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Zusammenfassung
Quantitative Analyse von Entziindungszellen und Vaskularisation
bei Kieferosteomyelitis
Szostak, Caroline
Gegenstand dieser Arbeit war die quantitative Erfassung und Untersuchung der
Entzindungszellen, die im Rahmen einer Osteomyelitiserkrankung der Kiefer
auftreten. Dies erscheint im Hinblick auf die noch immer Schwierigkeiten berei-
tende Diagnose und Therapie der Erkrankung sowohl fir den Erkrankten, als
auch den Behandler von ungeheurer Wichtigkeit.
Da die Entziindungszellen und die Durchblutung bei einer Entziindungsreak-
tion und ihrer Heilung die zentrale Rolle spielen, wurde in Proben von osteomy-
elitisch veranderten Unterkieferknochen die Anzahl der Zellen und Kapillaren
pro Flacheneinheit gemessen.
Um die Unterschiede zwischen erkranktem und gesundem Gewebe herauszu-
arbeiten, wurden zum Vergleich Proben von gesundem Knochen herangezo-
gen.
27 Patientenproben mit einer histologisch gesicherten Osteomyelitis und
9 Vergleichsproben wurden formalinfixiert, in Paraffin eingebettet und geschnit-
ten. Anschlieend wurden die Praparate fotografiert. Die Bilder wurden am
Computer durch Auszéahlen der Zellen und Kapillaren pro definierte Flache
quantitativ ausgewertet.
Dabei zeigte sich, dass bei der chronischen Osteomyelitis eine vermehrte An-
zahl an Osteozyten, Osteoblasten, Osteoklasten und Immunzellen (spezifisch
und unspezifisch) vorliegen. Die Kapillaranzahl und die Zahl der leeren Osteo-
zytenhohlen Uberwiegen jedoch in den gesunden Vergleichsproben.
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1. Einleitung

Im Laufe der letzten Jahrzehnte ist die Zahl der Osteomyelitiserkrankungen, vor
allem die akute Form der Entziindung, stark zuriickgegangen (2).

Hier revolutionierte die Einfuhrung der Antibiotika die Therapieformen dras-
tisch. Man verzichtete zunehmend auf die chirurgische Behandlung und setzte
verstarkt Antibiotika ein. Es musste jedoch in den letzten Jahren festgestellt
werden, dass es trotz antibiotischer MalRnahmen verstarkt zum Auftreten von
langwierigen chronischen Krankheitsverlaufen kam.

Auch heute noch tritt bei einem Teil der betroffenen Patienten keine vollstandi-

ge Heilung ein.

1.1 Definition und Klassifikation:

Bei der Osteomyelitis handelt es sich per definitionem um eine Entzindung des
Knochenmarks, welche vorwiegend in den langen Rohrenknochen auftritt; bei
der Osteomyelitis der Kiefer um eine Entzindung des Knochenmarks im Be-
reich des Gesichtsschadels.

Klinisch steht der Oberbegriff fUr Periostitis, Ostitis und Osteomyelitis.
Knocheninfektionen im Gesichtsskelettbereich sind in ihrem klinischen Ablauf
und Erscheinungsbild durchaus vergleichbar mit Osteomyelitiden der Extremita-
ten oder des uUbrigen Knochensystems; andererseits bestehen aber immer wie-
der Besonderheiten, die sich zwangslaufig aus den anatomischen, regionalen
und insbesondere aus den gefallbezogenen Gesichtspunkten ergeben (37). Die
gute Durchblutung und hohe Abwehrbereitschaft im Mund-, Kiefer- und Ge-
sichtsbereich sind der Grund dafur, dass Knochenmarksentzindungen hier we-
sentlich seltener auftreten als beispielsweise an den Extremitaten.
Entzindungen der Kieferknochen kénnen als lokales und umschriebenes Ge-

schehen verlaufen, sich jedoch auch in groferen Kieferabschnitten ausdehnen.



Die Entziindung kann zudem auf benachbarte Weichgewebe und Skelettanteile,
beispielsweise die Schadelbasis, Ubergreifen (16).

Als spezielle Form der Osteomyelitis gilt die Osteoradionekrose. Hier liegt ein
Krankheitsbild vor, bei dem die Bestrahlung des Knochens zur Ausbildung um-
schriebener Nekrosen gefuhrt hat. Eine infizierte Osteoradionekrose liegt vor,
wenn es zu einer Infektion auf dem Boden einer Osteoradionekrose gekommen
ist (16).

Man unterteilt die Osteomyelitiden klinisch je nach Auspragung der Symptoma-
tik in akute, sekundar chronische und primar chronische Verlaufsformen, sowie

in Sauglings- und Kleinstkindosteomyelitis (41).

Die sekundar chronische Form stellt einen chronisch- persistierenden Krank-
heitsverlauf im Anschluss an eine akute Osteomyelitis dar.

Im Gegensatz dazu steht bei der primar chronischen Verlaufsform, die auch als
die haufigste Form gilt (19), von Beginn an der subakute klinische Verlauf im
Vordergrund.

Das akute entzindliche Geschehen kann zum Teil dramatisch verlaufen und
das Allgemeinbefinden des Patienten stark beeintrachtigen, wohingegen sich
chronische Osteomyelitiden im zeitlichen Ablauf oftmals ganz unterschiedlich
darstellen. Solche Formen sind durch Auf- und Abbauvorgange und durch Kno-
chenmarksnekrosen charakterisiert und haben klinisch haufig eine unterschwel-
lige Symptomatik (37).

Ehrenfeld und Winter (16) differenzieren noch genauer zwischen den akuten

und chronischen Verlaufsformen und unterteilen diese in die:

1. akute bakterielle Knochenentziundung
a. periapikaler Abszess
b. akut eitrige Knochenentzindung
2. chronische bakterielle Knochenentziindungen
a. chronisch eitrige Knochenentzindung
b. chronisch nicht eitrige Knochenentzindung (Typ Garre)

c. (chronisch) fokal sklerosierende Knochenentzindung



d. (chronisch) diffus sklerosierende Knochenentzindung
3. spezielle klinische Formen der Knochenentziindung des Kiefers
a. Knochenentzindungen bei Frakturen
b. ,Sauglingsosteomyelitis®
c. fortgeleitete Knochenentziindung nach einer Otitis media
d. Entzindung des strahlengeschadigten Knochens

(Osteoradionekrose)

Im Folgenden bleiben die Subunterteilungen unbericksichtigt, da sich die Pa-
thogenese und die Knochenmorphologie bestimmter Osteomyelitisformen, wie
z.B. der sklerosierenden Osteomyelitis, der ,Sauglingsosteomyelitis® oder auch

der Osteoradionekrose deutlich von den anderen unterscheiden.

1.2 Atiologie und Epidemiologie:

Osteomyelitiden kdnnen sich auf zwei Arten im Korper manifestieren. Zum ei-
nen entstehen sie hamatogen als Absiedlung im Blut zirkulierender Keime im
Knochenmark, zum anderen durch eine fortgeleitete Infektion von einem be-
nachbarten Entzindungsprozess. Ersteres wird vorwiegend in den langen Roh-
renknochen beobachtet. Im Kiefer- und Gesichtsbereich hingegen ist eine ha-
matogene Entstehungsform nur selten und lediglich bei Sauglingen und Klein-
kindern in Form von Zahnkeim- Osteomyelitiden zu diagnostizieren. Dieses
schwere Krankheitsbild, das friher nur von 20% der Kinder Uuberstanden wurde,
hat heute durch die Behandlungsmoglichkeit der Chemotherapie eine weitaus
gunstigere Prognose. Durch den Verlust der Zahnkeime und einen mdglichen
Ubertritt der Krankheit auf die Kiefergelenke ist mit Spatfolgen zu rechnen.

Die Kieferosteomyelitis findet man fast ausschlie3lich als fortgeleitete Infektion
bakterieller Natur, von einem benachbarten und bei der Untersuchung noch
erkennbaren, entzindlichen Herd (57). Haufigste Ursachen hierbei sind sowohl
avitale oder verlagerte Zahne (Uber 80%) als auch Entziindungen in Zahn-

fleischtaschen (11, 32). Als Infektionspforten gelten aber auch physikalische



Reize, beispielsweise durch Bestrahlung mit energiereichen Strahlen oder
durch mechanische Einwirkungen, wie okklusale Traumen (16). Dartber hinaus
konnen jedoch auch Zysten, Fremdkorper, akzidentelle Traumen oder Osteo-
tomiewunden nach kieferchirurgischen Operationen (durch die Speichelkonta-
mination) und Infekte und Verletzungen der Epithelschicht (57) die Ursache fur
die Entstehung einer Osteomyelitis darstellen.

Oft kdonnen Knochenfragmente gegeneinander nicht funktionsstabil ruhig ge-
stellt werden, was eine Infektion zusatzlich begunstigt. Bei der intraoralen, sa-
gittalen Spaltung zur Korrektur der mandibularen Prognathie wird z. B. von ei-
ner Infektionshaufigkeit von 17,5 % berichtet (5).

Jedoch entsteht nicht prinzipiell nach jeder Kontamination des Knochens mit
pathogenen Keimen eine klinisch manifeste Infektion, also eine Knochenent-
zindung. Erst wenn es durch lokale und systemische Stérungen zur Verschie-
bung des Gleichgewichts zwischen abwehrendem Organismus und lokalem
Infekt kommt, kann sich eine klinisch manifeste Infektion etablieren. Zu den lo-
kalen Faktoren gehort neben der entzindlichen Erkrankung von Bindegewebe
und BlutgefaRen und mangelhafter oraler Hygiene auch die Anderung der
Durchblutungsverhaltnisse. Diese konnen durch Gefal3prozesse, wie sie z. B.
das Rauchen verursacht, negativ beeinflusst werden (16). Ebenso ist es ahnlich
wie im Weichgewebe von der lokalen zellularen und humoralen Abwehr des
Knochens abhangig, inwieweit sich eine Erkrankung klinisch manifestieren
kann.

Als systemische Faktoren werden beispielsweise Stoffwechselerkrankungen
wie Diabetes mellitus, eine Herabsetzung der koérpereigenen Abwehr (z. B.
iatrogene Immunsuppression), das Alter des Patienten oder systemische Ge-
fallerkrankungen genannt (4, 12, 27, 64). Darlber hinaus entscheidend ist die
Virulenz und Pathogenitat der eingedrungenen Bakterien.

Als Erreger kommen vorwiegend hamolysierende Staphylokokken, Streptokok-
ken, Kolibakterien, Pneumokokken und andere in Betracht, wobei die Mischin-
fektionen uberwiegen (41).

Wahrend im Sauglingsalter noch eindeutig haufiger der Oberkiefer erkrankt,



dominiert bereits zum Ende des ersten Lebensjahres die Unterkieferosteomyeli-
tis. Ist der Verlauf im Sauglingsalter noch hochakut und sehr bedrohlich, findet
man im Kindesalter meist chronisch- eitrige-, manchmal chronische Verlaufs-
formen ohne klinische Eiterung (Osteomyelitis sicca). Beim Jugendlichen und
Erwachsenen Uberwiegt die Unterkiefererkrankung mit einem Zahlenverhaltnis
von 75% zu 25% im Oberkiefer.

