durch
Prozessionierung der allogenen Knochentransplantate zu reduzieren [Kuner ,1998].
Jedoch zeigen bestehende Studien, dass die biomechanischen Eigenschaften der

allogenen Knochentransplantaten durch die verschiedene Sterilisationsverfahren

13



Einleitung

entscheidend verandert werden [Godette et al. 1996, Knaepler et al. 1991, Shin et al.
2005].

Folgend sollen die beiden in dieser Studie angewendeten Sterilisationsverfahren
vorgestellt und entstehende Effekte erklért werden:

ionisierende y-Strahlung 25k Gy

In grofRen Knochenbanken ist y-Strahlung aus Cobalt 60 Quellen ein standardmafdig
genutztes Verfahren fir die Steriliserung von allogenen Knochentransplantaten
[Kennedy et a. 2005]. Die International Atomic Energy Association (IAEA) empfiehit
eine Standarddosis von 25 kGy [IAEA, 2002].Dabei wird das’sterility-assurance level”
(SAL) von 10 bei dieser Strahlendosis von 25kGy erreicht.

Jedoch werden in den Knochenbanken unterschiedlichste Strahlendosen angewendet
[Vangsness et al. 1996]. Fir die Sterilisation von Knochenmateria liegen die
angewendeten Dosen dabel zwischen 10-35kGy. Ein Grund hierfir scheint die
Schwierigkeit zwischen dem Finden einer optimalen Strahlendosis fur die Sterilisation
und dem Verhindern von biologisch schadlichen Effekten auf den Knochen zu sein.

Die biologische Festigkeit des Knochenmaterials wird durch Dosen >20kGy erheblich
herabgesetzt. Direkte Treffer von y-Strahlen verursachen Schaden an den Oberflachen
und fahren zu Spaltungen an Polypeptidketten. Indirekt werden durch Radikalbildung
kollagene Strukturen in Mitleidenschaft gezogen. V erschiedene Arbeitsgruppen konnten
diese strukturellen Veranderungen an bestrahltem Knochenmaterial aufzeigen [Akkus et
al. 2005, Anderson et a. 1992, Currey et al. 1997].

121°C Autoklavierung

Die Reduzierung der Antigenitét der allogenen Knochentransplantate kann auch durch
Autoklavieren (Wasserdampfbehandlung) erreicht werden [LIyod-Robert 1952; Wagner
et a. 1989]. Prinzip hierbei ist durch die thermische Behandlung Nukleinsduren und
Proteine zu koagulieren und zu zerstéren. Jedoch fuhrt das Autoklavieren auch zur

Zerstorung osteoinduktiver Proteine, beispielsweise kommt es zu einem volligen
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Wirkverlust des BMP [Urist 1967]. Auch die ostekonduktiven Eigenschaften der
autoklavierten Knochentransplantate werden negativ beeinflusst. Es kommt zu einem
extremen Festigkeit- und Strukturverlust [Vogenreiter et a. 1994]. Diese
Beeintréchtigungen werden durch hitzebedingte Veranderungen an den kollagenen
Strukturen erklért [Knaepler et al. 1994].

15 Zdlkultur

Im Rahmen dieser Studie sollen Aussagen Uber die biologische Vertraglichkeit von
verschiedenen Knochensterilisationsverfahren gemacht werden. Unsere Arbeitsgruppe
versuchte mit einem in vitro-Modell dieser Fragestellung gerecht zu werden.

Die Problematik verschiedener Zellkulturmodelle ist aber, dass sie unter identischen
Kulturbedingungen Sensitivitatsunterschiede aufweisen [Johnson et a. 1983]. Bedient
man sich hochdiffernzierter Zelllinien, wie z.B. Osteoblasten oder Osteoklasten,
entfallen Aussagen Uber Differenzierungsverdnderungen der Zellkultur, da eine
Differenzierungspotenz durch die Entdifferenzierung der verwendeten Zelllinie nicht
mehr gegeben ist. Weiteres Kriterium muss die Ubertragbarkeit der gewonnenen Daten
auf die Situation ,,in vivo™ sein, d.h. eine moglichst exakte Simulation der ,,in vivo“-
Verhdtnisse durch die Zellkultur.

Fur uns war deshalb die humane Knochenmarkszellkultur, das in vitro-Modell der
Wahl. Dieses Zellkulturmodell wurde seit 1991durch die Arbeitsgruppe um Wilke fir
Biokompatibilitétsprifungen von Biomaterialien benutzt und hat bewiesen, dass die
humane Knochenmarkszellkultur hdchsten Anspriichen genigt [Wilke et a. 1992 —
2005]. Gerade die Entnahme der Zellen am Ort des klinischen Einsatzes der
Knochentransplantate spricht fir die Nahe der ,.in vivo“-Situation. Weiterhin ist durch
das Spektrum an undifferenzierten Zellen im gewonnen Zellpool eine
Differenzierungpotenz der Zellkultur in die eine oder andere Richtung moglich.

Far die Beschreibung des geschichlichen Hintergrunds des
Knochenmarkszel lkulturverfahrens wird auf die Arbeiten von Allen, Dexter, Charbord
und Kalla verwiesen [Allen 1981, Dexter et a. 1976; 1984, Charbord et al. 1986, Kalla
et al.1992].
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1.6 Zytokineund ihre Wirkung auf den Knochenstoffwechsel

Die Zellen des menschlichen Korpers benutzen verschiedene Wege der Kommunikation
untereinander. Neben den Neurotransmittern und Hormonen stellen die Zytokine
wichtige Botenstoffe und Kommunikationsmittel dar. Jede kernhaltige Zelle kann
Zytokine produzieren, wobei Art und Quantitét der Zytokinproduktion von der
jeweiligen Zellart, dem Aktivierungsgrad und der Differenzierungsphase der Zelle
abhangen.

1.6.1 Interleukin-1p (IL-1p)

Aktivierte Makrophagen und Neutrophile-Zellen sind in der Lage IL-1 zu produzieren,
jedoch kénnen auch tote Zellen, Osteoklasten, Fibroblasten und Endothel-Zellen 1L-1
Produktionsstétten sein [Horowitz et al. 1989 a,b,c,]. Essind fur IL-1 zwel verschiedene
Typen von Rezeptoren bekannt [Dinarello 1991-1995]. Die biologischen Wirkungen
von IL-1 werden Uber den Typ-1-Rezeptor vermittelt [Sims et al. 1993] und erfolgen
intrazellulér, z.B. Gber die Aktivierung der Adenlylat-Cyclase. IL-1 wirkt pleiotrop und
kann lokale, wie systhemische Wirkungen in verschiedener Hinsicht zeigen. Es kann T-
Helferzellen zur Sekretion von IL-2 und B-Zellen direkt zur Produktion von
Immunglobulinen anregen. Weiterhin stimuliert es die Aktivierung von NK-Zellen,
Fibroblasten und Thymozyten. In Verbindung mit TNF sind verschiedene
Verénderungen im Endothel beschrieben und zusammen mit anderen Zytokinen sai als
Hauptcharakteristikum die Stimulierung des Arachidonsaure-Metabolismus in der
Entzindungsreaktion genannt. 1I-1  stimuliert zusammen mit TNF die
Knochenresorption, ist aber ebenfalls in der Lage die Knochenneubildung zu
beeinflussen [Canalis 1986]. Es kann durch Hochregelung von koloniestimulierenden
Rezeptoren oder direkt Uber eine Steigerung der Synthese von Wachstumsfaktoren, z.B.

GM-CSF, verschiedene Prozesse beeinflussen.
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1.6.2 Interleukin-6 (IL-6)

Die Hauptquellen fir in vivo produziertes IL-6 sind stimulierte Fibroblasten,
Monozyten und Endothelzellen. Jedoch kénnen nach entsprechender Stimulation auch
Makrophagen, T- und B-Lymphozyten, Mastzellen, Gliazellen und Keratinozyten IL-6
produzieren. Als BCDF (B cell differentiation factor) wirkt IL-6 in vivo und in vitro als
Differenzierungsfaktor fir B-Zellen. Bei vorausgehender Aktivierung durch IL-4 kann
IL-6 in B-Zellen die Sekretion von 1gG anregen, damit induziert es die abschlief3ende
Reifung der B-Zellen zu Immunglobulin-sezernierenden Plasmazellen. Fur T-Zellen
wirkt es als Aktivierungsfaktor. Reife und unreife T-Zellen werden in Gegenwart von
IL-6 und IL-2 zur Differenzierung in zytotoxische Zellen angeregt. Aul3erdem spielt IL-
6 ene Rolle bei der Entwicklung und Proliferation von Thymozyten und
thymusstandigen T-Zellen. Auf den Knochenstoffwechsel bezogen kann IL-6 die
Osteoklastogenese beeinflussen [Ohsaki et al. 1992], wobei sich in Verbindung mit IL-3
Kolonien aus Granulozyten und Makrophagen bilden (CFU-GM = ,,Colony forming
units Granulocytes/M acrophages™) aus denen sich wiederum
Osteoklastenvorlauferzellen bilden konnen [Bellido et al. 1995; Kurihara et a. 1990].
Osteoklasten besitzen IL-6 Rezeptoren, welche bei Aktivierung die klastische Aktivitéat
verstdrken konnen. In Kombination mit seinem |0slichen Rezeptor kann IL-6 auch
Osteoklasten stimulieren [Suda et al. 1995]. Zusammen mit IL-1, welches die IL-6
Produktion steigernd mitreguliert, unterstiitzt 1L-6 demnach den Knochenabbau durch
verstarkte Proliferation der Osteoklasten [Jilka et al. 1992, Black et al. 1987-1992].

1.6.3 Interferon-y (IFN-y)

Durch Antigene, Mitogene oder Allogene kommt es zur Aktivierung von T-Zellen, B-
Zellen und NK-Zéellen, welche dadurch zur Synthetisierung von IFN-y angeregt werden.
Sowohl CD4'als auch CD8" Lymphozyten sind in der Lage IFN-y zu bilden. Die
Rezeptoren fur IFN-y finden sich mit Ausnahme von Erythrozyten auf allen bisher
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getesteten humanen Zelllinien. Nach der Bindung von IFN-y kommt es zur
Internaliserung des Rezeptorkomplexes durch Endozytose. Natirliche und
transformierte Zellen werden durch IFN-y antimitotisch und antiprolifertiv beeinflusst.
IFN-y zeigt hier sowohl antivirale als auch antiparasitére Aktivitét. Hauptséchlich hat
IFN-y jedoch eine immunmodulatorische Wirkung. IL-1, IFN-y und IL-2 wirken
synergistisch, weiterhin ist IFN-y fur die Ausbildung von IL-2-Rezeptoren auf T-Zellen
wichtig. Durch IL-2-Aktivierung von T-Zellen wird die Synthese von IFN-y und
anderen Zytokinen angeregt. Die IL-4 induzierte Proliferation von B-Zellen wird durch
IFN-y inhibiert, zusasmmen mit Anti-lg aber wird die Proliferation von B-Zellen
costimuliert. Fir die Ausbildung des Zelloberflachenproteins CD4 in T-Helferzellen ist
IFN-y ebenfalls verantwortlich und induziert in Monozyten und Makrophagen die
Sekretion von TNF-o, sowie die Transkription von verschiedenen Wachstumsfaktoren,
wie z.B. GM-CSF. Speziani et a. schreiben IFN-y in einer aktuellen Studie eine
inhibitorische Wirkung auf die Osteoklastendifferenzierung zu [Speziani et a. 2007].

1.6.4 Tumornekrosefaktor-a (TNF-a)

Alle somatischen Zellen, aul3er Erythrozyten, expremieren einen spezifischen Rezeptor,
Uber den TNF-a seine Wirkung vermitteln kann. TNF-a und IL-1 werden von
Makrophagen, T-Zellen, und NK-Zellen nach Stimulation durch Lipopolysaccharide
zusammen mit anderen Monokinen sezerniert. CD8+-Zellen sezernieren wenig oder
kein TNF-a, CD4™-Zellen dagegen schon. Jedoch sind auch stimulierte Neutrophile in
der Lage TNF-a zu produzieren. Eine Reihe von Modulatoren kann die Produktion von
TNF-a beeinflussen. Eine Steigerung wird z.B. durch IL-2, GM-CSF aber auch IFN
angeregt. IL-6 hingegen kann die Bildung inhibieren. TNF-a ist fUr die normale
I mmunantwort notwendig. Die Stimulation der Ausbildung von
Differenzierungsantigenen auf Zellmembranen aller Leukozyten und Lymphzyten wird
durch TNF-a angeregt und die Produktion von koloniestimulierender Faktoren und
IFN-y beeinflusst. Es kann die schon induzierte Proliferation von T-Zellen verstarken
und ist als membrangebundene Form fur die Zell-zu-Zell vermittelte Abtotung, von z.B.

virusinfizierten Zellen, mitverantwortlich. Neutrophile Zellen werden in ihrer
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zytotoxischen und phagozytotischen Wirkung verstérkt, z.B. durch bessere Adhérenz.
TNF-0 kann Osteoklasten fir die Knochenresorption aktivieren [Johnson et al. 1989]
und so Knochenneubildung unterdrticken [Bertolini et al. 1986]. Fur Fibroblasten wirkt
es als Wachstumsfaktor und unterstiitzt die Kollagenasesynthese [Bertolini et al. 1986,
Canalis 1986]

1.7 Enzymeund Stoffwechselprodukte

1.7.1 Lactat

Durch die Reduktion von Pyruvat entsteht Lactat. Pyruvat wiederum kann auf drei
Wegen entstehen:

e durch Transaminosierungs- und Dehydrogenierungsreaktionen bel der Protolyse
von Aminosauren

e durch die Oxidation von Lactat durch die Lactatdehydogease

e im Embden-Meyerhof-Zyklusim Rahmen der Glykolyse

Ein Uberschuss von Lactat kommt dadurch zu Stande, dass diese verschiedenen
Systeme, die mitochondrale Pyruvatoxidation durch UberschieRende Bildung von
Pyruvat aushebeln. Weiterhin kénnen durch Verminderung der Sauerstoffversorgung
des Gewebes die Leistungsfahigkeit der Mitochondrien vermindert werden, was
wiederum auch zur Erh6hung der Lactatkonzentration fuhrt. Die dadurch zunehmende
ATP-Verarmung und der Abfall des pH-Wertes hemmen die Glukoneogenese additiv,
mit der Folge, dass das Lactat weiter steigt.

Bel der Beurteilung der Zellkultur kann Lactat, als anaerobes Stoffwechsel produkt der
Glykolyse, a's Parameter fir ,,Stress* dienen, zum Beispiel als Hinweis auf Probleme in

der Gas- und Sauerstoffversorgung der Kultur [ Thomas 1992].
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1.7.2 Lactat-Dehydrogenase (LDH)

Die Gesamt-LDH ist Bestandteil aller Gewebe und setzt sich aus funf Isorenzymen
LDH 1-5 zusammen. Sie ist ein zytoplasmatisches Enzym und kommt damit in den
Geweben etwa 500fach konzentrierter vor as im Plasma. Jegliche Zellzerstérung fuhrt
so zu einer Zunahme der extrazelluléaren LDH-Konzentration und LDH-Aktivité im
Serum. Die LDH ist daher kein Leitenzym zur Bestimmung eines bestimmten
Organschadens, kann aber schon zum Nachweis eines geringen Zelluntergangs
herangezogen werden.

Fir die Zellkultur kann sie ebenfalls a's Marker des Zelluntergangs verwendet werden,
dadie LDH bei der Zerstrung von Zellmembranen unweigerlich in das Kulturmedium
abgegeben wird. Die Resistenz der LDH gegen mdgliche vorhandene Proteasen
erleichtert dabel die quantitative Bestimmung.

Als NAD+ Oxidoreduktase katalysiert die LDH die Oxidation von Lactat zur Pyruvat
unter Verwendung von NAD+ as H+Akzeptor. Die Geschwindigkeit der NADH-
Bildung ist direkt proportional der katalytischen LDH-Aktivitdt und wird durch die

Bestimmung der Extinktionszunahme bei 340nm gemessen [ Thomas 1992]

Pyruvat + NADH + H+ <==> L-Laktat + NAD+

1.7.3 Alkalische Phosphatase (AP)

Das Enzym ,,alkalische Phosphatase™ ist kein Einzelenzym. Die alkalische Phosphatase
l&sst sich as Summe der Gesamtaktivitét verschiedener Enzymunterformen im Serum
oder Plasma nachweisen. Die verschiedenen Isoenzymformen entstammen
unterschiedlicher Gewebe, wie dem Darm, der Plazenta, der Leber, dem Knochen, den
Nieren und postgenetischen Formen, wie der alkalischen Gallengang-Phosphatase und
den Tumor-Phosphatasen. Bei der Zellkultur kann die akalische Phosphatase als

Osteobl astenaktivitdtsmarker verwendet werden. Die Osteoblasten verursachen beim
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Versuch Knochenmasse aufzubauen eine Erhdhung der Knochen-AP und bilden, wenn
se sich im Diffrenzierungsstadium befinden [Aubin et a. 1995], vermehrt
membrangebundene alkalische Phospahatase.
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2 Fragestellung

2.1 Problemstellung

Als Standard fur Rekonstruktionen osséarer Knochenverluste gilt in der orthopadischen
Chirurgie und Traumatologie die autologe Knochentransplantation, da die nattrlichen
osteogenen Eigenschaften des Transplantates erhalten bleiben [Burchart 1996]

Jedoch zeigten Patienten nach einer autologen Knochenspenden mit notwendigem
Eingriff am Beckenkamm eine erhohte postoperative Schmerzsymptomatik, sowie eine
erhohte Morbiditéat [Greenwald et a. 2001].

Art und Ausdehnung des zu Uberbriickendem Substanzdefekts setzen der autologen
Knochentransplantation jedoch enge Grenzen und so kommt der allogenen
Knochentransplantation eine herausragende Stellung in der orthopéddischen Chirurgie
und Traumatologie zu, beispielsweise bei grofRen Prothesenwechsel operationen,
Rekonstruktionen nach Knochentumorresektionen oder ausgedehnten K nochendefekten.
In den USA, dem Land mit den weltweiten meisten Knochentransplantationen, belauft
sich die Zahl der verwendeten alogenen Knochentransplantate auf bis zu 800.000 pro
Jahr. In Deutschland werden jahrlich zurzeit ca. 75.000 autologe und 25.000 allogene
Knochentransplantationen durchgefiihrt. [Center for Disease Control and Prevention
2002, Jerosch et al. 1990, von Garrel 2003].

Desweiteren stehen weitere Materialien, wie kunstliche Knochenersatzstoffe, bovines
Knochenmaterial und vitale Knorpel- bzw. Knochenzellkulturen (Tissue engineering),
zur Verflgung.

Unter diesen Alternativen zum autologen Knochenersatz, nimmt das allogene
Knochentransplantat eine Sonderstellung ein, da der wesentliche Vorteil in seiner
Fahigkeit liegt osteokonduktiv und teilweise osteoinduktiv zu wirken.

Jedoch wirft auch das allogene Knochentransplantat einige Probleme auf.

Allogene Knochentransplantate benttigen eine standardisierte Logistik, die bestimmte
Konservierungstechniken, Spender-Screening-Verfahren und Sterilisationsmethoden
voraussetzt. Beschriebene Komplikationen, wie bakterielle Kontamination von
Transplantaten oder die Virusiibertragung von HIV durch Knochentransplantate [ Schratt

et a. 1996] kénnen so verhindert werden.

22



Fragestellung

Um eine ausreichende Sterilisation der allogenen Knochentransplantate zu erreichen
hielten die verschiedensten Verfahren Einzug in den klinischen Alltag [Knaepler et al.
1994]. Jedoch wirken sich die verschiedenen Verfahren sehr unterschiedlich auf die
Transplantateigenschaften aus [Godette et al. 1996, Knaepler et al. 1991, Shin et al.
2005]. Als angewandte Verfahren seien die physikalische Sterilisation durch
Gammabestrahlung, chemische Behandlung mit PES/Ethanol, Tutoplast®- oder
Warmeverfahren, wie das Autoklavieren, genannt.

Eine maximale Keim- und Virusinaktivierung scheint mit jedem dieser Verfahren
erreicht [Bright 1987, von Versen et al. 1992, Wutzler et al. 2000; Hofmann et al.
1996].

Es existieren jedoch nur wenige Studien in der aktuellen Literatur, die Information Uber
die Biokompatibilitit der behandelten alogenen Knochentransplantate im
Empfangerorganismus geben.

Eine mogliche immunologische Reaktionen die im Empfanger durch das behandelte
allogene Knochentransplantat ausgelost wird, lasst sich nur sehr schwierig im
Tierexperiment darstellen und auf die in vivo Situation im Menschen Ubertragen.

Um diese Problematik des Tierversuchs zu umgehen, versucht man mittels Zellkulturen
die physiologischen Vorgénge in vitro abzubilden. Jedoch sind gerade die Ablaufe beim
Einheilen des Knochentransplantats sehr komplex und nicht auf einen Zeltyp
zurlckzufthren. Verschiedenste Zelltypen haben dabei Einfluss auf die
Immunmodulation am und im alogenen Knochentransplantat und werden wiederum
unterschiedlich durch die Biokompatibilitdt des behandelten Knochentransplantats
beeinflusst.

Unserer Arbeitgruppe entschied sich aufgrund der Komplexitét der Zellzusammenhénge
gegen ein Zellkulturmodell von Zéelllinien oder Monozel lkulturen.

Diese Testmodelle sind zwar in der Lage in vitro Zellfunktionen unter kontrollierten
Bedingungen nachzuweisen. Jedoch sehen wir einen grofRen Nachteil bei der in vitro
Darstellung der Immunmodulation, d.h. in unserem Versuchsansatz des Zytokinprofils
und der Zelldifferenzierung.

Um diese Zusammenhange moglichst exakt abzubilden wurde zur Testung der beiden
Sterilisationsverfahren die humane Knochenmarkszel Ikultur verwendet.

Die humanen Knochenmarkszellen haben zum einen in vivo einen unmittelbaren

Kontakt mit dem behandelten, transplantierten, allogenen Knochentransplantat. Zum
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anderen  ermoglicht die Inhomogenitét des Zellpools der  humanen
Knochenmarkszellkultur eine Zelldifferenzierung.

Durch die verschiedenen pluripotenten Vorlauferzellen kann sich die Kultur auch unter
in vitro Bedingungen in verschiedene Zellen, z.B. osteoblasten-, osteklastendhnliche
oder immunologische, differenzieren [Wilke et al. 1995]. Unterschiede hinsichtlich des
Zytokinprofils und der Zelldifferenzierung im Vergleich zwischen Kontrollen und den
mit verschiedensten Biomaterialien versetzten Kulturen konnten in verschiedenen
Studien durch die humane Knochenmarkszellkultur mehrfach sensitiv bewiesen werden
[Wilke A. et al. 1992-2005].
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2.2 Zielsetzung der Arbeit

In der aktuellen Literatur finden sich nur wenige Studien Uber die Biokompatibilitat
allogener Knochentransplantate, die einem standartisierten Sterilisationsverfahren
unterzogen worden.

Ziel dieser Studie ist es experimentell in vitro Verdnderungen und Einfluss von
gangigen Sterilisationsverfahren auf die Immunmodulation von humanen
Knochenmarkszellkulturen nachzuweisen und dadurch Ruckschlisse auf die
Biokompatibilitét der behandelten alogenen Knochentransplantate und in vivo

Zusammenhange zu gewinnen:

e Konnen Aussagen Uber die Vitalitdt der humanen Knochenmarkszellen nach
Exposition mit dem behandelten alogenen Knochen durch Bestimmung von
Lactat, Lactatdehydrogenase (LDH) und Trypanblauauszdhlung gemacht
werden?

e Zeigen sich signifikante Unterschiede in den verschiedenen Kulturen im
Hinblick auf die Expression den Knochenstoffwechsel beeinflussender Zytokine
(IL-1B, IL-6, INF-y und TNF-a)?

e Kann eine Osteoblastentétigkeit (alkalischen Phosphatase (AP)) nachgewiesen
werden?

e Kommt es zu Verdnderungen der Gesamtpopulation an CD 45" Lymphozyten in
den verschiedenen Kulturen und konnen mittels durchflusszytometrischer
Untersuchungen (FACS — Anaysen) signifikante Unterschiede bestimmt
werden?

e |st das benutzte Zellkultursystem hinreichend sensitiv, um eine Aussage uber die
Biovertraglichkeit der behandleten Knochenproben machen zu kénnen?

e Mul der vorliegende Studienaufbau verbessert werden?
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3 Material und Methoden

3.1 Gewinnungder Femurkopfe

Die fur das Studiendesign benétigten Femurkopfe wurden allesamt anlésslich
endoprothetischer Huftoperationen entnommen (Ethikkommission des Fachbereiches
Humanmedizin der Philipps-Universitit Marburg genehmigt: AZ 66/03). Die
potentiellen Spender wurden Uber die welteren Verwendungen ihres Knochens
aufgeklart und gaben hierzu ihr schriftliches Einverstéandnis anhand eines Formblattes
(siehe Anhang). Weiterhin mussten die Spender sich mit unten genannter serologischer
Untersuchung  schriftlich  einverstanden erkldren. Aulerdem wurde eine
Anamneseerhebung nach den Richtlinien zum Fuhren einer Knochenbank durchgeftihrt.
Gemal3 diesen Richtlinien wurden serologische Untersuchungen auf das Vorhandensein

spezifischer Antikorper veranlasst:

Anti-HIV | und Il Antikorper

e Anti-HCV Antikorper

e Anti-HBc Antikorper

e HBs-Antigen

e Antikorper gegen Treponema pallidum

Der Anamnesebogen wurde ebenfalls zur Evaluierung auf das Vorliegen ener
Knochenstoffwechsel beeinflussenden Krankheit erhoben. Damit stellte die zur
endoprothetischen  Huftoperation fuhrende Coxarthrose die einzig relevante

Vorerkrankung dar.

Nach der Resektion des Huftkopfes wurde der gewonnene Femurkopf in einen sterilen
Transplantatbehélter eingelegt und das Behdltnis verschlossen. Um eine nach
Knochenbankbedingungen geltende Kryokonservierung zu gewahrleisten, verbrachte
man das Behdltnis umgehend in einen Tiefklhlfroster der Knochenbank mit einer
Mindesttemperatur von -70°C.
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Ein Probendokumentationsbogen wurde mit den Kenndaten des Knochenspenders und
den Ergebnissen der serologischen Untersuchung angelegt und der Femurkopf fir die

experimentelle Weiterverarbeitung freigegeben.

3.2 Herstellung der Knochentransplantate

3.21 Zuschneiden der Hiftkopfe

Die bei -70°C ordnungemdld gelagerten HUftkopfe wurden nacheinander bei
Zimmertemperatur schonend aufgetaut, um dann in 3mm starke Scheiben geschnitten
werden zu konnen. Hierzu wurde ein Trennschleifsystem der Firma EXAKT mit einem
diamantbeschichtetem S&geblatt der Kérnung D64 mit einer Starke von 0,2mm
verwendet. Der dadurch entstehende S&geverlust flo3 mit 350um in die weitere
Berechnung des Schneideverfahrens ein. Der Huftkopf wurde mit Hilfe ener
Greifklemme am Vorrickzylinder des Schlittens befestigt, um jegliche
Wackelbewegung des Knochentransplantates zu unterbinden. Diese Befestigung
ermdglichte weiterhin die beliebige Ausrichtung des Hiftkopfes zum Diamantsagebl att
und die Herstellung von Knochenscheiben mit einer Planparallelitdt von + 2um. Die
Gewichte am Schlittensystem ermdglichten einen stetigen Schneideablauf unter gleich
blelbendem Zug am Transplantat, um en Verkanten oder Schlingern des
Diamantsageblattes zu unterbinden. Die Starke von 3mm der zu gewinnenden
Huftkopfscheiben wurde mit Hilfe der Millimeterschraube am Vorrickzylinder des
Schlittensystems vorgegeben, jedoch wurde nach jedem Schneidevorgang die gesdgte
Scheibe kontrolliert und das System bei Bedarf nachjustiert. Die Kihlung des
Sageblattes und der Knochenprobe wurde mit steriler 0,9% NaCl-Ldsung (4-6°C)
gewdhrleistet, um einen Schaden durch die sich beim Schneiden bzw. Bohren
entwickelnde Hitze und eine Austrocknung zu verhindern. Die geségte Spongiosaplatte
wurde bis zur weiteren Verarbeitung und um eine Austrocknung zu verhindern in einer

Petrischale mit einer phosphat-gepuffertem Kochsalzlosung (PBS) zwischengelagert.
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Die geschnittene und von Kortikalis umrandete Spongiosaplatte (Stérke 3mm) konnte
nun zur Spongiosazylinderherstellung weitergeleitet werden.
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3.2.2 Bohren der Spongiosazylinder

Aus den gesagten Spongiosaplatten wurden Spongiosazylinder ausgebohrt. Der dazu
verwendete diamantbeschichtete, speziell angefertigte Hohlbohrer hatte einen
Durchmesser von 10mm und wurde von einem Bohrmaschinengerét (Fa. Proxxon PF
360) angetrieben. Der Bohrtisch war mit einer speziellen Haltevorrichtung fir die
Spongiosaplatten ausgeristet, um ein Verrutschen der Spongiosaplatte zu verhindern.
Waéhrend des Bohrvorganges wurde darauf geachtet, dass weder Knochenzysten,
sklerotische Knochenanteile oder Kortikalis in den Bohrdurchmesser gerieten. Die
Bohrrichtung wurde durch die Aufhdngung der Bohrmaschine, also in 90° zum
Bohrtisch, vorgegeben. Eine Kiihlung des Diamanthohlbohrers, des Sageblattes und der
Knochenprobe wurde mit steriler 0,9% NaCl-Ldsung (4-6°C) gewéhrleistet, um einen
Schaden durch die sich beim Bohren entwickelnde Hitze und eine Austrocknung zu
verhindern. Die durch das Ausbohren der Spongiosaplatte gewonnen reinen
Spongiosazylinder wurden daraufhin mit einem speziellen Stof3el (Probenextraktor) aus
dem Diamanthohlbohrer entfernt (Abb.3-1).

