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Zusammenfassung

Immunkompetente Zellen im chronisch osteomyelitischen Kieferknochen:
Immunhistochemische Untersuchungen mit den Antikérpern CD3, CD45 RO, CD8 und
CD68

Julia Vorderwilbecke

Die unspezifische und spezifische zellulare lokale Immunitadt wbedel5 an der
chronischen Kieferosteomyelitis erkrankten Patienten, unter Becttkging
demographischer Faktoren, Lokalisation des Krankheitsbildes und magliche
Erkrankungsursache, untersucht.

Es wurden Gewebeschnitte von Knochenbioptaten angefertigt und smittel
immunhistochemischer Farbeverfahren mit den spezifischen Olvefid@arkern CD3,
CD45 RO, CD8 und CD68 behandelt, um immunkompetente Zellen (T-Zellen,
Memory-T-Zellen, zytotoxische-/Suppressor-T-Zellen und Makrophagen) itaiant
nachweisen zu koénnen. Zum Vergleich wurden Proben gesunden Knochens von 2
Korperspendern herangezogen.

Das Patientenkollektiv setzte sich aus 11 Mannern und 4 Frauen imein e
Altersdurchschnitt bei 51 Jahren zusammen. 14 Patienten entwickelten ei
Osteomyelitis in der Mandibula, lediglich 1 Patient in der Maxilhls mogliche
Erkrankungsursachen lie3en sich Z.n. Extraktion (33,3%), Z.n. Trauma (6,7%)rund Z
Tumor und Radiatio (40,0%) eruieren. Bei 20,0% der Erkrankten blieb ditodit
ungeklart.

Immunkompetente Zellen konnten bei allen Patienten im osteomyelitisthechen
immunhistochemisch mittels CD3, CD45 RO, CD8 und CD68 nachgewiesen werden.
Im Vergleich mit den Kontrollen zeigte sich ein signifikanter Anstieg déellsub-
populationen und der Makrophagen, was auf eine Hyperreaktion des Immunsystems
schlie3en lasst.

Tag der mindlichen Prufung: 23.07.2008
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Einleitung

1 EINLEITUNG

Die Osteomyelitis wird definiert als Entzindung primar des Knocheksr{dyelitis)

[3, 22, 23, 38, 50], deren inflammatorische Prozesse sekundar auf die angeenz
Knochensubstanz, die Spongiosa und Kompakta (Ostitis) sowie das Feeiosst(tis)
ubergreifen kann [22, 23, 38, 50].

Einige Autoren verwenden die Begriffe Osteomyelitis und Q#dsteitis als
Synonyme [15, 29], was zuweilen irrefiihrend sein kann. Andere Autorgeden
favorisieren eine Differenzierung der Begriffsbestimmung, irsiegsre im Hinblick
auf die Kenntnisse der Pathogenese dieser Erkrankung sowie timdimg im
Allgemeinen [89].

Die Diagnose und Therapie einer Osteomyelitis stellen nach weoie eine
Herausforderung in der Medizin dar. Seit der Verflugbarkeit dgsclins (in den
letzten 50 Jahren) und der hoch entwickelten medizinischen wie zahmisetien
Wissenschaftstechnologie, konnte zunéchst die Inzidenz der Oste@nyeliti
insbesondere des bimaxillaren Skeletts gesenkt werden [38].

Die entzuindliche Erkrankung des Knochenmarks wurde seitdem als Raritéhte¢trac
Erst einige Jahre spater wurde ein Anstieg der Inzidenz, ¥péeresubakuten und
chronischen Formen der Osteomyelitis beobachtet [68].

Dennoch wird die Osteomyelitis der Kiefer auch eine chirurgischarmelte
Erkrankung bleiben [38], wohingegen von anderen Autoren eine ausschliel3lich
antibiotische Therapie beflrwortet wird [69].

Die frihzeitige und richtige Behandlung der Osteomyelitis ist kierausragender
Bedeutung fur die Prognose und den Verlauf der Erkrankung.

Es existiert kein einheitliches Schema fir die Klassifikatien Osteomyelitis. In der
Literatur werden verschiedene Klassifikationen, basierend auf #&nmschem
Erscheinungsbild, den pathologisch-anatomischen und/oder den radiologischen
Aspekten, der Atiologie und der Pathogenese vorgeschlagen. Daher mirdrgkeich

von Studien erschwert und die Verwendung verschiedener Klassifikatienigkriund

sogar einer Vermischung dieser kann zu Verwirrung fuhren [7].
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1.1 Chronische Osteomyelitis

Das Schema nach Cotta [15] (Abb. 1) wird den typischen Verlaofsfo und dem
Infektionsweg einer Osteomyelitis gerecht. Im Folgenden werden@tter auf die
Einteilung der Osteomyelitis nach Cotta [15] eingehen.

Cotta [15] teilt die Osteomyelitis in spezifische Infektionerg durch Tbc, Typhus und
Lues hervorgerufen, sowie in unspezifische Infektionen ein.

Bei der durch unspezifische Infektionen hervorgerufenen Osteomyaiitésscheidet
man zwischen akuter Osteomyelitis und chronischer Osteomyelitis.

Die akute Osteomyelitis wird in eine hamatogene Form und ewogeae Form
eingeteilt. Bei der hdmatogenen Form der akuten Osteomyafioiyt die Infektion
Uber den Blutweg. Die Infektion nimmt ihren Ausgang von Otitiden, iderg
Pyodermien und anderen Streuherden. Sie dringt Uber die Haversschéa iaota
aul3en und greift auf das Periost Uber. Demgegentber entsteht dieonfie&tider
akuten exogenen Form durch duf3eren Kontakt mit den Erregern durch Trauema, off
Verletzungen mit Knochenbeteiligung, Periostverletzungen oder sulipkzios
Hamatome, reine Weichteilverletzungen sowie durch Operationen an Knoctike
Gelenken.

Unabhé&ngig davon, ob eine akute Osteomyelitis hamatogenen oder exoggmemgs
ist, kann es zu einer Chronifizierung der Osteomyelitis fuhsekupdar chronische
Form). Die sekundar chronische Osteomyelitis stellt auch heute @iaehschwer
heilbare Erkrankung dar.

Bei der priméar chronischen Form der Osteomyelitis verhindéme eylnstige
immunbiologische Abwehrlage des Korpers die Ausbreitung der InfektionFditge

entstehen abgekapselte Entziindungsareale [15].