Dies erklart sich aus dem unterschiedlichen strukturellen Aufbau beider Kiefer.
So besitzt der Unterkiefer einen vermehrten Gehalt an anorganischer Substanz
und eine ausgepragtere Kompakta. Der Oberkiefer ist weicher und durch einen
relativ gréReren Anteil intraossaren Bindegewebes charakterisiert.

Der Oberkiefer ist daher wahrscheinlich weniger anfallig fur eine intraossare
Druckerhéhung und besitzt unter den Bedingungen einer Entzindung eine

gunstigere Durchblutung (16).

1.3 Diagnostik und Therapie:

1.3.1 Klinische Diagnostik:

Bei der akuten Kieferosteomyelitis charakterisieren schwere Krankheitserschei-
nungen wie Fieber, Schuttelfrost und ein reduzierter Allgemeinzustand das kli-
nische Erscheinungsbild. Die laborchemischen Befunde mit Leukozytose, be-
schleunigter Blutsenkungsgeschwindigkeit, sowie Proteinurie weisen auf die
akute Entzundung hin. Oft kommt es zu einer rasch einsetzenden druck-
schmerzhaften Schwellung, die von heftigen, ,bohrenden® und ,klopfenden® Kie-
ferschmerzen begleitet wird. Hierbei kann es sich um durch den Kortex durch-
gebrochenen Eiter handeln. Dadurch kann es zusatzlich zu einer Fistel- und
Abszessbildung kommen. Dieser Abszess kann klinisch im Vordergrund stehen
und so das primare Krankheitsbild Gberdecken. Da der Rontgenbefund in dieser
akuten Krankheitsphase noch unauffallig ist (gegebenenfalls sind pulpatote
Zahne mit chronisch periapikalen Aufhellungen erkennbar), sind wichtige Frih-

symptome der dumpfe Klopfschall des betroffenen Kieferabschnitts, die 6dema-



tése Schwellung der Gingiva mit eventueller Eiterentleerung aus der Zahn-
fleischtasche am 2. und 3. Krankheitstag, evtl. eine Kieferklemme, Zahnlocke-
rungen und die fruhzeitigen Sensibilitatsstorungen des N. alveolaris inferior und
des N. mentalis (Vincent- Symptom) (1, 28, 63).

Gelingt es nicht, die akute Osteomyelitis auszuheilen, bildet sich im weiteren
Krankheitsverlauf die im akuten Stadium vorhandene massive Weichteilschwel-
lung zurtck und an ihre Stelle treten mehr umschriebene druckschmerzhafte
Infiltrate.

Diese kdénnen bei neuen akuten Schiben jedoch schnell wieder anschwellen.
Zusatzlich ist das klinische Krankheitsbild durch die mangelhafte Durchblutung
und den reduzierten Stoffwechsel im Erkrankungsgebiet gekennzeichnet (41).

Diese Phase wird auch als sekundare chronische Osteomyelitis bezeichnet.

Die primar chronische Osteomyelitis beginnt oft nahezu symptomlos, ohne aku-
ten Krankheitsbeginn. Es kommt zur allmahlichen, manchmal machtigen Auf-
treibung des Kieferknochens, bedingt durch den periostalen Knochenanbau.

Daneben treten rezidivierende Weichteilschwellungen auf.

Als arbitrare Trennlinie zwischen der akuten und chronischen Form wird eine
Krankheitsdauer von einem Monat vorgeschlagen (32). Dabei handelt es sich

um langsam ablaufende Prozesse.



1.3.2 Erweiterte Diagnostik:

Neben der klinischen Symptomatik werden verschiedene bildgebende Verfah-
ren zur Diagnosestellung herangezogen. Dabei ist von der sich im Krankheits-
verlauf ergebenden Fragestellung abhangig, welches Verfahren angewandt

wird.

Zur routinemafigen Diagnostik geh6ren Panoramaschichtaufnahmen, die durch
eine Rontgenaufnahme zweiter Ebene erganzt werden kénnen.

Um osteolytische Prozesse im Réntgenbild zu erkennen, bedarf es einer

uber 50% igen Auflosung der anorganischen Substanz. Hieraus geht hervor,
dass erst ca. 20 Tage nach Ausbruch der Krankheit die ersten Demineralisa-
tionseffekte mit einem entsprechenden Aquivalent auf dem Réntgenbild zu
erkennen sind. Bei der Knochenneubildung ist im Rontgenbild ein neu kalzi-
fizierter Osteoidsaum ab 10 ym Starke zu erkennen. Die Mineralisationsge-
schwindigkeit betragt etwa 1um in 24 Stunden im Osteoidsaum (57). Knochen-
neubildungen sind deshalb erst friihestens nach 10 Tagen an Hand von rontge-
nologischen Zeichen erkennbar. Massive Sklerosierungen im Réntgenbild wei-

sen auf einen mindestens 1 Monat bestehenden Prozess hin.

Durch den langen Zeitabstand zwischen Krankheitsausbruch und ersten er-
kennbaren radiologischen Zeichen wird klar, wie schwer eine, flr den weiteren

Verlauf der Krankheit so wichtige, schnelle klinische Diagnose ist.

Daher ist die konventionelle Rontgentechnik nur im Falle der chronischen Ver-
laufsform aussagekraftig. Bessere Beurteilungen Uber Grofle und Ausdehnung
der Erkrankung werden durch das Einsetzen von Computertomographien oder
Dental-CT erreicht.

Darlber hinaus bestehen Diagnostikhilfen in Form von Magnetresonanztomo-

graphie, Positronenemissionstomographie und Blutuntersuchungen (16).



Die Knochenszintigraphie basiert auf der gesteigerten Dynamik des Stoffwech-
sels in osteomyelitisch befallenen Kieferknochenabschnitten. Man benutzt dafir
Isotope des Technetiums, Uberwiegend in Form von Technetium-99-
Diphosphaten als Tracer und kann damit Aussagen uber die entzindeten Kno-
chenbereiche sowie Therapieverlaufskontrollen tatigen.

Ursachen fur die Anreicherung radioaktiver Stoffe im osteomyelitisch befallenen
Areal sind sofortige Veranderungen der Blutzufuhr und Osteoblastenaktivitat im
Infektionsbereich. Dadurch ist eine eindeutige ldentifizierung eines osteomyeli-
tisch befallenen Knochenabschnitts schon nach zweitagiger Erkrankungsdauer
maglich (57).

Ein weiterer Vorteil der Knochenszintigraphie ist die im Vergleich zur konventio-
nellen Rontgentechnik geringere Strahlenbelastung. Auch bei 3-4 Untersuchun-
gen in 8- wochigem Abstand wird die maximal zulédssige Aquivalenzdosis nicht
erreicht (18).

Daruber hinaus steht mit der Magnet- Resonanz- Tomographie (MRT) ein wei-
teres Diagnosemittel zur Verflgung. Dieses ist in der Bewertung der Weichteil-

beteiligung allen anderen Verfahren Uberlegen (33, 51).

Mikrobiologische Erreger- und Resistenzbestimmungen sind Voraussetzung fur
eine gezielte antibiotische Therapie von akuten und auch chronischen Kno-
chenentziindungen. Bei akuten Entziindungen reicht daftir in der Regel ein Ab-
strich, bzw. ein Eiteraspirat aus den Weichteilen. Bei der chronischen Form ist
eine Knochengewebsentnahme zur Erregerbestimmung von Noten. Bei den
nichteitrigen Formen gelingt ein Erregernachweis in der Regel nicht.

In diesem Zusammenhang wird auch die Indikation zur Knochenbiopsie gestellt,
die differentialdiagnostische Aussagen (z. B. die Abgrenzung gegenliber Kno-
chenmalignomen oder Knochensystemerkrankungen) und eine gezielte Antibio-

se ermdglicht (36).

Bei entsprechender Indikation besteht die Moglichkeit, aus dem betroffenen
Bereich eine Gewebeprobe zu gewinnen und so eine histologische Klarung der

Diagnose herbeizufuhren.



1.3.3 Therapie:

Die Hauptindikation zur antibiotischen Therapie bilden die akuten Verlaufsfor-
men, die jedoch in den letzten Jahrzehnten abgenommen haben (2, 53), was
auf den Fortschritt der antibiotischen Behandlung zurickzuflihren sein durfte.
Der akute Krankheitsbeginn wird immer seltener beobachtet (ca. 27%), wo hin-
gegen die chronischen Verlaufsformen bei ca. 73% der Erkrankten festgestellt
wurden. Diese sind zudem auf umschriebeneren Kieferabschnitten lokalisiert
(41).

Fruhzeitige, hochdosierte und systemisch verabreichte Antibiotika, gegebenen-
falls in Kombination mit begrenzten chirurgischen Maf3nahmen wie Inzision und
Drainage lokalisierter, fluktuierender Schwellungen, sind die Behandlung der
Wahl.

Auch bei chronischem Krankheitsverlauf stellt die antibiotische Behandlung die
wichtigste Therapieform dar.

Dartber hinaus sind hier jedoch auch haufig ausgedehntere chirurgische Inter-
ventionen von Noéten. Zahlreiche Autoren empfehlen als primare Therapie eine
Kombination aus systemischer Antibiose und operativer Entfernung des nekro-
tischen Knochenmaterials, etwa in Form eines Debridements oder der von
Mowlem 1945 erst beschriebenen Dekortikation (7, 24, 42).

Je nach Ausmal} des erkrankten Bereichs ist radikaleres Vorgehen bis zur
Segmentresektion mit Spongiosaanlagerung angezeigt.

Eine adjuvante Therapie mit Rheologika und physikalischen Malknahmen wird
empfohlen (24).

Der Einsatz der hyperbaren Oxygenierung wird kontrovers diskutiert. Die
uberwiegende Zahl der Autoren empfiehlt die Anwendung von HBO in Kombi-
nation mit chirurgischer und antibiotischer Therapie, vor allem bei resistenten
Fallen (7, 31). Andere Verdffentlichungen haben widersprichliche Ergebnisse
hervorgebracht (28, 62).



1.4 Pathohistologie:

Pathohistologisch bildet sich im Zentrum der Infektion als Antwort auf den infek-
tiosen Reiz eine durch Entzindungsmediatoren vermittelte lokale Steigerung
der Durchblutung, woraus ein Odem mit pH- Wert Verschiebung resultiert. Es
kommt zur Leukozytenimmigration. Die kortikale Hartsubstanz umgibt das Kno-
chenmarksgewebe vollstéandig, so dass es durch die Odembildung zu einem
hohen intramedullaren Druckanstieg kommt. Dem folgt eine zentrale Nekrotisie-
rung des Bindegewebes.