Abbildung 3-1 a) Diamanthohlbohrer b) Ausbohren der Spongiosazylinder

roter Pfell: diamantbeschichtete Spitze des Hohlbohres
gelber Pfeil: Entnahmestelle der Spongiosazylinder
blauer Pfeil: Soongiosaplatte mit Zylinderléchern nach Hohlbohrung
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3.2.3 Messen der Spongiosascheiben

Um ein moglichst standardisiertes Spongiosavolumen zu haben, wurde die Stérke aller
gebohrter Spongisazylinder mittels Millimetermesser nachgeprift. Das Kriterium
,»Spongitse Knochenzylinder, Stérke von >2,77mm < 3,00mm, Durchmessers 10mm
wurde festgesetzt. Jeglicher Spongiosazylinder mit einer Starke kleiner oder grof3er
dieser Bandbreite wurde fir den Test nicht weiter zugelassen und gemdal der
bestehenden Richtlinien verworfen. Die Spongiosazylinder wurden anschlief3end je 3-
mal 10min in Earle’s Salt Solution (Biochrom AG, Berlin) und 1-mal fir 20min in
Earle’s Salt Solution (versetzt mit 500IE Streptomycin/Penicillin, 4ug Amphotericin B
und 10ug Gentamycin) gewaschen und in einem Plastikrohrchen mit den Kenndaten des

Patienten bei -70°C kryokonserviert

3.24 Entfettung der Spongiosazylinder

Die Spongiosapléttchen wurden vor dem eigentlichen Sterilisationsverfahren entfettet.
Dieses wurde durch zweimaliges Waschen in Aceton & 1,5 Stunden erreicht. Im
Anschluss wurden verbleibende Rickstande durch mehrfaches Splilen mit Aqua dest.
entfernt. Zuletzt wurden die Spongiosapldttchen mit Pressluft bei 5 Bar aus und trocken
geblasen, um letzte Fragmente zu entfernen. Die ZufUhrung zum jeweiligen
Sterilisationsverfahren erfolgte hierauf im entsprechenden Behélter.

3.3 Knochensterilisationsverfahren

3.3.1 Gammabestrahlung 25 kGy

Durch die energiereiche Gamma-Bestrahlung, die beim Zerfall von radioaktiven
Elementen entsteht, in unserem Fall Cobalt-60, kdnnen auf dem Knochen befindliche
Keime zerstort werden. Angriffspunkte des Verfahrens liegen zum einen darin die
Zellkerne des Erregers direkt zu treffen, also eine spétere Replikation durch Schadigung
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der genetischer Information zu unterbinden, zum anderen durch die sekundére Bildung
freler Radikale zell zerstorerisch zu wirken [Galea und Kearney 2005].

Die Gamma-Anlage (Cobalt-60) hat aufgrund der Quellenbeladung, des Produktweges
und der Fordereinrichtung ein bestimmtes Strahlenfeld und somit eine
anlagenspezifische Dosisverteilung, die Uber dosimetrische Messungen erfasst wird und
die maximalen und minimalen Dosisbereiche festlegt (Abb.3-3).

Durch mehrmaliges Umfahren der Quellenanlage wird die gewtinschte Dosis auf dem
zu  bestrahlendem Material  erreicht. Die laut Verfahren  verpackten
Knochenprobenkorper wurden von der Firma Beta-Gamma-Service in Wiehl (BGS) mit
25kGy bestrahit.

Um die Proben in den kontinuierlichen Betrieb der Anlage eingliedern zu konnen,
wurden sie auf einer Europalette (120 cm x 80 cm) an einer Halterung festgemacht und
nach den Arbeitsvorschriften der Firma Beta-Gamma-Service weiterbehandelt. Alle
Knochenproben wurden gemeinsam auf oben genannter Europalette dem Produktweg
zugefuhrt (Abb.3-2), durchliefen alle Bestrahlungspositionen gleichzeitig und verliefzen

die Gammaanlage steril mit einer erhaltenden Dosis von 25kGy.
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Gamma-Anlage
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@ Beladestation
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® Steuerwarte

® Betonabschirmung &.
[] unbestrahlte Produkte [

B bestrahlte Produkte

Abbildung 3-2 Die Gamma-Anlage — Darstellung des Produktweges
Quélle: Beta-Gamma-Service GmbH & Co. KG
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Durchstrahlung Gamma-Anlage
Dosisverteilung

1.850:

Ebene |

[om]
185 30,9 31,1 31,6 (31,8 [315 |320

175 |33,0 32,1 |332 328 [32,6 |33,0

155 |34,2 335 |34,0 (33,3 |34,7 |347

135 |344 [355 (343 (355 |355 (35,1

115 |34,7 369 |BFE |37.1 |353 |36.2

95 (35,4 356 355 [36,0 |361 [359

75 (35,3 351 353 [355 |365 [359

55 1353 [34,3 |349 (350 |351 |368

3 (337 [329 [337 |336 (339 [347

15 (31,2 |31,6 [81,2 |31,2 (32,8 |325

o 20 40 €0 80 100  [em]

Abbildung 3-3 Dosisverteilung

Max/Min: 1,47

Medizinprodukt

(Mindestdosis 25 kGy)

mittlere Dichte: @ =0,17 g/cm?3
Flichengewicht: & =12,6 g/cm?
maximale Dosis: D, = 37,7 kGy
minimale Dosis: D, = 25,6 kGy

Ebene Il
fem]
185 | 26,9 26,8 (276 |27,7 |271 |284

175 [282 [295 [272 |27,2 |27.4 |28,9

155 |28,4 27,7 [276 |283 284 |[30,1

135 (30,4 [285 (284 |289 (30,1 |30,6

115|298 |290 |285 (283 |30,0 [31,7

95 (29,8 292 286 (289 |298 (312

75 29,9 287 |282 (288 |292 30,6

55 (28,7 [282 (27,7 |27,7 |283 [30,0

35 (27,2 1269 [27.6 |288 [274 |287

15_|256 [26,6 [258 |265 |26,7 |28,4

[ 20 40 60 80 100 [em]

Nach dem Serilisationsprozess hat der Hersteller durch geeignete Prifungen nachzuweisen, dass das

sterilisiertes Produkt das geforderte Eigenschaftsprofil erfillt.

Die dosimetrische Validierung dokumentiert, wo bei vorgegebener Anordnung des Produkts in der

Verpackung und den gewahlten Bestrahlungsbedingungen die Dosisminima und Dosismaxima auftreten
Quelle: Beta-Gamma-Service GmbH & Co. KG

3.3.2 Autoklavieren 121°C

Bel der Dampfsterilisation ist die feuchte Hitze der keimt6tende Faktor. Da Wasser

jedoch schon bei Erreichen der Siedetemperatur Wasserdampf bildet, ist es notwendig

mit erhdhten Dricken zu arbeiten. Dadurch kdnnen Sterilisierungstemperaturen, wie
z.B. 121°C erreicht werden. Wahrend der Sterilisation bildet sich auf der Oberfl&che des
Sterilisiergutes Dampfkondensat, dessen Energie an das zu sterilisierende Material (hier
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Knochenproben) abgegeben wird. Hierdurch kommt es zur Aufheizung des Sterilgutes
und weiterhin zu einer Inaktivierung von Mikroorganismen, sowie zur Koagulation von
in den Mikroorganismen vorhandenen Eiwei3en und Zerstérung der Zellen
[Gesellschaft fur Zentralsterilisation von Medizinprodukten 2005].

Die verpackten Knochenproben wurden gemeinsam dem Autoklaven zugefthrt und
durchliefen den Ablauf der Dampfsterilisation. Die Sterilisationstemperatur von 121°C
wurde fir alle Knochenproben erreicht.

3.4 Knochenmarkspraparation und Zellgewinnung

Die bendtigten Zellen wurden im Rahmen von endoprothetischen HUftoperationen
gewonnen. Die Spender der Knochenspongiosa wurden im Sinne der Knochenspende
aufgeklart und gaben ihr schriftliches Einversténdnis anhand eines Formblattes (siehe
Anhang) (Ethikkommission des Fachbereiches Humanmedizin der Philipps-Universitéat
Marburg genehmigt: AZ 66/03). Es wurde nach den Richtlinien zum FUhren einer
Knochenbank eine Anamnese und serologische Untersuchung durchgefiihrt. Dies
umfasste Untersuchungen auf Anti-HIV | und II-Antikorper, Anti-HCV Antikorper,
Anti-HBc Antikorper, HBs-Antigen, Antikdrper gegen Treponema pallidum und eine
Evaluierung im Anamnesebogen auf den Knochenstoffwechsel beeinflussende
Krankheiten. Dadurch wurde sichergestellt, dass die hiftendoprothetische Operation
notwendig machende Coxarthrose die einzige relevante Vorerkrankung des Patienten
darstellte.

Die Wahl der Zellgewinnung aus Spongiosa aus einer hiftendoprotheti schen Operation
wurde aufgrund deren Vorteils gegenliber der Sternalpunktionaspiration getrofffen
[Kallaet a. 1991-92, Wilke et al. 1991-2005]. Die hohere absolute Zellzahl bei gleicher
Zusammensetzung der Zellpopulation stellte fur unser Versuchdesign, mit den dafir
bendtigten hohen Zellzahlen, den Hauptvorteil da. Im Verlauf der Operation wurde nach
der Femurkopfosteotomie ein Block Knochenmark aus dem proximalen Femurschaft
entnommen. Dieser steril entnommene, spongiose, markhaltige Block (Masse etwa
8x10x20mm) stellte die Grundlage der weiteren Zellgewinnung dar.

Die weitere Uberfiihrung in ein steriles Gefal? und die Aufbewahrung in einem fliissigen
Phosphatpuffer (0,2% Liguemin Fa. Hoffmann — La Roche, PBS pH 7,4 Fa. Biochrom
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AG), um Austrocknung und Blutgerinnung entgegen zu wirken, schloss sich an die

intraoperative Entnahme des Spongiosablocks an. Daraufhin konnte unter einer
Sterilwerkbank (Vertikal Laminar Flow UV 1800) die Zerkleinerung der Spongiosa
mittels steriler Schnabel zange und Zugabe von PBS durchgefiihrt werden (Abb.3-4).

Abbildung 3-4 Zerkleinerung der Soongiosa mittels Schnabel zange
gelbe Pfeile: humane Knochenmarksspongiosa
griner Pfeil: Schnabelzange

Durch die Aufschwemmung der spongidsen Bestandteile und deren Abtrennung durch
ein Knochensieb mit einer Maschenweite von 0,1mm konnte eine Zellsuspension von
170ml gewonnen werden. In 20 kleine Zentrifugenréhrchen (V olumen 20ml) wurde nun
ein Dichtegradient von je 4ml verteilt. Dieser Dichtegradient wurde aus 56ml Ficoll (Fa.
Seromed) und 28ml Histopaque (Fa. Sigma) hergestellt. Jedes Rohrchen wurde nun mit
8ml Zellsuspension vorsichtig aufgeflillt, so dass eine scharfe Grenze zwischen
Dichtegradient und Zellsuspension enstand (d.h. Verhdltnis 2:1, Dichte 1,077). Nach der
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Zentrifugation (20 min., 2200rpm, 10°C, ohne Bremse, Ausschwingrotor JS-7.5, Fa

Beckmann, USA, rma=142mm) der Réhrchen konnte man im Rohrchen eine Interphase
(entspricht der weil3en Zellreihe) (Abb.3-5) als tribes Band erkennen [Kalla et al.
1991].

Abbildung 3-5 Darstellung der Interphase im Dichtegradienten nach Zentrifugation der Zellsuspension
humaner Knochenmarkszellen

gelber Pfeil: Interphase

Diese wurde entnommen, mit PBS aufgewaschen und wiederum (10 min., 1900 rpm,
10°C, mit Bremse, Ausschwingrotor JS-7.5, Fa. Beckmann, USA, rmx=142mm)
zentrifugiert. Unter Verwerfung des Uberstandes wurde dieser Waschvorgang dreimal
wiederholt, wobel der letzte Waschvorgang in Medium (IMDM) durchgefihrt wurde.
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Eine Zellz&hlung wurde im Anschluss mit Hilfe des Casy-Systems (Zellzéhler, Fa.
Schérfe System GmbH, Reutlingen) durchgefihrt.

Date 3/24/2004 File c:\martin\praepl.l CASY® 1 - Measure
Calibration 0- 40 pm

zellzahl der facs 1.1 pro ml

Capillary 150 pm
Cal File KO0O0Q _040.150
CNT CL: 6.48 CR: 40.00um Volume 3 ®x 400 pl
Dilution 200
Counts 34320
606 Counts/ml 5.720E+06
Counts/Measurement
ity Repeat 1 11529
- Repeat 2 11471
Repeat 3 11318
406} “— Mean 11439
TotVol/ml 3.3%03E+09 f1
300 Mean Vol £82.3 f1
i Mean Dia 10.21 um
200 \ 4 Maximum 9.28 pm
] Volume 418.1 f1
106 Smocthing 27
| Above  40um 2
fa
l

0 10 20 30 40um

Abbildung 3-6 Darstellung einer humanen Knochenmarkspreparation mittels Zellzahler als CASY-Graph
Umdie Zellanzahl fir die weitere Kulturplanung berechnen zu kénnen, wurde der Bereich fir vitale
Zellen von 6,48-40um (Bereich zwischen den roten Pfeilen) gewahit.

Der Graph zeigt die Anzahl der Sgnale in counts/ml (y-Achse) aufgetragen in Abhangigkeit vonihrer
Grolein um (x-Achse).

blauer Pfeil: Peak, d.h. die meisten Sgnale haben eine Grof3e bei ca. 10pum
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3.5 Versuchdesign und Kulturbedingungen des 12-Wochen-Versuchs

Die nach den Kiriterien zum Fihren einer Knochenbank gesammelten
Spongiosaplattchen wurden wie folgt verteilt:

Jedes der beiden Verfahren (Autoklavieren 121°C und Gammastrahlung 25kGy) wurde
mit Spongiosapldttchen von jeweils vier verschiedenen Patienten getestet (Abb.3-7). Pro
Knochenspender wurden sechs Einzellwells (Bodenflache 9,81cm?) mit jeweils finf
Spongiosapléttchen bestlickt. Auf die mit je funf Spongiosapléttchen bestiickten
Einzelwells wurden 3x10° Zellen in 3ml IMDM geschichtet. Weiterhin wurden von der
K nochenmarkpraparation als positiv Kontrolle drei Einzelwells mit 3x10° Zellen in 3ml
IMDM ausgesét und als negativ Kontrolle ein Einzellwell mit 3ml IMDM befillt. Dem
Ansatzmedium waren stimulierenden Wachstumsfaktoren Interleukin 3 [IL-3]
(Calbiochem® Merck, Darmstadt) und Granulocyte-macrophage-colony-stimulating-
factor [GM-CSF] (Cabiochem® Merck, Darmstadt) in einer Konzentration von 10.0
ng/ml Medium zugesetzt.

Die Zellen wurden 12 Wochen bel 37° C, 12,5% O, und 0% N kultiviert. Ein
Mediumwechsel (3 ml/well) erfolgte alle 48 Stunden unter Zugabe von Zellkultur
stimulierenden  Wachstumsfaktoren Interleukin 3 [IL-3] (Calbiochem® Merck,
Darmstadt) und  Granulocyte-macrophage-colony-stimulating-factor  [GM-CSF]
(Calbiochem® Merck, Darmstadt) in einer Konzentration von 10.0 ng/ml Medium
[Kalla et al. 1991-92, Wilke et al. 1991-2005]. Die Zellkulturen wurden wéahrend der
12-wochigen Dauer des Versuchs auflichtmikroskopisch (Mikroskop Aristomet®, Leitz,
FRG) Uberwacht, um Aussagen Uber Zelldichte und Anwachsverhalten machen zu

konnen.
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Autoklavieren y — Bestrahlt
121°C 25 kGy
Patient Patient
| Kontrollkulturen Il
3x nur Zellen

Patient Patient

11l v
Patient Patient

\% Vi
Patient Patient

VII VIII

1X nur Pro Patient werden 6 Wells mit je 5
Medium / Spongiosascheiben des Patienten bestlickt. Die
Ansatz Messungen werden nach unterem Farbschema
durchgefihrt.

///\\
DOV D

Raster Elektronen Technovit Einbettung

Mikroskopie (REM)

Abbildung 3-7 Darstellung des Versuchdesigns des 12 Wochenversuchs
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3.6 Versuchdesign desFACS- Versuchs

Spongiosapléttchen von acht Patienten wurden pro Verfahren evauiert, um ene
statistische Aussage treffen zu kénnen (vier Manner und vier Frauen im Alter von 45-70
Jahren) In einer 6-Lochplatte (Flache 9,81cm? pro Loch / 5 Zylinder pro Loch) konnten
So pro Patient 20 Spongiosapl dttchen verteilt werden.

Auf die vier, mit je fiinf Spongiosaplattchen bestiickten Vertiefungen wurden 3x10°
Zellen geschichtet (Abb.3-8).

Dem Ansatzmedium waren stimulierenden Wachstumsfaktoren Interleukin 3 [IL-3]
(Calbiochem® Merck, Darmstadt) und Granulocyte-macrophage-colony-stimulating-
factor [GM-CSF] (Cabiochem® Merck, Darmstadt) in einer Konzentration von 10.0
ng/ml Medium zugesetzt.

Um ebenfalls eine positiv und negativ Kontrolle pro 6-Lochplatte zu haben, wurde Loch
5 mit 3x10° Zellen in 3ml IMDM und Loch 6 mit 3ml IMDM ausgesét bzw. befilllt. Die
Zellen wurden vier Wochen bei 37° C, 125% O, und 0% N, kultiviert Ein
Mediumwechsel (3 mi/Vertiefung) erfolgte alle 48 Stunden unter Zugabe von
zellkulturstimulierenden Wachstumsfaktoren (Interleukin 3 [IL-3] (Calbiochem®
Merck, Darmstadt) und Granul ocyte-macrophage-colony-stimulating-factor [GM-CSF]
(Cabiochem® Merck, Darmstadt) in einer Konzentration von 10.0 ng/ml Medium
[Kalla et al. 1991-92, Wilke et a. 1991-2005]. Die Zellkulturen wurden wahrend der
Dauer des Versuchs auflichtmikroskopisch (Mikroskop Aristomet®, Leitz, FRG)
Uberwacht. Nach vier Wochen Kulturdauer wurde eine Vitalitétsbestimmung durch eine
Trypanblaufarbung durchgefiihrt. Weiterhin wurde am Tag der Zellprdparation und
nach Kulturdauer von 28 Tagen eine FACS-Analyse mit Oberflachenmol ekl typischen
Antikérpern durchgefuhrt.
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Autoklavieren 121°C

4 Wells 4 3x 106 Zellen in 3 ml IMDM auf
9,81cm?

Kontrolle

4 Wells 4 3x 106 Zellen in 3 ml IMDM auf
9,81cm?

Negativkontolle
3 ml IMDM

@@
OO

Kontrolle

4 Wells & 3x 106 zellen in 3 ml IMDM auf
9,81cm?

Negativkontolle
3 ml IMDM

SO
08
OO

Abbildung 3-8 Darstellung des Versuchdesigns des 4-Wochenver suchs' FACS-Versuchs
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3.7 Probenmanagment

Bei jedem Mediumwechsel wurde der Mediumiberstand (3ml) in sterile
Zentrifugenrohrchen abpepitiert und durch frisches IMDM ersetzt. Die einzelnen
Rohrchen wurden daraufhin bei 2200U/min und 10°C fur 10 Minuten zentrifugiert.
Nach Aufnahme von 2ml des Mediumtberstandes in sterile Eppendorf Tupes, wurden
diese mit den Kenndaten der Probe beschriftet und die so gesammelten Proben des
Mediumwechsels bel -80°C kryokonserviert.

Die Weiterverarbeitung der Probenkérper sah nun eine pH-Bestimmung vor, diese
wurde aus dem Restmediumiberstand (1ml) in den Zentrifugenréhrchen digital
(Digital-pH-Meter 646, Fa. Knick) bestimmt und in den Verlaufsdaten der einzelnen

Zellkulturen dokumentiert.
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3.8 Zdlkultur-Medium

IMDM = Iscove's modified Dulbecco's Medium(Fa. Life Technologies, Paisley
Scotland) [Kallaet al. 1991]

Zusammensetzung fur 500ml IMDM:

370ml Aquadest.

e 65ml fetales Kalberserum (fetal caf serum, Fa. Boehringer Mannheim)
hitzeinaktiviert, 30 Minuten bei 60° Celsius

e 65ml Pferdeserum (horse serum, Fa. PAA Linz, Osterreich) hitzeinaktiviert, 30
Minuten bei 60° Celsius

e 0,5ml Hydrocortison (Fa. Sigma Diagnostic, St. Louis, USA) einer 5mMolaren
Stamml 6sung (2,4ng/ml)

e 50ng/ml Certomycin (Fa. Essex Pharma, MUnchen),

e 8,859 ISCOVE’s (Fa Life Technologies, Paisley Scotland)

e 30ml NaHCOj3 5% (Fa. Merck, Darmstadt)

e 5ml L-Glutamin (Fa. PAA Linz, Osterreich) (292,3ng/ml)

Das angesetzte Medium wurde unter einer Sterilwerkbank (Vertikal Laminar Flow UV
1800) steril filtriert (Filter 0,45um und 0,22um) und in Mediumglasflaschen abgefuillt.
Eine kihle Lagerung bel 4°C wurde im Kuhlschrank (Liebherr, Ochsenhausen)
gewdhrleistet.
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3.8.1 Messung der Medium-Osmolalitdt am Osmometer

Das angesetzte IMDM-Medium wurde vor Gebrauch auf seine Osmolalitét untersucht.
Ein physiologischer Normalbereich sollte fir unsere Kulturbedingungen as Standard
gelten, deshalb wurde jeder IMDM-Mediumansatz untersucht. Diese Messungen
wurden im Zentrallabor der Klinischen Chemie am Osmometer (Gerdt OM802)
durchgefiihrt. Dieses besteht aus einer Kihleinrichtung und einem e ektrischen
Thermometer (Thermisto), dessen Widerstand der Temperatur proportional ist. Die
automatische Impfung der Probeldsung mit Eiskristallen bei einer bestimmten
Temperatur (-6,9°C) unter dem Gefrierpunkt leitet die Kristallation ein. Durch diesen
Kristalisationsprozel3 kommt es zum Entstehen von Warme und einem
Temperaturanstieg. Die entstehende Wéarme erreicht ein Plateau unterhalb des
Gefrierpunktes, welches mit dem Plateau bekannter Standardldsungen verglichen und
elektronisch gemessen werden kann. An der Messskala des Gerdtes kann direkt die
Osmolalitdt der Mediumprobe abgelesen werden. Alle benutzten IMDM-
Mediumansétze befanden sich im physiologischen Bereich und wurden nach geltendem
SOP AM-ZL-140/B bestimmt.
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3.9 Untersuchungsparameter

In der Studie wurden folgende Zellkulturparameter zur Analyse der in vitro-
Biokompatibilitét erfasst:

Morphologische Beurteilung der Kulturen im Verlauf der Versuchsdauer
Auflichtmikroskopisch
Auf- und Durchlichtmikroskopisch mit Farbemethoden
(Trypanblauférbung, Giemsa-Farbung)
Vitalitatsbestimmung mittels Trypanblauférbung

L aktatmessung aus dem Mediumiberstand

Bestimmung der LDH-AKktivitat im Mediumuiberstand

Messung der alkalischen Phosphatase aus dem M ediumiberstand

Bestimmung der Zytokinfreisetzung im Mediumuberstand

Interleukin-6 (IL-6)
Tumornekrosefaktor-o (TNF-a)
Interleukin-1p (IL-1p)
Interferon-y (IFN-y)

FACS-Anayse
TriTest CD3FITC/ CD19 PE/ CD45
TriTest CD3 FITC/ CD4 PE / CD45 PerCP
TriTest CD3FITC/ CD8 PE / CD45 PerCP.
TriTest CD3FITC/ CD16 + 56 PE / CD45 PerCP

Histologische Schnitte mit Farbemethoden (Hamalaun-Eosin Doppelféarbung,
Giemsa-Farbung, von-K ossa-Versilberung nach Krutsay)

Rasterel ektronenmikroskopie (REM)
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3.10 Dokumentation der Zellkulturen

Die Uberwachung der Zellkultur wurde (ber den gesamten Versuchzeitraum
gewdhrleistet. Von jeder Zellkultur wurden im Verlauf mittels digitaler
Auflichtmikroskopie (Mikroskop Aristomet®, Leitz, FRG) Bilder aufgenommen
(Abb.3-9). Dies erfolgte fur alle Zellkulturen bel identischer Vergrofierung, Blende und
Belichtung und zuféllig ausgewahlter Region der Kulturplatte. Auch Bildaufnahmen
von direkt geféarbten Zellkulturen (siehe Trypanblaudirektféarbung) wurden auf diese

Weise dokumentiert.

Abbildung 3-9 Auflichtmikroskopische Aufnahme einer humanen Knochenmarkszel lkultur mit
Knochenbruchstiick ,, autoklaviert 121°C*“, Tag 18 nach Aussaat, Vergrof3erung 100x

Humane Knochenmarkszellen in Adhérenz (gelber Pfeil) mit einem autoklavierten Knochenbruchstiick
(roter Pfeil)
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3.11 Bestimmungder Zellzahlen im abgesaugtem Medium mittels
CASY®1-Zellzahler

Bevor das abgesaugte Medium bei -80°C kryokonserviert wurde, wurde bei jedem
Mediumwechsel jede Probe zentrifugiert. Das Zentrifugat wurde in isotoner
Analyseflissigkeit CASYton® gelost und eine Zellzahlbestimmung mittels Casy®
(Zellzéhler, Fa. Schéarfe System GmbH) durchgefihrt (Abb.3-10).

Fir die untere Grenze des Messbereiches wurde ein Durchmesser von 6,25um gewahit.
Das Ergebniss einer friheren Studie unserer Arbeitsgruppe [Stirz 2003] hatte gezeigt,
dass alle Signale unterhalb dieses Messbereichs als avital zu werten sind.

Date 4/ 7/2004 File ci\martinicasy-c~1\cl-03. CASY® 1 = Measure
Calibration 0- 40 um
Capillary 150 pm
Cal File KOO0OO 040.150
CNT CL: 6.25 CR: 40.00um Volume 3 x 400 pl
Dilution 10
Counts 45585
408+ Counts/ml 3.799E+05
- Counts/Megburement
Repeat 15266
Repeat 15187
3006
«— Repeat /3 15130
Mean 15155
TotVol/ml 5.139E+08 f1
200 Mean Vol 1353. f1
Mean Dia 12.25 pm
| Maximum 10.21 upm
100 Volume 558.1 f£1
Smoothing 27
N Above  40um 28
N v
fal
| |
0 10 20 30 40um

Abbildung 3-10 Beispiel: Graphik Casyzahlung

Der Graph zeigt die Anzahl der Signale (y-Achse) aufgetragen in Abhangigkeit von ihrer Gréf3e in pm
(x-Achse). Das Gate firr vitale Zellem wurde hierbei von 6,25-40um gewahlt (Bereich zwischen den roten
Pfeilen).

gruner Pfeil: Anzahl der alsvital gezéhlten Sgnale (Counts/ml)

blauer Pfeil: Peak, d.h. die meisten Sgnale haben eine Grof3e bei ca. 10um
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3.12 Messung der AP, Lactatkonzentration und LDH

Zur Bestimmung der akalischen Phosphatase, der Lactatkonzentration und der
L actatdehydrogenase wurde das System Hitachi 917 des Zentrallabors der Uniklinik
Marburg benutzt. Die Mediumproben, der einzelnen Zellkulturen, waren zuvor bei -
80°C (Hera freeze, HFU 586 basic) in Eppendorf Tupes kryokonserviert worden. Zur
Bestimmung der akalischen Phosphatase wurden die einzelnen Probenkorper bel
Zimmertemperatur langsam aufgetaut und kurzzeitig durchmischt.

Darauf erfolgte unter sterilen Bedingungen die Umsetzung von 250ul der einzelnen
Mediumproben in spezielle Messgefalie fir die Bestimmung im Zentrallabor nach
geltendem Procedere am Hitachi 917 (SOP AM-ZL-123/C). Médgliche
Nachverdinnungen wurden mit isotoner NaCl-Losungen vorgenommen und nach
gleicher Methodik erneut bestimmt.

Messprinzp Alkalische Phosphatase (AP)

Hierbei wird die Phosphomonoesteraseaktivitét der gesamten alkalischen Phosphatase
unter Verwendung von 4-Nitrophenylphosphat (4-NPP) als Substrat zur Bestimmung
der Gesamt-alkalischen Phosphataseaktivitét verwendet. Dabei wirkt in Gegenwart von
Zinkionen und Magnesium die akalische Phosphatase als Phosphotransferase, spaltet
also eine Phosphatgruppe von 4-NPP ab. In dieser Reaktion wird pro Zeiteinheit ein
farbiges Produkt (4-NP) freigesetzt. Dieses kann bel 415nm photometrisch gemessen
werden und gilt as proportionales Mal3 der katalytischen Aktivitét der alkalischen
Phosphatase.

Messprinzip Lactatkonzentration
Hierbei wird Lacat mit Hilfe des spezifischen Enzyms Lactatoxidase (LOD) zu Pyruvat
oxidiert und das in erster Reaktion gebildete Wasserstoffperoxid mit Peroxidase (POD)
zu einem Farbstoff umgesetzt. Die Intensitdt der gebildeten Farbe ist dabel der
L actatkonzentration proportional .

Messprinzip Lactatdehydrogenase (LDH)
Bei dieser Messung katalysiert die LDH as NAD+ Oxidoreduktase die Oxidation von
Lactat zur Pyruvat unter Verwendung von NAD+ as H+Akzeptor. Die Geschwindigkeit
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der NADH-Bildung ist direkt proportional der katalytischen LDH-Aktivitét und wird
durch die Bestimmung der Extinktionszunahme bei 340nm gemessen.
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3.13 Zytokinbestimmungen

Prinzip

Der Zytokin-Nachweis mittels ELISA beruht auf dem ,,Sandwichprinzip®:
Mikrotiterplatten werden mit einem Capture-Antibody (spezifisch fir das zu testende
Zytokin) beschichtet. Das gesuchte Zytokin bindet sich nach Zugabe des
Probenmaterials an die spezifischen Antikdrper. Darauf entfernen Waschungen nicht
gebundene Substanzen, die falsch positive Reaktionen hervorrufen kdnnen. Ein weiterer
Antikorper gegen das Zielmolekil wird zugefigt, der am anderen Ende mit einem
Enzym verbunden ist. Diesesist in der Lage einen zugefligten Farbstoff durch Spaltung
zu aktivieren. Dadurch kann die Aktivitét des Enzyms photometrisch bestimmt werden,

sieist der Menge des Zielmolekiils proportional .

Aus den bei -80°C krykonservierten Proben des Langzeitversuchs wurden die
Konzentrationen der Zytokine IL-1f3, TNF-a, IL-6 und IFN-y bestimmt. Hierfur wurden
ELISA — Sets (ELISA Sets, Fa BD Biosciences Pharmingen) verwendet, die es
ermoglichten die Konzentrationen photometrisch zu ermitteln. Die Herstellung eines
Stockstandards und einer Standardverdinnungsreihe war hierfir fir jedes einzelne

Zytokin und bei jeder neuen Microtiterplatte nétig.

Sockstandard — Ansatz am Beispiel 1L-15

L 6sen und Mischen des Lyofilisatsin 1 ml Aqua dest.