Eine akute Osteomyelitis kann Uber Wochen und Monate bestehen bleiben. Es
entwickeln  sich im Zuge des Entzindungsprozesses osteomyelitische
Destruktionsherde, einhergehend mit starkem Knochenumbau und einer zunehmenden
Fibrosierung des Markraumes. Die Entzindung schwelt weiter uncerbxaz in
Schiben. Eine chronisch-rezidivierende Osteomyelitis ist auch heggzuniamoderner

Antibiotika-Therapie schwer zu beherrschen [3]. Ein Rezidiv kann aigdh nach
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optimaler operativer und medikamentdser Therapie noch nach jahrzebetel&reien
Intervall an friherer oder anderer Lokalisation entwickeln. Es komuntspontanen
Exazerbation [3, 50].

Die chronische Form der Osteomyelitis entwickelt sich als zZBpt#nd infolge
unzureichend beka&mpfter oder unbehandelter akuter hdmatogener Ostetenydls,
50]. Dagegen entsteht die primar chronische Form nicht infolge exodenegeleiteter
Entzindungen oder chronifizierender akuter hdmatogener Osteomye[diglenBei
einer primar chronischen Osteomyelitis steht der subakute kleidarlauf im
Vordergrund.

Durch eine gunstige immunbiologische Abwehrlage des Korpers emtsibgekapselte
Entziindungsareale. Die Folge ist ein lokalisierter Entziindungspra2stsofnyelitis
circumscripta) [3, 15].

Klimper [50] beschreibt die nichtgenuine, sekundare Osteomyeétmsirad¢ durch eine
fortgeleitete benachbarte Weichteilinfektion oder durch direktes iBgdor der Erreger
von auf3en, z.B. nach Frakturoperationen oder nach Strahlennekrosen, entstandene

Erkrankung.

Fur die verschiedenen Verlaufsformen einer Osteomyelitis widdh mdiimper [50]

folgende Einteilung vorgeschlagen:

1. Akute oder frische Osteomyelitis
2. Subakute Osteomyelitis
3. Rezidivform oder chronische Osteomyelitis

4. Nichtgenuine, sekundare Osteomyelitis
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Osteomyelitis
Spezifische Infektionen Unspezifische Infektionen
Tbe, Typhus, Lues, u.a.
Akute Chronische
Osteomyelitis Osteomyelitis
Himatogene Exogene Sekundér Primér
Form Form chronische chronische
Form Form

| ) T

Abbildung 1: Einteilung der Osteomyelitis nach Cotta [15]

Es existiert kein allgemein akzeptiertes Klassifikationssystermiéi®steomyelitis.
Die folgenden Klassifikationen der Osteomyelitis von Hudson [38] undnigideet al.

[24] sollen einen Eindruck Gber weitere Mdglichkeiten der Einteilung geben.
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Speziell die chronischen Formen der Osteomyelitis der Kiefedtemevon Hudson [38]
wie folgt klassifiziert:

Chronische Formen der Osteomyelitis

A. Multifokal rekurrierend
1. Entwicklungsskelett (Kinder)
2. gesteigerte osteogene Aktivitat (< 25 Jahre)
B. Knochenentziindung Typ Garré
1. Seltene proliferative subperiostale Reaktion
2. Entwicklungsskelett (Kinder bis junge Erwachsene)
C. Eitrige oder Nichteitrige
1. Inadaquat behandelte Formen
2. Systemisch beeintrachtigte Formen
3. Refraktdre Formen (CRMO)
D. Diffus sklerosierend
1. obligat anaerobe Mikroorganismen
2. Beeintrachtigter Wirts/Pathogen- Mechanismus

Klinisch wird von Ehrenfeld et al. [24] zwischen folgenden Formen unterschieden:

1. Knochenentziindungen bei Frakturen
2. ,Sauglingsosteomyelitis®
3. fortgeleitete Knochenentziindungen nach einer otitis media

4. Entzindungen des strahlengeschadigten Knochens (Osteoradionekrose)



Einleitung

1.2 Pathogenese

Meist werden Entziindungen der Kieferknochen durch mikrobielle Reizgeldst. Die
Knocheninfektion entsteht entweder per continuitatem oder hamatogen [89].

Pathogene Mundhoéhlenkeime ko&nnen insbesondere (ber die Zahne, als lokale
Eintrittspforte, da sie die integumentale Integritdt der inndérperoberflache als
Hartsubstanzgebilde Uberwinden, eine Entzindung des Knochens auslésen. Dies
geschient Uber den Wurzelkanal avitaler Zdhne oder Uber das Pardddnt s
parodontalgeschéadigter Zéhne [24].

Grundsatzlich besteht das Risiko der Entwicklung einer Knochenentzlnoking
Verletzungen, z.B. Traumata, die zu Kieferbrichen flhren  oder
Weichgewebsentziindungen, die auf den Knochen ubergreifen koénnen. Offene
Frakturen sind deutlich hoher infektionsgefahrdet als geschlossene Auzh
chirurgische Eingriffe bergen ein potentielles Risiko. Insbesondaperative
Zahnentfernungen und die Implantation enossaler Implantate sowie kentplrexiffe

im Bereich der Mund-Kiefer-Gesichts-Chirurgie, wie Dysgrex@perationen und
Knochentransplantationen, stellen durch die Infektionsgefahr der Wundecbkinzai
vernachlassigendes Risiko dar [24].

In Abhéangigkeit von der allgemeinen Reaktionslage des Organisnauder zellularen

sowie der humoralen Abwehr des Knochens, fihrt eine Kontamination des Ksoche
mit pathogenen Keimen nicht zwangslaufig zur Entwicklung einer Keroentzindung.
Tierexperimentelle Studien haben gezeigt, dass der gesunde Knocterhatie
Resistenz gegenuber Infektionen aufweist [62].

Die Mechanismen und Reaktionen der Infektabwehr durch den Wirtsorganismus
konnen sowohl den Organismus vor der Erregerausbreitung schitzen und der
Wundheilung dienen, als auch die Ursache fur immunpathologische Prozesse sein.
Nach Penetration und Inokulation des Knochens mit pathogenen Keimeh deet
Knochen bei schlechter Durchblutung und Nekrosen, Gefal3prozessen (Rauchen),
angeborenen Verdnderungen der Knochenstruktur, reduzierter Abwehdiege
Wirtsorganismus eine Madglichkeit zur Kolonisation und Vermehrung, se das
Entstehung einer Osteomyelitis begunstigt wird. Entscheidend sindmzudie

Pathogenitat und die Virulenz der eingedrungenen Bakterien [73, 24, 75].
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So ist das pathophysiologische Bild der Entziindung ein Resultat au¥etemigen
des Wirtes, einen Infekt abzuwehren und der Virulenz des Erregers [33].