Bei dem gesamten Geschehen spielen vaskulare Veranderungen mit den da-
zugehdrigen Stérungen der Durchblutung eine wichtige Rolle. Das Bindegewe-
be des Marks schmilzt ein und die eitrige Entzindung breitet sich im Markraum
sowie in den Volkmannschen und Haversschen Kanalen aus. Die darin liegen-
den nutritiven Knochengefale obliterieren durch thromboembolische Prozesse
(6). Diese fuhren zu Stérungen der Mikrozirkulation und zu topischen Stérungen
mit konsekutivem Zell- und Gewebeuntergang, vergleichbar einem Infarktge-
schehen (49). Es entsteht eine Kompartimentierung, die die Immunantwort be-
hindert, da immunkompetente Zellen nicht mehr zum Zentrum der Entziindung
gelangen konnen. Durch die Unterbrechung der Blutzufuhr sterben grof3e Kno-
chenanteile ab. Die Markraume sind leer oder mit Eiter geflllt. Da die Hartsub-
stanz des Knochens durch die Leukozytenfermente nicht aufgelost werden
kann und Osteoklasten nicht mehr vorhanden sind, findet kein Hartsubstanzab-
bau statt. Es bildet sich Granulationsgewebe zum noch blutversorgten Gebiet.
Dort I6sen die noch intakten Osteoklasten den nekrotischen Knochen lakunar
auf. Auf diese Weise wird die tote, nekrotische Zone durch Auflosung des anor-
ganischen Knochenbalkchenverbundes aus ihrer mechanischen Verbindung mit
dem Ubrigen Knochen ausgeldst. Man spricht jetzt von einem Sequester, der
lose im infektiosen Zentrum liegt.

Als Reaktion auf die Granulationsgewebeschicht, die alle Zeichen einer akuten
Entzindung zeigt, bildet sich darum eine Mantelzone mit fibroser Gewebsneu-

bildung und Knochenanlagerung. Der neu gebildete Knochen in dieser Mantel-
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zone kann auferordentlich dicht sein und den nekrotischen und entzindlichen
Anteil vollstandig einmauern. Dies wird dann als Totenlade bezeichnet.

Falls diese Abgrenzung nicht gelingt, breitet sich die Entzindung im gesamten
Markraum des Knochens aus und durchbricht an einer oder mehreren Stellen
die Rinde. Bei stirmischem Verlauf schlieRen sich Weichteilinfektionen und -
prozesse an.

Je nach Progredienz der Krankheit und klinischem Verlauf dominiert im histolo-

gischen Bild eine dieser Erscheinungen (57).

Die akute Osteomyelitis ist durch eine Infiltration der Markraume mit neutrophi-
len Granulozyten gekennzeichnet. Osteoblasten verschwinden im betroffenen
Bereich vollstandig. Dafur sind vermehrt Osteoklasten zu beobachten, die einen
lakunaren Abbau der Knochensubstanz bedingen. Mit dem Fortschreiten der
entzindlichen Reaktion entwickeln sich Gewebeeinschmelzungen mit Bildung
kleiner Abszesse, in denen sich nekrotische Knochenbalkchen finden. In der
Nahe des osteomyelitischen Zentrums treten vermehrt neutrophile Granulozy-
ten, Lymphozyten und Plasmazellen auf. Diese finden sich dann in den Mark-
raumen des Knochens. Durch die Proliferationstendenz des umliegenden Bin-
degewebes kann es zur bindegewebigen Abgrenzung des Prozesses kommen.
Gelingt es nicht, die akute Form auszuheilen, geht die Krankheit in eine chroni-
sche Verlaufsform Uber. In diesem Fall spricht man wie bereits erlautert von der
sekundar chronischen Osteomyelitis, als mogliche Folgeerscheinung der akuten
Form, im Gegensatz zu der primar chronischen Osteomyelitis, die meist schlei-
chend, ohne akuten Krankheitsbeginn anfangt. Jedoch zeigen beide Arten der
chronischen Osteomyelitis in ihren umschriebenen Formen keine Unterschiede
in der Histomorphologie (41).

Der Knochenmarkraum ist von Narbengewebe ausgefullt. Statt des ursprungli-
chen Spongiosagerustes trifft man unregelmalige, plumpe Trabekel inmitten
des Narbengewebes an. Das medullare Bindegewebe kann an einigen Stellen
aufgelockert und von Kapillaren durchzogen sein. Dort finden sich auch lockere

Ansammlungen von Plasmazellen, Lymphozyten und Histiozyten sowie von

11



gelapptkernigen Leukozyten, die den noch schwelenden Entzindungsprozess
anzeigen (59).

Gleichzeitig bahnt sich der Eiter einen Weg durch die Kortikalis nach aul3en, wo
es zur Fistelbildung kommt.

Vor allem im Bereich des Periosts kann es zu Knochenanbauvorgangen kom-
men, die sich klinisch dann als Auftreibungen des Kiefers darstellen, jedoch
bleibt dieser Prozess hinter den Abbauvorgangen zurlck, so dass grofl3e Ab-
schnitte der Nekrose verfallen kdnnen. Das normalerweise vorhandene Fett-
mark kann vollstandig durch das in den Markrdumen enthaltene gefaldreiche
Granulationsgewebe ersetzt und der Knochen durch osteoklastische, lakunare
Resorption saniert werden.

Im Laufe der Erkrankung wird das zunachst noch zellreiche Granulationsgewe-
be durch gefalarmeres und faserreicheres Bindegewebe ersetzt. In diesem

kénnen nur noch Reste der Spongiosabalkchen liegen.

1.5 Zellulare Aspekte:

Eine im Korper ablaufende Entziindung stellt einen Abwehrvorgang des leben-
den Organismus dar. Dieser setzt sich aus komplexen Reaktionen der Blutge-
falke, bestimmter Blutplasmabestandteile und Blutzellen sowie zellularer und
struktureller Bestandteile des Bindegewebes auf eine lokale Gewebeschadi-
gung zusammen (52). Abwehrvorgange kénnen durch vielerlei Reize ausgeldst
werden, z.B. durch Infektionen eines Organismus mit Mikroorganismen, aber
auch durch Zellschadigung bzw. -nekrosen, durch Toxine oder Noxen wie z.B.
Sauerstoffmangel infolge von GefalRverschlissen (Infarkt) und durch neoplasti-
sche Entartung korpereigener Zellen (34).

Abhangig vom zeitlichen Ablauf einer Entziundung dominieren unterschiedliche
Zelltypen das histologische Krankheitsbild. Bei akuten Entziindungen treten u.a.
vor allem die neutrophilen Granulozyten auf den Plan, welche zum unspezifi-
schen Abwehrsystem des Korpers zahlen. DaruUber hinaus spielen die

Osteoklasten, die zur Gruppe der Makrophagen gehoren, eine besondere Rolle,
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da sie den Lymphozyten die phagozytierten Antigene prasentieren und sie so-
mit eine Bricke zum erworbenen, spezifischen Immunsystem schlagen.

Die Lymphozyten selbst, die sich in B- und T-Lymphozyten aufteilen (humo-
rale und zellulare Immunitat), dominieren eher das Bild einer chronischen
Entzindung.

Die Therapieresistenz einiger chronischer Osteomyelitiserkrankungen gegen-
uber einer Antibiotikagabe kann zum einen an einer vorliegenden abakteriellen
Entzindungsform liegen, zum anderen wird, bedingt durch die angiopathischen
Veranderungen, keine ausreichende Antibiotikakonzentration am Ort der Infek-
tion erzielt (24). Dartber hinaus entstehen auf Seiten der Bakterien durch teil-
weise Ubereilige Antibiotikagaben Resistenzen gegen antibakterielle Substan-
zen.

Zusatzlich reichen alleinige Antibiotikagaben bei der Therapie gerade chroni-
scher Krankheitsverlaufe allein oft nicht aus und es ist ein gezielter chirurgi-
scher Eingriff von Noten.

Dahin gehend drangt sich die Frage auf, ob es nicht vielmehr auch durch im-
munologische Reaktionen zu der Erkrankung kommen kann. Es ware dann
auch von groler Bedeutung, die Subpopulationen der Lymphozyten zu unter-

suchen und die Therapieansatze neu zu diskutieren.
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1.6 Ziel der Arbeit:

Trotz aller Fortschritte in Diagnostik und Therapie bereitet die Diagnose
,Osteomyelitis® sowohl den Patienten, als auch den Therapeuten gleicherma-
Ren Schwierigkeiten. Haufige Rezidive und langjahrige Verlaufe stellen unge-
|6ste Probleme dar und lassen viele Fragen offen.

Von entscheidender Bedeutung fir den Krankheitsverlauf ist das Vorhanden-
sein von korpereigenen Abwehrzellen. Im Rahmen dieser Arbeit untersuchten
wir die Zellanzahl und —verteilung der ortsstandigen Zellen, wie Fibrozyten und
Osteoblasten, aber auch der sogenannten ,freien Zellen®, wie Granulozyten und
Plasmazellen, die bei der korpereigenen Abwehr von Mikroorganismen eine

herausragende Rolle spielen.
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2. Material und Methode

2.1 Patienten und Kontrollgruppe:

Im Rahmen dieser Studie wurden im Zeitraum von 1998- 2001 Knochenproben
von allen Patienten, welche an chronischer Osteomyelitis erkrankt waren und
am Uniklinikum Munster behandelt und operiert wurden, entnommen. Dies ge-
schah wahrend eines operativen Eingriffs zur Dekortikation oder Teilresektion.
Es wurden nur die Proben einbezogen, fur die eine eindeutige pathohistologi-
sche Beurteilung vorlag.

Bei dem untersuchten Material handelte es sich um Knochenpraparate, die so-

wohl Teile der Spongiosa als auch der Kompakta enthielten.
Als Vergleichsgruppe wurden Knochenproben von Korperspendern des Anato-

mischen Instituts herangezogen. Eine Knochenerkrankung wurde hier jeweils

histologisch ausgeschlossen.

2.2 Aktenanalyse:

Mit Hilfe der Krankenakten der selektierten, an Osteomyelitis erkrankten Patien-
ten sollte zusatzlich ein Profil des klinischen Bildes erstellt werden. Soweit dies
eruierbar war, wurden die Aufnahmebefunde nach nachvollziehbaren Ursachen,

Erkrankungsalter und Leukozytenwerten untersucht.
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2.3 Probenverarbeituna:

Die Proben wurden nach Gewinnung umgehend in 4%igem Paraformaldehyd in
0,1M PBS-Puffer (7,4pH) nach Sérensen fur vier Stunden fixiert.

AnschlieRend erfolgte das dreimalige Auswaschen der Proben mit 0,1M PBS-
Puffer. Daraufhin wurde die vorsichtige, in Verhaltnis zur Grélze und Harte der
Proben stehende Entkalkung der Proben vorgenommen. Dazu wurden die Pro-
ben in 20%igem EDTA mit 0,2%igem Paraformaldehyd gelagert. Einmal wo-
chentlich wurde die Entkalkungslosung gewechselt. Nach vollstandiger Entkal-
kung, die rontgenologisch kontrolliert wurde und bis zu 6 Wochen dauern konn-
te, erfolgte die Dehydrierung der Praparate mittels einer Alkoholreihe, begin-
nend in 50%-,70%-,90%- und dann in 100%igem Alkohol jeweils flr 24 Stun-
den. Zur Eliminierung des Alkohols wurden die Praparate fur einen Tag in Ze-
dernholzldl gelegt, danach in eine Mischung aus Zedernholzdl und Paraffin. Die
Durchtrankung der Praparate wurde durch Paraffin I, 11, 111 und 1V bei 60°C fur
jeweils 24 Stunden erreicht. Die Proben wurden dann mit Hilfe zuvor angefertig-
ter Skizzen in individuell nach GrofRe vorbereiteten Blockformen eingebettet.