100ng/ml aliquotiert a 50ul / Eppendorf-Cup (= 5ug IL-18 / Cup);

Lagerung bei -80° C, max. 6 Monate

Sandardverdiinnungsreihe — Ansatz am Beispiel von IL — 15

In 4495ul Assay Diluent (BD OptEIA™ Assay Diluent, Fa. BD Biosience Pharmingen)
wurden 45ul Stock Standard Uberfuhrt (= 1ug/ml).
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Weitere 7 Eppendorf Cups wurden mit je 300pl Assay Diluent beflllt, um die
verschiedenen Konzentrationen der Verdiinnungsreihen aufzunehmen. 300l des erneut
gevortexten Stockstandard (= 1pg/ml) wurden in das 1. Eppendorfgefald Gberfihrt und
dort wiederum gemischt und gevortext. Dies fortfUhrend ergab sich eine
Verdunnungsreihe von 500pg — 250pg — 125pg — 62,50pg — 31,25pg — 15,63pg —
7,81pg.

ELISA Set (Fa. BD Biosciences Pharmingen) — Arbeitschritte

Die Microtiterplatte (Nunc-Immuno Platten MaxiSorp F96, Fa. Nunc & Co KG) wurde
mit 100ul / Vertiefung Capture Antibody + Coating Buffer (Verhdltnis 1. 250)
beschichtet und Uber Nacht bei 4° C inkubiert. Am néchsten Tag wurde die Platte
geleert und auf Zellstoff ausgeklopft

Es schloss sich ein dreimaliger Spllvorgang mit 300ul / Vertiefung Wash Buffer (25 ml
BD OptEIA™ Wash Concentrate (20x), Fa. BD Biosience Pharmingen aufgefullt mit
Aquadest. auf 500 ml) an. Darauf wurde die Microtiterplatte 200ul / Vertiefung Assay
Diluent eine Stunde bel Raumtemperatur inkubiert und darauf erneut dreimalig mit
300ul / Vertiefung Wash Buffer gewaschen. Je 100ul der Standardverdinnungsreihe
bzw. des Probenmaterials wurden darauf bel Raumtemperatur in jewells zwel
Vertiefungen der Microtiterplatte zur Doppelbestimmung Uberfihrt. Weitere zwei
Vertiefungen wurden als Leerwert mit Assay Diluent befillt. Es schloss sich eine
Inkubation fur 2 Stunden bei Raumtemperatur an. Mit Wash Buffer wurde daraufhin
funfmalig mit 300ul / Vertiefung die Probe ausgewaschen. Hiernach wurde der
Working Detector 100 pl / Vertiefung (48ul Detection Antibody + 48ul Enzym Reagent
+ 11,9ml Assay Diluent), verdeckt fir 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Ein
siebenmaliger Waschvorgang schloss sich mit Wash Buffer 300ul / Vertiefung an. Je
100ul / Vertiefung Substrat Solution (BD OptEIA™Substrate Reagent A, Fa. BD
Biosience Pharmingen + BD OptEIA™ Substrate Reagent B, Fa. BD Biosience
Pharmingen im Verhéltnis 1:1) wurde darauf 30 Minuten im Dunkeln inkubiert und die
Reaktion nach 30 Minuten mit 50ul Stop — Losung (BD OptEIA™ Stop Solution, Fa.
BD Biosience Pharmingen) je Vertiefung abgestoppt.
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Eine Messung mit Hilfe des Absorptionsphotometer (Titertek® Multiskan MC, Fa
Flow Laboratories GmbH) wurde innerhalb von 30 Minuten bei 570nm — 450nm
Wellenlange durchgefihrt.

Jeglicher Antikdrper und spezifische Reagenzien wurden entsprechend dem zu

bestimmenden I nterleukin gewahlt und laut V orgabe bearbeitet.

3.14 Rasterelektronenmikroskopie

Fur die Untersuchung mit einem Rasterelektronenmikroskop (REM) sind verschiedene

Eigenschaften des Probenkorpers notwendig:

e Besténdigkeit unter hohem Vakuum

e Besténdigkeit unter Elektronenbeschuf3
e Sauberkeit der Oberflache

e Kaeine stérende Aufladung

e gute Sekundarelektronenausbeute

Vorbereitung der Praparate

Einige der behandelten Knochenproben wurden mit den darauf ausgesdhten humanen
Knochenmarkszellen nach vier Wochen Kulturdauer fir das

Rasterel ektronenmikroskopieverfahren prépariert. Mittels I TO-Fixans [2% Ldsung
(0,2M Cacodylate Puffer, Fa. Serva Heidelberg / aqua dest / 25% Glutaraldehyd, Fa.
Merck Darmstadt)] wurden die Probenkdrper eine Stunde bei Raumtemperatur fixiert.
Daran schloss sich eine dreimalige Spulung mit 0,1M Cacodylatpuffer (Fa. Serva
Heidelberg) jeweils fur 5 Minuten bel Raumtemperatur an. Um die Probenkdrper nun
nachzufixieren und auszuwaschen erfolgte eine Inkubation mit 2% Osmiumtetroxide-
Losung (Fa Degussa Frankfurt) in 0,1M Cacodylatpuffer (Fa. Serva Heidelberg) bei
einem pH 7,2-7,4 fir eine Stunde bei Raumtemperatur. Anschlief3end wiederum ein
dreimaliges Spllen der Probenkdrper in 0,1M Cacodylatpuffer (Fa. Serva Heidelberg)
jeweils 5 Minuten bel Raumtemperatur. Nach diesem Spiilvorgang wurden die

Probenkorper dehydriert. Dies geschah durch jeweils zehnminitiges Schwenken in
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aufsteigenden Acetonkonzentrationen von 50%, 75%, 90%, 96% und 2mal
hintereinander 100% wiederum bei Raumtemperatur.

Critical Point Trocknung

Prinzip

Die Critical Point Trocknung hat zum Prinzip jegliches im Probenkorper enthaltendes
Wasser durch eine ErsatzflUssigkeit zu ersetzten. Diese Ersatzflissigkeit kann langsam
in einen gasformigen Zustand gebracht werden und so dem Praparat auf schonende
Weise wieder entzogen werden. Als Ersatzflissigkeit eignet sich insbesondere
Kohlendioxid (CO,), da es unterhalb von 31°C durch Druckerhéhung flissig wird. Ein
Verdampfen kann durch abschlief3ende geringe Erhdhung der Temperatur erreicht

werden.

Die in 100% Aceton befindlichen Préparate wurden in geeignete Probenhalter
Ubertragen und in die Proben-Druckkammer der Critical Point Kammer (Balzer Union,
Lichtenstein) rasch Uberfuhrt. Es erfolgte darauf eine Bedeckung der Probenkorper mit
Aceton und die sorféltige Schlieffung der Kammer mittels Schraubdeckel. Nun wurde
die Kammer auf 5°C heruntergekihlt und ein Austausch des Acetons mit fllissigem CO,
durchgefthrt.

Danach wurde die Kammer erhitzt, das CO, wechselte von flussig zu gasformig. Der
vollstdndige Austausch des Acetons konnte so durch erneute Waschvorgange (ca. 7x)
erreicht werden. Die Proben konnten darauf nach kontrollierter Druckreduzierung
trocken entnommen werden und wurden in einem feuchtigkeitsgeschiitztem Exsikkator
aufbewahrt.
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“Sputtern der Praparate

Prinzip

Die Elektronenmikroskopie bendtigt eine sehr dinne, leitfdhige Schicht, die das zu
mikroskopierende Gewebe Uberziehen soll, jedoch wichtige Strukturen nicht zerstdren
oder verdecken darf. Mdglich wird dies durch das Sputterverfahren. Mittels eines
Induktionsstroms, der aus einem ,Target“(z.B. Gold) Molekile [6st, kann eine

Bedampfung des Probekdrpers erreicht werden.

Die Probenkdrper wurden in das Bedampfungsgerét (Sputter Coaters S150, Edwards,
West Sussex, UK) eingebracht. Darauf wurde in dem Gerét ein Vakuum erzeugt und die
Kammer mit Argongas geflutet. Durch dieses Prozessgas konnte eine Argon-
Atmosphére mit einem Druck von ca. 0,1mbar entstehen. Durch einen Sputterstrom von
40mA konnten aus einem massiven Goldblock Moleklle gelost werden und als diinne,
leitfahige Schicht auf die Probenkdrper Ubertragen werden.

Die so vorbereiteten Probenkdrper wurden hierauf mit dem Rasterel ektronenmikroskop
(1S1-SX-30, ISl, GB) untersucht.

3.15 Durchflusszytometrie- FACS

Prinzip

Zur Bestimmung von Oberflachenmolekilen und Proteinen steht als Verfahren die
fluoreszenzaktivierte Zellanalyse (FACS) zur Verfigung. Wichtiges Prinzip der FACS-
Analyse ist die Antigen-Antikdrper-Reaktion, welche mit Fluoreszenzfarbstoff
markierten AntikOrper gegen eben diese Proteine und Oberflachenmolekile
durchgefihrt wird. Mit dieser Markierung ausgestattet werden die Zellen
hydrodynamisch  fokusiert, d.h. nacheinander an einem Argon-Laserstrahl
vorbeigeleitet. Der monochromatische Laserstrahl ist in der Lage die Elektronen des

Fluoreszensfarbstoffes auf ein hoheres Energieniveau zu heben, aus welchem diese nach
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dem Laserpuls unter Abgabe von Photonen wieder auf ihr Ursprungniveau
zuriickkehren. Ein Photonendedektor misst die emittierte Photonenkonzentration.
Hierbei ist die gemessene  Photonenkonzentration der Menge an
Farbstoffantikorper/Zelle proportional. Es ist auch moglich mehrere Farbstoffe
gleichzeitig zu messen, da diese verschiedene Emissionspektren besitzen, und so durch
Wahl verschiedenster Antikérper bestimmte immunphanotypische Merkmale von
Zellen abzufragen. Man nennt diese Merkmale ,.cluster of differentiation” (CD).
Weiterhin kdnnen durch Streuung und Beugung des Lichtstrahls (z.B. Forward Scatter,
Side Scatter) Daten Uber verschiedenste Binnenstrukturen der Zellen (Granularitét des
Zytoplasmas, Zellkerngrofe, Zellgrofie etc.) gewonnen werden.

Zellaufbereitung

Die Zellkulturen wurden nach Absaugen des Mediums einmal mit PBS gesptilt und
beide Suspensionen wurden in einem Zentrifugenréhrchen gesammelt. Eine Losung der
angewachsenen Zellen wurde durch 2ml Accutase® erreicht und eine Uberfiihrung der
Zellsuspension in oben genanntes Zentrifugenrohrchen durchgeftihrt.

Die so gewonnene Zellsuspension wurde zentrifugiert (10min bei 3000U/min und
10°C). Zwei Waschgéange des Zellpelets mit TBS/BSA — Puffer (triphosphat buffered
saline =TBS, bovine serum albumine = BSA) schlossen sich an, unterbrochen durch
weiteres Zentrifugieren (10min bei 3000U/min und 10°C). Weiterhin wurde eine
Zellzéhlung mittels Casy® 1TCC (Fa. Scharfe System GmbH) und am Hamozytometer
mit einer Trypanblauférbung durchgefhrt.
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Fluor eszensmar kierte-Ober flachenantik or per

Die folgenden spezifischen Oberflachenantikorper wurden Uber zwel Stunden bei

Raumtemperatur mit der gewonnenen Zellsuspension inkubiert:

TriTest CD3 FITC/ CD19 PE / CD45 PerCP; Fa. Becton Dickinson.
TriTest CD3 FITC/ CD4 PE/ CD45 PerCP; Fa. Becton Dickinson.
TriTest CD3 FITC/ CD8 PE / CD45 PerCP; Fa. Becton Dickinson.
TriTest CD3FITC/ CD16 + 56 PE / CD45 PerCP; Fa. Becton Dickinson.

Fluor ochrome

FITC = Fluoresceinisocyanat fluoresziert grin bei einem Maximum von 519nm

PE = Phycoerythrin, bei 578nm Fluoreszenzmaximum (orange)
PerCP = Peridin Chlorophyll, rote Fluoreszenz bei 675nm
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CD - Antigene

CD-3

Der Proteinkomplex CD — 3 besteht aus mindestens sechs Ketten, wobei jede Kette ein
Molekulargewicht von ca. 20 — 30kD aufweist. Das Antigen selbst ist die € — Kette des
T-Zell Antigen Rezeptors (TCR) und findet sich auf T-Lymphozyten, wo es fur die

Oberflachenexpression des TCR und die Signal ibermittlung mitverantwortlich ist.

CD-4

Das Adhasionsmolekil CD-4 ist ein Corezeptor von MHC Il Molekilen und
Hauptrezeptor des HI-Virus. Dieses einkettige transmembrandse Glykoprotein hat ein
Molekulargewicht von 59D und kommt auf T-Helfer-Zellen vor. Der
zytoplasmatische Anteil von CD—4 ist mit der Tyrosin Kinase p56 assoziiert.

CD-8

Mit Hilfe von CD — 8 konnen zytotoxische- und Suppressor — T — Zellen erkannt
werden. Das Antigen findet sich an der o - Untereinheit eines
Disulfidbriickenkomplexes (32kD), deren zytoplasmatische Seite mit der Tyrosin
Kinase p56 verbunden ist. CD — 8 bewirkt in Zusammenarbeit mit MHC | Molekilen
zum einen eine verstarkte Bindung zwischen den CD8+ T-Lymphozyten und den

Zielzellen, zum anderen eine vermehrte Reaktivierung runhender T-Zellen.

CD-16/CD - 56

Die Kombination von Antikorpern gegen CD-16 und Antikérpern gegen CD-56
ermoglicht die Identifikation von Natirlichen Killerzellen (NKZ).

Das CD — 16 Antigen ist ein Fc — Rezeptor fur IgG mit einem Molekulargewicht von 50
bis 70kD. Es ist bei der Phagozytose und der antikorpervermittelten zelluléren
Cytotoxitét beteiligt.

Das Adhasionsmolekil CD-56 dhnelt dem Neural Zell Adhésions Molekil (NCAM,
mit Molekulargewichten von 120kD, 140kD und 180kD) und l&sst sich auler an NKZ

auch bel manchen Leukamien und in Nervengewebe nachweisen.

57



Material und Methoden

CD-19

Der Antikorper gegen CD-19 bindet an ein Membranglykoprotein mit enem
Molekulargewicht von 90kD, welches auf humanen B-Lymphozyten jeden
Reifungsgrades zu finden ist. CD-19 bildet einen Komplex mit CD-21 (CR2) und CD-
81 (TAPA — 1). Vermutlich ist dieses Antigen an der Aktivierung und Proliferation der
B-Lymphozyten beteiligt.

CD-45

Durch CD-45 werden Leukozyten identifiziert. Es handelt sich um ein humanes
Leukozytenantigen der ,leucocyte common antigen (LCA) Familie mit einem
Molekulargewicht von 180 bis 220kD.

FACS-Analyse

Die eigentliche Durchflulzytometrie wurde im Labor der Hamatologie der
Universitétsklinik Marburg durchgefthrt. Die hierbel gewonnenen Daten wurden in
Form eines Koordinatensystems (Dot Plot) dargestellt, deren Analyse mit dem
Programnm BD Cellquest™ Pro durchgefiihrt wurde. Hierbei ist es moglich
Zellsubpopulationen durch das Setzen von Gates abzugrenzen und genauer zu
analysieren. Eine Kontrollzellprobe wurde vor jeder Immunphénotypisierung mit

Antikérpern inkubiert und bestimmt, um Fehlinterpretationen zu verhindern.

3.16 Vitalitatsbestimmung mittels Trypanblaufarbung

Mit Hilfe eines Hamozytometers und einem Auflichtmikroskop (Mikroskop Aristomet®,
Leitz, FRG) mit 10-40fach vergrofRerndem Objektiv wurden nach vier Wochen die
Zellkulturen zur Vitalitétsbestimmung ausgewertet.

Als Differenzierungsmerkmale wurden ,helle Zelle“ = lebende Zelle und ,,dunkle
Zelle“ (d.h. Farbstoff in die Zelle eingedrungen) = tote Zelle festgel egt.
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Nach dem Entfernen des Mediums wurde zur Ablésung der Zellen aus dem
Matrixverbund Accutase® verwendet. 20ul der so gewonnenen Zellsuspension
(mindestens 2x10° — hdchstens 4x10” Zellen/ml) wurden mit 80ul einer 0,5%igen
Trypanblaul6sung inkubiert und auflichtmikroskopisch im Hamozytometer ausgezahlt.
Weiterhin wurden Kontrollkulturen der Knochenmarkzellen ohne Spongiosascheiben
nach vierwochiger Kultur auf gleiche Weise ausgewertet. Zellen die im Matrixverband

der Kulturen verblieben waren, entgingen diesem Auswertverfahren.

3.17 Giemsa Farbung:

Um einen besseren Farbkontrast zwischen Zellen, Zellkernen, Interzellularsubstanz und
Knochen herzustellen wurde eine Fabung nach Giemsa durchgefiihrt. Eine
mikroskopische Auswertung erfolgte mittels Auflichtmikroskopie (Mikroskop
Aristomet®, Leitz, FRG). Hierbei stellt sich Osteoid blassblau, Zellkerne unterschiedlich

blau, Kollagen rosa und Matrix rosa bis zartrosa dar.

Die Knochenproben wurden in 4% Formalinldsung tUber sechs Tage fixiert, dabei wurde
das Formalin zweimal téglich gewechselt.

Um das Formalin aus den Knochenproben zu entfernen, schloss sich ein mehrmaliger
Spulvorgang mit Aqua dest. (3x 15min Spilung bel Raumtemperatur) an. Die
eigentliche Farbung wurde darauf mit 4% Giemsalésung (30min Farbung bel
Raumtemperatur) durchgeftihrt. Zur Differenzierung wurde hiernach Augua dest. mit 1-
2 Tropfen Eisessig benutzt, um Uberschissigen Farbstoff durch Spilung zu entfernen.
Anschlief3end wurden die Knochenprdparate an der Luft und staubgeschitzt getrocknet.
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3.18 Knochenprobenfixation

Nach Beendigung des Untersuchungszeitraums der Zellkulturen wurden die
Knochenproben in seperate flissigkeitsdurchlassige Kunstoffbehaltnisse (Tissue-Tek
Uni-Cassets, Fa. Miles, Naperville, Irland) Uberfihrt. Eine Knochenidentifikation wurde
durch Filterpapier mit den Fixdaten der Knochenprobe im Behdltnis garantiert. Die
Fixation bei 4°C wurde dann unter Magnetrihrermischunng in ener 1,4%
Paraf ormal dehydl 6sung fur 24 Stunden durchgefihrt.

Darauf wurden die Kunststoffbehdtnisse (Tissue-Tek Uni-Cassets, Fa. Miles,
Naperville, Irland) mit den Knochenproben als abschlief3ender Schritt der Fixation in
0,04 M Phosphatpuffer + 10 % Succrose L 6sung umgelagert und fir zweimal 8
Stunden, unter Einsatz eines Magnetrihrers, bei 4°C gewaschen.

Eine Entwasserung der Proben mit der aufsteigenden Alkoholreihe und die Entfettung

mit Xylol schlossen sich nach folgendem Schema an:

Alkohol 70 % 4 Tage, Alkohol wurde téglich gewechselt
Alkohol 80 % 1 Tag

Alkohol 90 % 1 Tag

Alkohol 96 % 2 Tage, Alkohol wurde téglich gewechselt
Alkohol absolut 1 Tag

Xylol 1 Tag

Xylol 1 Tag
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Ansatz Par afor maldehydldsung 1,4%

Zusammensetzung der Ansatzbestandteile

e 8%ige Paraformal dehydstamml dsung

- 40g Paraformaldehyd (Merck, Cat.-No. 4005)
gel6st in 500 ml Aqua dest. , erwarmen, Neutral-pH einstellen
einfrieren bei —20°C

e 0,04M Phosphatpuffer + 10% Succrose (pH 7,4)

- 40ml 1M Phosphatstamml 6sung
- 100g Succrose (Roth, Cat.No. 9097)
- 10ml 10% NaN3 Lésung
- 1g NaN3 (Merck, Cat.No. 6544)
- 10ml Aqua dest.
in 1000ml Aqua dest. 16sen
pH-Wert auf 7,4 einstellen

Ansatz Lésung Paraformaldehydldsung 1,4%
e 35ml 8% Paraformal dehydstamml dsung
e 63ml Aquadest.
e 100ml 0,04M Phosphatpuffer + 10% Succrose
e Einstellung des pH-Werts auf 7,4
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Einbettung der Knochenproben

Nach der Fixation wurden die Knochenproben in Technovit® 9100 New (Kulzer)
eingebettet. Die Knochenproben wurden in Plastikgeféide (2,5/5ml; Fa.Kobe Marburg)
eingestellt und mit PolymerisationsflUssigkeit aufgefillt. Eine Evakuierung bei 600mbar
fir einige Minuten schloss sich daraufhin an. Luftblasen konnten so aus der
Polymerisationsfllssigkeit entfernt werden. Unter luftdichtem Verschluss erfolgte
darauf die Auspolymerilisation der Probenkorper im Kuhlschrank bei -20°C fur 48
Stunden. Darauf konnten die Blocke aus den Plastikgefdien (2,5/5ml; Fa.Kobe
Marburg) befreit werden (Abb.3-11).

Abbildung 3-11 Eingebettete Knochenproben
roter Pfeil: Knochenpréparat eingebettet und im Plastikgefaien (2,5/5ml; Fa.Kobe Marburg)

griner Pfeil: auspolymerilisierter Block mit Knochenpréperarat/Probenkdr per
gelber Pfeil: Knochenpréparat/Probenkor per
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3.19 Histologisches Dinschnittverfahren

Um Dunnschnitte der Knochenproben zu erhalten, wurde ein Hartstahlmikrotom (Fa.
Reichert-Jung, Polycut E) mit Hartstahimessern verwendet (Abb.3-12). Als
Schneideflissigkeit benutzten wir 30% Alkohol. Mit diesem Gerét konnten so 5um
dicke Dunnschnitte aus den auspolymerilisierten Knochenprobenkorpern hergestellt
werden, die auf mit Ponal beschichtete Objekttrager ausgestrichen wurden. Die
Dunnschnitte wurden weiterhin mit Polyethylenfolie Uberdeckt, in eine Praparatpresse

eingespannt und fur 48 Stunden bel 50°C im Brutschrank getrocknet.

Abbildung 3-12 Hartstahlmikrotom

A Préparateschlitten

B: Hartstahlmesser

C Pinsel

D: auspolymerilisierter Block mit Probenkorper

E,F: Feststellgewinde
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Beschichtung der Objekttrager mit einem Ponal-L ysin-Gemisch

Materialien

o Objekttrager (SuperFrost® Plus; Art.No. 041300)
e Ponal-Holzleim (Fa. Henkel)
e Poly-L-Lysin-L6sung 0,1%ig (Fa. Sigma; P 8920)Ponal und Poly-Lysin

Ponal und Poly-Lysin wurden dabei in eéinem bestimmten Verhéltnis gemischt:
- 2 Volumenanteile 2%-iges Ponal (geldst in Aquadest.)

- 1 Volumenanteil 0,01%-ige Poly-L-Lysin (gel6st in Aqua dest.)

Die Objekttrager wurden in einem Objekttragersténder stehend, fir 10min in das Ponal-
Lysin-Gemisch gestellt und danach fur 24 Stunden bei Raumtemperatur getrocknet.

64



Material und Methoden

Entacrylierung der eingebetteten DUnnschnitte

Um die in Kunststoff eingebetteten Knochenproben einer histologischen Auswertung
zuganglich zu machen, musste der zugefihrte Kunststoff wieder entfernt werden. Man
nennt diesen Vorgang Entacrylierung oder Entplastinierung. Grund fir dieses VVorgehen
sind die unbefriedigenden Ergebnisse der histologischen Farbungen, da sich der
verwendete Kunststoff mitfarbt oder vom Farbstoff nicht durchdrungen werden kann.
Beides beeinflusst die Auswertung der histologischen Dunnschnitte. Gebrauchsfertig
steht zur Entfernung des Kunststoffs 2-Methoxyethylacetat zur Verflgung. Zur
Vorbereitung auf die wassrigen Farbeldsungen missen die Dinschnitte jedoch
rehydriert werden Dies gelingt mit Hilfe der absteigenden Alkoholreihe:

2-Methoxyethylacetat 20 min
2-Methoxyethylacetat 20 min
2-Methoxyethylacetat 20 min
Athanol absolut 3 min
Athanol 96%ig 3 min
Athanol 80%ig 3 min
Athanol 70%ig 3 min
Athanol 50%ig 3 min
Aquadest. 3min

Aquadest. 3min
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3.20 Farbungder Technovit-Dinnschnitte

Giemsa-Farbung

Um einen schnellen, guten Farbkontrast zwischen Interzellularsubstanz, Zellen, sowie
Weich- und Hartgewebe darzustellen, wurden die DiUnnschnitte nach der Giemsa
Farbemethode geférbt. Hierbei stellen sich im Dinnschnittpréparat Zellen und Zellkerne
unterschiedlich blau, mineralisierte Matrix sowie Kollagen hingegen zartrosa bis rosa
und Osteoid blassblau dar.

Herstellung der Férbel 6sung

e 40ml Giemsa-L6sung
e 160ml Aquadest.

Vor jeder Farbung wurde die Giemsa-Ldsung durch Verdinnen mit Aqua dest. stets

frisch angesetzt.

Vor der eigentlichen Farbung wurden die Dunnschnitte der Knochenproben dreimalig
fur 20 Minuten in 2-Methoxyethylacetat entblastet und darauf zweimal in Aceton fir je
5 Minuten eingesetzt. Hierauf schloss sich ein zweimaliger Spllvorgang in Aqua dest.
Zu je drei Minuten an.

Zur Farbung wurden die Dinnschnitte der Knochenproben fir 30 Minuten in die frisch
angesetzte Giemsa-L6sung eingestellt und darauf differenziert. Das Differenzieren
vollzog sich durch Einsetzen der Dunnschnitte in verschiedene Chemikalien in der
Abfolge (0,1%iger Essigsaure, dann in 70%igem Alkohol, sowie in 96%igem Alkohol —
jewells kurz eingetaucht). Hierauf konnten die Dunnschnitte in Xylol fur je finf
Minuten dehydratisiert und danach mit Entellan eingedeckt werden.
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Die Hamalaun-Eosin Doppelfarbung (H& E)

Als weitere Ubersichtsfarbung wurden die histologischen Diinnschnitte  der
Knochenproben in zwel Schritten mit Hamatoxylinlsung und Eosin geférbt. Hamalaun
lasst basophile Strukturen, wie z.B. Zellkerne blau, dunkelviolett bis schwarz
erscheinen. Hingegen stellt das Eosin, ein Xanthen-Farbstoff, Strukturen wie Keratin,

Kollagen und das Zythoplasma rot-orange dar.

Herstellung der Férbel 6sung
Eosin:
e 1ml Certstatin Eosin G
e 100ml 70%iges Athanol

Das Certstatin Eosin G wurde kurz vor Gebrauch im Athanol gelost und mit etwas

Eisessig angesauert.

Hamalaun:
e 2,59 Hamatoxylin
e 0,59 Natriumjodat
e 2500ml Aqua dest.
e 125¢g Chloralhydrat
e 2,59 Zitronensaure

e 125g Aluminiumkaliumsufat

Aluminiumkaliumsufat, Hamatoxylin und Natriumjodat wurden in Aqua dest. gel6st.
Am néchsten Tag dann Zugabe von Chloralhydrat und Zitronensaure. Darauf Filtration
nach 5 minutigem Kochen der Lésung

Vor der eigentlichen Farbung wurden die Dinnschnitte der Knochenproben dreimalig
fir 20 Minuten in 2-Methoxyethylacetat entblastet und darauf zweimal in Aceton fir je
5 Minuten eingesetzt. Hierauf schloss sich ein zweimaliger Spllvorgang in Aqua dest.

zu jedrel Minuten an.
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Zur HE-Farbung wurden die Dunnschnitte fur 30 Minuten in Hamalaun eingestellt, um
darauf, in Leitungswasser fur 10 Minuten geblaut zu werden. Im Anschluss daran wurde
eine funfmindtige Gegenfarbung mit Eosin durchgefihrt. Nach einem weiteren
Spilvorgang in Aqua dest. wurden die Dunnschnitte einer aufsteigenden Alkoholreihe
(Athanol 50%ig, Athanol 70%ig, Athanol 80%ig, Athanol 96%ig und Athanol absolut
je 3 Minuten) zugefihrt und darauf eine Dehydratisierung zweimalig mittels Xylol fur
5 Minuten durchgefihrt. Daran schloss sich die Eindeckung mit Entellan.

Diemodifizierte ,,von-K ossa-Versilberung* nach Krutsay

Nachdem Krutsay 1963 die ,,von-Kossa-Versilberung“ modifizierte, wird sie auch fir
kunstharzeingebettete Hartmikrotomschnitte empfohlen. Die durch die Versilberung
sehr kontrastreichen Bilder stellen mineralisiertes Gewebe tiefschwarz  und
Mineraisationsfronten granuliert dar. Alle Ubrigen Strukturen kénnen durch eine
Gegenfarbung dargestellt werden. In unserem Fall wurde daftr die Trichrom-Goldner-
Farbung benutzt. Diese stellt Osteoid rot, Zytoplasma rétlich-braun und Zellkerne blau-

schwarz dar.

Herstellung der Farbel 6sung

e 5%ige Silbernitrat- Ldsung
e 10g Silbernitrat
e 200ml Aquadest.

Das Silbernitrat wurde im Aqua dest. gel6st und die Ldsung lichtgeschiitzt aufbewahrt.

Natriumkarbonat-Formal dehyd-L 6sung

e 10g Natriumkarbonat
e 50ml 37%ige Formaldehydl6sung (wasserfrei)
e 150ml Aquadest.

Nach der Losung des Natriumkarbonat in Aqua dest. wurde die Formaldehydldsung
zugesetzt.
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Natriumthiosulfatl6sung

e 79 Natriumthiosulfat
e 133ml Aquadest.

Das Natriumthiosulfat wurde im Aqua dest. gel 6st.

Vor der eigentlichen Farbung wurden die Dunnschnitte der Knochenproben dreimalig
fir 20 Minuten in 2-Methoxyethylacetat entblastet und darauf zweimal in Aceton fir je
5 Minuten eingesetzt. Hierauf schloss sich ein zweimaliger Spllvorgang in Aqua dest.
Zu je drei Minuten an.

Fur die ,von-Kossa-Versilberung“ wurden die Dunnschnitte fir 30 Minuten in
Silbernitratlosung eingestellt und darauf dreimalig mit Aqua dest. gespilt. Hierauf
schloss sich eine Reduzierung in Natriumkarbonat-Formaldehyd fir acht Minuten an.
Vor dem Fixieren wurde wieder mit Aqua dest. 10 Minuten gespult und darauf mittels
Natriumthiosulfat for funf Minuten fixiert. Der darauf folgende 15-minltige
Spuilvorgang wurde mit Leitungswasser durchgefihrt.