Obwohl der Nachweis von Mikroorganismen nicht immer gelingt, wirdndeh
angenommen, dass die UK-Osteomyelitis bakteriellen Ursprungs ist [63].

Bei der chronischen Osteomyelitis handelt es sich vorwiegend um
Staphylokokkeninfekte. Staphylokokkus aureus gilt als der die chronische Ostitigmy
am haufigsten auslésende Erreger [3, 38, 45, 70, 86]. Als weitere auat@akterien
konnten Anaerobier, Pseudomonas und Staphylokokkus epidermis nachgewiesen
werden [51, 59, 73].

Die Bakterien exprimieren Rezeptoren, die der Anhaftung an der hénatatrix
dienen. Staphylococcus aureus verfugt Uber Rezeptoren fir Fibroneatmnir,
Collagen und Knochen-Sialoglycoproteine [59].

Es wurde elektronenmikroskopisch nachgewiesen, dass die BakterienQipeditiche

von Biomaterialien und Implantaten, traumatisierten Knochen und Wisgchteedeckt

von einem Biofilm (Glykokalyx), haften und wachsen [73].

Heutzutage ist noch nicht eindeutig geklart, durch welche MechamiBalgerien die
Zerstbrung des Knochens verursachen. Nair et al. [59] beschretbermdgliche

Varianten:

a) Bakterien zerstéren die nichtzellularen Bestandteile des Knochens direkt

durch die Freisetzung von S&ure und Proteasen

b) Bakterien fordern zellulare Prozesse, die den Knochenabbau stimulieren

c) Bakterien inhibieren die Synthese der Knochenmatrix

Staphylococcus aureus vermag Uber die Fahigkeit, in Osteoblastaedrgigen und in

diesen zu Uberleben [54]. In Tierversuchen wurde nachgewieseriel&akterien die
Apoptose der Osteoblasten induzieren kbnnen [78].
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Lew et al. [54] vermuten einen Zusammenhang zwischen der Uberfahigksit der
Bakterien in Osteoblasten und der Hartnackigkeit von Knocheninfektionen. Die
Bakterien werden teilweise intrazellular metabolisch in soagnte ,small-colony
variants* umgewandelt und entwickeln eine spezifische Resistgegeniber
Antibiotika, was eine hohe Misserfolgsquote der Antibiotikatherapie erklargrisia
Neben bakteriellen Reizen, die eine Osteomyelitis auslésen koénnefenspigch
physikalische (Bestrahlung mit energiereichen Strahlen) undhaneche (okklusale
Traumata) Reize eine gewisse Rolle. Bei der sklerosieredddechenentziindung, als
seltene Entzundungsform, wird der Ursprung im immunologischen Formenkreis
diskutiert [24].

1.3 Pathohistologie

Man unterscheidet zwischen einer durch bakterielle Invasion (Staphylokokke
hervorgerufene Entziindung, deren Entstehung und Voranschreiten durch zusatzliche
Faktoren wie Traumata, Ischamien und Fremdkoérper beginstigt wird und eine
aseptischen Osteomyelitis, einer Knochenmarksentzindung ohne ausldsende
mikrobielle Erreger.

Das Besondere einer Dbakteriellen Knocheninfektion ist, dass sich die
Entziindungsreaktion innerhalb der Hartsubstanz abspielt. Eine sicheioihd®webe
entwickelnde Schwellung im Rahmen der Entziindungsreaktion kann si€haohen

nicht ausbreiten [24].

Das Immunsystem reagiert auf die Keimansiedlung mit ein@iséizung von
Entziindungsmediatoren durch Phagozyten [84].

Infolgedessen kommt es zu einer lokalen Hyperamie, zur Dilatdéorrteriolen und
Kapillaren sowie einer erhéhten Gefal3permeabilitéat [93].

Es resultieren ein Odem mit Verschiebung des pH-Wertes unBimlieanderung von
Leukozyten. Aufgrund der Unnachgiebigkeit der knéchernen Strukturen,cdtekadis,

die das Knochenmark vollstandig umgibt, entsteht ein intramedul{gmeaossarer)
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Druckanstieg [9, 24]. Die eiterbildenden Erreger breiten sich entlangdavers- und
Volkmann—Kanale aus und fihren zudem zu einem intraossaren Druckanstieg [84, 93].
Infolgedessen kénnen aufgrund pathologischer Veranderungen an den indraossa
GefaRen mit Stase, Thrombosierungen und Obliteration, Nekrosen dessHrteaos
Weichgewebes entstehen. Da keine vitalen Osteoklasten mehr vorteandeaund die
Blutversorgung unterbrochen ist, kann der avitale Knochen nicht abgebd@an. Zum

Teil eitrig durchsetzte nekrotische Knochenanteile bleiben im rdient des
Entzindungsherdes mit dichten Ansammlungen gelapptkerniger Leukozyten als
Sequester zurtick. Entziindete und nekrotische Areale kdnnen von der Pedpitdrie
Granulationsgewebe ausgegrenzt werden. Der Entziindungsprozess whrdediktive
Knochenneubildung in der Grenzzone zwischen Granulationsgewebe und umgebende
vitalen Knochen eingemauert. Dies stellt sich nach einigen Wochenogidah als so
genannte Totenlade dar [3, 24]. Gelingt es der Infektion, die Kortikalis zu durchbrechen,
bilden sich Periostal- und Weichteil-Abszesse.

Eine akute Osteomyelitis zeichnet sich histologisch vorwiegend dutah
Vorhandensein neutrophiler Granulozyten, gestauter oder thrombosiertgefBie

aus, wohingegen bei der chronischen Form nekrotische Knochensubstanz und
einkernige Zellen vorzufinden sind sowie keine lebenden Osteoblasten [84].

1.4 Immunabwehr des Korpers

Der menschliche Korper verfugt Gber drei Systeme, die der Abfsemder, exogener
Krankheitserreger sowie der Abwehr kérpereigener Zellmutanten dienen.