Es wurden dann Serienschnitte am Mikrotom angefertigt. Die Schichtdicke be-
trug 8-10 ym. Die Schnitte wurden anschlielend in ein auf 40°C temperiertes
Wasserbad gelegt, damit sie sich entfalten konnten. Von dort aus wurden die
Schnitte auf die mit Eiweil3glycerin beschichteten Objekttrager aufgezogen und
daraufhin in einem Trockenschrank bei 40°C getrocknet.

Fir die Lichtmikroskopie wurden die Praparate in der Hamatoxylin- Eosin Far-
bung nach Mayer angefarbt.

Dazu wurden die Praparate fur jeweils zwei mal 10 Minuten in Xylol, absoluten
Alkohol und 96% Alkohol, fiir jeweils 5 Minuten in Celloidin- Alkohol- Ather, flr
jeweils 10 Minuten in 70% Alkohol, dest. Wasser und Hamatoxylin nach Meyer
gelegt und anschliel3end fir 30 Minuten flieRend gewassert. Daraufhin wurden
die Praparate 2 bis 5 Minuten in Eosin getaucht, dann kurz in dest. Wasser ge-
geben und im Weiteren in eine aufsteigende Alkoholreihe von 50-100% Alkohol
gelegt. Zum Schluss wurden die Praparate fur 10 Minuten in Carboxylol und flr

zweimal 10 Minuten in Xylol gegeben.
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Eingedeckt wurden die Praparate mit Metacrylat (DePeX).

Bei der Hamatoxylin- Eosin Farbung werden die Kerne blau angefarbt, der Kno-

chen rot und die zytoplasmatischen Bestandteile rosa bis rot.
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2.4 Auswertung:

2.4.1 Aktenauswertung:

Bei den ausgewahlten Patienten mit histologisch gesicherter Osteomyelitis soll-
te anhand der Krankenakte festgestellt werden, ob die klinischen Untersuchun-
gen in Bezug auf die Leukozytenzahl und die eruierbare Ursache mit den histo-

logisch untersuchten Proben korrelierten.

2.4.2 Gewebsmorphometrische Auswertung:

Zur Durchfuhrung der Gewebsmorphometrie wurden die Proben unter dem Fo-
tomikroskop unter 16-facher Vergroflerung fotografiert. Je nach Probengrolle
wurden mindestens 8 bis maximal 36 Bilder angefertigt. Durch ein Rastersys-
tem wurde gewahrleistet, dass jeder Bildausschnitt nur einmal aufgenommen
wurde. AnschlieBend wurden die entwickelten Dias in den Computer einges-
cannt. Hier erfolgte nun, mit Hilfe eines zuvor fotografierten Grolenmalistabs,
eine Bewertung der Probenbilder in Bezug auf Bindegewebs- zu Knochenge-
websstrukturen. Dafir wurden die Knochenumrisse umfahren und die Knochen-
fache und die Bindegewebsflache berechnet. Ebenso wurde die Anzahl der
Osteoblasten, der Osteozyten, der Osteoklasten, der Granulozyten, der Lym-
phozyten und der Kapillaren pro Gewebebereich (- pro mm?) ausgewertet. An-
schlielend setzten wir die Anzahl der Zellen zur Knochen- bzw. Bindegewebs-
flache ins Verhaltnis.

Die Auswertung erfolgte mit Hilfe des Bildbearbeitungsprogrammes Image Tool
2.0. Die Zahlung der Zellen geschah durch unterschiedliche, zellspezifische
farbliche Markierung der einzelnen Zellen, bzw. Zelltypen mit Hilfe des Compu-
terprogramms und automatisches Zahlen dieser, um Doppelzahlungen vorzu-

beugen.
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Die histomorphometrischen Parameter erfolgten konform mit dem American
Society for Bone and Mineral Research Histomorphometry Nomenclature
Committee (46).

Die Auswertung wurde stichprobenartig unabhangig von einer zweiten Person
nach denselben Parametern kontrolliert und ebenfalls von derselben Person

nach mehreren Stunden, Tagen und auch Wochen nachkontrolliert.

2.4.3 Statistische Auswertung:

Die gewonnen Daten wurden in das Statistikprogramm SPSS (Version 10.0)
ubertragen und zueinander ins Verhaltnis gesetzt. Aus den Osteomyelitisfallen
und Kontrollgruppen wurde ein Mittelwert flr jede Zellart und die Standartab-
weichung berechnet.

Die gewonnenen Werte wurden zunachst rein deskriptiv ausgewertet und an-

schliefend wurde der Trend der Ergebnisse ermittelt.
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3. Ergebnisse

3.1 Allgemeine Auswertung:

27 Proben konnten ausgewertet werden. Davon waren 9 weiblich und 18 mann-
lich, so dass sich ein Verhaltnis Frauen zu Mannern von 1:2 ergab. In Prozen-
ten ausgedrickt war das mannliche Geschlecht im Untersuchungszeitraum mit
66,6% am haufigsten vertreten, wohingegen lediglich 33,3% der Patienten
Frauen waren.

Der jungste Patient war zur Zeit der Erkrankung 19 Jahre, der alteste 72 Jahre
alt. Eine Haufung der an Osteomyelitis erkrankten Patienten war zwischen dem
31. und 69. Lebensjahr erkennbar, wobei der Schwerpunkt zwischen dem 61.

und 70. Lebensjahr lag. Der Altersmittelwert der Erkrankten liegt bei 53 Jahren.

Altersverteilung Osteomyelitis

absolute Haufigkeit
O~ NWPArOUOIONO©®OO

1 2 3 4 5 6 7

Alter in Jahrzehnten

Graph.1: Altersverteilung Osteomyelitis
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Bei den 30 untersuchten Patienten gab es drei verschiedene nachvollziehbare

Ursachen. Diese splitten sich wie folgt:

1. nach Extraktion 23%

2. nach Trauma 10%

3. nach Tumor und Radiatio 20%
Sowie die Gruppe der 4. unbekannten nicht eruierbaren

Ursachen 47%

Die untersuchten praoperativen Leukozytenwerte bewegten sich bei 18 von 27
Patienten im Normalen, d.h. zwischen 4,0 Zellen/nl und 10,0 Zellen/nl bei Man-
nern und Frauen (Referenzwerte von der Laborgemeinschaft Hamburg vom
April 2002). Lediglich bei zwei Patienten lag eine Erhéhung der Werte vor
(10,43 Zellen/nl und 12,19 Zellen/nl) und bei zwei weiteren eine Erniedrigung
der Werte (3,33 Zellen/nl und 2,35 Zellen/nl). Bei 5 weiteren Patienten waren
die Werte nicht bekannt.

praoperative Leukozytenzahl

Zellen/nl

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
Patienten

Graph.2: Praoperative Leukozytenzahl
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3.2 Histologische Auswertung:

Es wurden 29 Knochenproben untersucht. Bei zwei Praparaten ergab die histo-
logische Untersuchung die Diagnose der Osteoradionekrose. Somit konnten
Proben von insgesamt 27 erkrankten Patienten in die Studie eingeschlossen

und ausgewertet werden.

Die Kontrollgruppe wurde von 9 Praparaten der gesunden Probanden gebildet.
Alle 36 Proben wurden zunachst mit Hamatoxylin-Eosin gefarbt und anschlie-
Rend histologisch untersucht. Die Osteomyelitis-Diagnose der 27 erkrankten

Patienten konnte in allen Fallen bestatigt werden.

Die Abbildungen 1 und 2 zeigen jeweils HE-gefarbte Ubersichtsaufnahmen der

Osteomyelitis und des gesunden Knochens.
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Abb.1 Osteomyelitis—Ubersichtsaufnahme 16-fache VergroflRerung

Im obigen Bild ist ein typischer histologischer Befund fur eine osteomyelitische
Erkrankung dargestellt. So kann man die in den Knochen eingemauerten
Osteozyten sowie die am Knochen aufgereihten aktiven und inaktiven
Osteoblasten erkennen. Daruiber hinaus sind vereinzelt neutrophile Granulozy-
ten, Lymphozyten und mehrere GefalRanschnitte zu sehen. Ebenfalls im Bild

sichtbar sind drei Osteoklasten.

Zum Vergleich wurde das histologische Bild einer gesunden Knochenprobe bei-

gefugt.
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Abb.2 gesunder Knochen-Ubersichtsaufnahme 16-fache VergroRerung

Auffallig ist der grofl3e Anteil an Fettzellen. Der Fettanteil des Knochens nimmt
im Alter zu. Erkennbar sind darlber hinaus die in den Knochen eingemauerten
Osteozyten.

Die Abbildungen 3 bis 9 zeigen die untersuchten Zelltypen mit einer kurzen
Beschreibung der morphologischen Erkennungsmerkmale.
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Die Gestalt der Osteozyten lasst sich als flach und mandelférmig bezeichnen.
lhre dinnen Fortsatze erstrecken sich bis in die Knochenkanalchen hinein.

Abb.3 leere und gefiillte Osteozytenhdhlen 16-fache VergréfRerung

Abb.4 leere und gefiillte Osteozytenhdhlen (Abb.3 AusschnittvergréRerung)
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Die aktiven Osteoblasten stellen sich als kubisch- hochprismatisch, perlschnur-
artig angeordnete Zellen direkt am Knochen gelegen dar, wohingegen die inak-
tiven ruhenden Osteoblasten eher lang gestreckt und flach erscheinen.

Fibrozyten erkennt man an ihren fortsatzreichen, flachenhaft ausgebreiteten

und im Schnitt diinnen Zellkérpern.

Abb.5 aktive und inaktive Osteoblasten, Fibrozyten 16-fache VergréRerung
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Abb.6 aktive und inaktive Osteoblasten (Abb.5 AusschnittvergréBerung)
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Abb.7 Fibrozyten (Abb.5 AusschnittvergréRerung)
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Die Osteoklasten haben 10-30 blaschenférmige Kerne und liegen in tiefen How-
shipschen Resorptionslakunen.
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Abb.8 Osteoklasten zentral, leicht vom Knochen abgeschwemmt 16-fache Vergré3erung
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Abb.9 Osteoklasten (Abb.8 Ausschnittvergrof3erung)
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Die neutrophilen Granulozyten und die Lymphozyten gehéren zur Gruppe der
Leukozyten. Diese entfalten ihre Tatigkeit hauptsachlich im Bindegewebe und
verlassen dazu die Blutgefal3e, indem sie durch die Wand der Kapillaren und
postkapillaren Venen treten (Leukozytendiapedese).

Die neutrophilen Granulozyten sind im fixierten Praparat rund und an ihren ge-

lappten, bzw. segmentierten Kernen zu erkennen.
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Abb.10 neutrophiler Granulozyt in linker oberer Ecke 16-fache Vergrof3erung
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, <— neutrophiler Granulozyt

——

Abb.11 neutrophiler Granulozyt (Abb.10 Ausschnittvergréf3erung)

Die Lymphozyten besitzen einen runden, sehr chromatinreichen Zellkern. Sie
haben einen schmalen, haufig kaum sichtbaren Zytoplasmasaum. Lymphozyten
konnen weiter transformiert werden. So gibt es immunologisch noch nicht kom-
petente Lymphozyten aus dem Knochenmark, immunologisch kompetente T-
und, weniger zahlreich, B- Lymphozyten u. a., die alle annahernd gleich ausse-

hen.
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Abb.13 Lymphozyten und Kapillaren (Abb.12 AusschnittvergréRerung)
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3.3 Zellulare Auswertungen:

Um die Zellanzahl pro Knochen-/ Bindegewebsflache zu ermitteln, wurden zu-
nachst die Knochenflachen, bzw. Bindegewebsflachen der 27 Osteomyeli-
tisproben und 9 Kontrollen ermittelt. Anschlie3end wurden die einzelnen Zellar-
ten pro Osteomyelitisprobe und Kontrolle gez&hlt und die Ergebnisse wurden in
Relation gesetzt, um eine Aussage treffen zu kénnen. Nachfolgende Tabelle 1
gibt eine Gesamtlbersicht Uber die Zellanzahl pro Knochen-, bzw. Bindege-
websflache der 27 Osteomyelitisproben. In Tabelle 2 wird die Zellanzahl pro
Knochen-, bzw. Bindegewebsflache bei den untersuchten 9 Kontrollen gezeigt.