Nach dieser Farbung schloss sich die Gegenfarbung nach Trichrom-Goldner an. Es
folgte ein 10-mindtiges Einstellen in Eisenhdmatoxylin und darauf ein Blauen in
Leitungswasser (ebenfalls 10 Minuten). Die Farbung wurde dann in Saurefuchsin-
Ponceau (7 Minuten) durchgefiihrt und hiernach mit 1%iger Essigsdure abgespult. Es
schloss sich das Differenzieren in Phosphormolybdansaure-Orange G fir sieben
Minuten an. Nach erneutem Abspulen mit 1%iger Essigsaure wurden die DUnnschnitte
einer aufsteigenden Alkoholreihe zugefthrt. Nach funf Minuten in Xylol wurden die
Dunnschnitte mit Entellan eingedeckt.
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3.21 Versuchsmaterialien

Gerdte:

L aborgeréte:
Critical Point Kammer

Sputter coater S150

Rasterel ektronenmikroskop 1S SX 30
Mikrotom Polycut E

Bandelin Sonorex TK 52

Pipetman® P 20, P 200, P 1000
Pipetus®-akku

Eppendorf Multipipette® plus
Pipetman® Ultra Multichannel 8x300
L abofuge 400R

Biofuge 13

Schiittler Swip KS-10

Vortex: REAX 2000

Heizplatte mit Magnetrihrer MR2002
Autoklav 3850 EL

Hitzeschrank, SUT 6200

Feinwaage | 1801

Auflichtmikroskop Aristomet®

Balzers, Liechtenstein

Edwards, West Sussex, GB

ISI, GB

Reichert-Jung, Deutschland
Bandelin Electronic, Berlin,
Gilson Inc., Middleton, USA
Hirschmann® L aborgeréate, Eberstadt
Eppendorf AG, Hamburg

Gilson Inc., Middleton, USA
Heraeus Instruments, Hanau
Heraeus Instruments, Hanau
Edmund Buhler GmbH, Hechingen
Heidolph, Kelheim

Heidolph, Gief3en

Tuttnauer, NY, USA

Heraeus, Hanau

Sartorius GmbH, Géttingen

Leitz, FRG

Gerdéte fir Probenschnitt / -bearbeitung und Zubehor:

EXAKT-Trennschleifsystem
Diamant-Trennband D64 0,2mm

Bohrer PF360
Schublehre
Rotator Reax2

EXAKT Apparatebau GmbH, Norderstedt
DIA-Plus Walter Messner GmbH,
Oststeinbek

Proxxon GmbH, Niersbach

Mitutoyo, Mexico

Heidolph Instruments GmbH & Co.KG,
Schwabach
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Zellkultur:

Brutschrank BB-16 CU
Durchlichtmikroskop DM IL Fluo
Vertikal Laminar Flow Gerdt UV 1800
Bunsenbrenner

Neubauer-Kammer

Analytische Geréte:
Analysegerét Hitachi 917

Casy® 1 TTC, Version SC1TTC
Digital-pH-Meter 646

Titertek® Multiskan MC

Kuhlgeréte:
-80° C Herafreeze, HFU 586 basic

-20°C
+4° C

Heraeus Instruments, Hanau
Leica, Wetzlar

Uniflow

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Schreck, Hofheim

Roche, Mannheim

Schérfe System GmbH, Reutlingen
Knick Elektronische Messgeréte

GmbH & Co. KG, Berlin

Flow Laboratories GmbH, Meckenheim

Heraeus, Kendro Laboratory Products,
Hanau

Liebherr, Ochsenhausen

Liebherr, Ochsenhausen

Chemikalien, Enzyme und V erbrauchsmaterialien:

Zellkultur:

Iscove’s modified Dulbeccos medium
(IMDM) Pulver

Pferdeserum hitzeinaktiviert

Fetales K&lberserum hitzeinaktiviert PAA
Certomycin®

L-Glutamin

Hydrocortison

Interleukin-3 (IL-3) Human Recombinant
Granulocyte macrophage-colony
stimulating factor (GMCSF) human

Gibco, Karlsruhe

PAA Laboratories GmbH, Pasching, AU
L aboratories GmbH, Pasching, AU
Essex Pharma, M Unchen

Biochrom AG, Berlin

Sigma Diagnostics, St.Louis, USA
Calbiochem® Merck, Darmstadt

Calbiochem® Merck, Darmstadt
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Accutase PAA Laboratories GmbH, Pasching (AU)

Trypsin— EDTA Solution Sigma Diagnostics, St. Louis, USA

Cdllstar Gewebekulturschalen 35/ 10 mm Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen

Interleukin- und Enzymbestimmung:

L actate Reagenz Roche, Mannheim
Alkalische Phosphatase IFCC liquid Reagenz Roche, Mannheim
LDH IFCC-liquid Reagenz Roche, Mannheim
BD OptEIATM Human 11-6 ELISA Set

BD Biosience Pharmingen, San Diego, USA
BD OptEIATM Human 11-1 ELISA Set

BD Biosience Pharmingen, San Diego, USA
BD OptEIATM Human IFN-y ELISA Set

BD Biosience Pharmingen, San Diego, USA
BD OptEIATM Human TNF ELISA Set

BD Biosience Pharmingen, San Diego, USA
Capture Antibody, Anti Human 11-6 (11-18, IFN-y, TNF-a), ligiud, 1,0 ml,

BD Biosience Pharmingen, San Diego, USA

Detection Antibody, Biotinylated Anti Human 11-6 (11-18, IFN-y, TNF-a), ligiud, 1,0 ml,

BD Biosience Pharmingen, San Diego, USA
Enzym Reagent, Avidin-horseradish peroxidase conjugate, liquid, 1,0 ml,

BD Biosience Pharmingen, San Diego, USA
Standards Recombinant Human 11-6 120 ng / vial
(11-18 100 ng / vial, IFN-y 75 ng / vial, TNF-a 110 ng / vial), Lyophilizised,

BD Biosience Pharmingen, San Diego, USA
BD OptEIA™ Assay Diluent

BD Biosience Pharmingen, San Diego, USA
BD OptEIA™Substrate Reagent A BD Biosience Pharmingen, San Diego, USA
BD OptEIA™ Substrate Reagent B BD Biosience Pharmingen, San Diego, USA
BD OptEIA™ Stop Solution BD Biosience Pharmingen, San Diego, USA
BD OptEIA™ Coating Buffer Sodium

BD Biosience Pharmingen, San Diego, USA
BD OptEIA™ Wash Concentrate (20x)

BD Biosience Pharmingen, San Diego, USA
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Nunc-Immuno Platten MaxiSorp F96

Nunc & Co KG, Wiesbaden

Farbungen:
Osmiumtetroxid

Giemsa L 6sung,

Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Sterilisation und Knochenaufbereitung, Knochenmarkpraparation:

PBS — Dulbecco w/o Ca2+, Mg2+
Biocoll Separating Solution, 1,077
Histopaque®, 1,119

Earle’s Salt Solution

Penicillin mit Streptomycin
Gentamicin

Amphotericin B

0,2% Liguemin

Chemikalien und Puffer:
NaHCO3

Aceton

NaH2PO4

Na2HPO4

Paraf ormal dehyd-Pulver

NaOH
Kupfer-(I11)-Sulfat-Pentahydrat
Ethanol

Formaldehydl 6sung 37 %
Methanol

Natrium Cacodylat
Poly-L-Lysine Solution 0,1 % w/v in water
Glutaral dehydl6sung 25%

Biochrom AG, Berlin

Biochrom AG, Berlin

Sigma Diagnostics, St.Louis, USA
Biochrom AG, Berlin

PAA Laboratories GmbH, Pasching, AU
Sigma Diagnostics, St.Louis, USA
Sigma Diagnostics, St.Louis, USA

Hoffmann-La Roche

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Riedel-de Haén AG, Seelze
SERVA, Heidelberg
Sigmy-Aldrich Co, St. Louis, USA
Merck, Darmstadt
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Technovite nbettung:

Xylol

Technovit 9100 Neu
Tissue-Tek Uni-Cassets
Polyethylenfolie

FACS.
Bovines serum albumine (BSA)
TBS

TriTest CD3 FITC/ CD19 PE / CD45 PerCP

TriTest CD3 FITC/ CD4 PE / CD45 PerCP
TriTest CD3 FITC/ CD8 PE / CD45 PerCP

Merck, Darmstadt
Heraeus Kulzer, Hanau
Miles, Naperville, Irland
Heraeus Kulzer, Hanau

SERVA, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Becton Dickinson, USA
Becton Dickinson, USA
Becton Dickinson, USA

TriTest CD3FITC/ CD16 + 56 PE / CD45 PerCP

Verbrauchsmaterialien:
Eppendorf Reaktionsgefald 1,5 ml, 2 ml

Eppendorf Safe-Lock Tubes 2,0ml

Becton Dickinson, USA

Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg

15 ml, 50 ml Zentrifugenréhrchen (Falcon®)

10ml Pipetten (Cellstar®)
Pipettenspitzen 200ul, 1000l
Pasteur Pipetten

Eppendorf Biopur® Combitips plus
Unolok sterile Spritzen 50ml
Millex®-GS, 0,22um Spritzenaufsatzfilter
Falcon® Bottle Top Filter 150ml
Objekttrager Super Frost® Plus
Deckgléser rund @ 2 cm

Casy-ton

Casy cups

Becton-Dickenson Labware, USA
Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen
Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen
Hirschmann® L aborgeréte, Eberstadt
Eppendorf AG, Hamburg

HMD Healthcare Limited, GB
Millipore Corpoartion, Bedford USA
Becton-Dickinson

Menzel-Gléaser, Braunschweig
Menzel-Glaser, Braunschweig

Schérfe, Reutlingen

Schérfe, Reutlingen
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3.22 Statistik

Um die Mittelwerte der durchgefihrten Messungen (Interleukine, Enzyme und Daten)
der beiden unterschiedlichen Verfahren und Kontrollkulturen zu vergleichen, wurde der
t-Test nach Student fir unverbundene Stichproben auf die Ergebnisse angewandt.

Dieser Test ermdglicht den Vergleich der Mittelwerte zweier unterschiedlich grofer

Stichprobenraume

Die Teststatistik errechnete sich hierbal aus:

Sp m+n

T = Prifgrofie

y X = Mittelwerte der beiden Gruppen

m = Anzahl der Werte in der Kontrollgruppe

n = Anzahl der Wertein der Prifgruppe
(Mm-1)-sx2+(n-1)-sy2

sz =

m+n-2 = gepoolte Varianz

sé, s = Varianzen der Messrethen x und y

Bel der weiteren Auswertung wurde noch die Anzahl der Freiheitsgrade bendtigt:

f=m+n-2

Lag nun der errechnete Wert T (iber dem , kritischen Wert* t fur die entsprechende

Anzahl der Freiheitsgrade f, so bestand eine Signifikanz gegentiber der Kontrollgruppe.
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Rechenbeispidl:

IL — 6 Spiegel bel zweier Messreihen:

Messreihe ,,A*

cz2 892,878
cCvzi 490,938
CvViz2 517,566
Cvilz2 824,964
CVilz2 110,112
Zellen 224,040
Cells 451,060
Mittelwert Zellen (pg / ml) 501,651
Standardabweichung 286,032639
m=7

X =502 pg/ mi

S = 286,0

Messreihe ,,B<:

CcCvz2 475894,123
Ccv3 377778,986
CVi2 377041,080
CVI6 303471,064
CcVil 2 352874,002
CcCVi4 489959,686
C Vil 2 263143,582
cVvins 327669,654
Mittelwert autolog (pg / ml) [ 370979,022
Standardabweichung 78953,7518
n=8

Y =370979 pg/ mi
s, = 78953,

Berechnung:

S = \/(m _1)-Sx2+ (n —1).gy2 \/(7 _1). (286,0)2 +(8 _1), (78953,8)2
m+n-2 = 7+8-2

Sp =57936,576
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T_y_fJW 370979-502 [7-8
ss Vm+n - 57936576 \7+8 _ 19355

Freiheitsgrade: f=7+8-2=13

Kritischer Wert t bel verschiedenen Sicherheitsgraden:

Freiheitss | Statistische Sicherheit S=1- a/2

grad f V% [9H5% [975% |9% |995 99,9% | 99,95
% %

12 1,356 | 1,782 | 2,179 2,681 | 3,055 |3930 |4,318

13 1,350 | 1,771 | 2,160 2,650 |3,012 |3852 |4221

14 1,345 | 1,761 | 2,145 2,624 | 2977 | 3,787 | 4,140

T ist somit grof3er als der , kritische Wert“ t bel einem Signifikanzniveau o = 0,05 (t;, 1
o2 = 2,160) bei der entsprechenden Anzahl der Freiheitsgrade f. Somit ist das Ergebnis
in diesem Fall signifikant.

Im Ergebnistell werden jeweils die Fehlerwahrscheinlichkeiten (p-Werte) direkt

angegeben.
Hierbei gilt:
e p>0,05 = nicht signifikant
e p<0,05 = signifikant
e p<0,01 = hochsignifikant
e p<0,001 = hochstsignifikant
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3.23 Standardisierbarkeit

Die weiblichen oder méannlichen Patienten waren zwischen 56 und 77 Jahre at. Jegliche
auffallige Vorerkrankung, auf3er einer Coxarthrose, fuhrte zum Ausschluss aus dem
Spenderkollektiv. Hier seien Malignome, bestehende akute oder chronische
Infektionskrankheiten, endokrine und schwere kardiovaskuldre Erkrankungen genannt.
Bei den Patienten wurde vor der Huftgelenkersatzoperation eine Eigenblutspende
durchgefihrt, um eine serologische Testung des Patienten zu gewéhrleisten.

Die resezierten Huftkopfe der Patienten mussten den Anforderungen fir
K nochenbanken [Wissenschaftlicher Beirat der Bundesérztekammer 1996] geniigen.

Im Falle der Testung von allogenem Knochenmaterial galten diese Regeln sowohl fir
die notwendigen Zellen der Kulturen, als auch fur die Herstellung der
Knochenprobenkdrper.

Das positive Votum und die Genehmigung der Ethikkommission waren fr die gesamte
Studie bindend.

Diese Studie, sowie auch weitere Studien, die bereits in unserem Labor durchgefihrt
wurden, bewiesen durch ihre Ergebnisse die Standardisierbarkeit dieses
Zellkulturmodells, d.h. die Ergebnisse der Kontrollkulturen sind jederzeit
reproduzierbar, wenn Knochenmark von vergleichbaren Patenpopulationen enthommen
wird und die Art der Kultivierung unter gleichen Bedingungen erfolgt [Wilke et al.
1992 — 2005].

78



Ergebnisse

4 Ergebnisse

4.1 Kontrollenach 12-Wochen Kultur

Innerhalb des Versuchzeitraums zeigten die humanen Knochenmarkszellen der
Kontrollkulturen, d.h. Zellen die ohne Knochenproben in Petrischalen kultiviert wurden,
ein stetig fortschreitendes gutes Proliferationsverhalten. Dieses Proliferationsverhalten
wurde auflichtmikroskopisch verfolgt. Am Aussaattag Tag O der Kultur bildeten die
rundlichen humanen Knochenmarkszellen unterschiedlicher Grof3e einen einheitlichen
Zellrasen (Abb.4-1). Im Verlauf der Kultur stieg die Anzahl von Zellen, die lange
Zytoplasmaauslaufer bildeten und sich miteinander verbanden. Auch kam es zu sich
ausbreitenden Zellkolonien oder Zellhaufen. Dieses interkonnektierendes Netzwerk
bedeckte die Petrischalen der Kontrollkulturen (Abb.4-1;4-2;4-3).

Weiterhin wurden im Verlauf des 12-Wochen-Versuchs aus den gesammelten
Mediumtberstanden verschiedenste Messungen (Zytokin-, Enzym-, pH-Wert, Lactat-,
Z€ellzahlbestimmung) durchgefiihrt.
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Abbildung 4-1 Auflichtmikroskopi sche Aufnahme einer humanen Knochenmarkszellkultur Tag 0 nach
Aussaat — VergroRerung 100x — Kontrolle ohne Probenkor per

Rundliche humane Knochenmarkszellen unterschiedlicher Grol3e (z.B. rote Pfeile) bilden einen Zellrasen

(Monolayer). Kein Anhalt fur interkonnektierende Netzwerke oder extrazellulare Matrixbildung.

Abbildung 4-2 Auflichtmikroskopische Aufnahme einer humanen Knochenmarkszellkultur Tag 14 nach
Aussaat — VergroRerung 100x — Kontrolle ohne Probenkdr per

Man erkennt, dass die humanen Knochenmarkszellen ihr einheitliches Aussehen verloren haben. Im
oberen Teil des Bildausschnitts (griner Pfeil) sieht man Zellkolonien, im unteren bilden die Zellen

Zytopodien (roter Pfeile).
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Abbildung 4-3 Auflichtmikroskopische Aufnahme einer humanen Knochenmarkszellkultur Tag 21 nach
Aussaat — VergroRerung 100x — Kontrolle ohne Probenkdr per

Die humanen Knochenmarkszellen haben einen zusammenhéangenden Zellrasen gebildet (gelber Pfeil).
Die Zellen sind durch zahlreiche Zytopodien miteinander verbunden (interkonnektierendes Netzwerk). Es
sind ebenfalls kieinere rundliche Zellen und Zellkolonien zu erkennen (roter Pfeil).
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4.1.1 Zelzahlbestimmung ausdem Mediumtber stand

Um einen Eindruck Uber die Anzahl abgesaugter Zellen aus den Kulturen zu bekommen
wurde aus jedem Mediumiberstand der Kontrollkulturen eine Zellzahlbestimmung
mittels CASY®1-Zellzahler durchgefiihrt. Dabel wurde die Grof3e von 6,25-40um als
potenziell lebend gewertet. Die Kulturen zeigten zu Beginn einen Peak bei 10um der
sich im Kulturzeitraum abflachte. Der Messbereich unter 6,25um, gewertet als avital
Zellen und Z€lltrimmer, nahm hingegen zu (Abb.4-4,4-5;4-6).

Exemplarische Graphenverénderung der Mediumuiberstdnde einer humanen

K nochenmarkszellkontrollkultur

Dete 4/ 7/2C04 File c:\mertini\casy-c~1\cl-03. CASY® 1 - Measure
Calizretion 0= 40 ym
Capillexy 250 pm
Cal File K0O0D_04C.150
CNT CL: 6.25 CR: 40.00pm Volume 3 x 4C0 nl
Cilullion 10
Counts 45585
400+ Counts/ml 3.799E-C5
N Counts/Mecasurcment
/\ Repeat 1 15266
Repeat 2 15287
306+
Repeat 3 15220
Mean 15295
TotVol/ml 5.139C-C8 Z1
200 Mean Vol LSS o=l
\ Mean Dia 12.25 pm
b / \ MaxZmun 1J.21 pm
K 5538.1 =
100 / \\ Voluue 538.1 21
/ \\ Smcothing @
4 s . on 5
/ S - Abcve  40pm 28
T
0 10 20 30 40um

Abbildung 4-4 Grolenverteilung der abgesaugten Bestandteile aus dem Medium einer humanen
Knochenmar kszellkontrollkultur Tag 6 nach Aussaat

Eswurden nur die Zellen innerhalb des Grél3enber eiches von 6,25 pm bis 40 pm als vital gezahlt.
Peakbildung bei 10um (roter Pfeil).
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CASY® 1
Callibral

Zapillar
Zal File

Volume
Dilution

Zounts

on

Y

K

Zounts/ml 4

- Measure
0= 40 um

150 pm
000_040.150

3 x 4100 nl
10

5110
L533E+04

Counls/Measurenenl

Repeat
Repeat
Repeal

2
&)

1807
1825
1806

Date 4/22/2004 File c:\mwarczin\cssy-c~1\cl-10.
CNT CL: 6.25 CR: 40.00um
50— l
40—|
)
30— /
i f\
20— N
\
i \
-
\\/\
10 i,
\
NV
N L I ——
o] 10 20 30 40um

Mean

TotVol/ml =
Mean Vol
Mean Dia

Mazimum
Volume

Smoothing
ZAbove 40w

168713

L21IE+08
2672,
ZS oSl

20.41
590.7

27
17

f1
f1
um

um
I1

Abbildung 4-5 Grolenverteilung der abgesaugten Bestandteile aus dem Medium einer humanen
Knochenmar kszellkontrollkultur, Tag 20 nach Aussaat

Eswurden nur die Zellen innerhalb des Grél3enbereiches von 6,25 pm bis 40 pm als vital gezahlt.

Abflachung des Peak bei 10um (roter Pfeil), Zunahme der avitalen Anteile im abgesaugten Medium

(<6,25 um - griner Pfeil).

Date 6/.9/2001 File c:\mwarczin\cessy-c~1\cl-22.
CNT CL: 6.25 CR: 40.00um
40—| l
30— W
20| \\
10 / /
7 N
\
a | T
T
o] 10 20 30 40um

CASY® 1
Calibration

Capillary

0- 40

150

Measure

nm

uing

Cal rile KOO0_040.150

Vo lume 3% 400 pl
Dilution 10
Counts 899
Counls/mZ 7492.
Zountg/Measurenent
Repeat 294
Repeat 2 292
Repeal 3 311
Mean 299
TotVol/m_ Z.7_0E+07/ £l
Mean Vol 2283, fl1
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Abbildung 4-6 GroRenverteilung der abgesaugten Bestandteile aus dem Medium einer humanen
Knochenmarkszellkontrollkultur, Tag 66 nach Aussaat

Eswurden nur die Zellen innerhalb des Gr6lzenbereiches von 6,25 pm bis 40 pm als vital gezahit.

Abflachung des Peak bei 10um (roter Pfeil), Zunahme der avitalen Anteile im abgesaugten Medium

(<6,25 pm - griner Pfeil).
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4.1.2 Zytokinprofileder humanen Knochenmarkszellkontrollkulturen

4.1.2.1 Zytokinprofil der Kontrollkulturen fur Interleukin-6

IL-6-Werte der Kontrollkulturen

20.000 1F

7 in pg/ml

15.000

10.000 +

5.000 +

Mittelwerte der Kontrollkulturen x

Mediumwechsel (1.-42.) der Kontrollkulturen (durchgefiihrt alle 48h)

T T T T T
123456 7 8 91011121314151617 1819 2021 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42

IL-6 Werte der Kontrollkulturen

Mediumwechsel 1 2 3 4 5 6 7
Mittelwert Zellen pg/ml 10199,5 1167,8 506,1 501,7 639,1 1201,5 1624,7
Standardabweichung 9982,8 996,4 400,3 286,0 317,5 945,3 982,6
Mediumwechsel 8 9 10 11 12 13 14
Mittelwert Zellen pg/ml 3603,5 5946,2 7340,7 10167,2 11654,2 11945,1 13142,1
Standardabweichung 3323,8 5764,5 6059,6 7660,5 7050,1 6150,2 6505,1
Mediumwechsel 18 22 26 30 34 38 42
Mittelwert Zellen pg/ml 13244,4 12635,0 11976,1 9861,1 8863,1 8847,1 6362,8
Standardabweichung 5392,6 6056,8 5740,0 4087,2 4858,3 5518,1 3826,0

Abbildung 4-7 IL-6 Freisetzung der humanen Knochenmarkszellkontrollkulturen
Die Graphik stellt IL-6 Freisetzung der humanen Knochenmarkszel lkontrollkulturen (Mittelwerte aus x=7
und entsprechender Standar dabwei chung) in Abhangigkeit der Kulturdauer (Angabe der durchgefihrten
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Mediumwechsel alle 48h) dar. Ab dem 14. Mediunmwechsel (entspricht Tag 28 nach Aussaat) erfolgte die
IL-6 Bestimmung bei jedem vierten Mediumwechsel .

Nach hohen IL-6 Werten am ersten Mediumwechsel fiel das IL-6 auf niedrige Werte ab,
um dann ab dem 5. Mediumwechsel (entspricht Tag 10 nach Aussaat) wieder stetig
anzusteigen. Das Maximum wurde zwischen 14. und 18. Mediumwechsel erreicht und
fiel danach langsam ab. Fir den verbleibenden Untersuchungszeitraum pendelte sich
der Wert um ca. 10000pg/ml ein (Abb.4-7).

85



Ergebnisse

4.1.2.2 Zytokinprofil der Kontrollkulturen fir IFN—y

IFN-gamma-Werte der Kontrollkulturen

7,000

6,000

5,000

7 in pg/ml

4,000

3,000

2,000 +—

Mittelwerte der Kontrollkulturen x

1,000 +— T

A m

1 2 3 4 5 6 7
1.-14. Mediumwechsel (durchgefihrt alle 48h)

I A

11 12 13

14

IFN- y-Werte der Kontrollkulturen

Mediumwechsel 1 2 3 4 5 6 7

Mittelwert Zellen pg/ml 3,00 0,31 1,16 1,30 0,63 1,04 0,47
Standardabweichung 3,03 0,51 3,04 2,35 1,26 2,74 1,25
Mediumwechsel 8 9 10 11 12 13 14

Mittelwert Zellen pg/ml 0,19 0,21 0,13 0,30 0,10 0,12 0,00
Standardabweichung 0,51 0,55 0,30 0,77 0,28 0,32 0,00

Abbildung 4-8 IFN — y Freisetzung der humanen Knochenmarkszellkontrollkulturen

Die Graphik stellt IFN — y Freisetzung der humanen Knochenmarkszel Ikontrol [kulturen (Mittelwerte aus

x=7 und entsprechender Sandardabweichung) in Abhangigkeit der Kulturdauer (Angabe der

durchgefiihrten Mediumwechsel alle 48h) dar. Aufgrund der Ergebnisse unterhalb der Nachweisgrenze

von 5pg/ml unterbleibt die Darstellung der Ergebnisse ab dem 14. Mediumwechsel (entspricht Tag 28

nach Aussaat).

Die Werte fur IFN — y lagen Uber den gesamten Untersuchungszeitraum unter der

Nachweisgrenze von 5pg/ml (Abb.4-8). Eine Darstellung der Ergebnisse ab dem 14.

M ediumwechsel unterbleibt.
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4.1.2.3 Zytokinprofil der Kontrollkulturen fur Interleukin-1p

IL-1beta-Werte der Kontrollkulturen

180

7 in pg/ml
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120 A
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Mittelwerte der Kontrollkulturen x

0 ‘ E-EI = ‘ SRS = = - - ‘ e =
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
1.-14. Mediumwechsel (durchgefiihrt alle 48h)

IL-1 B-Werte der Kontrollkulturen

Mediumwechsel 1 2 3 4 5 6 7

Mittelwert Zellen pg/ml 151,18 4,65 0,51 8,39 0,09 0,35 1,53
Standardabweichung 161,98 7,95 1,36 18,70 0,24 0,92 4,04
Mediumwechsel 8 9 10 11 12 13 14

Mittelwert Zellen pg/ml 0,00 0,49 0,09 1,02 7,87 0,00 1,54
Standardabweichung 0,00 1,30 0,24 2,70 12,60 0,00 3,77

Abbildung 4-9 . IL - 18 Freisetzung der humanen Knochenmarkszellkontrollkulturen

Die Graphik stellt IL - 18 Freisetzung der humanen Knochenmarkszel IkontrolIkulturen (Mittelwerte aus
x=7 und entsprechender Sandardabweichung) in Abhangigkeit der Kulturdauer (Angabe der
durchgefiihrten Mediunwechsel alle 48h) dar. Aufgrund der Ergebnisse unterhalb der Nachweisgrenze
von 5pg/ml unterbleibt die Darstellung der Ergebnisse ab dem 14. Mediumwechsel (entspricht Tag 28

nach Aussaat)

Nur beim 1. Mediumwechsel konnte IL-18 die Nachweisgrenze 5pg/ml Uberschreiten,
danach lagen die Messergebnisse fir den restlichen Untersuchungszeitraum unterhalb
dieser Grenze (Abb.4-9). Eine Darstellung der Ergebnisse ab dem 14. Mediumwechsel
unterbleibt.
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4.1.2.4 Zytokinprofil der Kontrollkultur fir TNF-a

TNF-alfa-Werte der Kontrollkulturen

14 4

12

7 in pg/ml

101 -

Mittelwerte der Kontrollkulturen x

0 Pt ‘
1 2 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
1.-14. Mediumwechsel (durchgefiihrt alle 48h)
TNF- a-Werte der Kontrollkulturen
Mediumwechsel 1 2 3 4 5 6 7
Mittelwert Zellen pg/ml 9,87 0,00 0,00 0,17 0,00 0,00 3,90
Standardabweichung 13,21 0,00 0,00 0,45 0,00 0,00 10,32
Mediumwechsel 8 9 10 11 12 13 14
Mittelwert Zellen pg/ml 0,00 0,00 0,00 0,00 1,53 0,00 0,00
Standardabweichung 0,00 0,00 0,00 0,00 4,06 0,00 0,00

Abbildung 4-10 . TNF — o Freisetzung der humanen KnochenmarkszellkontrolIkulturen

Die Graphik stellt TNF — o Freisetzung der humanen Knochenmar kszellkontrollkulturen (Mittelwerte aus

x=7 und entsprechender Sandardabweichung) in Abhangigkeit der Kulturdauer (Angabe der

durchgefihrten Mediumwechsel alle 48h) dar. Aufgrund der Ergebnisse unterhalb der Nachweisgrenze

von 5pg/ml unterbleibt die Darstellung der Ergebnisse ab dem 14. Mediumwechsel (entspricht Tag 28

nach Aussaat).

TNF — a wurde sporadisch am 1. und 7. Mediumwechsel erhéht gemessen, wurde aber

ansonsten unterhalb der Nachweisgrenze von 5pg/ml (Abb. 4-10) gemessen. Die
Darstellung der Ergebnisse ab dem 14. Mediumwechsel (entspricht Tag 36 nach
Aussaat) sind deshalb nicht dargestellt.
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4.1.3 Lactatwerteund Enzymprofil der Zellkulturen ohne behandelte
K nochenprobenkdr per

4.1.3.1 Profil der Lactatwerteder Kontrollkulturen

Lactat-Werte der Kontrollkulturen
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123456 7 8 91011121314 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42
1.-42. Mediumwechsel (durchgefuhrt alle 48h)

Lactat-Werte der Kontrollkulturen

Mediumwechsel 1 2 3 4 5 6 7
Mittelwert Zellen mmol/ml 4,59 5,36 5,40 5,52 6,44 7,02 7,60
Standardabweichung 0,75 1,40 1,07 1,28 1,02 1,24 1,10
Mediumwechsel 8 9 10 11 12 13 14
Mittelwert Zellen mmol/ml 8,87 8,82 9,95 11,01 11,09 11,52 11,69
Standardabweichung 1,52 1,68 1,22 1,60 0,74 1,08 1,13
Mediumwechsel 18 22 26 30 34 38 42
Mittelwert Zellen mmol/ml 12,19 11,36 10,08 9,31 9,16 8,60 8,24
Standardabweichung 2,34 2,01 0,82 0,62 0,72 1,38 2,03

Abbildung 4-11 Lactat Werte der humanen Knochenmarkszellkontrollkulturen

Die Graphik stellt die Lactatwerte der humanen Knochenmarkszellkontrollkulturen (Mittelwerte aus x=7
und entsprechender Sandardabwei chung) in Abhangigkeit der Kulturdauer (Angabe der durchgefiihrten
Mediumwechsel alle 48h) dar. Ab dem 14. Mediunwechsel (entspricht Tag 28 nach Aussaat) erfolgte die

Lactat Bestimmungen bei jedem vierten Mediumwechsel.
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Nach anfénglich niedrigen Konzentrationen an Lactat, kam es ab dem 5.
Mediumwechsel (entspricht Tag 10 nach Aussaat) zu einem stetigen Ansteigen der
K onzentrationen.