Das unspezifische zellulare Abwehrsystem, deren Zellen alsulemyten, Monozyten

und Makrophagen es vermogen, korperfremde Stoffe, so genannte Antigerte, durc
Phagozytose und intrazellularen enzymatischen Abbau zu bek&dmpfen kiieeRales
Komplementsystems und andere Proteine des unspezifischen hun®ysiems sind
befahigt, Antigen-Antikdrper-Komplexe zu binden, Fremdkorper zuieigren und

andere immunkompetente Zellen zu aktivieren.
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Beim spezifischen Immunsystem spielen neben den Antikbrper proeldesr B-
Lymphozyten die T-Lymphozyten eine wichtige Rolle.

Es findet eine chemische Reaktion zwischen Antigen und Antikorpdr diatzur
Bildung von Antigen-Antikdrper-Komplexen fuhrt. Jedes Antigen erzeugt einen
antigenhomologen, spezifischen Antikérper. Das Antigen wird in edadl-Zell-
Interaktion bekampft.

Bei akuten Entzindungen dominiert zunéchst das unspezifische Immunsyistder m
Aktivitat u.a. neutrophiler Granulozyten und Monozyten, insbesondere als zur
Phagozytose beféahigte Osteoklasten. Durch die Prasentation phatezyiigene
von Zellen des unspezifischen Systems werden die Zellen desfisgberi
Immunsystems aktiviert, so dass sich das histologische Bild beicldenischen
Entziindung entsprechend verandert.

Dennoch erscheint es schwierig, klinisch sowie histopathologisdtt exéschen einer
akuten und einer chronischen Osteomyelitis zu differenzieren [86].

1.4.1 Lymphozyten

Der menschliche Kérper enthélt etwa 2x1/mphozyten. Davon befinden sich 10%
im Knochenmark, 70% in anderen lymphatischen Organen, 4% im peripheren Blut und
der Rest in diversen Geweben.

Lymphozyten besitzen nicht die Fahigkeit zur Phagozytose, sondemen Antigene
oder mutierte korpereigene Zellen (z.B. Tumorzellen) und téten nacheAktigtakt
den Fremdkdrper ab oder sezernieren hormonahnliche ,Nachrichtenproteme”
genannte Zytokine. Diese interagieren mit hochspezifischenreZefitoren und
induzieren zellspezifische oder allgemeinere Effekte. Dazu geldgge-reisetzung von
Mediatoren, die Exprimierung von Differenzierungsmolektlen sowi&dgulation der
Exprimierung bestimmter Zelloberflachenmolekule. Auf diesem Wkegemunizieren
die Lymphozyten humoral untereinander und auch mit anderen Zelltypen.

Man unterscheidet zwei Hauptgruppen: T-Lymphozyten und B-Lymphozyten.
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B-Lymphozyten verfligen Uber an ihre Zellmembran gebundene Immunglobuline
(zumeist IgM- und IgD- Monomere) als spezifische Rezeptorenritigdne. Nach dem
Erstkontakt (Sensibilisierung) mit einem Antigen wandelth sein Teil der B-
Lymphozyten in Plasmazellen um, die antigenspezifische Antik@&gzegrnieren, oder

in Gedachtniszellen, die sich nach Sekundarkontakt wiederum zu Pldsmazel
differenzieren. Die Aktivierung der B-Lymphozyten erfolgt durch ipasite Zytokine,

die sowohl von T-Helferzellen als auch von Makrophagen sezerniert werden [53, 87].
B-Lymphozyten (B=bone-marrow) reifen beim Erwachsenen im Knochdgmo sie

sich teilen und differenzieren.

T-Lymphozyten (T=Thymus) reifen im Thymus, nachdem deren Vordaie dem
Knochenmark ausgewandert und Uber das Blut in den Thymus gelangt sndlsD
Prolymphozyten eingetretenen Zellen differenzieren sich im Tkymzu
immunkompetenten T-Lymphozyten und werden wu.a. mit charakteristischen

Oberflachenmolekilen ausgestattet.

1.4.2 T-Zellen

T-Lymphozyten exprimieren auf ihrer Oberflache den T-Zelldpgar (TCR), einen
Antigenrezeptor, der eine grof3e Vielfalt an Antigen erkennt und bindet.

Der T-Zell-Rezeptor ist immer mit CD3 assoziiert, ein&mmplex aus mehreren
Polypeptiden. Nach erfolgter Antigenbindung an den TCR bewirkt @B3zur z.B.
Abtotung der Zielzelle erforderliche Signaltransduktion [1].

T-Zellen kénnen korperfremde Antigene nur durch die Bindung dieser amleauf
Oberflache koérpereigener kernhaltiger Zellen vorhandenen antigBtrekturen aus
Proteinen, den so genannten Haupthistokompatibilitatskomplex (MHC), binden [1].
Die Subpopulationen der Lymphozyten werden nach ihren antigenen Eigésisahvaf
nach der Detektierbarkeit mit monoklonalen Antikdrpern in CD-Klass#uas{er of
Differentiation) eingeteilt. Mit Hilfe immunhistochemischeé&rbemethoden kdnnen
immunkompetente Zellen nach ihrem Differenzierungsstadium und ihrem

Aktivierungszustand unterschieden und quantifiziert werden.
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Der Begriff Cluster of Differentiation bezeichnet Gruppen immunphgaether
Oberflachenmerkmale von Zellen. Die CD-Molekile sind meist mangabundene
Glykoproteine.

Nach antigener Stimulation vermehren sich die T-Zellen und diffexesei sich

entweder zu T-Effektor- oder zu Memory-T-Zellen (T-Gedachtniszellen).

1.4.2.1 Memory-T-Zellen

Eine Unterteilungsmoglichkeit der T-Lymphozyten beruht auf der iEx@rung von
CDA45-Isoformen.

Diese Molekile konnen als Marker fur funktionelle Unterschiede elazelnen
Subpopulationen dienen.

Naive (noch nicht stimulierte) T-Zellen exprimieren CD45 RA umdlégiin nach
Antigen-Exposition ihren Zell-Phanotyp, der durch die Expression von CD45 RO
gekennzeichnet ist.

CD45 RO charakterisiert die Memory-T-Zellen. Diese besitden Fahigkeit nach
Antigen-Reexposition eine qualitativ und quantitativ adaquate Immunartwdntden
(Sekundéarantwort).

Die Differenzierung zu Memory-T-Zellen wird zudem sowohl durchersahiedliche
Zytokine, als auch Uber kostimulierende Molekiile transduzierte Signale besinfl
Sie besitzen die Fahigkeit, auch in entziindetes Gewebe auszuwandern.