Um eine Ubersichtlichere Darstellung zu erhalten, wurden die Zahlen mit 1000

multipliziert.

Die Werte in den Tabellen 3-5 wurden sowohl in [1/ um?], als auch der besse-

ren Darstellung halber in [1/ mm?2] angegeben.

Die Graphiken 3 und 4 verdeutlichen als Histogramme die Resultate.
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Patient |Nr. Probenbez. | Zellenanzahl pro Knochen / BG - Flache x 1000 Osteomyelitis
Osteozyten Ost_.eozyten Ost'eoblaten Qste_oblasten Osteo- Fibro- neutroph. Lympho- unklarg . Kapillaren
leer gefullt aktiv inaktiv klasten zyten Granulozyt. zyten Klassifikation
OZ-/A(B) 0Z-g/A(B) OB-a/A(B) OB-i/A(B) OK/A(B) FZ/A(ST) NGZ/A(ST) LYZ/A(ST) UKN/A(ST) KAP/A(ST)

Patient 1 OM29-06-99IliIHE 0,0897 0,6186 0,7856 0,3078 0,0008 0,7919 0,0110 0,1317 0,0923 0,0362

Patient 2 OM29-06-99reHE 0,0586 0,3000 0,2834 0,0607 0,0022 0,4180 0,0056 0,0833 0,0259 0,0141

Patient 3 OMO09-06-99HE 0,0415 0,4239 0,1901 0,1857 0,0051 0,6104 0,0071 0,0659 0,0213  0,0152

Patient 4 OMO06-09-99MHE 0,0737 0,3090 0,1459 0,0925 0,0031 1,0999 0,0152 0,1273 0,0239  0,0087

Patient 5 OM22-06-99HE 0,2837 0,0207 0,0104 0,0038 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0066 0,0000

Patient 6 OM25-08-99HE 0,1150 0,6214 0,2375 0,1763 0,0030 0,4055 0,0117 0,0472 0,0151  0,0083

Patient 7 OMO06-09-99R-HE 0,8520 0,0755 0,0826 0,0330 0,0094 0,4937 0,0182 0,0972 0,6380 0,0395

Patient 8 OMO09-07-99HE 0,1357 0,1507 0,0451 0,0295 0,0021 0,5419 0,0017 0,0948 0,1064 0,0299

Patient 9 OM19-07-99B-HE 0,0535 0,2455 0,0890 0,0486 0,0000 0,2373 0,0019 0,0598 0,0934 0,0299

Patient 10 OMO01-04-99B-HE 0,4206 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

Patient 11 OM26-10-99-HE 0,1610 0,1843 0,0122 0,0159 0,0000 0,5957 0,0000 0,0265 0,4104 0,0265

Patient 12 OM28-10-99HE 0,2207 0,1408 0,0216 0,0216 0,0002 0,3958 0,0081 0,0559 0,0570 0,0179

Patient 13 OM22-9-99B-HE 0,1423 0,5687 0,1398 0,0631 0,0000 1,0999 0,0016 0,1109 0,0748  0,0329

Patient 14 OM17.3.00 | HE 0,0490 0,5766 0,3952 0,2648 0,0357 1,2242 0,0051 0,1041 0,0249 0,0109

Patient 15 OM29.3.00 B HE 0,0558 0,1880 0,0209 0,0221 0,0000 0,2177 0,0065 0,0032 0,2892 0,0032

Patient 16 OM29.3.00 U HE 0,2402 0,6005 0,0086 0,0000 0,0000 0,1000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

Patient 17 OM30.3.00 HE 0,2544 0,0435 0,0000 0,0000 0,0000 0,0561 0,0000 0,0000 0,0000  0,0000

Patient 18 OMO08.3.00 HE 0,1494 0,0492 0,0510 0,0546 0,0030 0,3828 0,0345 0,0354 0,0572 0,0047

Patient 19 OMO04.3.00 HE 0,2864 0,0000 0,0000 0,0000 0,0006 0,1413 0,6087 0,0174 0,2686 0,0000

Patient 20 OM19-10-00 0,2445  0,2389 0,0037 0,0031 0,0000 1,3995 0,0000 0,0000 0,0000 0,0107

Patient 21 OM27-10-00N1 0,0174 1,2068 0,0440 0,1034 0,0010 2,7117 0,0081 0,0136 0,2847  0,0461

Patient 22 OM27-10-00H1 0,0150 0,4091 0,0244 0,0882 0,0206 2,2066 0,0066 0,0124 0,0091 0,0322

Patient 23 OM27-10-00H2 0,1749 0,0042 0,0000 0,0000 0,0097 0,3743 0,0322 0,0201 0,0201  0,0040

Patient 24 OM22-11-00 0,2295  0,0000 0,0321 0,0000 0,0161 4,1572 0,1263 0,0505 0,0038 0,0122

Patient 25 OM28-11-00 0,1572 0,0000 0,0000 0,0000 0,0034 0,1909 0,0961 0,0267 0,0254 0,0000

Patient 26 OM29-11-00 0,1651 0,1033 0,0005 0,0047 0,0000 1,2179 0,0404 0,0354 0,0000 0,0202

Patient 27 OM16-10-00 0,0996  0,3457 0,3556 0,0715 0,0074 2,0832 0,1588 0,0234 0,0046  0,0169

Tabelle 1: Gesamtiibersicht Zellanzahl/ Knochen-, u. Bindegewebsflache Osteomyelitis
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Probenbez. Zellenanzahl pro Knochen / BG - Flache x 1000 Kontrolle
Osteozyten Osteozyten Osteoblaten Osteoblasten . neutroph. unklare Klassi- .
leer gefullt aktiv inaktiv Osteoklasten Fibrozyten Granulozyten Lymphozyten fikation Kapillaren

Oz-I/A(B) 0Oz-g/A(B) OB-a/A(B) OB-i/A(B) OK/A(B) FZ/A(ST) NGZ/A(ST) LYZ/A(ST) UKN/A(ST) KAP/A(ST)
KO1 0,319004 0,077467 0 0,0230209 0 0,9407 0,031355 0,08266 0,0912157 0,04276
KO 2 0,273324 0,054898 0,001168 0,0210249 0 0,098 0,002391 0,00717 0,0669599 0,01196
KO 3 0,259534  0,025055 0 0 0 0,0012 0 0 0,0090153 0,0006
KO 4 0,573128 0,00125 0 0 0 0,0034 0 0 0 0
KO 5 0,193445 0,254758 0,00097 0,0029104 0 0,368 0,011018 0 0,0418699 0,01322
KO 6 0,56761  0,001434 0 0 0 0,0128 0 0 0,005113 0
KO 7 0,004319 0,000583 0 1,895E-05 0 0,2031 0,010921 0 0,050237 0,03713
KO 8 0,394445 0,043898 0 0 0 0,438 0,003369 0 0,0707584 0,05728
KO 9 0,314215 0,201572 0 0,0036484 0 0,2085 0 0 0,1564028 0,04345

Tabelle 2: Gesamtiibersicht Zellanzahl/ Knochen-, u. Bindegewebsflache Kontrolle
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Mittelwert der Zellenanzahl pro Knochen / BG - Flache Osteomyelitis

Osteozyten

Osteozyten Osteoblasten Osteoblasten neutroph. Gra- unklare Klassifi-

leer gefillt aktiv inaktiv Osteoklasten Fibrozyten nulozyten Lymphozyten Kation Kapillaren

[1 7 pm?] [1/pm?] [1/ pm?] [1/pm?] [1/pum?] [1/pum?] [1/pum?] [17pm?] [1/pm?] [1/um?]

0,00017727 0,00027501 0,000110337 0,000061146 0,000004574 0,00085754 0,000044645 0,000046028 0,000094539 0,000015569
[1/ mm?] [1/ mm?] [1/mm?] [1/mm?] [1/ mm?] [1/ mm?] [1/ mm?] [1/ mm?] [1/mm?] [1/mm?]

0,17726721 0,27500593 0,110336572 0,061146417 0,004574833 0,85753716 0,044645677 0,046028385 0,094539517 0,015569843

Mittelwert der Zellenanzahl pro Knochen / BG - Flache Kontrolle

I(Zztreozyten (g);tgzl?tzyten aOkstti\e;obIasten gésltketic:/blasten Osteoklasten Fibrozyten zﬁllj)t;;/?:n Gra- Lymphozyten Egtki:;re Klassifi- Kapillaren

[1/pm?] [1/pm?] [1/pm?] [1/pm?] [1/um?] [1/pum?] [1/pm?] [17pm?] [1/pm?] [1/um?]

0,00032211 0,00007343 0,000000237 0,000005624 0 0,00025264 0,000006561 0,000009982 0,000054619 0,000022932

[1/ mm?] [1/ mm?] [1/mm?] [1/ mm?] [1/ mm?] [1/ mm?] [1/ mm?] [1/ mm?] [1/ mm?] [1/mm?]
0,3221137 0,07343503 0,000237576 0,005624836 0 0,25264049 0,006561753 0,009982059 0,054619129 0,022932792

Tabelle 3: Mittelwerte der Ergebnisse aus Tabelle 1 und 2

35



Standardabweichung der Zellenanzahl pro Knochen / BG - Flache Osteomyelitis

Osteozyten Osteozyten Osteoblasten  Osteoblasten neutroph.