Das Maximum wurde am 18. Mediumwechsel (entspricht Tag 36 nach Aussaat) mit ca.
12mmol/ml bestimmt, tber den weiteren Verlauf kam es zu einem Abfall der Lactat
K onzentrationen auf Werte um die 9,5mmol/lI (Abb.4-11).
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4.1.3.2 Enzymprofil der Lactatdehydrogenase der Kontrollkulturen

LDH-Werte der Kontrollkulturen
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Mittelwerte der Kontrollkulturen x
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1.-14. Mediumwechsel (durchgefuhrt alle 48h)

LDH-Werte der Kontrollkulturen

Mediumwechsel 1 2 3 4 5 6 7

Mittelwert Zellen U/I 36,57 31,86 31,29 31,14 35,43 30,71 31,29
Standardabweichung 2,70 3,13 3,86 6,26 3,46 4,68 4,50
Mediumwechsel 8 9 10 11 12 13 14

Mittelwert Zellen U/I 34,29 35,14 37,71 41,43 39,14 43,29 42,71
Standardabweichung 3,04 3,72 5,82 8,70 3,29 6,02 5,68
Mediumwechsel 18 22 26 30 34 38 42

Mittelwert Zellen U/| 46,14 43,14 41,86 40,71 44,00 42 57 44,43
Standardabweichung 4,56 2,79 6,87 7,93 6,30 6,70 7,28

Abbildung 4-12 . LDH Freisetzung der humanen Knochenmarkszellkontrollkulturen

Die Graphik stellt die LDH-Werte der humanen Knochenmar kszellkontrollkulturen (Mittelwerte aus x=7
und entsprechender Standardabwei chung) in Abhangigkeit der Kulturdauer (Angabe der durchgefihrten
Mediumwechsel alle 48h) dar. Ab dem 14. Mediumwechsel (entspricht Tag 28 nach Aussaat) erfolgten
die LDH-Bestimmungen bei jedem vierten Mediumwechsel.

Wie in der obigen Graphik und Tabelle dargestellt (Abb.4-12) blieb die LDH
Freisetzung der Kontrollkulturen Uber den gesamten Untersuchungszeitraum relativ
gleich bletbend, bei Werten um die 38U/I.
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4.1.3.3 Enzymprofil der Alkalischen Phosphatase der Kontrollkulturen

AP-Werte der Kontrollkulturen
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1.-42. Mediumwechsel (durchgefiihrt alle 48h)

123 456 7 8 91011121314 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42

AP-Werte der Kontrollkulturen

Mediumwechsel 1 2 3 4 5 6 7

Mittelwert Zellen U/l 0,86 0,00 0,43 0,29 0,86 1,43 1,29
Standardabweichung 0,38 0,00 0,53 0,49 0,38 1,51 0,76
Mediumwechsel 8 9 10 11 12 13 14

Mittelwert Zellen U/I 1,29 1,43 1,57 1,00 1,43 1,43 1,43
Standardabweichung 0,76 0,53 0,79 0,82 0,53 0,79 0,53
Mediumwechsel 18 22 26 30 34 38 42

Mittelwert Zellen U/I 1,00 0,86 0,43 0,71 0,57 0,57 0,57
Standardabweichung 0,58 0,38 0,53 0,49 0,53 0,53 0,53

Abbildung 4-13 Freisetzung der alkalischen Phosphatase der humanen
Knochenmar kszellkontrollkulturen

Die Graphik stellt die Werte der alkalischen Phosphatase der humanen

Knochenmarkszel lkontrollkulturen (Mittelwerte aus x=7 und entsprechender Standardabweichung) in
Abhangigkeit der Kulturdauer (Angabe der durchgefiihrten Mediumwechsel alle 48h) dar. Ab dem 14.

Mediumwechsel (entspricht Tag 28 nach Aussaat) erfolgte die AP-Bestimmungen bei jedem vierten

Medi umwechsel
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Uber den gesamten Untersuchungszeitraum konnte zwar die AP bestimmt werden, doch
lagen die Werte immer unter der Grenze von 5U/I, wie in den obigen Tabellen und
Graphiken zu sehen (Abb. 4-13).
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414 FACSder Kontrollkulturen

Zelldifferenzierung der Kontrollkulturen an Tag 0 und Tag 28 nach Aussaat
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Zelldifferenzierung der Kontrollkulturen an Tag O und Tag 28 nach Aussaat

prozentualer Anteil der CD - markierten Subpopulation
an den CD 45+ Lymphozyten

CD 3+ CD3+/4+ | CD3+/8+ [CD3-/16+/56+| CD 19+
Mittelwert 45,52 33,90 32,12 8,53 23,12
Standardabw. 14,87 1,10 2,02 0,12 6,98
Kontrollkultur Mittelwert 10,00 23,12 14,61 12,64 14,92
Tag 28 Standardabw. 3,45 9,56 5,16 3,87 4,84

|T - Test p <0,001 p > 0,05 p<0,01 p > 0,05 p > 0,05

Abbildung 4-14 Darstellung der FACS-Analysen an Tag 0 und Tag 28 nach Aussaat
Tabelle und Graphik stellen den prozentualen Anteil der Subpopulation (x-Achse zeigt die Kombination

der jeweiligen CD-Antikorper) an der Gesamtpopulation der CD 45" Lymphozyten (y-Achse) dar.

Mittelwerte x=5.
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CD3" . reife T-Zelle

CD3/4" ; T-Helfer-Zelle

CD3/8" X Suppressor-/ Zytotoxische T-Zellen
CD3/16'/56" : NKZ, natirliche-Killer-Zellen

CD19" : B-Zéelle

Die obige Grapik und Tabelle (Abb.4-14) zeigen die Zellzusammensetzungen der
Kontrollkulturen an Tag O wund Tag 28 nach Aussaat anhand der
Zelloberflachenantigene. Die Mittelwerte erechnen sich aus x=5. Abgebildet sind der
prozentuale Anteil der phanotypisch bestimmten Subpopulationen aller CD45"-Zellen
(Lymphozyten). Zur Auswertung wurden jeweils 10.000 Events innerhalb der CD45"-
Zéellpopulation gewertet.

Im Vergleich der beiden FACS-Analysen war eine anteilsmaige Zunahme von
natUrliche-Killer-Zellen auffallend, alle anderen Zellsubpopulationen zeigten eine
Abnahme der prozentualen Anteile.

Bel der Berechnung der Signifikanz erechneten sich diese Unterschiede in den
Kontrollkulturen zwischen Tag 0 und Tag 28 nach Aussaat jedoch nur fir die reifen T-
Zellen (CD3") hochstsignifikant (p<0,001) und fir Suppressor-/ Zytotoxische T-Zellen
(CD3/8") hochsignifikant (p<0,01). Bei alle anderen Subpopulationen erechneten sich
nicht signifikante (p>0,05) Unterschiede.
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4.2 Humane Knochenmar kszellkulturen auf behandelten Knochenproben

4.2.1 HumaneKnochenmarkszellkulturen kultiviert auf 121°C autoklavierten
Knochenproben

Die humanen Knochenmarkszellkulturen kultiviert auf 121°C  behandelten
autoklavierten Knochenproben zeigten sowohl im 4-wdchigen, als auch im 12-
wochigen Versuchsansatz ein gutes Proliferationsverhalten.

Dieses Proliferationsverhalten wurde auflichtmikroskopisch verfolgt (Abb.4-15;4-16).
Im Verlauf der Kultur stieg die Anzahl von Zellen, die lange Zytoplasmaauslaufer
bildeten und sich miteinander verbanden (Abb.4-15).

Auch kam es zu Ansammlungen von Zellen in der Ndhe der 121°C behandelten
autoklavierten Knochenproben (Abb.4-16). Das sich bildende interkonnektierende
Netzwerk begann die Knochenproben (Abb.4-16) zu umschlief?en und bildete im
weiteren Verlauf einen Layer, der die Petrischale vollsténdig bedeckte.

Weiterhin wurden im Verlauf des 12-Wochen-Versuchs aus den gesammelten

Mediumuibersténden verschiedenste Messungen (Zytokin-, Enzym-, pH-Wert, Lactat-,
Zéellzahlbestimmung) durchgefuhrt.

Abbildung 4-15 Auflichtmikr oskopische Aufnahme einer humanen Knochenmarkszel lkultur mit
Knochenproben ,, autoklaviert 121°C* Tag 7 nach Aussaat — Vergrof3erung 100x
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Die humanen Knochenmarkszellen bilden Zytopodien (gelbe Pfeile) aus, weiterhin kann man kleinere

Zdllhaufen und Zellkolonien erkennen (blaue Pfeile).

Abbildung 4-16 Auflichtmikroskopische Aufnahme einer humanen Knochenmarkszel lkultur mit
Knochenproben ,, autoklaviert 121°C* Tag 21 nach Aussaat — VergroRerung 100x

Die autoklavierte Knochenprobe (roter Pfeil) wird von sich bildenden interkonnektierenden Netzwerken
umschlossen. Man erkennt lang ausgezogene Zellen (griner Pfeil). Auch kommt es zu Zellhaufen in der
Néhe der Knochenproben (blauer Pfeil).

Man erkennt Zellen, die in die Knochenspalten einwachsen (gelber Pfeil).
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4.2.2 Humane Knochenmarkszellkulturen kultiviert auf 25k Gy y-bestrahlten
Knochenproben

Die humanen Knochenmarkszellkulturen die auf 25kGy y-bestrahlten Knochenproben
kultiviert wurden, zeigten sowohl im 4-wo6chigen, als auch im 12-woéchigen
Versuchsansatz ein im Vergleich zu 121°C autoklavierten Kulturen schlechteres
Proliferationsverhalten. Mikroskopisch zeigten sich verminderte Zellzahlen und eine
schlechtere Adhérenz der humanen Knochenmarkszellen in den auflichtmikroskopisch
Uberwachten Kulturen. Ein vollsténdiger Zellrasen war wahrend des ganzen
Versuchsansatzes nicht feststellbar. Ab Tag 14 nach Aussaat konnten vereinzelte
Zelladhérenzen und Zytopodienbildung am Wellboden beobachtet werden (Abb.4-17).
Weiterhin wurden im Verlauf des 12-Wochen-Versuchs aus den gesammelten

Mediumtberstdnden verschiedenste Messungen (Zytokin-, Enzym-, pH-Wert, Lactat-,
Zellzahlbestimmung) durchgefihrt.

Abbildung 4-17 Auflichtmikr oskopische Aufnahme einer humanen Knochenmarkszel lkultur mit
Knochenproben ,, y-bestrahlte 25kGy° “ Tag 14 nach Aussaat — Vergrof3erung 100x

Man erkennt vereinzelte langgezogene Zellen mit Auslaufern (blaue Pfeile). Auffallig die verminderte
Zellanzahl
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4.2.3 Zellzahlbestimmungen aus den Mediumuberstédnden der ver schiedenen

Kulturen
Zellkulturenvergleich:
Abgesaugte vitale Bestandteile Grof3e 6,25-40pum
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Zellkulturvergleich: Abgesaugte Anteile GréRe 6,25-40um in Counts/ml
Mediumwechsel (alle 48h) 1 2| 3 4 5 6 7] 8 9 10 11] 12
[Kontrollkulturen 135400 16289( 195090 18772 23870(] 197800) 91970 9086( 113505 91315 60880 5645
[Stabw 123461 16957¢ 261361 21945] 165604 76933 1029 3371F 100275 65033 20011] 4470)
Stabw 55875 135970) 129254] 123894] 103723 71051 53419 82084 55123 38367 15089 1455
[Kulturen "25kGy y-bestrahit | 218025] 158825] 171971 91024] 63725 57279 48025] 41376 36555] 31245] 19089 22796|
[Stabw [ 61120] 65632] 80533 83669] 50215] 19306 30619 14300] 13797 16623 6333 10533

Abbildung 4-18 Zell zahlbestimmungen aus den abgesaugten Mediumiber sténden der Kulturen

o110 11O 00T o TR hellblau
KUITUren QUEOKIAVIENT 121°C ... .ottt sttt s s st s s s st e s saae s sab e s saee s sabeseneessabessneessabessnenen lila
KUItUren y-Destrahnit 25KGY........couoiiiieeee et gelb

Mittelwerte und Standar dabweichung berechnen sich aus x=8

Um einen Eindruck Uber die Anzahl abgesaugter Zellen aus den verschiedenen Kulturen
zu bekommen wurden an den Mediumwechseln (1.-14.), d.h. bis Tag 28 nach Aussaat,
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aus den Mediumiberstanden Zellzahlbestimmungen mittels CASY®1-Zellzéhler
durchgefiihrt. Dabei wurde die Grof3e von 6,25-40um als vital gewertet. Counts unter
6,25um wurden als als avital gewertet. Dargestellt sind die Mittelwerte (x=8) und die
Standardabweichungen je Verfahren (Abb.4-18).

Die verschiedenen humanen Knochenmarkszellkulturen zeigten Unterschiede bei den
durchgefihrten Zellzahlbestimmungen. Beim ersten Mediumwechsel lagen die Werte
der Kulturen ,,y-bestrahlt 25kGy* und der Kulturen ,,autoklaviert 121°C* relativ gleich
um 220000 Counts/ml, die Kontrollkulturen hingegen, lagen an diesem Mediumwechsel
bei rund 140000 Counts. Beim zweiten Mediumwechsel erreichten die Kulturen
wautoklaviert 121°C* ihr Maximum von ca. 320000 Counts und verhielten sich hierauf
bei den folgenden Mediumwechseln den Kontrollkulturen dhnlich. Die abgesaugten
Zellen der Kulturen ,,y-bestrahlt 25kGy* fielen im weiteren Verlauf der Untersuchung
rapide ab und lagen unterhalb der Counts der Kontrollkulturen und der Kulturen
autoklaviert 121°C*.
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4.2.4 Exemplarische Graphenveranderung der M ediumiber stdnde der humanen
Knochenmar kszellkulturen auf behandelten Knochenproben

4.2.4.1 Kultur: Zellen kultiviert auf 121°C autoklavierten Knochenproben

Datc 3/30/2004 Filc c:\mwarczinlccoy-1iViZz-03. CRSY® 1 - Mcasurc
Zalibration 0- 40 pm
Capillary 150 1m
Cal rile KOOO 040.150
CNT CL: 625CR:26.05im | volume 3 x 400 ul
Dilution 10
=2 Counts 20285
i Counls/ml Z.690E+05
& Counta/Measuremnent
Al \ Repeat - 6719
i | Repeat 2 6782
\ Repeat 3 6783
150 Mean €761
TolVol/ml 1.256E+08 [1
Mean Vol f43.2 £l
106 / Mean Dia 20.45 pm
4 \ / \ Max Lmum 20.02 upm
\f \ Volume L26.7 1
50 \ .
A\ Smoothing 27
i \\ Lbove 40pr 34
.
a | S
‘ \
0 10 20 30 40pm

Abbildung 4-19 Groélenverteilung der abgesaugten Bestandteile aus dem Medium einer humanen
Knochenmarkszellkultr auf 121°C autoklavierten Knochenproben, Tag 6 nach Aussaat

Es stellt sich neben dem erwarteten Peak von abgesaugten, vitalen Zellen (um 10um —roter Pfeil), ein
2weiter Peak im avitalen Bereich (<6,25um — blauer Pfeil) dar.

Datc 4/.4/2004 Filc c:\mwarczinlcecoy-iviZz-10. CRSY® 1 - Mcasurc
Zalibration 0- 40 pm

Capillary 150 pm
Cal rile KOOO 040.150
CNT CL: 625CR:4000um | volume 3 x 400 pl
Dilution 10
Counts 9435
206 Counls/ml 7.862E+04
T Counta/Measuremnent
Repeat ° 3225
156 Repeat 2 3065
Repeat 3 3144
Mean 3144
TolVol/m> 8.804E+07 [1
100 Mean Vol 120, f1L
Mean Dia 21.70 pm
\ f\\ Ma lmum 20.41 um
7 2
50 / \ Volume 590,/ £l
/ \ Smoothing 27
g \_/ \ Ebove 40 ]
P ‘ ‘\\\\
0 10 20 30 40pm

Abbildung 4-20 Groélenverteilung der abgesaugten Bestandteile aus dem Medium einer humanen
Knochenmarkszellkultr auf 121°C autoklavierten Knochenproben, Tag 20 nach Aussaat
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Der Peak von abgesaugten, vitalen Zellen (um 10um—roter Pfeil) wird im Verlauf der Kultur kleiner.
Vermutlich durch die Adhérenz der Zellen werden weniger Zellen abgesaugt. Der zweite Peak im

avitalen Bereich (<6,25pum—blauer Pfeil) andert sich nur gering.

Date 6/.9/2004 File c:\mwarcin\cssy-iViz-22. ZASY® 1 - Measure

Calibral on 0= 40 pm

Capillary 150 pm

Cal File KO000_040.150

CNT CL: 6.25 CR: 40.00um Volume 2 x 400 pl
Dilution 10
354 Zounts 478
- Zounts/mZ 5975,
30 Zountg/Measurenent
7 Repeat ° 242
25— Repeat 2 235
f Mean 238

20 \ TotVol/m> 8.854K106 f1

_ Mean Vol “482. f1

Mean Dia 21.39 pm

15—

B \ Maximum 6.27 pm
1o Volume 129.0 f1
B Smoothing 27
51 Above  40pn 0

] N
a | . .
o
0 10 20 30 40um

Abbildung 4-21 Grélenverteilung der abgesaugten Bestandteile aus dem Medium einer humanen
Knochenmarkszellkultr auf 121°C autoklavierten Knochenproben, Tag 44 nach Aussaat

Eszeigt sich lediglich ein Peak im avitalen Bereich (<6,25um— blauer Pfeil), es werden nur geringe

Mengen vitaler Zellen abgesaugt.

CASY® - Ergebnisse aus dem Mediem humaner Knochenmarkszellkulturen

kultiviert auf 121°C autoklavierten Knochenproben

Wie in der Kontrollkultur lief3 sich am 3. Mediumwechsel (entspricht Tag 6 nach
Aussaat) ein Peak von vitalen Zellen um 10um feststellen, auffallend war ein zweiter
Peak im Trimmerbereich < 6,22um (z.B.Abb. 4-18). Uber den Untersuchungszeitraum
verkleinerte sich der Peak bei 10um, d.h. die Anzahl vital gewerteter Counts/ml wurde
geringer. Der Peak im avitalen Bereich verénderte sich nur gering, wurde im weiteren
Verlauf der Kulturen kleiner, war aber immer messbar (z.B. Abb.4-19;4-20;4-21).
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4.2.4.2 Kultur: Zelen kultiviert auf 25 kGy y-bestrahlten Knochenproben

Date 3/30/2004 Tile c:iwartinlcasy-11Vi12-03. JASY®D 1 = Measure
Zalibration 0- 40 pm
Capillary 150 pm
Cal File KO000_040.150
CNT CL: 6.25 CR:19.38um Volume 3 x 100 nl
Dilution 10
Counls 8414
Counts/ml 7.0.2k104
80—| ,
I 4 Counts/Measurensnt
| \ \/\ Repeat ~ 2790
/ Repeat 2 2839
LRepeat 3 2783
60 \ Mean 2804
B TotVol/ml 2.966E+07 f1
Mean Vol 423.0 f1
40— \ Mean Dia 8.81 pm
B \ Mazimum 8.46 pm
Volume 316.7 Il
20— \
Y Smoothing 27
B 5\ Above 40un o
Nl i
I ‘ I
0 10 20 30 40um

Abbildung 4-22 Groélenverteilung der abgesaugten Bestandteile aus dem Medium einer humanen
Knochenmarkszellkultr auf 25kGy y-bestrahlten Knochenproben, Tag 6 nach Aussaat

Es sind Uberwiegend avitale Zellen bzw. Zellfragmente im Mediumiber stand zu finden.

Dale 4/24/2004 File crimar_ia\cesy-1iVilz-10. ZARSY® 1 - Measure
Calibration 00— 40 pm
Capillary 150 pm
Zal File KO000_040.150
CNT CL: 6.25 CR: 40.00um Volume 3 x 400 pl
Dilution 10
Counts 3644
60 Counts/ml 3.037E+04
Zounts/Msasurenent
504 Repeat - 1213
B Repeat. 2 1210
A Repeat 3 abeza(0)
40— A Mean 1214
TotVol/m_ 2.079B+07 tl
304 Mean Vol 664.7 I1
i Mcan Dia 9.39 pm
A
20— \ Mazimum 6.27 um
i \ Volume 229.0 f1
10 \ Smoothing 27
\ Ebove 40unm 2
4 o
o | . _
T ‘ T
0 10 20 30 40um

Abbildung 4-23 Groélenverteilung der abgesaugten Bestandteile aus dem Medium einer humanen
Knochenmarkszellkultr auf 25kGy y-bestrahlten Knochenproben, Tag 20 nach Aussaat

Im weiteren Verlauf avitale Zellen bzw. Zellfragmente im Mediumiiber stand.
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Dale 6/29/2004 File c:imar_ia\cezy-v~1\1103-22 ZARSY® 1 - Measure
Calibration 00— 40 pm

Capillary 150 pm
Zal File KO000_040.150
CNT CL: 6.25 CR: 40.00um Volume 2 x 400 pl
Dilution 10
] Countg 172
1] Counts/mo 2150.
Zounts/Msasurenent
10— Pepeat ° 86
Repeat. 2 [s5)
B Mean 86
8 —|
TolVol/ml 2.064E+06 [1
B M Mean Vol 494.9 t1
6 Mean Dia 8.89 pm
b v\ Ma lmum 6.35 pm
4 \ volume 133.9 fl
B Smoothing 20
2| Ebove  40um 4
1 o
| Mo
n -
b
0 10 20 30 40um

Abbildung 4-24 Groélzenverteilung der abgesaugten Bestandteile aus dem Medium einer humanen
Knochenmarkszellkultr auf 25kGy y-bestrahlten Knochenproben, Tag 44 nach Aussaat

Avitale Zellen und Zellfragmente im Mediumiber stand.

CASY® - Ergebnisse aus dem Mediem humaner Knochenmarkszellkulturen auf
25k Gy y-bestrahlten Knochenproben

In den Kulturen mit 25kGy y-bestrahlten Knochenproben lief?en keine signifikanten
Peaks nachweisen. Eine Peakbildung bei 10um, wie in den anderen Kontrollgruppen
konnte nicht nachgewiesen werden. Eine entscheidende Veranderung des Graphen im
Sinne einer Peakveranderung konnte auch nicht beobachtet werden. Die Maxima der
Groflenverteilung lagen Uber dem gesamten Untersuchungszeitraum unterhalb der
Grofe 6,25um (Abb.4-22;4-23:4-24)
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4.2.5 Vitalitatsbestimmung mit der Trypanblaufarbung

Im Rahmen einer Trypanblauauswertung wurden die vitaen Zellen der humanen
Knochenmarkszellkulturen mit behandelten Knochenproben 28 Tage nach Aussaat in
der Neubauer Zahllammer ausgezahlt (Mittelwerte aus x=4).

Diese Auswertung wurde ebenfalls bei den humanen Knochenmarkszellkontrollkulturen
durchgefihrt (Abb.4-25).

Ausgangwert war die Trypanblauauswertung humaner Knochenmarkszellkulturen am
Tag 0 nach Aussaat. Hier wurde eine Vitalitdt von ~92% der vorhandenen Zellen in

diesen Kulturen bestimmt.

Kontrollkulturen 121°C autoklaviert 25kGy y-bestrahlt
A 85,0%| (I 69,5%

B 87,1%| |llI 64,9%

C 84,6%| |V 62,2%

D 81,7%| |VII 70,2%

Mittelwert x=4 84,6%| [Mittelwert x=4 66,7%| [Mittelwert x=4

Abbildung 4-25 Mittelwertberechnung x=4 der Trypanblauauswertung der Kulturen, Tag 28 nach
Aussaat

Am Tag der Auswertung (entspricht Tag 28 nach Aussaat) zeigten die Kontrollkulturen
eine durchschnittliche Vitalitét von 84,6% (x=4). Die Kulturen mit Kulturen mit 25kGy
y-bestrahlten Knochenproben zeigten die schlechteste Vitalitét mit nur 35,8% (x=4).
Die Kulturen mit 121°C autoklavierten Knochenproben zeigten 28 Tage nach Aussaat
eine Vitdita von 66,7% (x=4).

Jedoch sind diese Ergebnisse relativ zu sehen, da Zellen die aus dem Matrixverbund
nicht gel6st werden konnten, der Trypanblauauswertung in der Neubauer Zahlkammer

entgingen.
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4.2.6 Direktfarbung der Spongiosascheiben mit Trypanblau

Abbildung 4-26 Spongiosascheibe ,, autoklaviert 121°C“ mit vitalen Zellen, 28 Tage nach Aussaat,
auflichtmikroskopisch, Vergrofderung 100x, Direktfarbung Trypanblau

Nach Zellésung mit Accutase® zeigen sich noch verbliebene, adhérente vitale Zellen (roter Pfeil) auf
den behandelten Knochenproben (griner Pfeil). Diese Zellen entgingen der Zellz&hlung in der
Neubauer zahlkammer .
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Abbildung 4-27 Spongiosascheiben ,, autoklaviert 121°C“ mit Zellbriicke vitaler Zellen, 28 Tage nach
Aussaat, auflichtmikroskopisch, Vergrofderung 100x, Direktfarbung Trypanblau

Zwischen den Trabekeln der Spongiosascheiben ,, autoklaviert 121°C* (grine Pfeile) bilden die vitalen
Zdlen (roter Pfeil) durch ihre Zytopodien Zellbrlicken aus. Diese Zellen konnten durch Accutase® nicht
aus dem Matrixverband gel 6st werden und entgingen der Zellzéhlung in der Neubauer zéhlkammer.
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Abbildung 4-28 Spongiosascheibe ,, y-bestrahlt 25kGy “, 28 Tage nach Aussaat, auflichtmikroskopisch
VergroRerung 100x, Direktfarbung Trypanblau

Es zeigen sich nach Zelllsung durch Accutase® zellose Knochentrabekel der 25kGy y-bestrahlten

Knochenproben (griine Pfeile). Es finden sich keine Hinweise fir inter konektierende Netzwer ke oder

ver bliebene Zellansammlungen.

Wie oben (4.2.5.) beschrieben, wurden einige der Kulturen am 28 Tag nach Aussaat
abgebrochen und zur Vitalitétsbestimmung einer Trypanblauféarbung unterzogen. Die
Zellen wurden dafir durch Accutase® aus den Kulturschalen geldst. Die in
Kulturschalen verbliebenen behandelten Knochenproben wurden ebenfalls mit
Trypanblau gefarbt und auflichtmikroskopisch kontrolliert.

Es zeigten sich auf den behandelten Spongiosascheiben der Kulturen ,,autoklaviert
121°C* adhérente, vitale Zellen, die sich im Verbund dem Knochen aufgelagert hatten
und eine Matrix zwischen den Knochentrabekeln bildeten (Abb.4-26;4-27).

Die Trabekel der behandelten Spongiosascheiben ,,y-bestrahlt 25kGy* zeigten keine
Anzeichen fur Matrixbildung, Netzwerke oder adhérente, vitale Zellen (Abb.4-28).
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4277 FACS- Analyseder verschiedenen Kulturen
Zelldifferenzierung der Kulturen Tag 28 nach Aussaat
120,0 O"nur Zellen"

R O"121° autokl."
c
‘= 100,0 B"Gamma"
]
S
N
2
S 80,0
S
>
-
5 60,0
<
o)
®)
S 40,0
©
c
S
3z 200 ‘:I}
c
g |—I—

0,0

CD 3+

CD 3/4+

CD 3/8+

CD 3-/16/56+
CD - Antikoérper Markierung

CD 19+

Zelldifferenzierung Tag 28 nach Aussaat

prozentualer Anteil der CD - markierten Subpopulation in %
an den CD 45+ Lymphozyten
CD 3+ CD3+/4+ | CD3+/8+ [ CD 3-/16+/56+ CD 19+
Kontrollkultur [Mittelwert 10,00 23,12 14,61 12,64 14,92
Standardabw. 3,45 9,56 5,16 3,87 4,84
Kultur 121°C |Mittelwert 24,26 38,89 21,75 16,80 9,08
autoklaviert |Standardabw. 4,87 1,73 0,14 0,30 1,06
Mittelwert 2,74 99,14 91,01 95,61 0,11
Standardabw. 1,99 0,46 1,69 2,09 0,13
T-Test
CD 3+ CD3+/4+ | CD3+/8+ [ CD 3-/16+/56+ CD 19+
Zellen / 121° autokl. p < 0,001 p < 0,05 p < 0,05 p > 0,05 p > 0,05
Zellen / 25kGy p <0,001 p <0,001 p <0,001 p <0,001 p <0,001
25kGy / 121° autokl. |p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001

Abbildung 4-29 Darstellung der FACS-Analysender Kulturen an Tag 28 nach Aussaat
Tabelle und Graphik stellen den prozentualen Anteil der Subpopulation (x-Achse zeigt die Kombination
der jeweiligen CD-Antikorper) an der Gesamtpopulation der CD 45" Lymphozyten (y-Achse) dar.
Mittelwerte x=>5.
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CD3" ; reife T-Zelle

CD3/4* ; T-Helfer-Zelle

CD3/8" . Suppressor-/ Zytotoxische T-Zellen
CD37/16'/56+ : NKZ, natirliche-Killer-Zellen
CD19" : B-Z€lle

Die obige Grapik und Tabelle zeigen die Zellzusammensetzungen der verschiedenen
Kulturen an Tag 28 nach Aussaht anhand der Zelloberflachenantigene. Die Mittelwerte
erechnen sich aus x=5. Abgebildet sind der prozentuale Anteil der phanotypisch
bestimmten Subpopulationen aller CD45"-Zellen (Lymphozyten).

Zur Auswertung wurden jeweils 10.000 Events innerhalb der CD45"-Zellpopulation
gewertet (Abb.4-29)

Bel der 25kGy-Radiatio kam es zu einer deutlichen Verschiebung der Subpopul ationen.
Es zeigte sich eine exzessive Vermehrung von Suppressor- bzw. Zytotoxischer T-Zellen
(CD3/8"), T-Helfer-Zellen (CD3/4") und natiirlicher-Killer-Zellen (CD37/16'/56"). und
ein drastischer Riickgang an reifen T- (CD3") und B-Zellen (CD19").