Es wird vermutet, dass Memory-T-Zellen vorzugsweise in dageBe zuriickwandern,

in dem sie erstmals aktiviert wurden.

1.4.2.2 Suppressor-T-Zellen

Die Suppressor-T-Zellen gehéren zur Gruppe der Effektorzellen.
Der Begriff ,Supressor-T-Zelle* wird in der aktuellen Liddur durch das Synonym

.regulatorische T-Zelle" ersetzt [35].
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Mit der Immunantwort soll vom Organismus eine quantitativ wie catalitoptimale
Abwehrleistung erreicht werden.

Die Mikroorganismen sollen erfolgreich eliminiert, die naturlichendenz zur
Autoimmunitat soll kontrolliert und die Bereitstellung von Effektoleel soll
quantitativ und qualitativ optimiert werden.

Die Suppressor-T-Zellen tragen auf ihrer Oberflache das CDS8kMiplavelches
Antigene, gekoppelt an MHC der Klasse | auf Zielzellen mit dem T&eénet.
CD8-Zellen sezernieren Zytokine und stimulieren Makrophagen zumzétimlaren
Abtoten phagozytierter Partikel.

Es wird ein suppressiver Effekt auf die Aktivierung naiver T-Zellen vernpasg.

1.4.2.3 Zytotoxische T-Zellen

Die Mehrheit der zytotoxischen T-Zellen tragt auf ihrer OBelfe ebenfalls das CD8-
Molekul und ist somit in ihrer Funktion auf MHC-Klasse l-exprimigte Zielzellen
beschrankt.

Praktisch jede Korperzelle exprimiert MHC-Klasse I-Molekite kann somit durch
zytotoxische T-Lymphozyten erkannt werden.

Wie bei den Suppressor-T-Zellen handelt es sich um eine Subpopulation der Effektor-
Zellen.

Die Aktivierung zytotoxischer T-Lymphozyten erfolgt durch deretedaktion mit T-
Helferzellen und der antigentragenden Zielzelle.

Sie spielen u.a. eine Rolle bei der Bekdmpfung intrazellularer Viren undrigakte

Bei der Aktivierung werden Granula gebildet, die Enzyme und Perfamtealten.
Perforine besitzen lytische Aktivitat. Es wird durch die Insertin die Zielmembran
und der damit verbundener Veranderung der Membranpermeabilitdt und demit
intrazellularen osmotischen Verhaltnisse, die Lyse der Zlelzelduziert, der so

genannte ,lethal hit* [52].
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1.4.3 Monozyten/Makrophagen

Die Makrophagen gehodren zusammen mit den polymorphkernigen Granulozyten
(PMNs) zu den ersten Zellen des unspezifischen Immunsystems, detigene
begegnen.

Sie existieren in allen Geweben des Korpers, werden im Knochkrgeaildet und
zirkulieren als Makrophagenvorlauferzellen, so genannte Monozyten, unh Bie
verlassen die Blutbahn durch Transmigration und wandern in lymphatisotiescht-
lymphatisches, entzindlich verdndertes Gewebe, wo sie unter defus&ides
jeweiligen Mikromilieus verschiedene Phanotypen und Funktionen annehmen [35, 52].
So werden sie im Knochen Osteoklasten genannt [52].

Durch intrazellulare Hydrolasen und oxidierende Stoffwechselprodukfégeer sie

Uber die Fahigkeit, Antigene, Zellfragmente sowie korpereigeradlery zu
phagozytieren und abzubauen.

Makrophagen wirken regulierend, indem sie proinflammatorische Medrat
synthetisieren und freisetzen, sowie den Gewebsabbau und -umbau (Freistizung

von Enzymen, Zytokinen und Wachstumsfaktoren beeinflussen.

Daneben prasentieren sie Antigene an ihrer Oberflache, um so fhbyyten zur
Immunantwort zu stimulieren und sind somit auch Teil der spezifischen Immunabwehr
Sie tragen auf ihrer Oberflache das CD68-Molekal.
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2 ZIEL DER ARBEIT

Gegenstand der vorliegenden Arbeit war die quantitative Analyse \zmildn, T-Zell-
Subpopulationen und Makrophagen als Zellen der zellvermittelten Immunitat
osteomyelitischen Knochengewebe anhand von Knochenbiopsien unter Verwendung
monoklonaler Antikérper.

Die Verwendung spezifischer Oberflachenmarker ermdglicht kEeatifikation und
quantitative Analyse immunkompetenter Zellen.

Die durchgefihrte Bestimmung der lokalen Immunitat im osteotrseglien Gewebe
lasst direkte Schlisse auf die Verteilung immunkompetenter ZetanOrt der
Osteomyelitis zu.

Im Gegensatz zur Bestimmung der systemischen Immunitat gewdte direkte
Analyse immunkompetenter Zellen am Ort der Entziindung einen exakietditk in
die Abwehrmechanismen des Wirtsorganismus.

Das Vorhandensein kérpereigener Abwehrzellen ist von groRer Bedeutung fir den
Krankheitsverlauf bei der Osteomyelitis. Die quantitative Analyse solinzme
besseren Verstandnis der lokalen Interaktion zwischen immunkompetenten i@ellen i

osteomyelitischen Knochen beitragen.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Patienten

Paraffineingebettete Kieferknochenbioptate von an einer Ostetisiyédis Kiefers
erkrankten Patienten, die im Zeitraum von 2 Jahren (1999-2001) in dek Kir
Mund— und Kiefer—Gesichtschirurgie Munster operativ behandelt wordennware
bildeten die Grundlage dieser Arbeit.

Das Patientenkollektiv umfasste 15 Patienten bzw. 21 Knochengewebeproben.

Es wurden ausschlie3lich Proben in die Auswertung einbezogen, findieiedeutige
pathohistologische Beurteilung vorlag.

Weitere Daten zur Charakterisierung des Patientengutes wuudedea zugehoérigen
Patientenakten entnommen.

Als Kontrollgruppe dienten Kieferknochenproben von 2 Kodrperspendern des
anatomischen Instituts, bei denen eine Osteomyelitis histologissgeschlossen

werden konnte.

3.2 Klinische und pathologische Kriterien

Die Akten der Patienten wurden retrospektiv analysiert, ngbmderer Betonung auf
demographische Daten (Geschlecht, Alter), Lokalisation des Krasliitaes
(Mandibula/Maxilla- Beteiligung), mogliche Erkrankungsursadwmvie das Vorliegen
zusatzlicher systemischer Erkrankungen.