. unklare Klassi-
leer gefullt aktiv inaktiv Osteoklasten  Fibrozyten Granulozyten

Lymphozyten g -tion

Kapillaren

[1/pum3] [1/pum3] [1/pum3] [1/pm?] [1/pm?] [1/pum3] [1/pum3] [1/pum3] [1/pm?] [1/pm?]
0,00016335 0,00027904 0,0001731 0,00008116 0,00000795 0,00094668 0,00011739 0,00004137 0,00015096 0,00001372

[1/ mm?] [1/ mm?] [1/mm?] [1/mm?] [1/ mm?] [1/mm?] [1/mm?] [1/ mm?] [1/ mm?] [1/mm?]
0,16335018 0,27904358 0,17310114 0,08116134 0,00795936 0,94667833 0,11738738 0,04137222 0,15096442 0,01372204

Standardabweichung der Zellenanzahl pro Knochen / BG - Flache Kontrolle

Osteozyten Osteozyten Osteoblasten  Osteoblasten neutroph. unklare Klassi-

leer gefllt aktiv inaktiv Osteoklasten  Fibrozyten Granulozyten Lymphozyten fikation Kapillaren

[1/pm?] [1/um?  [/pm?] [1/pm?] [1/pm? [1/pm?] 1/ um? [ /pm?] [1/pm?] 1/ um?]
0,00016747 0,00008728 0,00000044 0,00000887 0 0,00028524 0,00000973 0,00002579 0,00004691 0,00002097

[1/ mm?] [1/ mm?] [1/mm?] [1/mm?] [1/ mm?] [1/mm?] [1/mm?] [1/ mm?] [1/ mm?] [1/mm?]
0,16747335 0,08728762 0,00044691 0,00887594 0 0,28523742 0,00973767 0,02579422 0,04691311 0,02097737

Tabelle 4: Standardabweichung der Proben
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Mittelwertabweichung der Zellenanzahl pro Knochen/ BG-Flache Osteomyelitis

Osteozyten Osteozyten Osteoblaten Osteoblasten neutroph. unklare Klassi-

leer gefillt aktiv inaktiv Osteoklasten  Fibrozyten Granulozyten Lymphozyten fikation Kapillaren

[1/pm3?] [1/pm3?] [1/pm3?] [1/pm3] [1/pum3] [1/pm3?] [1/pm3?] [1/pm3?] [1/pm?] [1/pm?]
0,0001064 0,00021893 0,00012226 0,00005948 0,00000533 0,00070239 0,00006009 0,00003528 0,00010592 0,00001162

[1/mm?] [1/ mm?] [1/ mm?] [1/mm?] [1/ mm?] [1/ mm?] [1/ mm?] [1/mm?] [1/ mm?] [1/mm?]
0,10640037 0,21892521 0,12225667 0,05948188 0,00533598 0,70239253 0,06009361 0,03528241 0,10592399 0,01162772

Mittelwertabweichung der Zellenanzahl pro Knochen/ BG-Flache Kontrolle

Osteozyten Osteozyten Osteoblaten Osteoblasten neutroph. unklare Klassi-

leer gefullt aktiv inaktiv Osteoklasten  Fibrozyten Granulozyten Lymphozyten fikation Kapillaren

[1/um?] [1/um?] [1/um?] [1/um?] [1/um?] [1/um?] [1/um?] [1/um?] (1/pm?] (1/pm?]

0,00012641 0,00006966 0,00000036 0,00000728 0 0,00021973 0,00000746 0,00001615 0,00003708 0,00001975
[1/ mm?] [1/ mm?] [1/ mm?] [1/ mm?] [1/ mm?] [1/ mm?] [1/ mm?] [1/mm?] [1/ mm?] [1/mm?]
0,12640915 0,0696648 0,00036956 0,00728803 0 0,21972957 0,00746881 0,016151597 0,03708007 0,01975194

Tabelle 5: Mittelwertabweichung der Proben
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Mittelwert der Zellenanzahl im Vergleich
(mit Standardabweichunq)
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Graphik 3: Mittelwert der Zellanzahl im Vergleich (mit Standardabweichung)

Mittelwert der Zellenanzahl im Vergleich
(mit Mittelwertabweichunq)

Anzahl / Flache
[1/mm?]

Zellenart

B Osteomyelitis O Kontrollgruppe

Graphik 4: Mittelwert der Zellanzahl im Vergleich (mit Mittelwertabweichung)

* Fibrozyten-Wert mit Standard- und Mittelwertabweichung wurde zur besseren Ubersicht der

anderen Werte nicht komplett dargestellt (vergleiche hierzu Tabelle 3 und 4)



Um eine vereinfachte Anschauung zu erhalten, wurden die absoluten Zahlen
mit 100 000 multipliziert (1/dm2) und mittels Prozentrechnung ins Verhaltnis ge-
setzt (relativer Wert).

So wurde der jeweils grof3ere Wert (Osteomyelitisprobe und Kontrolle) gleich
100 % gesetzt, der jeweils kleinere mittels Dreisatz zugeordnet.

Zum Vergleich ist Tabelle 3 hinzuzuziehen.

Prozentverteilung der Zellen

Osteomyelitisproben Kontrollproben
[1/um2] % Wert [1/umZ] % Wert
x100.000 x100.000
Osteozyten 17,727 55% 32,221 100%
leer
Osteozyten 27,501 100% 7,343 26,70%
gefullt
Osteoblasten 11,0337 100% 0,0237 0,20%
aktiv
Osteoblasten 6,1146 100% 0,5624 9,20%
inaktiv
Osteoklasten 0,4574 100% 0 0%
Fibrozyten 85,754 100% 25,264 29,50%
neutrophile 4,4645 100% 0,6561 14,70%
Granulozyten
Lymphozyten 4,6028 100% 0,9982 21,70%
unklare 9,4539 100% 5,4619 57,80%
Klassifikation
Kapillaren 1,5569 67,90% 2,2932 100%

Tabelle 6: Prozentverteilung der Zellen
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Graphik 5: Mittelwerte in %

In der Graphik 5 erkennt man deutlich, dass auf 100% Osteozyten leer und Ka-
pillaren der Kontrollproben, ca. 55%, bzw. 68% jener Zellen bei den Osteo-
myelitisproben entfallt.

Fast genau gegenteilig zeigt sich dies bei der Gruppe der unklaren Zellen, hier
kommt auf 100% bei den Osteomyelitisproben ca. 58% bei den Kontrollen.
Hingegen ist bei den anderen untersuchten Zelltypen ein wesentlich grol3erer
prozentualer Unterschied ersichtlich. So kommen auf 100% Osteozyten gefullt
bei den Osteomyelitisproben nur ca. 27% bei den Kontrollen. Ebenso verhalt es
sich bei den Fibrozyten. Auf 100% bei den Osteomyelitis Proben kommen ca.
30% bei den Kontrollen. Bei den Lymphozyten ist der Unterschied noch etwas
groler, so kommen auf 100% bei den Krankproben ca. 22% bei den Gesund-
proben. Es folgen die neutrophilen Granulozyten mit 100% bei den OM Proben
zu ca. 15% bei den Gesundproben; inaktive Osteoblasten stellen eine noch
gro3ere Differenz her, so dass auf 100% Osteomyelitis nur ca. 10% bei den
Kontrollproben entfallen. Die gro3te Differenz stellen jedoch die Gruppen der
aktiven Osteoblasten (100%:0,2%) und der Osteoklasten (100%:0%).
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3.3.1 Zellenverteilung:

Der zentrale Untersuchungspunkt war der Vergleich der Zellanzahl pro Kno-
chen-, bzw. Bindegewebsflache zwischen den Osteomyelitisproben und den
gesunden Kontrollgruppen.

Beim Vergleich der Mittelwerte lasst sich ein Trend beschreiben.

Mit Ausnahme der leeren Osteozyten und der Kapillaren wurde in jeder unter-
suchten Zellgruppe ein deutliches Uberwiegen der Zellanzahl bei den Osteo-

myelitisproben festgestellt.

3.3.2 Aktenanalyse:

Die Auswertung der Akten in der Retrospektive war nicht ausreichend standar-
disiert, da sich in den untersuchten Anamnesebdgen héaufig nur stichpunktartige
Beschreibungen verschiedener Verfasser finden lassen.

Dementsprechend beschreiben die Ergebnisse lediglich einen Trend.

Die Anzahl der praoperativ gemessenen Leukozytenzahl bewegt sich bei 18
dokumentierten Werten im Normbereich. Bei lediglich zwei Patienten kam es zu
einer Erniedrigung der Werte, bei zwei Patienten zu einer Erhéhung. Bei 5 Pati-
enten lagen keine Werte vor.

Der Mittelwert liegt bei 7,57 Zellen/ul, die Mittelwertabweichung betragt 1,95
Zellen/pl und die Standardabweichung liegt bei 2,34 Zellen/pl.
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4. Diskussion

Methodik

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, in einer vergleichenden Darstellung die
Zellanzahl und Zellverteilung bestimmter Zelltypen der menschlichen Mandibula
bei Osteomyelitis und im gesunden Knochen zu untersuchen.

Dazu wurden Knochenproben histologisch aufbereitet und ausgewertet.

Die histomorphometrische Untersuchung eines bestimmten Organs oder Ge-
webes geht schon auf die Anfange der Mikroskopie zurick.

Dabei hilft die histomorphometrische Untersuchung in Bezug auf die eindeutige
Diagnosestellung, als auch fir die Vorhersage eines Krankheitsverlaufs (61).

Es gibt verschiedene Methoden, Gewebe histomorphometrisch zu untersuchen
und die Ergebnisse auszuwerten.

In der Studie von True (61) wird unter manueller, teilautomatischer, automati-
scher (mit Benutzerinteraktion) und voll automatischer Technik unterschieden.
Im Bereich der quantitativen Auswertung der Zellen wird auf die manuelle Me-
thode verwiesen, da dies effizient und systematisch durchfiihrbar ist. Es sollte in
jedem Fall die Technik gewahlt werden, die die maximale Effizienz mit der mi-
nimalsten Variabilitaét kombiniert.

Eine Untersuchung von de Vernejoul (15) zur Reproduzierbarkeit von histo-
morphometrischen Untersuchungen am Knochen, kam zu keinen Unterschie-
den in den Ergebnissen, unabhangig, wer die Histomorphometrie durchfihrte,
bzw. wie die Untersuchung durchgefiihrt worden war.

Die pathologisch veranderte mikroskopische Anatomie kommt im histologischen
Préaparat direkt zur Darstellung und ist standarisiert und reproduzierbar quantifi-
zierbar. Damit ist die Aussagekraft der gefundenen Ergebnisse sehr grol3.

Die Untersuchung selbst ist vollig unabhangig von der Person des Patienten, da
nur dessen Gewebe untersucht wird.

Durch die Moglichkeit des Archivierens der Praparate ist auch retrospektiv ein

interindividueller Vergleich verschiedener Praparate moglich.
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Nachteilig ist jedoch, dass zur Untersuchung grundsatzlich eine Knochenprobe
gewonnen werden muss.

Die histomorphometrische Untersuchung stellt ein sehr prazises, jedoch auf-
wendiges Verfahren dar, Gewebe und deren Erkrankungen besser verstehen
zu lernen. Die Verarbeitung der Knochenproben erfordert tagelange, wenn nicht
sogar wochenlange Bearbeitungszeiten des Knochens, bevor eine histo-

morphometrische Untersuchung erfolgen kann.

Bei der Untersuchung von Weichgeweben ist die Histologie, bzw. Immunhisto-
chemie ein gangiges Verfahren. In kalzifizierten Geweben wie dem Knochen
ergeben sich allerdings bei der Aufbereitung der Proben einige Schwierigkeiten.
Der erste Schritt auf dem Weg vom lebenden Gewebe zum histologischen Pré-
parat ist die Fixierung des Gewebes. Dazu bedient man sich in der Regel des
Paraformaldehyds.

Wahrend das Paraformaldehyd ohne Schwierigkeiten in Weichgewebe diffun-
diert, scheint eine schnelle und gleichmafige Verteilung im Knochengewebe
nicht selbstverstandlich zu sein. Um eine gleichmaRigere Aufnahme in den
Knochen zu gewahrleisten, ist in Tierversuchen eine in-vivo Fixierung durch-
fuhrbar, indem das Paraformaldehyd intracardial appliziert wird (8, 56).