Bel der 121°C Sterilisation konnte ebenfalls eine Verschiebung der Subpopulation mit
einer Vermehrung reifer T-Zellen (CD3"), Suppressor- bzw. Zytotoxischer T-Zellen
(CD3/8") und T-Helfer-Zellen (CD3/4") nachgewiesen werden. Der Anteil natiirlicher-
Killer-Zellen (CD37/16/56") blieb unverandert, wahrend der Anteil der B-Zellen
(CD19") zuriickging.

Vergleicht man die Ergebnisse der Subpopulationen der verschiedenen Kulturen an Tag
28 nach Aussaht untereinander, erechneten sich fir alle Konstellationen
hochstsignifikante (p<0,001) Unterschiede. Ausnahme bildeten die Ergebnisse des
Vergleichs Kontroll- gegen 121°C autoklavierte Kulturen. Der Unterschied fir T-
Helfer-Zellen (CD3/4") und Suppressor- bzw. Zytotoxischer T-Zellen (CD3/8")
erechnete sich signifikant (p<0,05), fur B-Zellen (CD19+) und nattrrliche-Killer-Zellen
(CD37/16'/56") nicht signifikant (p>0,05).
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4.2.8 Zytokinprofil der Zellkulturen unter Exposition mit behandelten
K nochenprobenkdr per

4.2.8.1 Zytokinprofil fur Interleukin-6

8in pg/ml

Mittelwerte der Kulturen x

50000

45000

40000 -

35000

30000 -

25000

20000 +

15000 -

10000 -

5000 -

IL-6 Messungen der Zellkulturen des ersten Monats

4

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
1.-14. Mediumwechsel (durchgefuhrt alle 48h)

O Zellkultur "autoklaviert"

B Zellkultur "gamma"  OZellkultur "nur Zellen"

Abbildung 4-30 IL-6 Freisetzung der humanen Knochenmarkszel lkulturen

Die Graphik stellt IL-6 Freisetzung der humanen Knochenmarkszel lkulturen (Mittelwerte aus x=8in

pa/ml und entsprechender Standar dabweichung) in Abhéngigkeit der Kulturdauer (Angabe der
durchgefuhrten Mediumwechsel alle 48h) dar..
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Mittelwerte und Standardabweichung IL-6
1 2 3 4 5 6 7
|Aut0klaviert 13852,648 4243,621 1316,820 873,663 1193,410 2492,741 6989,089
Stabw-Autoklaviert 11554,525 3912,048 1111,397 669,493 472,940 721,651 2902,468
1287,761 166,383 23,010 6,346 4,283 3,941 6,140
852,785 152,514 26,490 8,280 5,502 4,341 7,134
Zellen 10199,476 1167,814 506,084 501,651 639,082 1201,468 1624,703
[stabw-zellen 9982,804 996,379 400,344 286,033 317,549 945,278 982,645
8 9 10 11 12 13 14
|Aut0klaviert 12833,232 17617,422 27756,487 32755,303 36625,788 38075,836 39445,159
Stabw-Autoklaviert 5393,183 6772,777 13424,664 12946,308 15438,948 15567,377 9250,834
9,455 17,573 45,008 47,696 49,311 72,931
12,821 26,691 52,298 56,316 60,347 79,327
3603,481 5946,249 7340,651 10167,183 11654,175 11945,066 13142,120
|Stabw-ZeIIen 3323,807 5764,535 6059,633 7660,474 7050,085 6150,166 6505,146
T-Test IL-6
[1 2 3 4 5 6 7
Auto/Zellen p>0,05 p >0,05 p >0,05 p >0,05 p <0,05 p <0,05 p<0,01
p <0,05 p <0,05 p<0,01 p<0,01 p <0,001 p <0,001 p <0,001
Gamma/Zellen p <0,05 p <0,05 p <0,01 p < 0,001 p < 0,001 p <0,01 p < 0,001
8 9 10 11 12 13 14
p<0,01 p<0,01 p<0,01 p<0,01 p<0,01 p<0,01 p <0,001
p <0,001 p <0,001 p <0,001 p <0,001 p <0,001 p <0,001
Gamma/Zellen p <0,01 p <0,05 p <0,01 p <0,01 p < 0,001 p <0,01

Abbildung 4-31 Tabelle IL-6 Freisetzung der humanen Knochenmarkszel lkulturen

Die Tabelle stellt die Mittelwerte (x=8 und entsprechender Standardabweichung) der IL-6 Freisetzung

(pg/ml) der humanen Knochenmarkszel lkulturen dar. Im unteren Tabellenteil die berechnete Sgnifikanz,
bestimmt durch den t-Test nach Student fur unverbundene Stichproben. Hier ist die

Fehlerwahrscheinlichkeit (p-Wert) direkt angegeben.

112



Ergebnisse

4.2.8.2 Zytokinprofil fur Interleukin — 6 ab Tag 36 nach Aussaat

IL-6 Messungen der Zellkulturen ab Tag 36 nach Aussaat
(Durchfuhrung der Messungen jeden 4. Mediumwechsel)

50000

45000 -

40000

—

35000

8in pg/ml

30000 -

25000 -

20000 H

15000 -

Mittelwerte der Kulturen x

10000 A

5000 -

18.-42. Mediumwechsel (durchgefiihrt alle 48h)

O Zellkultur "autoklaviert" O Zellkultur "nur Zellen"

Abbildung 4-32 IL-6 Freisetzung der humanen Knochenmarkszellkulturen ab 18. Mediumwechsel

Die Graphik stellt IL-6 Freisetzung der humanen Knochenmarkszellkulturen (Mittelwerte aus x=8in
pg/ml und entsprechender Standardabweichung) in Abhangigkeit der Kulturdauer dar.

Das Medium wurde weiterhin alle 48h gewechselt. An jedem vierten Mediumwechsel wurden
Bestimmungen durchgefiihrt. Fir die Kulturen 25kGy y-bestrahlt waren die Werte nicht messbar, eine
Darstellung unterbleibt.
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Mittelwerte und Standardabweichung IL-6
[18 [22 [26 [30 [34 [38 [42 |
Autoklaviert [ 33030688 | 28611,795 | 27581456 | 24588229 | 21110454 | 16944113 | |
Stabw-Autoklaviert | 11791331 | 10221931 | 7783500 | 4390094 | 5478775 | 4815579 | |
Zellen [ 13244363 | 12634963 | 11976148 | 9861054 | 8863125 | 8847083 | 6362753 |
Stabw-Zellen | 5392578 | 6056846 | 5740020 |  4087,165 | 4858347 | 5518086 | 3826034 |
T-Test IL-6
[18 [22 [26 [30 [34 [38 [42 |
[Auto/zellen [ p<ooor ] p<001 | p<o0001 | p<0001 | p<0001 | p<005 | |

Abbildung 4-33 Tabelle IL-6 Freisetzung der humanen Knochenmarkszellkulturen ab 18. Mediumwechsel
Die Tabelle stellt die Mittelwerte (x=8 und entsprechender Standardabweichung) der IL-6 Freisetzung
(pg/ml) der humanen Knochenmarkszellkulturen dar. Im unteren Tabellenteil die berechnete Sgnifikanz,
bestimmt durch den t-Test nach Sudent fuir unverbundene Stichproben. Hier ist die
Fehlerwahrscheinlichkeit (p-Wert) direkt angegeben.

Im Untersuchungszeitraum zeigten die Kulturen ,autoklaviert 121°C* am l.und 2.
Mediumwechsel (entspricht Tag 2 und 4 nach Aussaat) fur IL-6 hohe Werte mit einem
darauf folgendem Abfall. Ein erneuter stetiger Anstieg konnte, den Kontrollkulturen
dhnlich, ab dem 5. Mediumwechsel (entspricht Tag 10 nach Aussaat) beobachtet
werden. Das Maximum wurde am 14. Mediumwechsel (entspricht Tag 28 nach
Aussaat) erreicht und fiel danach wieder ab, jedoch lagen die Werte weiter grof3er
20000pg/ml.

Die Kulturen ,,y-bestrahlt 25kGy* zeigten Uber den gesamten Untersuchungszeitraum
konstant niedrige Ergebnisse, im spateren Verlauf immer unterhalb der
Nachweisgrenze, so dass auf die Darstellung in Tabelle und Graphik ab dem 18.
Mediumwechsel (entspricht Tag 36 nach Aussaat) verzichtet wurde.
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Nach Berechnung des t-Test nach Student konnten signifikante Unterschiede im
Vergleich der unterschiedlichen Kulturen fir das Zytokin IL-6 berechnet werden.

Im Vergleich der Kulturen ,autoklaviert 121°C* zu den Kontrollkulturen wurden
signifikante (p<0.05) Unterschiede am 5., 6. und 38. Mediumwechsel errechnet.
Hochsignifikante (p<0,01) Unterschiede an den Mediumwechseln 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
22, weiterhin hochstsignifikante (p<0.001) Unterschiede an den Mediumwechseln 14,
18, 30, 34. Die |L-6 Werte der Kulturen ,,autoklaviert 121°C* wurden im Kulturverlauf
immer hoher al's die Kontrollkulturen gemessen.

Im Vergleich der Kulturen ,autoklaviert 121°C* zu ,y-bestrahlt 25kGy* wurden
signifikante (p<0.05) Unterschiede an den Mediumwechseln 1 und 2 errechnet.
Hochsignifikante (p<0,01) Unterschiede an den Mediumwechseln 3 und 4, sowie
hochstsignifikante (p<0.001) Unterschiede an den Mediumwechseln 5 bis 13.

Die IL-6 Werte der Kulturen ,,autoklaviert 121°C* wurden im Kulturverlauf immer
hoher als die ,,y-bestrahlt 25kGy* Kulturen gemessen.

Im Vergleich der Kulturen ,,y-bestrahlt 25kGy* zu den Kontrollkulturen wurden
signifikante (p<0.05) Unterschiede am 1. ,2. und 9., sowie hochsignifikante (p<0,01)
Unterschiede an den Mediumwechseln 3, 6, 8, 10 und 13 errechnet. Hochstsignifikante
(p<0.001) Unterschiede ergaben sich an den Mediumwechseln 4, 5, 7, 11 und 12. Die
IL-6 Werte der Kontrollkulturen wurden im Kulturverlauf immer hoher als die ,,y-
bestrahlt 25kGy“ Kulturen gemessen (Abb.4-30;4-31,;4-32;4-33).
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4.2.8.3 Zytokinprofil fur Interleukin — 1p

IL-1beta Messungen der Zellkulturen
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Abbildung 4-34 |L- 1 Freisetzung der humanen Knochenmarkszellkulturen

Die Graphik stellt IL-6 Freisetzung der humanen Knochenmarkszel lkulturen (Mittelwerte ausx=8in
pa/ml und entsprechender Standar dabweichung) in Abhéngigkeit der Kulturdauer (Angabe der
durchgefiihrten Mediunmwechsel alle 48h) dar.
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Mittelwerte und Standardabweichung IL-18
1 2 3 4 5 6 7
|Auloklaviert 43,573 2,968 0,563 0,229 0,000 0,000 1,302
Stabw-Autoklaviert 58,863 5,551 1,593 0,646 0,000 0,000 3,682
4,302 2,902 0,174 0,000 4,630 0,000 0,000
10,400 8,207 0,491 0,000 13,096 0,000 0,000
Zellen 151,176 4,653 0,513 8,390 0,091 0,348 1,526
IStabW-ZeIIen 161,977 7,949 1,358 18,698 0,242 0,921 4,038
8 9 10 11 12 13 14
|Aut0klaviert 1,094 0,000 0,979 0,000 0,000 0,000 0,000
Stabw-Autoklaviert 3,095 0,000 2,768 0,000 0,000 0,000 0,000
0,000 4,414 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
0,000 12,484 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Zellen 0,000 0,491 0,091 1,020 7,867 0,000 1,537
|StabW-ZeIIen | 0,000 1,300 0,240 2,699 12,603 0,000 3,771
T-Test IL-18
[1 2 3 4 5 6 7
Auto/Zellen p >0,05 p >0,05 p >0,05 p >0,05 p >0,05 p >0,05 p >0,05
p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p >0,05 p > 0,05 p>0,05
Gamma/Zellen p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05
[s 9 10 11 12 13 14
Auto/Zellen p >0,05 p >0,05 p >0,05 p >0,05 p >0,05 p >0,05
p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05
Gamma/Zellen p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05

Abbildung 4-35 Tabelle IL- 1 Freisetzung der humanen Knochenmarkszel lkulturen

Die Tabelle stellt die Mittelwerte (x=8 und entsprechender Standardabweichung) der IL— 1 Freisetzung
(pg/ml) der humanen Knochenmarkszel Ikulturen dar. Im unteren Tabellenteil die berechnete Sgnifikanz,
bestimmt durch den t-Test nach Student fur unverbundene Stichproben. Hier ist die
Fehlerwahrscheinlichkeiten (p-Wert) direkt angegeben.

Nur beim ersten Mediumwechsel konnten die Kulturen ,,autoklaviert 121°C* und die
Kontrollkultur bei der Analyse des Zytokinprofils IL - 1 die Nachweisgrenze von
5pg/ml Uberschreiten, danach lagen sie fur den Untersuchungszeitraum unterhalb dieser
Grenze, so dass auf die Darstellung ab dem 18. Mediumwechsel (entspricht Tag 36 nach
Aussaat) verzichtet wurde. Uber den ganzen Untersuchungszeitraum waren im
Vergleiche der unterschiedlichen Kulturen keine signifikanten Unterschiede bel der
Berechnung des t-Tests nachweisbar (Abb.4-34;4-35).
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4.2.8.4 Zytokinprofil fur Interferon —y

IFN-gamma Messungen der Zellkulturen
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Abbildung 4-36 IFN-y Freisetzung der humanen Knochenmarkszellkulturen

Die Graphik stellt IFN-y Freisetzung der humanen Knochenmarkszel lkulturen (Mittelwerte aus x=8in
pa/ml und entsprechender Standar dabweichung) in Abhéngigkeit der Kulturdauer (Angabe der
durchgefuhrten Mediunwechsel alle 48h) dar.
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Mittelwerte und Standardabweichung IFN-y
1 2 3 4 5 6 7
|Auloklavierl 0,080 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Stabw-Autoklaviert 0,225 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
1,315 0,000 0,000 0,000 0,000 1,316 0,000
2,974 0,000 0,000 0,000 0,000 3,723 0,000
Zellen 3,000 0,309 1,158 1,295 0,629 1,037 0,473
|StabW-ZeIIen 3,029 0,509 3,043 2,354 1,259 2,744 1,250
8 9 10 11 12 13 14
|Aut0klaviert 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,816 0,671
Stabw-Autoklaviert 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 2,307 1,898
0,150 0,000 0,000 0,056 4,214 0,000 0,000
0,424 0,000 0,000 0,157 10,536 0,000 0,000
0,195 0,207 0,127 0,297 0,105 0,120 0,000
|StabW-ZeIIen 0,515 0,549 0,296 0,771 0,277 0,318 0,000
T-Test IFN-y
[1 2 3 4 5 6 7
Auto/Zellen p <0,05 p >0,05 p >0,05 p >0,05 p >0,05 p >0,05 p >0,05
p > 0,05 p > 0,05
Gamma/Zellen p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05
[s 9 10 11 12 13 14
Auto/Zellen p >0,05 p >0,05 p >0,05 p >0,05 p >0,05 p >0,05 p >0,05
p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05
Gamma/Zellen p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05

Abbildung 4-37 Tabelle IFN-y Freisetzung der humanen Knochenmarkszellkulturen

Die Tabelle stellt die Mittelwerte (x=8 und entsprechender Sandardabweichung) der IFN-y Freisetzung
(pg/ml) der humanen Knochenmarkszel lkulturen dar. Im unteren Tabellenteil die berechnete Sgnifikanz,
bestimmt durch den t-Test nach Student fur unverbundene Stichproben. Hier ist die
Fehlerwahrscheinlichkeit (p-Wert) direkt angegeben.

Die Werte fur IFN — vy lagen Uber den gesamten Untersuchungszeitraum bei allen
Kulturen unter der Nachweisgrenze von 5pg/ml, so dass auf die Darstellung ab dem 18.
Mediumwechsel (entspricht Tag 36 nach Aussaat) verzichtet wurde.

Uber den ganzen Untersuchungszeitraum waren im Vergleich der unterschiedlichen
Kulturen keine signifikanten Unterschiede bei der Berechnung des t-Tests nachweisbar
(Abb.4-36;4-37).

119



Ergebnisse

4.2.8.5 Zytokinprofil fir TNF —a

TNF-alpha Messungen der Zellkulturen

8in pg/ml

Mittelwerte der Kulturen x

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1.-14. Mediumwechsel (durchgefuhrt alle 48h)

13 14

O Zellkultur "autoklaviert" @ Zellkultur "gamma"

O Zellkultur "nur Zellen"

Abbildung 4-38 TNF — o Freisetzung der humanen Knochenmarkszellkulturen

Die Graphik stellt TNF — o Freisetzung der humanen Knochenmarkszel lkulturen (Mittelwerte ausx=8in

pa/ml und entsprechender Standar dabweichung) in Abhéngigkeit der Kulturdauer (Angabe der

durchgefiihrten Mediunmwechsel alle 48h) dar.
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Mittelwerte und Standardabweichung TNF-a
1 2 3 4 5 6 7
|Auloklaviert 17,020 0,077 0,000 2,276 0,000 0,000 0,000
Stabw-Autoklaviert 18,196 0,217 0,000 6,438 0,000 0,000 0,000
0,086 1,145 1,949 0,164 0,201 0,000 1,304
0,172 2,835 5,512 0,463 0,568 0,000 3,689
Zellen 9,868 0,000 0,000 0,171 0,000 0,000 3,901
IStabW-ZeIIen 13,212 0,000 0,000 0,452 0,000 0,000 10,322
8 9 10 11 12 13 14
|Aut0klaviert 0,062 0,070 0,927 0,000 0,000 0,000 0,204
Stabw-Autoklaviert 0,175 0,197 1,932 0,000 0,000 0,000 0,577
0,000 0,000 0,000 0,000 0,717 0,000 0,000
0,000 0,000 0,000 0,000 1,490 0,000 0,000
Zellen 0,000 0,000 0,000 0,000 1,535 0,000 0,000
|StabW-ZeIIen | 0,000 0,000 0,000 0,000 4,061 0,000 0,000
T-Test TNF-a
[1 2 3 4 5 6 7
Auto/Zellen p >0,05 p >0,05 p >0,05 p >0,05
p <0,05 p > 0,05 p > 0,05 p >0,05 p > 0,05 p > 0,05
Gamma/Zellen p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05
[s 9 10 11 12 13 14
Auto/Zellen p >0,05 p >0,05 p >0,05 p >0,05 p >0,05
p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05
Gamma/Zellen p > 0,05

Abbildung 4-39 Tabelle TNF — o Freisetzung der humanen Knochenmarkszellkulturen

Die Tabelle stellt die Mittelwerte (x=8 und entsprechender Sandardabweichung) der TNF — «
Freisetzung (pg/ml) der humanen Knochenmarkszellkulturen dar. Im unteren Tabellenteil die berechnete
Sgnifikanz, bestimmt durch den t-Test nach Sudent fir unverbundene Stichproben. Hier ist die
Fehlerwahrscheinlichkeit (p-Wert) direkt angegeben.

Nur beim 1. Mediumwechsel konnten die Kulturen ,autoklaviert 121°C* und die
Kontrollkulturen bei der Analyse des Zytokinprofils TNF — a die Nachweisgrenze von
5pg/ml Uberschreiten, danach lagen sie fir den Untersuchungszeitraum unterhalb dieser
Grenze. Auf die Darstellung ab dem 18. Mediumwechsal (entspricht Tag 36 nach
Aussaat) wurde verzichtet. Uber den ganzen Untersuchungszeitraum waren im
Vergleich der unterschiedlichen Kulturen keine signifikanten Unterschiede bei der
Berechnung des t-Tests nachweisbar (Abb.4-38;4-39).
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429 Lactatwerteund Enzymprofil der Zellkulturen unter Exposition mit
behandelten K nochenprobenkor per

4.29.1 Profil der Lactatwerte

Lactat-Werte der Zellkulturen

35

30
=
o
IS
€ 25
£
®
<
= 2 I
: I
bg
S
=
v {
4
_ 15
)
°
[¢]
2
]
= 10 T = = -
©
E [ 1] II
= 1] 1} "

n | T
0 L

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
1.-14. Mediumwechsel (durchgefihrt alle 48h)

‘ O Lactat-Werte "autoklaviert" B Lactat-Werte "gamma” O Lactat-Werte "nur Zellen"

Abbildung 4-40 Lactat Werte der humanen Knochenmarkszel Ikulturen

Die Graphik stellt Lactat Werte der humanen Knochenmarkszel lkulturen (Mittelwerte aus x=8 in mmol/|
und entsprechender Standar dabwei chung) in Abhangigkeit der Kulturdauer (Angabe der durchgefihrten
Mediumwechsel alle 48h) dar.
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Mittelwerte und Standardabweichung Lactat
1 2 3 4 5 6 7
|Auloklaviert 4,864 5,718 5,499 5,844 6,314 6,701 7,975
Stabw-Autoklaviert 0,251 1,106 1,239 2,188 1,773 0,848 0,684
3,858 3,409 2,928 2,666 2,621 2,654 2,786
0,213 0,221 0,213 0,196 0,239 0,280 0,527
4,590 5,364 5,401 5,517 6,444 7,017 7,603
|StabW»ZeIIen 0,749 1,403 1,067 1,284 1,017 1,245 1,102
8 9 10 11 12 13 14
|Aut0k|aviert 10,034 11,033 13,766 14,923 16,749 17,439 19,714
Stabw-Autoklaviert 0,884 1,499 1,663 2,300 2,142 1,881 1,918
2,930 3,186 3,370 3,470 4,039 4,249 4,959
0,905 1,358 1,638 1,925 3,166 3,441 4,720
Zellen 8,867 8,823 9,951 11,011 11,089 11,524 11,693
|StabW-ZeIIen 1,516 1,679 1,220 1,602 0,737 1,081 1,128
T-Test Lactat
[1 2 3 4 5 6 7
Auto/Zellen p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05
p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p<0,01 p <0,001 p <0,001 p < 0,001
Gamma/Zellen p <0,05 p <0,01 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001
[s 9 10 11 12 13 14
Auto/Zellen p >0,05 p <0,05 p <0,001 p<0,01 p <0,001 p <0,001 p <0,001
p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001
Gamma/Zellen p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p <0,01

Abbildung 4-41 Tabelle Lactat Werte der humanen Knochenmarkszel Ikulturen

Die Tabelle stellt die Mittelwerte (x=8 und entsprechender Sandardabweichung) der Lactat Werte

(mmol/l) der humanen Knochenmarkszellkulturen dar. Im unteren Tabellenteil die berechnete Sgnifikanz,
bestimmt durch den t-Test nach Student fur unverbundene Stichproben. Hier ist die

Fehlerwahrscheinlichkeit (p-Wert) direkt angegeben.
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4.2.9.2 Profil der Lactatwerte ab Tag 36 nach Aussaat

Lactat-Werte der Zellkulturen ab Tag 36 nach Aussaat
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Abbildung 4-42 Lactat Werte der humanen Knochenmarkszellkulturen ab 18. Mediumwechsel

Die Graphik stellt die Lactat Werte der humanen Knochenmarkszellkulturen (Mittelwerte ausx=8 in
mmol/l und entsprechender Sandardabweichung) in Abhangigkeit der Kulturdauer dar.

Das Mediumwurde weiterhin alle 48h gewechselt. An jedem vierten Mediumwechsel wurden
Bestimmungen durchgefiihrt. Fir die Kulturen 25kGy y-bestrahlt waren die Werte nicht messbar, eine
Darstellung unterbleibt.
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Mittelwerte und Standardabweichung Lactat
[18 [22 [26 [30 [34 [38 [42 |
Autoklaviert [ 24,131 [ 25,975 [ 22,686 [ 21,594 [ 21,669 [ 20,756 [ 22,531 |
Stabw-Autoklaviert | 3,938 [ 2,958 [ 4,662 [ 5,273 [ 4,073 [ 3,561 [ 4,522 |
Zellen [ 12 [ 11 [ 10 [ 9 [ 9 [ 9 [ 8 |
Stabw-Zellen [ 2,340 [ 2,014 [ 0,822 [ 0,620 [ 0,720 [ 1,384 [ 2,026 |
T-Test Lactat
[18 [22 [26 [30 [34 [38 [42 |
Auto/Zellen [ p<ooor | p<o000r | p<0001 | p<0001 | p<000L | p<000l | p<0001 |

Abbildung 4-43 Tabelle Lactat Werte der humanen Knochenmarkszel lkulturen ab 18. Mediumwechsel
Die Tabelle stellt die Mittelwerte (x=8 und entsprechender Sandardabweichung) der Lactat Werte
(mmol/l) der humanen Knochenmarkszellkulturen dar. Im unteren Tabellenteil die berechnete Sgnifikanz,
bestimmt durch den t-Test nach Student fur unverbundene Stichproben. Hier ist die
Fehlerwahrscheinlichkeit (p-Wert) direkt angegeben.

Nach anfanglich niedrigen Konzentrationen an Lactat, kam es, &hnlich der
Kontollkultur, ab dem 5. Mediumwechsel (entspricht Tag 10 nach Aussaat) zu einem
stetigen Ansteigen der Konzentration bei den Kulturen ,autoklaviert 121°C*. Das
Maximum wurde am 22. Mediumwechsel (entspricht Tag 44 nach Aussaat) mit ca.
26mmol/l bestimmt. Uber den weiteren Verlauf hielt sich das Lactat bei Werten um die
21mmol/l in den Kulturen ,,autoklaviert 121°C*.

Die Kulturen ,y-bestrahlt 25kGy*“ lagen bei der Lactatkonzentration im
Untersuchungszeitraum immer unterhalb von 5mmol/l, darum wurde auf die
Darstellung ab dem 18. Mediumwechsel (entspricht Tag 36 nach Aussaat) verzichtet.

Im Vergleich der Kulturen ,autoklaviert 121°C* zu den Kontrollkulturen wurden

signifikante (p<0,05) Unterschiede am 9. Mediumwechsel (entspricht Tag 18 nach
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Aussaat) errechnet. Hochsignifikante (p<0,01) Unterschiede am 11. Mediumwechsel,
sowie hdchstsignifikante (p<0,001) Unterschiede an den Mediumwechseln
10,12,13,14,18 bis 42.

Im Vergleich der Kulturen ,autoklaviert 121°C* zu ,,y-bestrahlt 25kGy* wurden
hochsignifikante Unterschiede am 4. Mediumwechsel errechnet  (p<0,01),
hochstsignifikante (p<0,001) Unterschiede an den Mediumwechseln 2 und 3, sowie 5
bis 14.

Im Vergleich der Kulturen ,y-bestrahlt 25kGy*“ zu den Kontrollkulturen wurden
signifikante (p<0,05) Unterschiede am 1. Mediumwechsel, sowie hochsignifikante
(p<0,01) Unterschiede am 2. und 14.Mediumwechsel errechnet.

Hochstsignifikante (p<0,001) Unterschiede ergaben sich an den Mediumwechseln 3 bis
13 (Abb.4-40;4-41;4-42;4-43).
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4.2.9.3 Enzymprofil der Lactatdehydrogenase

LDH - Werte der Zellkulturen
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Abbildung 4-44 LDH Werte der humanen Knochenmarkszellkulturen

Die Graphik stellt die Werte der Lactatdehydrogenase der humanen Knochenmarkszel lkulturen
(Mittelwerte aus x=8 in U/l und entsprechender Standar dabweichung) in Abhéngigkeit der Kulturdauer
(Angabe der durchgefuhrten Mediumwechsel alle 48h) dar.
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Mittelwerte und Standardabweichung LDH
1 2 3 4 5 6 7
|Autoklaviert 38,375 38,750 38,000 39,875 44,250 42,000 44,750
Stabw-Autoklaviert 2,387 2,659 4,106 7,039 5,676 2,777 2,964
46,125 58,250 45,875 36,875 33,875 32,500 32,125
3,758 7,667 5,963 2,357 2,357 1,309 1,727
36,571 31,857 31,286 31,143 35,429 30,714 31,286
|Stabw-ZeIIen 2,699 3,132 3,861 6,256 3,457 4,680 4,499
8 9 10 11 12 13 14
|Aut0k|aviert 48,125 50,250 58,750 61,750 66,750 70,375 77,125
Stabw-Autoklaviert 3,682 4,528 7,611 9,558 9,316 9,180 9,963
31,250 31,625 32,125 31,375 31,500 32,625 33,500
3,284 4,138 4,190 4,719 5,657 6,567 9,335
Zellen 34,286 35,143 37,714 41,429 39,143 43,286 42,714
|StabW-ZeIIen 3,039 3,716 5,823 8,696 3,288 6,020 5,678
T-Test LDH
[1 2 3 4 5 6 7
Auto/Zellen p > 0,05 p < 0,001 p <0,01 p <0,05 p <0,01 p < 0,001 p < 0,001
p < 0,001 p < 0,001 p<0,01 p > 0,05 p < 0,001 p <0,001 p < 0,001
Gamma/Zellen p <0,001 p <0,001 p <0,001 p <0,05 p > 0,05 p>0,05 p>0,05
[s 9 10 11 12 13 14
Auto/Zellen p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001
p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p <0,001 p < 0,001
p>0,05 p>0,05 p>0,05 p <0,05 p<0,01 p<0,01 p <0,05

Abbildung 4-45 Tabelle LDH Werte der humanen Knochenmarkszel lkulturen

Die Tabelle stellt die Mittelwerte (x=8 und entsprechender Sandardabweichung) der LDH Werte (U/1)
der humanen Knochenmarkszellkulturen dar. Im unteren Tabellenteil die berechnete Signifikanz,

bestimmt durch den t-Test nach Student fur unverbundene Stichproben. Hier ist die

Fehlerwahrscheinlichkeit (p-Wert) direkt angegeben.
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4.2.9.4 Enzymprofil der Lactatdehydrogenase ab Tag 36 nach Aussaat

LDH - Werte der Zellkulturen des 2. und 3. Monats
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Abbildung 4-46 LDH Werte der humanen Knochenmarkszellkulturen ab 18. Mediumwechsel

Die Graphik stellt die LDH Werte der humanen Knochenmarkszellkulturen (Mittelwerte ausx=8in U/
und entsprechender Sandardabwei chung) in Abhangigkeit der Kulturdauer dar.

Das Medium wurde weiterhin alle 48h gewechselt. An jedem vierten Mediumwechsel wurden
Bestimmungen durchgefihrt. Fir die Kulturen 25kGy y-bestrahlt waren die Werte nicht messbar, eine
Darstellung unterbleibt.