Die Diagnosestellung erfolgte auf der Basis der Krankengdgehicler klinischen
Symptomatik sowie der pathohistologischen Untersuchung von Knochenbiopsien,

Dekortikationsproben oder beidem.
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3.3 Gewebe

Bei den Kieferknochenbioptaten handelte es sich um Knochengewebdteilen
Rahmen eines operativen Eingriffes in Form von Dekortikationen, Poibemen

oder UK-Teilresektionen bei an einer Osteomyelitis des Ksedekrankten Patienten
entnommen worden waren. Unmittelbar nach Entnahme wurden diese in 4%-igem,

gepufferten Paraformaldehyd fixiert und in Paraffin eingebettet.

3.4 Methoden der Aufarbeitung und Auswertung

3.4.1 Probenaufbereitung fur die Lichtmikroskopie

Nach Entnahme der Kieferknochentrepanate erfolgte die Aufbegeder Proben fir

die Lichtmikroskopie nach standardisiertem Schema:

Zunachst wurden die Proben in 4%-igem gepuffertem (0,1 m PBS, pH 7,4)
Paraformaldehyd 24-48 Stunden fixiert. Nach 24-stindiger Auswaschung des
Fixiermittels mit PBS (0,1 m, pH 7,4) erfolgte die schonende Entkalkung der Ryeben
37°C in 20 %-iger EDTA-L6sung mit 0,2%-igem Paraformaldehyd fie 8ilauer von

2-9 Monaten. Die entstandenen wasserloslichen komplexen Bindungen desn€alci
an das EDTA (Chelate) wurden durch anschlieendes Auswaschen ftun2iérEmit

0,1 m PBS (pH 7,4) beseitigt.

Anschlie3end folgte die Dehydration mittels einer aufsteigerl&oholreihe (50%,

70%, 90%, 96%, 100%). Zur Verdrdngung des Restalkohols wurden die Proben 24-72
Stunden in Zedernholzdl gelagert. Nach der darauf folgenden 24-stindigen lgagerun
des Knochengewebes in einem Zedernholzdl-Paraffin—~Gemisch bei 48 % devia4-
stindigen Infiltration von reinem Paraffin bei 58°C, erfolgte didttafion mit einem
Paraffin-DMSO-Gemisch bei 58°C fir einen Zeitraum von 3x 24 Stundernvddie

Paraffin durchtrankten Gewebestiicke wurden dann in Kassettenforngabettet zu
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Paraffinblécken verarbeitet. 8-10um dicke Schnitte der Paraffinblockgedtellt an
einem Rotationsmikrotom, wurden auf Eiweil3 —Glycerin beschich®dtgkttrager
aufgezogen und bis zum Farben in einem 37°C warmen Brutschrank zum Trookinen

zur besseren Haftung aufbewahrt.

3.4.2 Immunhistochemie

3.4.2.1 Grundlagen

Mit der Immunperoxidase—Farbemethode wird ein Gewebsantigen durcBysiem
spezifischer Antikorperldsungen lokalisiert.

Immunperoxidase—Verfahren bieten die Moglichkeit, Zellkomponenten ber ei
Vielzahl von Pré&paraten, einschlieBlich Paraffinschnitten, Kryastaitsen,
Ausstrichen, Abklatschpraparaten und Zytozentrifugenpraparationenbasiciau
machen. Der Darstellung zellularer Antigene dienen verschiedemeiriperoxidase—
Farbemethoden, von denen die Avidin—-Biotin-Methode in modifizierter Form hier
Anwendung gefunden hat und deren Grundprinzipien kurz beschrieben werden sollen
[10].

Die Avidin—Biotin—Methode basiert auf der Fahigkeit des Eiweil3glykopretavidin,

das Vitamin Biotin physikalisch zu binden.

Bei der LSAB-Methode, als spezielle Technik der Avidin—Biotin—Methoded die
starke Affinitdt von Streptavidin fir Biotin ausgenutzt und bedeutete el
Sensitivitatssteigerung im Vergleich zu anderen Immunperoxidase—FeiHuetan.

Das L.V. DAKO LSAB® + Kit, HRP nutzt eine verbesserte AwidBiotin—Technik,

bei der ein mit Biotin konjugierter Sekundarantikdrper mit verschexdPeroxidase

konjugierten Streptavidinmolekilen reagiert (Abb. 2).
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Bei dieser Methode werden 3 Reagenzien bendtigt:

1. Priméarantikorper, der spezifisch gegen das Antigen gerichtet ist

2. Sekundarantikdrper, der an den Primarantikdrper binden kann und mit Biotin
konjugiert ist

3. enzymmarkiertes Streptavidin (LSAB), das mit dem biotinylierten Ende des

Sekundarantikorpers reagiert
Chromogene bilden mit Peroxidase ein Farbprodukt, das an der Stslleeude

lokalisierenden Antigens préazipitiert. Das gesuchte Antigen wirdnmsb einem
geeigneten Chromogen (DAB) sichtbar gemacht [10] (Abb. 2).

Labeled Streptavidin-Biotin / Labeled St idin-Biotin /
LSABI H RP H?)r:eiadisr:g:r\gxilgas:ao " LSA BI H RP Hir:;adisr:gtear‘gxilgas? "

Streptavidin Mit Horseradish
Enzym \ Peroxida_st_a markiertes
\Q @ @ Streptavidin e ® ®-Hz
\\ x\= Sekundérantikérper: \\ x +
~ %, Biotin rabbit-a-mouse Ig = +/ H,0,
=@ % / Biotin = %
® ¢ Primérantikérper: ® ® 1 Enzymatische Umsetzung
mouse-a-X ' (Oxidation) von Igslichem
/ \ Antigen X / \ Chromogen + Substrat zu
e R +2H,0 farbigem Prazipitat R

Abbildung 2: Enzym-vermittelte Darstellung von Antigen mitteder Avidin-Biotin-Methode nach
Kappeler [47]
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3.4.2.2 Charakterisierung der verwendeten Antikbrg®3, CD45 RO,
CD8 und CD68

CD3

DAKO Rabbit Anti-Human T Cell, CD3 ist ein polyklonaler Antikérpestatend aus
mindestens 4 Polypeptidketten.