Bjurholm (8) verglich die immunhistochemische Anfarbbarkeit von mit Parafor-
maldehyd perfundiertem Knochen mit Knochengewebe, das lediglich in die Fi-
xierlésung eingetaucht worden war. Dabei stellte sich heraus, dass sich die ge-
suchten Strukturen in perfundiertem Knochen intensiver angefarbt darstellten.
Es handelte sich bei dieser Arbeit um den Nachweis von Neuropeptiden in

Knochengewebe.

Weichgewebe werden nach dem Fixieren in ein Medium eingebettet, welches
ein weiteres Bearbeiten und, falls notwendig, ein dauerhaftes Lagern des Pra-
parates ermdglicht.

Damit fixierte Knochenproben geschnitten werden kénnen, um eine histologi-

sche Untersuchung erst zu ermdglichen, missen sie vor dem Einbetten zu-
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nachst demineralisiert werden. Fir diesen Entkalkungsprozess gibt es eine
Vielzahl von Méglichkeiten.

Die fur die Entkalkung vorgeschlagenen Losungen unterscheiden sich auf
Grund ihrer chemischen Zusammensetzung und der damit verbundenen Wir-
kung auf das Gewebe zum Teil deutlich. Zum einen durch die notwendige Ein-
wirkungszeit, auf der anderen Seite hinsichtlich der Aggressivitat auch den or-

ganischen Bestandteilen des Gewebes gegenuber.

Bjurholm (8) testete vor einer immunhistochemischen Anfarbung vier Entkal-
kungsverfahren auf EDTA- Basis, denen die Knochenpraparate 21 Tage lang
ausgesetzt waren. Die beste Anfarbbarkeit zeigten Préaparate, die mit einer sog.
EDTA-Kakodylat- Losung entkalkt worden waren.

In neueren Verfahren, wie z. B. Hillman (26) beschrieb, wurden die Praparate
nach der Fixierung mit Paraformaldehyd ohne Demineralisierung direkt in ein
Methacrylat eingebettet. AnschlieRend wurden 100 pm dicke Schnitte herge-
stellt, die mit einer Schleifmaschine auf eine Dicke von 10 um reduziert wurden

und so mikroskopierbar waren.

In der vorliegenden Studie wurden Knochenpraparate histomorphometrisch be-
arbeitet und untersucht, die in den Jahren 1998-2001 im Gerhard Domagk Insti-
tut fir Pathologie der Universitat Miinster begutachtet worden waren. Nach der
Fixierung in 4%iger Formalin-L6ésung wurden sie in EDTA LOosung deminerali-
siert und in Paraffin eingebettet.

Dieser Ablauf stellt das Routineverfahren dar, mit dem Knochengewebe zur
histologischen Begutachtung vorbereitet wird. Anschliel3end wurden die histolo-
gischen Praparate geschnitten und mit Hamatoxylin- Eosin gefarbt.

Die sehr guten Féarbeergebnisse, die Bjurholm (8) an Knochen beschrieb, der
21 Tage lang in einer EDTA- L6sung entkalkt wurde, geben einen Anhalt fur die
Relevanz einer schonenden Demineralisation.

Das im Rahmen unserer Untersuchung erfolgte Zahlen der Zellen ist einer der
priméaren histomorphometrischen Indizes. Etwaige Schwierigkeiten bei der
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Auswertung kdnnen zum einen in der eindeutigen Identifizierung der Zellen, bei
z.B. sich Uberlappenden Zellkernen, zum anderen in der Einstellung der mikro-
skopischen Vergrof3erung selbst liegen.

Olah (45) stellte bereits 1980 den Zusammenhang zwischen den Resultaten
einer histomorphometrischen Untersuchung und dem eingestellten VergroR3e-
rungsfaktor des Mikroskops dar. Er untersuchte dies am Os ilii und bestimmte
die Oberflachendichte und die zellbezogenen Parameter zwischen 25- facher
und 400- facher VergréRerung. Dabei stellte er fest, dass die Oberflachendichte
der Osteoidsaume, der Trabekel und der How-shipschen Lakunen signifikant
mit der VergréRerung stiegen, dieses jedoch deutlicher in der Zunahme der
kleineren Vergréf3erungsschritte stattfand. Das gleiche galt fur die zellbezoge-
nen Parameter. Zuvor war man davon ausgegangen, dass z.B. die Bestimmung
der Zellen, unabhangig vom VergroRerungsfaktor ist. Es lagen aber bereits in
den siebziger Jahren Studien vor, dass die Veranderung des Vergrof3erungs-
faktors die Ergebnisse von histomorphometrischen Untersuchungen signifikant
verandert. 1976 wurde dies an den Interalveolarsepten der Lunge von Gehr
(20) und 1975 von Keller (30) dargestellt. Fur die Trabekeloberflache des spon-
giésen Knochen des Os ilii konnte Olah (44) dies 1977 aufzeigen.

In der Studie von Olah (45) von 1980 wurde jedoch deutlich klargestellt, dass
die unterschiedlichen Knochenzellen auf Grund ihrer Anfarbbarkeit, ihrer Lage
zum Knochen und ihrer Zellmorphologie auch bei geringeren Vergrof3erungen

eindeutig zu bestimmen sind.

Hierbei liegt die grof3te Schwierigkeit in der eindeutigen Identifizierung der Zel-
len unter dem Lichtmikroskop. Die Bestimmung der Zellen kann sich zum einen
durch die sich Uberlappenden Zellwande, bzw. deren Anschnitt erschweren.
Zum anderen kann die relative Unscharfe der Praparate bei der Auswertung,
die sich durch die in einer Schnittebene befindlichen unterschiedlichen Zellebe-
nen ergeben, Probleme bereiten.

Dies ist optisch nur durch ein unterschiedliches Fokussieren zu umgehen (17).
In unserer Untersuchung wurden die nicht eindeutig zu identifizierenden Zellen

dariiber hinaus in der Gruppe der ,unklaren Zellen* bertcksichtigt, dadurch
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kann auch eine klare Aussage bei einer 16- fach starken Vergréf3erung wie in
diesem Fall getatigt werden. Dieses Messergebnis wurde in der statistischen
Auswertung mit bertcksichtigt.

Alternativ wird in der Literatur auch beschrieben, dass man bei histomorpho-
metrischen Untersuchungen die relative Unscharfe und die damit verbundene
fast unmdgliche eindeutige Zuordnung einzelner Zellen zu bestimmten Zell-
gruppen mit Hilfe einer Berechnungsformel in die Auswertung einbeziehen kann
(43).

Darlber hinaus wurde in dieser Untersuchung einem, vom Zahler der Zellen
abhangigen Falschergebnis mittels der Kontrollzahlungen eines zweiten unab-

hangigen Zahlers vorgebeugt.

Die Ergebnisse der Altersverteilung stimmen in etwa mit den Ergebnissen von
Feifel, Friebel und Riediger (19) Uberein, bei denen das durchschnittliche Er-
krankungsalter mit 45,4 Jahren angegeben wurde. Dagegen lag das durch-
schnittliche Erkrankungsalter in einer Studie von Polansky (50) bei 39 Jahren.
In der Dissertation von Meier (39) von 1999 an der Uniklinik Minster, die einen
Untersuchungszeitraum von 1985-1991 umfasste, betrug das Durchschnittsalter
der Manner 39, der Frauen 53 Jahre. In unserer Untersuchung lag das Durch-
schnittsalter bei ca. 53 Jahren, wobei kein Unterschied zwischen dem Durch-
schnittsalter der Geschlechter vorgenommen wurde. Der prozentual héhere
Anteil an Patienten Uber dem 40. Lebensjahr kdénnte auf die schlechtere Durch-
blutungssituation der Kiefer mit zunehmendem Alter zurtickzuftihren sein.

Wie alle Organe und Organsysteme ist auch der Knochen und mit ihm das Ge-
falRsystem und die Zellen des Kiefers einem Alterungsprozess unterworfen. In
der Literatur herrscht keine Klarheit dartiber, ob ein Unterschied in der Durch-
blutung und der Zellanzahl, bzw. — verteilung bei verschiedenen Altersgruppen
quantifizierbar ist.

Bei Untersuchungen der Blutgefal3e bei gerade verstorbenen Patienten zwi-
schen 18 und 92 Jahren beispielsweise, konnten keine Unterschiede der Ge-
falRdurchmesser und/oder der GefalRlumina entdeckt werden. Haesman und
Adamson (23) schlossen daraus in ihrer 1987 veroffentlichten Untersuchung,
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dass die Blutversorgung des Unterkiefers mit zunehmendem Alter konstant
bleibt, was fur die Versorgung des Knochens mit Immunzellen von entschei-

dender Bedeutung ist.
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Auswertung

Die Auszadhlung der verschiedenen Zellarten ergab einen eindeutigen Trend.
Danach lasst sich feststellen, dass in den Knochenpraparaten der Kontrollgrup-
pe gesunder Patienten mehr Kapillaren und leere Osteozytenhdhlen zu finden
waren als bei den Osteomyelitis Patienten. Alle anderen untersuchten Zellarten

uberwogen bei den Osteomyelitis Patienten.

Dieses Ergebnis mag gerade in Bezug auf die Kapillarenanzahl Gberraschen.
Bereits 1991 untersuchten Wannfors und Gazelius (65) den Blutfluss in an
Osteomyelitis erkrankten Kieferknochen. Zur Bestimmung des Blutflusses wur-
de die Laser Doppler Flowmetry (LDF) angewandt und dann mit der gesunden
Kieferseite verglichen. Zuvor wurde ausgeschlossen, dass die untersuchten
Patienten bereits zuvor an einer vaskularen Erkrankung gelitten haben. Dabei
wurde ein signifikant reduzierter Blutfluss wahrend der nicht aktiven Entzln-
dungsphase und ein zunehmender Blutfluss bei beginnender, bzw. akuter ent-
zundlicher Phase festgestellt. Dies lasst den Schluss zu, dass eine lange vor-
handene Entziindung mit einer bestehenden Reduktion der Durchblutung ein-
hergeht, was wiederum eine geschwéchte nutritive Versorgung des Knochens
zur Folge hat.

In der Arbeit von Rottke (55) 2002 fand sich ein vergleichbares Ergebnis. Dort
wurde die Durchblutung von 48 Unterkieferknochenpraparaten mittels Endothe-
lanfarbung mit Anti- von Willebrand Faktor untersucht. Die Praparate von Pati-
enten mit symptomatischer Osteomyelitis zeigten eine signifikant hohere Ge-
falkdichte als die gesunden Vergleichsknochenproben.

Interessant ist in diesem Zusammenhang sicherlich, dass in diese Studie nur
Kapillaren mit gleich, bzw. weniger drei Endothelzellen eingegangen sind. So
wurden angeschnittene BlutgefaRe, bzw. Kapillaren mit mehr Endothelzellen
nicht berlcksichtigt. Auf diese Weise wurde jedoch gewabhrleistet, dass nur ein-

deutig zu identifizierende Kapillaren in die Auswertung einbezogen wurden.
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Wir gingen davon aus, dass die groReren GefalRe bereits vor Beginn der Er-
krankung das Gebiet versorgten und nur kleine bis kleinste Gefalie eine Neu-
einsprossung darstellten. Darlber hinaus ist insbesondere die Einsprossung
von Kapillaren in die Gewebe, eine aussagekraftige NenngroéRe fiur Entzin-
dungsreaktionen.