129



Ergebnisse

Mittelwerte und Standardabweichung LDH

18 22 26 30 34 38 42
Autoklaviert 83,375 80,000 75,375 58,125 56,625 57,750 56,000
Stabw-Autoklaviert 18,547 7,270 12,258 11,519 9,319 10,700 11,832
Zellen 46 43 42 41 44 43 44
Stabw-Zellen 4,562 2,795 6,866 7,931 6,298 6,705 7,277

T-Test LDH

[18 [22 [26 [30 [34 [38 [42 |

Auto/Zellen [ p<ooor | p<o000r | p<0001 | p<001 | p<00l | p<00lL | p<005 |

Abbildung 4-47 Tabelle LDH Werte der humanen Knochenmarkszellkulturen ab 18. Mediunwechsel
Die Tabelle stellt die Mittelwerte (x=8 und entsprechender Sandardabweichung) der LDH Werte (U/1)
der humanen Knochenmarkszellkulturen dar. Im unteren Tabellenteil die berechnete Sgnifikanz,
bestimmt durch den t-Test nach Student fur unverbundene Stichproben. Hier ist die
Fehlerwahrscheinlichkeit (p-Wert) direkt angegeben.

Die Kulturen ,,autoklaviert 121°C* zeigten ab dem zweiten Mediumwechsel (entspricht
Tag 4 nach Aussaht) einen stetigen Anstieg der LDH im Vergleich zu den
Kontrollkulturen. Ein Maximum erreichten sie am 18. Mediumwechsel (entspricht Tag
36 nach Aussaat) mit ca. 83U/I, danach fiel die Konzentration bei jedem weiteren
Wechsel auf Werte um die 57U/I.

Die Kulturen ,;y — bestrahlt 25kGy*“ erreichten ihr Maximum schon am zweiten
Mediumwechsel (entspricht Tag 4 nach Aussaat) mit 58mmol/ml, danach sank die
Konzentration im weiteren Verlauf auf Werte um 32mmol/ml.

Es errechneten sich folgende Signifikanzen im Vergleich der verschiedenen Kulturen:
Im Vergleich der Kulturen ,autoklaviert 121°C* zu den Kontrollkulturen wurden
signifikante (p<0,05) Unterschiede an den Mediumwechseln 4, 30, 34, 38 errechnet.
Hochsignifikante (p<0,01) Unterschiede an den Mediumwechseln 3, 5 und 42, weiterhin
hochstsignifikante (p<0,001) Unterschiede an den Mediumwechseln 2, 6 bis 26.
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Im Vergleich der Kulturen ,autoklaviert 121°C* zu ,,y-bestrahlt 25kGy* wurden
hochsignifikante  (p<0,01) Unterschiede am Mediumwechseln 3, sowie
hochstsignifikante (p<0,001) Unterschiede an den Mediumwechseln 1, 2, 5 his 14
berechnet.

Im Vergleich der Kulturen ,,y-bestrahlt 25kGy*“ zu den Kontrollkulturen wurden
signifikante (p<0,05) Unterschiede am 4., 11. und 14. Mediumwechsel erechnet, sowie
hochsignifikante (p<0,01) Unterschiede an den Mediumwechseln 12 und 13.
Hochstsignifikante (p<0,001) Unterschiede ergaben sich an den Mediumwechseln 1, 2
und 3 (Abb.4-44;4-45;4-46;4-47).
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4.2.9.5 Enzymprofil der Alkalischen Phosphatase

AP-Werte der Zellkulturen
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Abbildung 4-48 AP Werte der humanen Knochenmarkszel lkulturen

Die Graphik stellt Lactat Werte der humanen KnochenmarkszelIkulturen (Mittelwerte aus x=8 in Ul/l und
entsprechender Standardabweichung) in Abhéngigkeit der Kulturdauer (Angabe der durchgefihrten
Mediumwechsel alle 48h) dar.
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Mittelwerte und Standardabweichung AP
1 2 3 4 5 6 7
|Auloklaviert 0,000 0,000 0,000 0,000 0,250 0,750 1,000
Stabw-Autoklaviert 0,000 0,000 0,000 0,000 0,463 0,463 0,000
26,500 14,125 7,875 4,625 3,375 2,500 1,750
14,919 8,236 5,357 3,021 1,923 1,604 1,165
0,857 0,000 0,429 0,286 0,857 1,429 1,286
|Stabw»ZeIIen 0,378 0,000 0,535 0,488 0,378 1,512 0,756
8 9 10 11 12 13 14
|Aut0klaviert 1,500 1,500 2,000 1,625 1,625 1,500 1,500
Stabw-Autoklaviert 0,535 0,535 0,756 0,518 0,518 0,535 0,535
1,625 1,375 1,375 0,875 0,750 0,750 0,750
1,061 0,744 0,744 0,641 0,463 0,463 0,463
Zellen 1,286 1,429 1,571 1,000 1,429 1,429 1,429
IStabW-ZeIIen 0,756 0,535 0,787 0,816 0,535 0,787 0,535
T-Test AP
[1 2 3 4 5 6 7
Auto/Zellen p < 0,001 p <0,05 p > 0,05 p < 0,05 p > 0,05 p > 0,05
p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p <0,001 p <0,001 p<0,05 p>0,05
Gamma/Zellen p < 0,001 p < 0,001 p <0,01 p <0,01 p <0,01 p > 0,05 p > 0,05
[s 9 10 11 12 13 14
Auto/Zellen p >0,05 p >0,05 p >0,05 p >0,05 p >0,05 p >0,05 p >0,05
p>0,05 p>0,05 p>0,05 p <0,05 p<0,01 p<0,01 p<0,01
Gamma/Zellen p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p <0,05 p > 0,05 p <0,05

Abbildung 4-49 Tabelle AP Werte der humanen Knochenmarkszel lkulturen
Die Tabelle stellt die Mittelwerte (x=8 und entsprechender Sandardabweichung) der AP Werte (U/I) der
humanen Knochenmarkszellkulturen dar. Im unteren Tabellenteil die berechnete Sgnifikanz, bestimmt

durch den t-Test nach Student fir unverbundene Stichproben.

Hier ist die Fehlerwahrscheinlichkeit (p-Wert) direkt angegeben.

Wahrend des gesamten Untersuchungszeitraums konnte nur die Kulturen ,,y-bestrahlt
25kGy“ eine Erhéhung der alkalischer Phosphatase an den Mediumwechseln 1, 2, und 3

nachgewiesen werden (entspricht den Tagen 2,4 und 6 nach Aussaat). Das Maximum

wurde gleich am 1. Mediumwechsel (Tag 2 nach Aussaat) erreicht. Danach sanken die
Konzentration ab dem 4. Mediumwechsel auch in den Kulturen ,,y-bestrahlt 25kGy*
unterhalb von 5U/I. Auf eine Darstellung der Ergebnisse wurde deshalb ab dem 18.
Mediumwechsel (entspricht Tag 36 nach Aussaat) verzichtet (Abb.4-48;4-49).
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4.2.10 pH-Wert-Anderungen im 12-Wochen-Versuchdesign

Um die Beenflussung der verschiedenen Zellkulturen auf den pH-Wert zu
verdeutlichen wurde aus jedem Mediumtberstand der pH-Wert (Digital-pH-Meter 646,
Fa. Knick) bestimmt (Abb.4-50).

pH-Werte der Kulturen
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Abbildung 4-50 pH-Werte der verschiedenen humanen Zellkulturen im Kulturver|auf

1 = SRS Kulturen 25kGy y-bestrahit
BLAU . b e e e Kulturen 121°C autoklaviert
GO e humane Knochenmarkszel lkontrollkulturen

Im Untersuchungszeitraum lief3en sich in den Kulturen ,,autoklaviert 121°C* im Verlauf
immer niedrigere pH-Werte bestimmen, auch die Kontrollkulturen zeigten diese
Verlaufe. Fur die Kulturen ,y-bestrahlt 25kGy“ zeigten sich keine grofReren

Veradnderung des pH-Wertes.
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4.2.11 Mikroskopische Bilder

Direktfarbung der Kulturen nach Giemsa

Abbildung 4-51 humane Knochenmarkszellen einer der Kontrollkulturen, 84 Tage nach Aussaat, Giemsa-
Farbung, VergroRerung 100x, Auflichtmikroskopie

Es stellen sich Zellhaufen dar (griine Pfeile), die Zellen die sich nicht in Zellhaufen befinden, sind zum
Teil ausgebreitet (roter Pfeil).
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Abbildung 4-52 humane Knochenmarkszellen der Kontrollkulturen, 84 Tage nach Aussaat, Giemsa-
Farbung, Vergroferung 200x, Auflichtmikroskopie

In der VergroRerung lassen sich unterschiedlich geformte Zellen (rote Pfeile) erkennen, die teils
ausgebreitet, teils abgerundet sind.

Abbildung 4-53 humane Knochenmarkszellen kultiviert auf 121°C autoklavierten Knochenproben, 84
Tage nach Aussaat, Giemsa-Farbung, Vergrofzerung 200x, Auflichtmikroskopie

In der Vergroferung erkennt man ein interkonnektierendes Netzwerk (roter Pfeil), sowie
unter schiedlichste Zelltypen mit Zellkernen, abgerundet oder ausgebreitet (gelbe Pfeile).
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Abbildung 4-54 121°C autoklavierte Knochenprobe mit humanen Knochenmarkszellen, 84 Tage nach
Aussaat, Giemsa-Farbung, VergroRerung 200x, Auflichtmikroskopie

Zwischen Knochentrabekeln (rote Pfeile) finden sich aufspannende Zellen (gelbe Pfeile) in Adhéarenz zum

Knochen.

Abbildung 4-55 25kGy y-bestrahlte Knochenprobe mit humanen Knochenmarkszellen, 84 Tage nach
Aussaat, Giemsa-Farbung, Vergroferung 200x, Auflichtmikroskopie

Zwischen Knochentrabekeln (roter Pfeil) sind keine humanen Knochenmarkszellen nachwei shar.
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Nach der Direktfarbung der Kulturen nach Giemsa lassen sich auf den humanen
Knochenmarkskontrollkulturen Zellen mit unterschiedlich blau gefarbten Zellkernen
darstellen. Daneben erkennt man en interkonnektierendes Netzwerk und
Matrixstrukturen (zartrosa bis rosa) (Abb.4-51;4-52). Auch die Kulturen auf
behandeleten Knochenproben ,,autoklaviert 121°C* zeigen dieses morphologische
Zdllbild (Abb.4-53) und sich zwischen den Trabekeln aufspannende Matrixstrukturen
(Abb.4-54).

Nur den Knochenprobern der Kulturen ,,y-bestrahlt 25kGy* sind keinerlei Zellen oder
interkonnektierende Netzwerke nachweisbar (Abb.4-55).
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Férbung der Technovit-Dinnschnitte:

modifizierte ,,von-K ossa-Versilberung“ nach Krutsay

Abbildung 4-56 Dunnschnitt in Durchlichttechnik einer Knochenprobe ,, autoklaviert 121°C*“, Tag 84
nach Aussaat, Vergrof3erung 50x, von-Kossa-Farbung

In der von-Kossa-Farbung erkennt man sich zwischen den Trabekeln (schwarze Strukturen) der
Knochenprobe (gelbe Pfeile) sich aufspannende kollagene Strukturen (blauer Pfel — rote Strukturenl).

139



Ergebnisse

Abbildung 4-57 Dunnschnitt in Durchlichttechnik einer Knochenprobe ,, y-bestrahlt 25kGy ““, Tag 84 nach
Aussaat, Vergro6fierung 50x, von-Kossa-Farbung

In der von-Kossa-Farbung kein Nachweis fiir Zellen oder kollagene Strukturen zwischen den Trabekeln
(schwar ze Strukturen) der Knochenprobe (gelber Pfeil).
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Giemsa-Farbung

Abbildung 4-58 Dinnschnitt in Durchlichttechnik einer Knochenprobe ,, autoklaviert 121°C*, Tag 84
nach Aussaat, Vergroferung 100x, Giemsa-Farbung

Kollagene Srukturen (roter Pfeil) und Zellverbande (griner Pfeil) sind zu erkennen.

Abbildung 4-59 Diinnschnitt in Durchlichttechnik einer Knochenprobe ,, y-bestrahlt 25kGy “, Tag 84 nach
Aussaat, Vergroferung 100x, Giemsa-Farbung

Keine Matrixbldung, man erkennt den 25kGy y-bestrahiten Knochen der Knochenprobe (gelber Pfeil).
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Hamalaun-Eosin Doppelfarbung (H& E)

Abbildung 4-60 Dunnschnitt in Durchlichttechnik einer Knochenprobe ,, autoklaviert 121°C*“, Tag 84
nach Aussaat, Vergr63erung 100x, H& E-Farbung

Kein Hinweis fiir Zellen, jedoch kollagene Srukturen (gelber Pfeil) und Knochen der Knochenprobe
(blauer Pfeil).

Abbildung 4-61 Dunnschnitt in Durchlichttechnik einer Knochenprobe ,, y-bestrahlt 25kGy “, Tag 84 nach
Aussaat, Vergroélerung 100x, H& E-Farbung

Keine Matrixbldung, man erkennt den 25kGy y-bestrahlten Knochen der Knochenprobe (gelber Pfeil).
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4.2.12 Rasterelektronische Bilder der Zellkulturen nach 12 Wochen

Bilder einer humanen Knochenmar kszellkontrollkultur

P S
¥: :

Zellen 12 Wochen 200-fach

— 100 pm —i

Abbildung 4-62 Raster el ektronenmikroskopische Aufnahme einer Kontrollkultur humaner
Knochenmarkszellen, Tag 84 nach Aussaat, Vergr6fierung 200x

Nach drei Monaten Kulturdauer zeigen die humanen Knochenmarkszellen einen Zellrasen mit
abgerundeten (roter Pfeil) und ausgebreiteten (gelber Pfeil) Zellen.
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- e v ; Sl '.;:. g : v
Nur Zellen 12 Wochen 450-fach ——60 Um ——

Abbildung 4-63 Raster el ektronenmikr oskopische Aufnahme einer Kontrollkultur humaner
Knochenmarkszellen, Tag 84 nach Aussaat, Vergroferung 450x

Die humanen Knochenmarkszellen bilden Zytopodien (gelber Pfeil). Die Oberflache wird zum Teil mit
extrazellularer Matrix bedeckt (roter Pfell.

144



Ergebnisse

Bilder der bei 121°C autoklavierten Knochenprobenkérper nach Zellkultur

- - -
Patient VII (121°) nach 12 Wochen 70-fach — 300 pm —

Abbildung 4-64 Raster el ektronmikroskopische Aufnahme einer Knochenprobe ,, autoklaviert 121°C“ mit
humanen Knochenmarkszellen, Tag 84 nach Aussaat, Vergrof3erung 70x

Man kann auf der Knochenprobe extrazellulére Matrix (roter Pfeil) erkennen, darauf kleine runde Zellen

(gruner Pfeil) und Knochen der Knochenprobe (gelber Pfeil).
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: %' J % LS a \ :
121° 12 Wo 200-fach F— 100 pm —

Abbildung 4-65 Kultur Rasterelektronmikroskopische Aufnahme einer Knochenprobe ,, autoklaviert
121°C*“ mit humanen Knochenmarkszellen, Tag 84 nach Aussaat, Vergrof3erung 200x

Man kann auf der Knochenprobe extrazellulére Matrix (roter Pfeil) erkennen, darauf kieine runde Zellen
(griner Pfeil) und Knochen der Knochenprobe (gelber Pfeil)
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Bilder der 25k Gy y-bestrahlten K ochenprobenkdr pern nach Zellkultur

o

— 200 um —

Abbildung 4-66 Raster el ektronmikroskopische Aufnahme einer Knochenprobe ,, y-bestrahlt 25kGy “, Tag
84 nach Aussaat, Vergrof3erung 100x

Man erkennt den Knochen der behandelten Knochenprobe (gelber Pfeil), jedoch keinen Hinweis fir die

Bildung einer etrazelluléaren Matrix oder adharenter Zellen.
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-4

-

| Patient VIII - 25kGy 14.6.2006

",

— 300 um

Abbildung 4-67 Raster el ektronmikroskopische Aufnahme einer Knochenprobe ,, y-bestrahlt 25kGy “, Tag
84 nach Aussaat, Vergrof3erung 100x

Man erkennt den Knochen der behandelten Knochenpraobe (gelber Pfeil), jedoch keinen Hinweis fir die

Bildung einer etrazellularen Matrix oder adharenter Zellen.

Bei den 121°C autoklavierten Knochenproben zeigte sich ein Einwachsen der Zellen in
die spongidsen Strukturen hinein. Auf den 25kGy vy-bestrahlten Knochenproben
konnten nur vereinzelt Zellen nachgewiesen werden.

Ein neugebildetes, faseriges Netzwerk war bei den 25kGy y-bestrahlten Proben im

Gegensatz zu den 121°C autoklavierten Knochenproben nicht nachzuweisen.
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5 Diskussion

Im Vergleich der humanen Knochenmarkszellkulturen auf den behandelten allogenen
Knochentransplantaten, die durch die beiden Sterilisationsverfahren behandelt wurden,
konnten unterschiedliche Verénderungen auf die gemessenen Labor- und untersuchten
Zellfunktionsparameter (hier IL — 1B, IL —6, INF-y, TNF — o, Lactat, LDH, alkalische
Phosphatase, FACS-Analyse, Zellzahlen und pH-Wert) nachgewiesen werden.

Bereits bei der mikroskopischen Verlaufsbeobachtung der verschiedenen Zellkulturen
zeigten sich klare Unterschiede zwischen den Kontrollkulturen und den beiden
Testgruppen. Die humanen Knochenmarkszellen auf den 121°C behandelten
autoklavierten Knochen zeigten ein gutes Proliferationsverfahren, sie setzten sich ab,
bildeten am Wellboden und auf den behandelten allogenen Knochentransplantaten
interkonnektierende Netzwerke und einen bedeckenden Zellrasen. Im Vergleich zur
Kontrollgruppe konnten hier mikroskopisch keine Unterschiede festgestellt werden. Die
25kGy y-bestrahlten Kulturen zeigten sich ungleich schlechter, nur vereinzelt konnten
Uberhaupt Zelladhérenzen nachgewiesen werden, ein Zellrasen war nicht nachweisbar.
Diese unterschiedlichen Adhéasionsprozesse wurden durch verschiedenste Faktoren
beeinflusst. Zum Beispiel zeigten Hofmann et al. in einer dhnlichen in vitro Studie, hier
wurde jedoch eine Osteobl astenzellkultur benutzt, dass die Hohe der
Temperaturbehandlung der Knochenmatrix Auswirkungen auf die Adh&sion der Zellen
hat.

Zwar wurde in diesem Versuchansatz die Platting efficiency nur in den ersten Stunden
ausgewertet, doch bewerteten diese ebenfalls die Proliferation der Zellen und fihrten
eine MTT-Analyse durch [Hofmann et a. 2000].

Das Proliferationsverhalten der 121°C autoklavierten Testgruppen konnte in unserem
Versuchsansatz die Beobachtungen der Arbeitsgruppe Hofmann bestétigen. Eine
Behandlung mit besonders hohen Temperaturen fihrt dazu, dafld in serumhaltigen
Medium die Zelladhésion verlangsamt erfolgt [Hofmann et al. 2000].

25k Gy y-bestrahlte Knochentransplantate wurden in der Studie von Hofmann et al. nicht
getestet. Die Vermutung, dass bei der y-Bestrahlung ebenfalls sehr hohe Temperaturen
entstehen, die die schlechten Adhdsionss und Proliferationsergebnisse dieser
Testgruppen erkléaren konnten, bestétigte sich nicht. Wahrend der Bestrahlung und der
Prozessierung der 25kGy y-bestrahlten Knochentransplantaten ist von einer
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Temperaturverschiebung von hochstens 10°C auszugehen. In unserem Fall lag damit
das Temperaturmaximum bei < 40°C [BGS Beta-Gamma-Service GmbH& Co.KG].

Die rasterelektronenmikroskopischen Bilder der Testgruppen nach 12 Wochen zeigten
fur beide Verfahren eine unterschiedliche Adhasion von Zellen in den spongidsen
Zwischenrdumen.

Die 121°C autoklavierten = Knochenprobenkorper zeigten  spindelférmige
Zellmorphologien. Weiterhin konnten sich aufspannende Matrixstrukturen zwischen
den Trabekeln erkannt werden. Diese Beobachtungen fanden sich ebenfalls in den
mikroskopischen Bildern der Direktfarbung nach Giemsa. Die 25kGy y-bestrahlten
Knochenprobenkorper fielen durch eine Verminderung von Zellen und das Fehlen
faseriger Netzwerke auf. Auch die durchgefiihrten histologischen Schnittbilder und die
Direktfarbung nach Giemsa bestétigten diese Beobachtungen.

Vergleicht man allein die Knochenprobenkorper der beiden Testgruppen, zeigten sich
ebenfalls Unterschiede.

An den 121°C autoklavierten Knochenprobenkérper konnten nach erfolgtem
Sterilisationsverfahren  Risshildungen im  Trabekelwerk und glasuhrahnliche
Verdnderungen der Oberflache, vermutlich bedingt durch Alteration der
Kollagenfibrillen, festgestellt werden. Diese Verdnderungen waren als Folge der reinen
Praparation auszuschlief3en. Unserer Ergebnisse bestédtigten damit Studien, die
Mikrofrakturen im Hydroxylapatit des Knochens bei Temperaturen von >80°C und
vermehrt bel Temperaturen >120°C beschrieben [Kyoto Université 1991 und 2001,
Voggenreiter et al. 1994].

An den 25kGy y-bestrahlten Knochenprobenkdrpern konnten keine morphol ogischen
Schaden festgestellt werden. Auch dies bestétigte frihere elektronenmikroskopische
Studien an cortikaler Rattentibia [V oggenreiter et al. 1994].

Bel der Vitalitétbestimmung durch Trypanblauféarbung nach 28 Tagen konnten nach
Abldsung von den 25kGy y-bestrahlten Knochen nur 35,8% der Zellen als |ebend
gewertet werden. Ein zunéchst angenommener Verbleib der Zellen im Matrixverband
nach der Zellldsung durch Accutase in diesen Kulturen bestdtigte sich nicht.
Auflichtmikroskopisch  waren  auf den  Knochenprobenkdrper  in der
Trypanblaudirektfarbung nach der Accutaseablosung nur noch vereinzelt Zellen

nachweisbar.
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Die Zellzahimessungen aus den Mediumiberstanden am CASY ®-Zellzdhler ergaben in
den ersten Kulturtagen in den 25kGy y-bestrahlten Kulturen eine enorme Zunahme von
Zelltrimmern und avitalen Zellen. Damit schien ein Zelluntergang in diesen Kulturen
zu Beginn des Versuchansatzes stattgefunden zu haben. Die héchstsignifikant (p<0,001)
hohen LDH Unterschiede der y-bestrahlten Kulturen zu den Ergebnissen der Kontroll-
und autoklavierten Kulturen an den ersten beiden Mediumwechseln bestétigten diese
Vermutung.

In der Vitalitéatsbestimmung durch Trypanblauférbung zeigten die Zellen der 121°C
autoklavierten Kulturen nach Abldsung durch Accutase mit 66,7% eine gute Vitalitat.
Es muss aber von einer noch hoheren Zahl vitaler Zellen ausgegangen werden, da durch
die Trypanblaudirektfarbung nach Accutaseablosung ein Verbleib der Zellen im
Matrixverband nachgewiesen werden konnte. Die Messungen aus den
Mediumiberstanden am CASY®-Zellzdhler ergaben zu Beginn des 12-
Wochenversuchansatzes einen Peak von vitalen Zellen in den 121°C autoklavierten
Kulturen. Dieser Verlust an vitalen Zellen war in den Kontrollkulturen nicht
nachweisbar. Als Ursprung hierfir war ein mechanisches Problem beim
Mediumwechsel anzunehmen, welches durch Scherbewegungen der unfixierten
Knochenprobenkérper am Wellboden verursacht wurde. Die Messunterschiede
relativierten sich Uber die Versuchsdauer, da die Knochenprobenkorper durch
Zellbriicken, Matrixbildung und Pseudopodien der Zellen zunehmend fixiert wurden.
Die 121°C autoklavierten Kulturen verzeichneten ab dem zweiten Mediumwechsel
einen Anstieg der LDH im Vergleich zu den Kontrollkulturen. Die hoch bis
hochstsignifikanten Unterschiede zwischen Kontroll- und autoklavierten Kulturen
(p<0,01; p(<0,001) sprachen fir eine durch das Knochenmaterial ausgeloste Reaktion
der Zdlkulturen, die mit einem erheblichen Zelluntergang verbunden war. Jedoch
schien dieser Uber den Kulturverlauf hoch bleibende Wert durch die Zellkultur
kompensiert. Im zweiten und dritten Monat kam es sogar zu einem Abfall der LDH
Werte in den autoklavierten Kulturen, also einer Anndhrung an die Werte der
Kontrollkulturen. Ein gesteigerter Zellumsatz und Zelluntergang in den 121°C
autoklavierten Kulturen war somit gegen Ende des ersten Versuchsmonats zu
verzeichnen.

Auch die gemessenen Lactat- und pH-Spiegel korellierten in den Kulturen eng mit den
gemessenen LDH Werten. Die relativ niedrigen Ergebnisse der ph-Werte in den
Kontroll- und 121°C autoklavierten Kulturen sprachen fir einen erhdhten Stress bzw.
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einen gesteigerten Zellumsatz in diesen Kulturen. Hinweise fur z.B. osteoklastére
Umbauten an den Knochentransplantaten konnten hierfir eine Erkl&rung sein. Die
gemessenen Lactat-Werte sprachen fir einen eventuellen Sauerstoffmangel in den
Kulturen. Ein haufigerer Mediumwechsel konnte hier ggf. eine Lésung darstellen, da
die Zellkultur hier der Situation in vivo, d.h. Nahr- und Sauerstoffversorgung durch den
Blutkreislauf, nicht optimal nachbildete.

Die Laborparameter die in unserem Versuchdesign Aussagen Uber die Beteiligung der
immunologisch relevanten Zellen machen sollten, sind zum einen das Zytokinprofil,
Zum anderen die durchfluf3zytometrische Analyse der humanen
Knochemarkszellkulturen. Es war bekannt, dass die Expression der Zytokine IL-1f, IL—
6, INF-y und TNF-a durch immunkompetente Zellen den Knochenstoffwechsel
beeinflussen kénnen [Canalis 1986, Vaes 1988, Zheng et al. 1992].

Schratt et al. konnten Uber eine gering ausgeprégte Immunreaktion bei strahlen-
sterilisierten Knochentransplantaten in einem Tier-Modell mit Ratten berichten. Im
gleichen Experiment zeigten autoklavierte Knochentransplantate keine Immunreaktion
im  Beobachtungszeitraum.  Beobachtungsparameter war hier jedoch die
Milzhistomorphologie, sowie der Leukozyten-Migrations-Inhibitionstest (LMI).
Vermutet wurde, dass nicht alein die osteoinduktiven, sondern auch die noch
vorhandenen antigenen Eigenschaften des behandelten Knochentransplantats wichtig
fUr das Einwachsverhalten der sterilisierten Knochentransplantaten waren [Schratt et al.
1997].

Den bekannten Einflul der Zytokine 1I-1 und TNF-o auf die Hamostasis und das
Knochenremodelling, speziell der Osteoklastenregulation [Kobayashi et a. 2000, Kim
et a. 2005], konnten Kon et a. ebenfalls in einer Knochenfrakturstudie nachweisen
[Kon et al. 2001]. Kon et a. bestimmten in dieser Frakturstudie an BALB/c Méausen
unter anderem die Expression der Zytokine Il1-1 und TNF-o und deren Rezeptoren.
Dabel zeigten sich eine Hochregulation von I1-1 und TNF-a, sowie ein Einstrom von
immunkompetenten Zellen 24 Stunden nach einem Frakturtrauma [Kon et al. 2001].
Unser Versuchansatz konnte die oben beschriebene Immunmodulation im Tierversuch
nicht bestétigen. Zwar waren erhohte Werte von 1I-1 und TNF-a am ersten
Mediumwechsel in den Kontrollkulturen und in den 121°C autoklavierten Kulturen
nachweisbar, jedoch nicht signifikant. Unser in vitro Modell schien hier nicht in der

Lage die Messparameter des obigen Tierversuchs nachzuvollziehen.

152



Diskussion

Jedoch sprach das Ausbleiben einer maximalen 1lI-1 Ausschittung gegen eine
knochendestuktive Infektion in den Kulturen. Sasaki et al. berichteten Uber einen
solchen Zusammenhang, d.h. die Ho6he der I1lI-1 Ausschittung und der
Knochendestruktion, in einem in vivo Infektionsmodell an Mausen [Sasaki et a. 2000
und 2004].

Als Zytokin mit inhibitorischen Effekt wurde versucht IFN-y aus den
Mediumuberstdnden zu bestimmen. In unseren Kulturen konnte kein signifikannter
IFN-y Nachweis gemessen werden. Ein maoglicher hemmender Einfluss auf die
Osteoklastendifferenzierung durch IFN-y war deshalb in alen Kulturen nicht
anzunehmen. Sasaki et al. untersuchten in diesem Zusammenhang in einem in vivo
Infektionsmodell an IFN-y” Knockoutmausen, ob es bei einem Wegfall einer
maoglichen inhibitorischen [FN-y-Wirkung zu einer signifikanten Erhéhung einer
infektinduzierten Knochenresorption kdme. Eine signifikant erhdhte Knochenresorption
konnte in dieser Studie nicht nachgewiesen werden [Sasaki et al. 2004].

Die Zytokinbestimmungen in den 25kGy y-bestrahlten Kulturen lagen fur ale Zytokine
unterhalb der Nachweisgrenze.

Betrachtet man die Zytokinprofile des I1-6, so liessen sich signifikannte Unterschiede
nachweisen.