CD3 ist ein hochspezifischer Marker fir T—Zellen, der durch niicke T—Zellen im

Thymus, im peripheren lymphatischen Gewebe und im Blut exprimiert wird.

Das mit CD3 determinierte Antigen ist zunachst in frihen Thymeozyytoplasmatisch
nachzuweisen und erscheint spater bei Zellreifung auf der T—Zwfl@che.

AulRerdem kommt es bei der grof3en Mehrheit neoplastischer Zellen vor.

CD3 qilt als wesentlicher Marker fir die erste Bewertungprogischer

lymphoproliferativer Stérungen [18].

CD45 RO

DAKO Mouse Anti-Human T Cell, CD45R0O, UCHL1 ist ein monoklonaler Arrfled
und gehdort zur Familie der Oberflachen—Glykoproteine.

Anti—-CD45R0O, UCHL1 markiert die Mehrheit der Thymozyten, in demden CD4-
und CD8-Untergruppen eine Subpopulation ruhender T-Zellen und reife aktivierte T
Zellen [20].

Es wird angenommen, dass CD45 RO bevorzugt auf Memory T—Zellen exprimaert wir
Myelomonozytische Zellen wie Granulozyten und Monozyten werden elsenfat
diesem Antikérper markiert, wahrend die meisten B—Zellen CD45 RO-negativ sind.
Da der Antikorper funktionelle Unterschiede humaner Helper—Induceel&rZ
erkennt, ist er bei immunologischen Untersuchungen bezuglich der T-KiieAung

von besonderem Interesse [17].
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CD8

Monoclonal Mouse Anti-Human CD8, Clone C/144B farbt zytotoxische/Suppréssor-
Zellen immunhistochemisch in Kryostat-Schnitten sowie in formaierfien,
paraffineingebetteten Geweben. Der Antikorper ist nutzlich fatddietifikation dieser

Zellen sowie ihrer neoplastischen Gegenspieler [19].

CD68

Monoclonal Mouse Anti-Human CD68, Clone PG-M1 farbt Makrophagen in den
verschiedensten menschlichen Geweben, eingeschlossen Makrophagen im
Knochenmark.

CD68 gilt im Vergleich mit verschiedenen anderen Antikorperndalsspezifischste
Marker fir Makrophagen [16].
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3.4.2.3 Methode

Die Darstellung der immunkompetenten Zellen unter Verwendung dé#per CD3,
CD45 RO, CD8 und CD68 erfolgte mittels der LSAB—Methode unter Verwgndes
Universal Dakocytomation LSAB® + Kit, Peroxidase (LSAB + Kit, HRP).

Darstellung von CD3:

» Entparaffinierung der Proben fiir 2 x 10 Min. mit Xylol

* Rehydrierung mit einer von 100% auf 70% absteigenden Alkoholreihe iix 10
Min.

* Auswaschen mit Aqua dest.

* Irreversible Hemmung der endogenen Peroxidaseaktivitat durch 5-reinitig
Inkubation mit 3%-igem kD, bei RT

e Spulen im Tris—Puffer (0,05 M, pH 7,6)

* Enzymatischer Verdau mit Pronase (1:200, 0,05%) durch 12 Min. Inkubation bei
RT und 6 Min. Mikrowellenbehandlung

e Spulen im Tris—Puffer

e 30 Min. Inkubation bei RT mit Primarantikérper (1:200, CD3) mit
Hintergrundreduzierendem Puffer

e Spulen im Tris—Puffer

e 30 Min. Inkubation bei RT mit Link—Antibody, der an seinem Fc-Anteatibyliert
Ist

e Spulen im Tris—Puffer

e 30 Min. Inkubation bei RT mit Streptavidin—Peroxidase

e Spilen im Tris—Puffer

* Sichtbarmachung des Antigens durch Inkubation mit DAB-Substrat-Chemmog
Lésung fur 5 Min. bei RT

* Spilen im Tris-Puffer

* Gegenfarbung mit Hamatoxylin

* FlieBend wéassern
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* Dehydrierung in aufsteigender Alkohol-Reihe
* Eindeckung in DePeX

Das Vorgehen bei der Darstellung v@D68 entsprach dem Vorgehen bei der CD3-
Darstellung. Der Antikoérper fand in der Verdinnung 1:100 Anwendung.

Bei der Darstellung voD45 RO und CD8 erfolgte die Renaturierung der durch die
Fixierung veranderten Proteine durch Mikrowellenbehandlung (7 M@, \Satt) mit
einem Citrat—Puffer (10mM, pH 6,0) anstelle des enzymatischeteMgs mit Pronase.
Als Primarantikbrper fanden CD45 RO (1:75) wund CD8 (1:25) mit

Hintergrundreduzierendem Puffer Anwendung.

3.4.3.4 Kontrollen

Eine Kontrolle der Reagenzien sowie der Arbeitstechnik wurde zutatiRgsig
immunhistochemischer Farberesultate durchgefihrt.

Als Positivkontrollen fur den Antikdrper- Nachweis dienten die ProldenSahnitte
primar lymphatischer Organe (Knochenmark) mit klinisch und patlabggsch
gesicherter Diagnose (Entzindungsreaktion) selbst. Als Ersatzkemtrdienten
Leerpraparate (zusatzliche Schnitte der Gewebeproben), die lanstes
Primarantikérpers mit  Non-Immunserum  bearbeitet worden waren. Als
Negativkontrollen wurden Knochengewebsproben-Schnitte von Kontrollpersonen, bei
denen keine Osteomyelitis bekannt war, herangezogen. Diese wurdendearc

gleichen Verfahren wie die Patientenproben behandelt.
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3.4.3.6 Auswertung

Die quantitative Auswertung der immunhistochemisch gefarbten Schpétpté
erfolgte mit Hilfe eines computerassistierten Bildanalysesns (LUCIA NET;
Version 1.16.2), das mit einer im Lichtmikroskop integrierten Dikgtiadera
Bildausschnitte eines Praparates aufnehmen kann. Es wurden iel 80t digitale
Fotos pro Praparat erstellt, die mit Hilfe eines manuelldnipZégrammes (UTHSCSA
Image Tool; Version 4.02) hinsichtlich der CD3(+)-, CD45 RO(+)-, GD8{und
CD68(+)-gefarbten Zellen im Verhaltnis zur Anzahl der Gesatetzé@h Knochenmark
ausgewertet wurden.