Die Auswertung der Anamnesebdgen, in Hinblick auf aussagekraftige Daten
des Krankheitsverlaufs, belegt, dass die grof3e Mehrzahl der untersuchten Pati-
enten in unserer Studie an einer chronischen Osteomyelitis litt. Dies erklart

auch die bessere Durchblutung der gesunden Vergleichsproben

Das haufigere Auffinden von leeren Osteozytenhthlen bei den gesunden Ver-
gleichsproben lasst sich zum Einen durch das Abschwimmen der Osteozyten
bei der Probenverarbeitung erklaren, zum anderen kann es seine Ursache im
Alter der Probenspender haben. Bereits 1973 untersuchte Delling (13) altersbe-
dingte Knochenveranderungen. Unter anderem stellte er damals dar, dass mit
zunehmendem Alter vermehrt Osteozytenhothlen leer liegen.

In unserer Studie konnte ein groRerer Anteil an Lymphozyten als in den gesun-
den Vergleichsproben gemessen werden. Dies erkléart sich ebenfalls durch die
Untersuchung von Proben chronisch erkrankter Patienten.

In einer Untersuchung von Paukov (47) konnte ebenfalls eine Zunahme der T-
Lymphozyten und deren Aktivitat festgestellt werden. Im Gegensatz dazu konn-
te in einer Untersuchung von Bohm und Josten (9) eine Verringerung der abso-
luten T-Lymphozytenzahl bei der chronischen Osteomyelitis festgestellt werden.
Dabei war eine Abnahme der T- Helferzellen mit einer Zunahme der T-
Suppressorzellen festzustellen. Yoon (66) fand heraus, dass die Enterotoxine
der Staphylokokken die T-Zellen erschopfen.

Hierholzer und Hierholzer (25) untersuchten 1979 die Phagozytenaktivitat bei
Patienten mit akuter und chronischer post-traumatischer Osteomyelitis mit Hilfe
von zwei in vitro Tests. Dabei stellten sie fest, dass sowohl die Monozyten, als
auch die makrophagenabhangige Phagozytenaktivitat vermindert waren. Bei
Patienten mit einer akuten Verlaufsform war dies nicht der Fall. Dies stutzt die
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Annahme, dass die Funktionsbeeintréachtigung der Phagozyten kein angebore-
ner, sondern ein wahrend des Ubergangs von der akuten zur chronischen Ent-
zundung erworbener Defekt ist. Dieses Ergebnis lasst den Schluss vermuten,
dass Phagozyten durch einen wahrend der chronischen Infektion erworbenen
veranderten Zellmetabolismus in ihrer Funktion vermindert sind.

Im Rahmen unserer Untersuchung stellten wir fest, dass der Anteil an
neutrophilen Granulozyten der Osteomyelitisproben hoéher war, als in den ge-
sunden Vergleichsproben. Ebenso war ein héherer Anteil an Fibrozyten und
Osteoklasten festzustellen als bei den zum Vergleich herangezogenen gesun-
den Knochenproben. Dies deutet auf ein chronisches Krankheitsstadium hin
und stimmt mit der in den letzten Jahrzehnten vermerkten Rucklaufigkeit der
akuten Osteomyelitisfalle hin zur Chronifizierung der Erkrankung tberein.

Die Zahl der gefullten Osteozyten war in unserer Untersuchung gro3er als bei
den gesunden Vergleichsproben. Es ist aber festzustellen, dass die trabekulare
Knochenmasse signifikant mit zunehmendem Alter abnimmt (21, 14). So ist
fraglich, ob in diesem Fall eine eindeutige Aussage im Vergleich Osteomyeli-
tispatienten und gesunde Vergleichsproben getatigt werden kann.

In unserer Untersuchung war ein Anstieg der Osteoblasten zu verzeichnen.
Torholm (60) stellte bei der chronischen Osteomyelitis mit dem klinischen Sym-
ptom des Schmerzes ebenfalls eine Zunahme der Osteoblastenaktivitat fest.
Diese kann durch die Behandlung mit nichtsteroidalen Antiphlogistika behandelt
werden.

In einer Studie von Pesanti und Lorenzo (48), in der die Osteoklasten und die
Effekte von Interleukin 4 in der Entstehung der chronischen Osteomyelitis un-
tersucht wurden, konnte eine deutlich gesteigerte Osteoklastenaktivitat nach-
gewiesen werden. So konnte nach einem sterilen Trauma in einem Tierversuch
der komplette Abbau des toten Knochens innerhalb einer Woche festgestellt
werden. Bei Tieren mit einer daruberliegenden Infektion, hatten die  Oste-
oklasten die Funktion einer ,Entziindungsantwort®, mit verstarkter Aktivitat an
den Randern der betroffenen Seite. Dort konnte trotz der nachgewiesenen ver-
starkten Aktivitat der Osteoklasten keine Resorption der kndchernen Fragmente

nachgewiesen werden. Es entwickelte sich Sequester und der neue Knochen
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wurde Uber dem morphologisch toten Knochen gebildet. In unserer Untersu-
chung konnte ebenfalls eine hohere Osteoklastenzahl als in der gesunden Ver-
gleichsgruppe dargestellt werden. Melsen (40) vertffentlichte 1978 in seiner
Studie, dass die Knochenresorption altersunabhangig ist.

Ein Versuch, die Zellanzahl und —verteilung mit der Haufigkeit oder Art der Er-
krankungsursache, bzw. der Leukozytenzahl praoperativ zu korrelieren, wurde
nicht unternommen. Dazu schien das Anamneseverfahren nicht ausreichend
standardisiert. Hier zeigt sich der Nachteil der retrospektiven Erhebung. Dahin
gehend interessant wéare sicherlich die Fragestellung gewesen, ob die eruierba-
re Krankheitsursache fur den zellularen Verlauf der Erkrankung eine Rolle

spielt, bzw. wie sich die Leukozytenzahlen pra- und postoperativ verandern.

Die vorliegende Untersuchung kommt also zu zwei wesentlichen Erkenntnissen:

Bei der chronischen Osteomyelitis liegt eine vermehrte Anzahl an Osteozyten,
Osteoblasten, Osteoklasten und Immunzellen (spezifisch und unspezifisch) vor.
Im Rahmen der Kapillarverteilung und Anzahl, als auch der leeren Osteozyten-

hohlen Uberwiegen jedoch die gesunden Vergleichsproben.

Als Konsequenz fur die Therapie einer chronischen Osteomyelitis lassen sich
verschiedene Uberlegungen anstellen.

So wurde in unserer Studie allein eine quantitative Aussage getroffen, wo hin-
gegen keine Untersuchung der qualitativen Funktion der Zellen stattfand.

In Hinblick hierauf sind verschiedene Studien angefertigt worden, die zum Tell
Ideen der 30er Jahre wieder aufgreifen, die sich mit der Rolle der immunologi-
schen Reaktion bei der chronischen Knocheninfektion befassen und sogar ein
immunotherapeutisches Eingreifen beflirworten (10, 54). Durch die Entdeckung
der Antibiotika gerieten diese Uberlegungen jedoch wieder in Vergessenheit.

1975 untersuchte Lob (35) 80 an chronischer Osteomyelitis erkrankte Patien-

ten, wobei 50% eine hypoaktive und 50% eine hyperaktive Immunantwort auf-
wiesen. Als Seifert (58) 1977 36 Patienten mit chronischer post-traumatischer
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Osteomyelitis der langen Roéhrenknochen untersuchte, stellte er bei einigen
Probanden eine Ubertriebene humurale, bei einigen eine Ubertriebene zellulare,
bei anderen eine verminderte gesamte Immunantwort und bei einigen eine
normale Antwort fest. Die meisten dieser Untersuchungen wurden jedoch bei
Patienten durchgefihrt, die Osteomyelitis an anderen Knochen als den Kiefer-
knochen aufwiesen.

In einer Studie aus dem Jahr 1983 von Malstrom, Fyhrquist, Kosunen und Ta-
sanen (38), in der die immunologischen Merkmale bzw. Besonderheiten der
chronischen, sklerosierenden Unterkieferosteomyelitis untersucht wurden,
konnte lediglich eine verstarkte Chemokinesis der neutrophilen Granulozyten
nachgewiesen werden. Die phagozytierenden Eigenschaften waren normal. Die
meisten der untersuchten Patienten wiesen eine hyperaktive humorale Immun-
antwort auf.

Ebenfalls im Jahr 1983 stellte Antalovska (3) bei der Untersuchung der Wirkung
der unspezifischen Immunotherapie bei der sklerotisierenden Kieferosteomyeli-
tis einen signifikanten Anstieg der T-Lymphozyten Werte und der Aktivitat des
phagozytaren Systems fest. Dabei zeigte sich, dass die unspezifische Immu-
notherapie den klinischen Verlauf glinstig beeinflusste.

Bereits 1974 berichtete Govallo (22) bei der Unterkieferosteomyelitis von einer
verstarkten humoralen und zellularen Antwort.

Jacobsson and Hollender (29) behandelten Patienten mit chronischer, sklero-
sierender Osteomyelitis des Unterkiefers mit gutem Erfolg mit Immunsuppresi-
va. Dies konnte indirekt darauf hinweisen, dass auch hier ein hyperaktives Im-
munsystem vorlag. Allerdings ist auch bekannt, dass die Wirkung von Steroiden
auf einen entztindlichen Prozess vollig unspezifisch sein kann.

So ware also eine gezielte Untersuchung der Immunsituation des Patienten in

Hinblick auf die Qualitat der Immunzellen wiinschenswert.
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5. Zusammenfassung

Gegenstand dieser Arbeit war die quantitative Erfassung und Untersuchung der
Entziindungszellen, die im Rahmen einer Osteomyelitiserkrankung der Kiefer
auftreten. Trotz des ricklaufigen Auftretens der akuten Krankheitsformen, er-
scheint dies v. a. im Hinblick auf die noch immer Schwierigkeiten bereitende
Diagnose und Therapie der Erkrankung sowohl fur den Erkrankten, als auch
den Behandler von ungeheurer Wichtigkeit.

Da die Entziindungszellen und die Durchblutung bei einer Entziindungsreak-
tion und ihrer Heilung die zentrale Rolle spielen, wurde in Proben von osteomy-
elitisch veranderten Unterkieferknochen die Anzahl der Zellen und Kapillaren
pro Flacheneinheit gemessen.

Um die Unterschiede zwischen erkranktem und gesundem Gewebe herauszu-
arbeiten, wurden zum Vergleich Proben von gesundem Knochen herangezo-
gen.

27 Patientenproben mit einer histologisch gesicherten Osteomyelitis und 9 Ver-
gleichsproben wurden formalinfixiert, in Paraffin eingebettet und geschnitten.
Anschliel3end wurden die Praparate fotografiert. Die Bilder wurden am Compu-
ter durch Auszahlen der Zellen und Kapillaren pro definierte Flache quantitativ
ausgewertet.

Dabei zeigte sich, dass bei der chronischen Osteomyelitis eine vermehrte An-
zahl an Osteozyten, Osteoblasten, Osteoklasten und Immunzellen (spezifisch
und unspezifisch) vorliegen. Die Kapillaranzahl und die Zahl der leeren Osteo-

zytenhohlen Uberwiegen jedoch in den gesunden Vergleichsproben.
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