Nach initial hohen Werten am ersten Mediumwechsel (entspricht Tag 3 nach Aussaat)
fielen die I1-6 Werte in den Kontroll- und autoklavierten Kulturen ab, um dann ab dem
sechsten Mediumwechsel (entspricht Tag 12 nach Aussaat) anzusteigen. Vergleicht man
die gemessene Expression an I1-6 in den autoklavierten Kulturen mit den
Kontrollkulturen waren diese hierbei immer signifikant héher, mit einem Maximum und
hochstsignifikanten Unterschied von p<0,001 am 14. Mediumwechsel (entspricht Tag
28 nach Aussaht). Diese |1-6 Verlaufe wurden ebenfalls in einem Tiermodell an Ratten
beobachtet. Cho et al. testeten in dieser Frakturstudie ein Distraktionsmodell. Initial
kam es in dieser Studie am Operationstag zu einer erhdhten 11-6 Expression nach
Corticotomie, weiterhin zu einem Absinken der 11-6 Expression und einem Anstieg nach
Distraktionsreiz [Cho et a. 2007]. Verschiedenste Zellen, z.B. Monozyten,
Makrophagen, T- und B-Lymphozyten, Fibroblasten, Chondrozyten und Osteoblasten
etc., sind in der Lage 11-6 zu exprimieren [lbelgauft 2003]. 11-6 ist dabei ein
multifunktionelles Zytokin, welches in der Lage ist verschiedenste Effekte auf
hématopoetische Zellen, wie mesenchymale Zellen, Osteoklasten, T- und B-
Lymphozyten etc. auszutiben. Die 11-6 Wirkung auf den Knochenstoffwechsel konntein
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verschiedenen Studien gezeigt werden. Roodman beschrieb, stiitzend auf die Arbeiten
von Kurihara et al., dass eine Osteoklastentétigkeit Uber die direkte Wirkung von 11-6
auf osteoklastére Vorlauferzellen moglich ist [Roodmann 2006, Kurihara et al. 1990]. In
unserem Versuchansatz werteten wir eine Erhéhung der 11-6 Werte in den Kulturen als
Zeichen eines gewunschten Remodelling am Knochentransplantat. Ein in unserer
Arbeitgruppe unter gleichen Bedingungen durchgefiihrter Versuchsansatz mit autologen
Knochentransplantaten ergab ein ahnliches 11-6 Zytokinprofil mit jedoch signifikant
hoher gemessenen Werten [Herzberger 2008]. Wie wichtig diese 11-6 gesteuerten
Umbauprozesse im Knochenstoffwechsel sind zeigte die Arbeitsgruppe um Rozen. In
einer Frakturstudie an Ratten konnte durch eine Applikation von Parathormon
Fragmenten (PTH 1-34 oder PTH 28-48) in Kombination mit 11-6 und des Rezeptors IL-
6sR ein groRReres Callusvolumen am Frakturspalt, sowie eine bis zu 300% hohere
mechanischen Belastbarkeit des neu gebildeten Knochens erreicht werden [Rozen et al.
2007]. Vermutet wurde, dass zum einen eine Vermehrung von Knorpel erreicht werden
muisse, der als Basis fir eine Knochenneubildung dienen kdnnte. Zum anderen sollte
damit die Knochenneubildung unterstiitzt werden. In einer frilheren Studie war die 11-6
modulierte Erhéhung der Knochenumbauprozesse durch Osteoklastenaktivierung im
Nacktmausmodell schon nachgewiesen worden [Rozen et a. 2000]. Die Kombination
mit I1-6 und dem Rezeptors IL-6sR wirkte in dieser Studie als Verstarker des Knorpel
zu Knochen Remodellings [Rozen et al. 2007].

Fir unsere Ergebnisse schien das gemessene IL-6 Profil demnach ein physiologisch wie
therapeutisch gewunschter Effekt, der nétig fur das Einheilen des transplantierten
Knochenpraparats sein mufite.

In verschiedenen Studien wurde postuliert, dass hamatopoetische Zellreihen und
Lymphozyten Effekte auf den Knochenstoffwechsel haben konnten. Durch ihr
Vorkommen im Knochenmark ruickten sie gerade bei pathologischen Prozessen in
diesem Bereich in den Mittelpunkt der Betrachtung [Sharrock 1998]. Die Interaktion
von Skelettsystem und Immunsystem wird auf dem Feld der Osteoimmunologie
beforscht. In der Pathogenesse der inflammatorisch bedingten Knochenresorption rtickte
die T-Zelle, sowie deren Transkriptionfaktor (NFATc1), Zytokine und verschiedenste
Signalmolekiihle ins zentrale Interesse der Osteoklastogenese [ Takayanagi 2005].

Ein Beispid zeigte die Betrachtung der Wirkung von Cyclosporin A auf den
Knochenverlust von Ratten, die eine T-Zelldefizienz aufweisen. Buchinsky et al.

bewiesen hier, dass fur die Cyclosporin A ausgelOste Osteoporose T-Lymphozyten
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vorhanden sein mussen. Die T-Lymphozyten schienen in diesem Falle notwendig, um
bestimmte Signale des Knochenabbaus zu vermitteln [Buchinsky et al. 1996]. Andere
Arbeiten berichteten Uber ahnliche Ergebnisse in Tierversuchen mit T-Zell-defizienten
Nacktmausen. Ziel hier war es Knochenverluste an den Alveolaren der Tiere nach
Endotoxingabe von E.coli Bakterien nachzuweisen. Die T-zell-defizienten Nacktmause
zeigten zum einen eine verminderte Knochenresorption im Vergleich zu normalen
Ma&usen, zum anderen vermehrte sich der Knochenverlust nach Gabe von T-
Lymphozyten [Ukai et al. 1996]. In einer Folgestudie konnten Hara et a. im gleichen
Studiedesign zeigen, dass diese Schliisselstellung der T-Lymphozyten sowohl fir CD4"
als auch fir CD8" T-Lymphozyten galt. Beide L eukozytensubpopulationen schienen als
Makrophagenaktivator einen Beitrag in der durch E.coli Endotoxin ausgeldsten frihen
Knochenresorption zu leisten. Der Knochenverlust war in den Kontrollgruppen
(CD4'/CD8’-, CD4" oder CD8" defizient) signifikant geringer [Hara et al. 1998].

Auch beim Menschen scheinen verschiedenste Krankheiten, die sich durch eine
gesteigerte Osteoklastenrekrutierung und —aktivierung auszeichenen, entscheidend
durch die Funktion der T-Lymphozyten bestimmt. Beispielsweise sieht Teitelbaum die
T-Zelle im Mittelpunkt der postmenopausalen Osteoporose. Durch die Verminderung
des Ostrogens kdmme es zu einer Aktivierung von T-Zellen. Wahrscheinlich wiirde
diese Aktivierung durch eine gesteigerte Antigenpresentation tlber MHC der Klasse |1
gefordert. Die aktivierte T-Zelle steigere die Expression von I1-1 und TNF-a, welche in
der Lage seien Uber den RANKL/RANK Signalweg eine Osteoklastendifferenzierung
im Knochenmark anzuregen [ Teitelbaum 2004].

Trotzdem scheint die Rolle der T-Zellen nicht nur auf die osteoklastdre Seite des
Knochenstoffwechsels beschrankt. Rifas et al. berichteten Gber eine Differenzierung
von humanen Knochenmarkszellen in Osteoblasten nach Gabe von aktivierten T-Zellen.
Damit scheint die T-Zelle sowohl in der Lage Knochenaufbau, wie auch Knochenabbau
bei rheumatoiden Arthritiden anzuregen [Rifas et a. 2003].

Im Rahmen unserer Studie konnten ebenfalls Veranderungen  der
L eukozytensubpopulationen nachgewiesen werden. Mit Hilfe des Verfahrens der
fluorenszenzaktivierten  Zellandyse  konnte  eine  Phanotypisierung  der
L eukozytensubpopulationen und deren Reifungsgrad erbracht werden. Bringt man
ortsfremdes Material in einen Organismus, hier also die Knochenprobenkorper in die
Kulturen, so kommt es zur physiologischen Aktivierung der Abwehr- und

Umbaumechanismen. Die Verdnderungen des normalen Zellpools der humanen
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Knochenmarkszellen zeigten die Aktivierung einer zelluldren Immunantwort. Die
prozentualen Zellzahlen an T-Zellen, T-Helfer-Zellen, Suppressor-und zytotoxischer T-
Zéllen, sowie natirlicher Killerzellen verschoben sich.

Im Vergleich zeigten die Kulturen mit 121°C autoklavierten Knochenprobenkérpern
hohere ausgezahlte Zellzahlen als in den 25kGy vy-bestrahlten Kulturen. Ein massiver
Zelluntergang konnte hier nicht erkannt werden.

Im Vergleich zur Kontrolle kam es zu Verschiebungen in den Subpopulationen, d.h.
einer Vermehrung von reifen T-Zellen, T-Helfer-Zellen, sowie Suppressor- und
zytotoxischer Zellen. Eine Vermehrung von nattrlichen Killerzellen blieb aus und der
Anteil an B-Zellen ging ebenfalls zurtick.

Geht man vom Goldstandard der autologen Kulturen aus, hier kam es zur ener
Zunahme der T-Zellen, so verhielten sich die 121°C autoklavierten Kulturen im
Zdlprofil @nlich [Endres et al. 2005].

Die Kulturen mit 25kGy y-bestrahlten Knochenprobenkérpern zeigten eine exzessive
Vermehrung von Suppressor- und zytotoxischen Zellen (p<0,001). Auch kam es bei den
T-Helfer-Zellen und natirlichen Killerzellen in diesen Kulturen zu hdchstsignifikanten
Zunahmen der Subpopulationen (p<0,001). Jedoch missen die Ergebnisse der
prozentualen Zellzahlen bei den 25kGy y-bestrahlten Kulturen aufgrund der niedrigen
absoluten Zellzahlen mit VVorsicht interpretiert werden.

Bauend auf die Studien von Buchinsky et al., Ukai et al., Hara et al., sowie die
Ergebnisse von Teitelbaum kann man vermuten, dass die Zunahme der T-Zellen eine
»gewunschte Reaktion der Kulturen darstellt [Buchinsky et al. 1996; Ukai et al. 1996;
Hara et a. 1998; Teitelbaum 2004]. Zwar diskutieren diese Studien eher den
destruktiven Knochenverlust, doch scheinen diese Zellzusammenhéange auch fir das
Einheilen von transplantiertem Knochengewebe wichtig.

Die hochstsignifikanten T-Zellerhdhungen in den 121°C autoklavierten Kulturen
(p<0,001), sowie das Zytokinprofil der 11-6 Werte sind Kulturprofilveranderungen, die
eine Aktivierung, Rekrutierung und Differenzierung von Osteoklasten und deren
Vorléuferzellen nach sich ziehen kdnnen.

Jedoch ist hier im Zusammenhang nicht allein der knochenabbauende Effekt zu sehen.
Fur das Einheilen des Knochentransplantats ist eine maldvolle osteoklastére
Rekrutierung entscheidend. Diese schien durch unsere Ergebnisse im Zytokinprofil und

der FACs-Analyseim Fall der 121°C autoklavierten Knochentransplantate gegeben.
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Die Fahigkeit der Osteoklasten ossére Oberflachen durch Resorption, z.B. durch
lysosomale Enzyme wie Cathepsin K, aufzubrechen ist nétig, um Osteoblasten das
Einwandern in die aufgebrochenen Howship Lakunen zu ermdglichen. Dadurch kann
das Knochentransplantat ein- und durchmauert, sowie in den normalen
Knochenstoffwechsel mit einbezogen werden [Raisz 1999]. Weliterhin kénnte auch eine
osteoblastérer Differenzierung durch die T-Zelle getriggert sein, wie es Rifas et al. in
seiner Studie bei der rheumatoiden Arthritis zeigen konnte [Rifas et al. 2003].

Ein eventueller Nachweis hierfir durch eine signifikante Erhéhung der alklischen
Phosphatase in unseren Kulturen als friher Osteoblastenmarker konnte nicht gefunden
werden. Diese geringe Aktivitat der alkalischen Phosphatase wurde auch in anderen
Studien mit Knochenmarkszellkulturen beschrieben [Ciapetti et al. 2006].

Die Ergebnisse der 25kGy vy-bestrahlten Kulturen zeigten eine Diskrepanz zwischen der
allgemeinen Studienlage und unseren Ergebnissen,

In Falldarstellungen und kontrollierten klinischen Studien wurde tber die erfolgreiche
Inkorporation von bestrahlten, allogenen Knochentransplantaten berichtet. V erschiedene
radiologische und klinische Differenzierungsmethoden wurden hierzu angewandt.

Zwar wurden auch Bedenken Uber das Ausbleiben von Remodellingprozessen in
bestrahlten Knochentransplantaten geduf3ert [Robinson et al. 2002]. Deakin und
Bannister empfahlen sogar den zusétzlichen Einsatz von autologem Knochenmark, um
die Inkorporation des Knochentransplantats durch enen zusétzlichen Pool an
knochenbildenden Zellen zu verbessern [Deakin und Bannister 2007]. Doch zeigte die
Mehrzahl der klinischen Studien eine hervorragende Inkorporation von bestrahltem
allogenem Spenderknochen. Beispielsweise wurde bei Acetabulum Revisionen die
Therapie mit gefriegetrockneten, bestahlten, allogenen Knochentransplantaten
beflrwortet [Vargas und Caton 2007].

In unsere Studie kam es zu einem maximalen Zelluntergang in den Kulturen mit 25kGy
y-bestrahlten Knochenprobenkdrpern, mit signifikant schlechteren Zytokinprofil- und
FACS-Ergebnissen im Vergleich zu den Ergebnissen der Kontrollkulturen und den mit
121°C autoklavierten Knochenprobenkdrpern.

Unser Zellkulturmodell der humanen Knochenmarkszellkultur schien hier unter den
gegebenen Umsténden nicht in der Lage (vor allem mit der primér konstant ausgeséten
Zellzahl) die Regenerationsfahigkeit des in vivo Transplantatlagers fur y-bestrahlte

K nochentransplantate nachzubilden.
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Grund hiefir koénnte eine ungentgende Prozessierung bei der Entfettung der y-
bestrahlten Knochentransplantate gewesen sein.

Die Prozessierungsmethode zur Entfettung der Knochenprobenkérper wurde fur alle
Knochenprobenkorper beider Test-, sowie fur die der Kontrollgruppen gleichermal3en
durchgefuihrt. Jedoch fielen auf den y-bestrahlten Knochentransplantaten
rasterel ektronmikroskopisch fettartige Auflagerungen auf.

Da diese fettartigen Tropfen nur in den y-bestrahlten Knochentransplantaten
nachweisbar waren, wurden sie vieleicht erst durch die Sterilisationsmethode
freigesetzt. Die Arbeitgruppe um Moreau beschrieb, dass zurtickbleibende Lipidein den
Spongiosapléttchen zu einer braunlichen Farbverdnderung nach der Strahlenexposition
fihren [Moreau et al. 2000]. Diese bréunliche Farbver&nderung konnte Dbei
verschiedenen der bestrahlten Spongiosaplattchen auch in dieser Studie beobachtet
werden. Die Entfettung unserer Spongiospléttchen unterschied sich im Vergleich zur
Arbeitgruppe um Moreau darin, dass die ersten Waschungen mittels Earle’s Salt
Solution (Biochrom AG, Berlin) versetzt mit 500IE Streptomycin/Penicillin, 4ug
Amphotericin B und 10ug Gentamycin durchgefihrt wurden. Weiterhin wurden die
Spongiosapléttchen vor der eigentlichen Trocknung mit Pressluft bei 5 Bar ausgeblasen.
Legt man die weiteren Erkenntnisse der Arbeitgruppe Moreau zu Grunde, muss bei den
y-bestrahlten Knochenprobenkdrpern davon ausgegangen werden, dass in unserem
Versuchansatz noch zelltoxische Komponenten, zum Beispiel durch Radikalbildung und
deren Freisetzung bei der Lipidperoxidation, in den verwendeten vy-bestrahlten

Knochenprobenkorpern vorhanden waren [Moreau et al. 2000].

Die zellul&re Reaktion der humanen Knochenmarkszellkultur auf den 121°C
autoklavierten Knochen widerlegte die Daten von Schratt et al., der von einem volligen
Antigenverlust bei autoklaviertem Knochen ausging [Schratt et al. 1997]. Es kam zu
einer signifikanten Zytokinausschittung an 11-6, sowie Verschiebungen in den
Zellsubpopulationen (Vermehrung von reifen T-Zellen, p<0,001). Der 121°C
autoklavierte allogene Transplantatknochen zeichnete sich auf Zytokin- und Zellebene
durch Ergebnisse aus, die eine Integration des Spenderknochens erleichtern konnten.
Von einer Zelltoxizitét des Verfahrens auf die Zellkulturen ist nicht auszugehen.

In der aktuellen Literatur liegen fur den autoklavierten Knochen jedoch gegensétzliche
Ergebnisse vor. Allgemein geht man von einem vdlligen Verlust der osteoinduktiven

Fahigkeiten des autoklavierten Transplantatknochens aus. Hier sei an die Denatuierung
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von osteinduktiven Proteinen, wie z.B. des BMP, erinnert [Ohta et al. 2005]. In einem
MTT-Assay von humanen Zellen die ebenfalls auf verschieden sterilisierten allogenen
Knochenproben ausgesaht wurden, zeigten die autoklavierten Kulturen die signifikant
niedrigste metabolische Aktivitét in den ersten Tagen des Versuchansatzes [Hofmann et
al. 2005]. Jedoch verwendete Hofmann et al. in diesem Versuchansatiz eine
Osteoblastenzellkultur, welche die Situation am Transplantatlager nur bedingt
widerspiegeln kann.

Zoricic et a. berichteten in einer Tiermodellstudie Uber fehlende oder verzbgerte
Einhellungsprozesse von autoklaviertem Knochen. Als Versuchtiere wurden Hasen
(ménnlich, 3-4kg, mit einem standardisierten Knochendefekt an der Ulna) mit
verschiedenen allogenen Knochentransplantaten von Spendertieren versorgt. Im Verlauf
zeigte sich hier der autoklavierte, allogene Knochen unterlegen. Histomorphologische
Parameter wie z.B. Knochenneubildung, Dicke des Osteoids oder die Resorbierung und
Inkooperation des Transplantatknochens waren signifikant schlechter gegentiber denen
anderer getesteter Verfahren (hier autoklavierter, gefrorener und pasteurisierter
allogener Knochen von Spendertieren) [Zoricic et a. 2002]. Jedoch sind bekanntlich
diese im Tierexperiment gewonnen Ergebnisse nicht ohne weiteres auf die in vivo
Situation oder diein vitro Situation in einem Zellkultursystem zu Gbertragen.
Verschiedene Autoren berichteten in  Fallstudien Uber ihre Ergebnisse mit
autoklaviertem Knochen. Beispielweise zeigten Yamamoto et a. in einer histologischen
Beurteilung von transplantiertem, autoklaviertem, allogenem Knochen lediglich eine
Uberbriickende Knochenbildung durch den Wirt. Eine wirkliche Durch- und Umbauung
fand in diesem Fall auch nach Jahren nicht statt [Y amamoto et al. 2003]. Hayashi et al.
sehen das autoklavierte Knochentransplantat sogar als unakzeptable Ldsung in der
Behandlung eines Knochendefektes [Hayashi et al. 2005]. In diesen beiden Arbeiten
handelt es sich jedoch um Fallstudien, d.h. verschiedenste Faktoren konnten fur das
schlechte Ergebnis des autoklavierten Transplantatknochens urséchlich gewesen sein.
Faktoren, wie die Grofe des Knochentransplantats, die in beiden Félen stattgefundene
Chemotherapie der Patienten (es handelte sich hier um Patienten mit einem
Tumorleiden) und die Beschaffenheit des umgebenen Gewebes wurden in diesen
Fallstudien nicht berticksichtigt.
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Zusammenfassend ist es notwendig nicht nur die biomechanischen, osteoinduktiven und
osteokondutiven Eigenschaften von allogenen Knochentransplantaten in die Beurteilung
von Prozessierungverfahren einflief3en zu lassen.

Die Immunantwort des Empfangerorganismus ist ebenso mitentscheidend fir das
Remodelling und die Osseointegration des alogenen Transplantatknochens im
Empféngerorganismus. Demnach sollte das verwendete Knochensterilisationsverfahren
die Immunreaktion des Wirts &hnlich der Implantation von autologem Knochen
modulieren, um hierdurch méglichst dhnliche osteointegrative Mechanismen und
Ablaufe zu triggern und ein optimales Einheilen zu ermdglichen.

Diese Arbeit gibt mit Hilfe der humanen Knochenmarkszellkultur Hinweise auf die in
vivo Situation im Transplantatlager des Empfangers.

Es konnte gezeigt werden, dass eine Immunmodulation der Zellkultur durch das
jeweilige Knochensterilisationsverfahren induziert werden kann.

Der direkte Vergleich der beiden Knochensterilisationsverfahren gelang nur bedingt, da
die humanen Knochenmarkszellkulturen in dieser Studie ihre Grenzen in der zelluldren
Regenerationfahigkeit zeigten. Die humane Knochenmarkszellkultur ist ein etabliertes
Screeningverfahren, um neue Biomaterialien vor der Anwendung am Menschen zu
testen. Jedoch scheint die Kultur unter den jetzigen Bedingung nicht in Lage die
Regenerationsfahigkeit des in vivo Transplantatlagers, nachzuahmen. Eine Testung von
Biomateriaien im Tierversuch wird vor der Testung in situ weiterhin unvermeidbar
bleiben. Jedoch kdnnten diese durch Vortestung des Biomaterias in humanen
Knochenmarkszel lkulturen veringert werden.

Verbessernd ist Uber einen fortlaufenden Mediumflow in den Kulturen nachzudenken,
um den Verhdltnissen in situ besser gerecht zu werden. Das derzeitige
Mediumwechselinterval (alle 48 Stunden) scheint nicht ausreichend (siehe Lactat, LDH
und pH-Werte). Durch einen fortlaufenden Mediumflow in den Kulturen sollte sich der
Zellanteil im abgesaugten Medium nach Mediumwechsel verringern lassen und die
Anzahl vitaler Zellen in den Kulturen konstanter bleiben. Auch sollten die behandelten
allogenen Knochenproben in den Kulturschalen mechanisch stabilisiert werden.
Scherbewegungen am Wellboden oder ein Aufschwimmen der Spongiosascheiben
konnten so verhindert werden. Uber eine Veranderung des Versuchsaufbaus, der dann
eine mechanische Belastung der Knochenproben und Kulturen madglicht machen

konnte, sollte ebenfalls nachgedacht werden.
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Diese Optimierungen konnten das Versuchsdesign noch besser die in vivo Situation am
Transplantatlager widerspiegeln lassen.
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6 Zusammenfassung

Die vorliegende Studie untersuchte den Einfluss von unterschiedlich sterilisierten
allogenen Knochentransplantaten auf die Zytokinfreisetzung und Differenzierung von
humanem  Knochenmarkzellkulturen. Die in dieser Studie  getesteten
Knochensterilisationsverfahren waren die 121°C Autoklavierung und die 25 kGy vy-
Bestrahlung, welche beide im klinischen Alltag in der orthopadisch- und
traumatol ogischen Chirurgie eingesetzt werden.

Das von uns gewéhlte Studiendesign sollte im Zeitraum von 12 Wochen die
Zytokinfreisetzung und Differenzierung anhand eines Zellkultursystems belegen. Um
Fehlerquellen anderer Zellkultursysteme und Tierversuche zu umgehen, wurde als
Primérkultur die humane Knochenmarkszellkultur gewahlt. Diese Zellkultur ist in der
Lage, diein situ Situation am Transplantatlager bedingt nachzubilden.

Ziel war Ruckschlisse auf die Biokompatibilitdt der behandelten allogenen
Knochentransplantate ziehen zu kénnen. Als Messparameter wurde die Ausschittung
der Zytokine IL-1f3, IL-6, INF-y und TNF-a bestimmt, sowie eine FACS
Untersuchung mit CD-Antikorpern durchgefihrt. Auferdem wurden Messungen von
LDH, Lactat und akalische Phosphatase durchgefiihrt und durch Zellzahl- und pH-Wert
Bestimmungen erganzt. Zusétzlich erfolgten lichtmikroskopische Kontrollen und die
Anfertigung rasterel ektronenmikroskopischer Bilder.

Es gelang in diesem Studiendesgin Daten Uber das Zytokinprofil und die
Zelldifferenzierung der humanen Knochenmarkszellkulturen auf den behandelten
allogenen Knochentransplantaten zu erheben, welche widerum hinweisend auf die in
vivo Situation im Transplantatlager des Empfangers sein konnten.

Zusammenfassend loste der 121° autoklavierte allogene Knochen in unserem
Studiendesign ein physiologischeres Ergebnis as der 25kGy y-bestrahite alogene

Knochen in den humanen Knochenmarkszellkulturen aus.
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9 Abkurzungsverzeichnis

Abb.
AIDS
AP
ATP
AZ

BCDF
BMP
BSA
BVDV

bzw.

ca
CDC
CD
CFU
cm
CSF

dest.

EDTA
ELISA
EATB
EAMST

Fa
FACS
FITC

Abbildung

acquired immune deficiency syndrome
Alkalische Phosphatase
Adenosintriphosphat

Aktenzeichen

B-cell differentiation faktot
bone morphogenic proteins
bovine serum abumine

bovine viral diarrhoeavirus

beziehungsweise

Celsius

circa

Centers for Disease Control
cluster of differentiation
colony forming units
Centimeter

colony stimulating factor

destilata

Ethylendiamintetraacetat
enzyme linked immunosorbent assay
European Association of Tissue Banks

European Association of Musculo Skeletal Transplantation

Firma
fluorescence activating cell sorter

Fluorescein I socyanat
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FKS

G-CSF
GEMM
GmbH
GMCSF

HIV
HS

IAEA
IE
IFN

IL
IMDM

kD
kGy
kV

LDH
LOD
LMI

mA
mbar
max.

M — CSF

mg

fetales Kalberserum

Gramm

granulocyte colony stimulating factor

Granulozyten — Erythrozyten — Monozyten — Makrophagen
Gesellschaft mit beschrénkter Haftung

granulocyte — macrophage — colony stimulating —

factor

human immundeficiency virus

Pferdeserum

International Atomic Energy Association
Internationale Einheit

Interferon

Immunglobulin

Interleukin

Iscove’s modified Dulbecco’s medium

Kilodalton

Kilogray
Kilovolt

Liter

L actatdehydogenase

L actatoxidase

L eukozyten-Migrations-Inhibitionstest

molar

Milliampere

Millibar

maximal

macrophage colony stimulating factor

Milligramm
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MHC
Mio.
ml
mm
mmol
MW

HI

pm

N2
NaHCO3
NaCl
NADH
NCAM
ng

NKZ

nm

PBS
PE
PerCP
PES

P9

REM
Rpm

Stabw

major histocompatibility complex
Million

Milliliter

Millimeter

Millimol

Mittelwert

Microgramm
Microliter

Micrometer

Stickstoff
Natriumhydrogencarbonat
Natriumchlorid

Nicotinamid Adenindinucleotid Hydroeen

neural cell adhaesions molecule
Nanogramm

Naturliche Killerzellen
Nanometer

Sauerstoff

phosphatgepufferte physiologische K ochsal zl 6sung

Phycoerythrin
Peridin Chlorophyl
Peroxyessigsaure
Picogramm

Peroxidase

Rasterel ektronenmikroskopie

revolutions per minute

Sterility-assurance level

Standardabwei chung
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Tab.
TGF
TNF

USA

Standard Operating Procedure
Tabelle
transforming growth factor

Tumornekrosefaktor

Units
United States of America

von

zum Beispiel
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14 Anhang

14.1 Anamnesebogen zur Knochenspende

Name: Vorname:
Geburtsdatum: PID:

Adresse:
Spender etikett

Anamnese zur Knochenspende

Das Ihnen enthommene Knochenstiick darf nur dann fir Forschungszwecke verwendet werden, wenn
es keine Krankheitserreger enthdt. Um dies zu gewahrleisten, bitten wir Sie um die Beantwortung einiger
Fragen. Ihre Antworten und auch die Laborergebnisse sind vertraulich und unterliegen der arztlichen
Schwei gepflicht.

Mit lhrer Bereitschaft zur Knochenspende helfen Sie nicht nur kranken und hilfsbedirftigen
Mitburgern, sondern Sie dienen auch sich selbst. Mdglicherweise werden so korperliche Stérungen
aufgedeckt, die zu behandeln oder bei geplanten Operationen zu beriicksichtigen sind.

Frage:
Haben oder hatten Sie bestimmte Verhaltensweisen, die gegeniiber der Allgemeinbevdlkerung mit einem
erhdhten Infektionsrisiko fir Hepatitis B oder C oder HIV (AIDS) einhergehen?

Ja[ ] Nein[ ]

Haben oder hatten Sie Sexualkontakt(e) mit Personen mit solchem Risikoverhalten oder mit solchen
Personen aus oder in Léndern der dritten Welt?

Ja[ ] Nein[ ]
Frage:
Waren Sie jemals an einer ansteckenden L eberentziindung (Virushepatitis) erkrankt?
Ja[ ] Nein[ ]
Frage:

Waren Sie an Maaria erkrankt, oder haben Sie sich innerhalb der letzten sechs Monate in einem
Malariagebiet aufgehalten, oder sind Sie in einem solchen geboren und/oder aufgewachsen?

Ja[ ] Nein[ ]
Frage:
Haben Sie nach Tropenaufenthalt innerhalb der letzten sechs Monate an unklaren fieberhaften
Erscheinungen gelitten?

Ja[ ] Nein[ ]
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Frage:
Werden oder wurden Sie wegen einer Erkrankung an Tuberkulose behandelt?

Ja[ ] Nein[ ]
Frage:

Wurde bei Ihnen eine Augenoperation mit einer Hornhauttibertragung
(Kornea-Transplantation) durchgefihrt?

Jafl ] Nein[ ]
Frage:
Leiden oder litten Sie an einem bdsartigen Tumor (Krebserkrankung)?

Ja[ ] Nein[ ]
Frage:

Haben Sie wahrend der letzten sechs Monate Blut, Blutbestandteile bzw. aus Blut hergestellte Seren und
Medikamente Ubertragen bekommen?
Ja[ ] Nein[ ]

Frage:
Haben Sie sich wahrend der letzten 12 Monate tdtowieren oder Durchbohrungen der Haut vornehmen
lassen zur Befestigung von Schmuck oder anderen Gegenstéanden?

Ja[ ] Nein[ ]

Frage:

Wurden Sie in den letzten vier Wochen mit so genannten L ebendimpfstoffen geimpft (Masern, Mumps,
Rételn, Kinderlahmung, Typhus, Cholera, Tuberkulose)? Nicht gemeint sind so genannte Totimpfstoffe
gegen Diphtherie, Tetanus, Grippe, Hepatitis.

Ja[ ] Nein[ ]

Ich bin damit einverstanden, dass Knochenteile, die im Rahmen der bel mir durchgefihrten Operation
entfernt werden mussen, als Knochenspende verwendet und die erwéhnten Laboruntersuchungen (unter
anderem Hepatitis, HIV) gelegentlich einer Blutentnahme mit durchgefiihrt werden. Ich versichere, dass
bei mir keiner der genannten Risikofaktoren vorliegt. Ich habe gegeniber Herrn/Frau Dr

alle Fragen wahrheitsgemal? beantwortet.

Ort, Datum Unterschrift des Patienten bzw.
Sorgeberechtigten; eventuell
Unterschrift des Ubersetzers

Patient erfullt Kriterien zur Knochenspende Ja[ ] Nein[ ]
Die klinische Untersuchung des Patienten ergab keinen Anhalt fir das Vorliegen

Lymphknotenschwellungen, opportunistischen Infektionen, Lymphome, Soor und neurologische
Erkrankungen Ja[ ] Nein[ ]

Ort, Datum Unterschrift des Arztes
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14.2 Zertifikat der durchgefihrten 25k Gy y-Bestrahlung der Knochenpraoben

i

Certificat of irr

Abbildung 14-1 Zertifikat der Firma Beta-Gamma-Service GmbH & Co. KG

Am 18.05.2004 erhielten die allogenen Knochenproben, die fir den Kulturansatz ionisierender
y-Srahlung ausgesetzt werden sollten, zur gleichen Zeit und gleichen Bedingungen eine Dosis von
25kGy.
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