Bei Praparaten, bei denen aufgrund der Grol3e des auszuwertendenesSdiiritt
Erstellung von 30 digitalen Fotos nicht moglich war, wurde die gro@iohe
Fotoanzahl der Auswertung zugrunde gelegt.

Die quantitative Analyse erfolgte bei 250-facher VergroRerunghVaknoskop (25x
Objektiv; 10x Okular). Es wurde jeweils die Anzahl der markieeflen und die
Anzahl der Gesamtzellen pro Gesichtsfeld ermittelt. Dabei wusdeohl die positiv
gefarbten Zellen, als auch die unmarkierten Zellen pro Probe, sowieroleen der
Kontrollgruppe so oft ausgezahlt, bis 3 mal ein Zahlergebnis mér estatistischen
Signifikanzgrenze von < 5% erzielt war. Von der ermittelten Gesamtzellzahl und der
Anzahl positiv gefarbter Zellen samtlicher Praparate wurdawdmetische Mittelwert
gebildet. Der Anteil positiver Zellen wurde prozentual dargesi2dit. Quotient aus der
Anzahl der markierten Zellen und der Gesamtzahl der Zellemisda&3 fir die relative
Haufigkeit der betreffenden Zellsubpopulation im osteomyelitischemeGe bzw. im
Gewebe der Kontrollpersonen.

Die statistische Auswertung erfolgte mit Excel 2003.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Patientenkollektiv, klinische und pathologis&eten

4.1.1 Geschlechter- und Altersverteilung

Graph. 1 zeigt die Geschlechterverteilung der an der Kieferogtditis erkrankten 15
Patienten. Manner waren deutlich haufiger betroffen als Frauens da
Geschlechterverhaltnis war 1: 2,75 (4 Frauen und 11 Manner).

Graph. 2 zeigt die Altersverteilung der an der Kieferosteotig/efirkrankten 15
Patienten. Es war eine breite Streuung des Manifestatioissalée Erkrankung zu
beobachten. Die Manifestation der Osteomyelitis im Kieferknochigtezsich bei 20-
67-jahrigen Patienten (Altersdurchschnitt: 51 Jahre) und es konnte muiakimit
bilateraler Beteiligung der Mandibula beobachtet werden.

Die Manifestation der Erkrankung an der KieferosteomyelitigteeR Spitzen der

Inzidenz bei 41-50-jahrigen Patienten sowie bei 61-70-jahrigen Patienten.

Geschlechterverteilung

12

[AEY
[AEY

10

absolute Haufigkeit
D

? 3

Graphik 1: Haufigkeitsverteilung des Geschlechts der Patiemetn bei Probenentnahme
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Altersverteilung Osteomyelitis

absolute Haufigkeit
w

<30 31-40 41 -50 51-60 61-70
Altersgruppen [in Jahren]

Graphik 2: Altersverteilung der Patient/innen bei Probenemntmah

4.1.2 Lokalisation

Bei der Lokalisation der humanen Kieferosteomyelitis wurde rieteiligung der
Maxilla und der Mandibula sowie unilateraler und bilateraler Mataten
unterschieden. Mit einer Beteiligung der Mandibula von 93,3% (n=14)deae bei
weitem haufiger involviert als die Maxilla mit 6,7% (n=1)(Graph. 3).

Sowohl in der Mandibula als auch in der Maxilla etablierte sich die Erkrankusrgter
Linie unilateral (n=14). Lediglich bei einer 20-jahrigen Patemiar die Mandibula

bilateral betroffen.
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Kieferbeteiligung

14
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Graphik 3: Haufigkeitsverteilung der Lokalisation bei der KiefOM

4.1.3 Mogliche atiologische Faktoren

Die retrospektive Analyse der Patientenakten ergab 3 verschiat@gliehe Ursachen
fur die Erkrankung an der humanen Kieferosteomyelitis.

Graph. 4 zeigt die 3 moglichen atiologischen Faktoren, die berlcksichtigt wurden.

Diese beinhalten:

* Zustand nach Extraktion
¢ Zustand nach Trauma
+ Zustand nach Tumor—OP und Radiatio

* Unbekannte Ursache
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Das Patientenkollektiv wurde entsprechend der mdglichen Erkrankuagseran der

humanen Kieferosteomyelitis in die folgenden 4 Gruppen eingeteilt (Graph. 4):

Gruppe 1: Eine Gruppe von 5 (33,3%) an einer Osteomyelitis des Kieferandten
Patienten nach Zahnextraktion. 3 dieser Patienten waren mannlickset Biatienten

waren weiblich. Der arithmetische Mittelwert betrug 46,6 Jahre (36-59).

Gruppe 2: Eine Gruppe von 6 (40,0%) an einer Osteomyelitis des Kieferandten
Patienten nach Tumorresektion und anschlielBender Radiatio. Patienteneséie di
Gruppe zuzuordnen sind, waren ausschlie3lich mannlich. Der Altersdurch&adnbiei

63,2 Jahren (54-67). In einem Fall war zudem anamnestisch die Erkrankung aediabe
mellitus bekannt. Bei 2 dieser Patienten wurde pathohistologiscistinze zudem die

Diagnose einer Osteoradionekrose gestellt.

Gruppe 3: Eine (6,7%) an einer Osteomyelitis des Kiefers erkrankteerRiat
entwickelte eine Osteomyelitis nach Trauma. Die Patientin zuan Zeitpunkt der
Probenentnahme 20 Jahre alt und zeigte als einzige Patientin damtee
Patientenkollektivs eine bilaterale Manifestation der OsteomyelitisriMdadibula.

Gruppe 4: Eine Gruppe von 3 (20,0%) an einer Osteomyelitis des Kieferandten
Patienten, deren Krankheitsbild der Osteomyelitis anamnestidpathischer
Atiologie war. Diese Gruppe umfasste 2 mannliche und eine wesbRgrson mit
einem Altersdurchschnitt bei 44,3 Jahren (41-48).
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Ursache
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Graphik 4: Haufigkeitsverteilung der vermutlichen Ursache Kigfer-OM

4.2 Immunbhistologische Befunde

4.2.1 Kontrollen

Die Kontrollgruppe setzte sich aus zwei Korperspendern zusamemsn deren
Kieferknochen Proben entnommen worden waren. Bei keiner dieser Rersaneine
osteomyelitische Erkrankung bekannt.

Das arithmetische Mittel der absoluten Haufigkeid3(+)-Zellen betrug 38,5 + 32,5
Zellen/Proben bei einer Gesamtzellzahl von 1003,0 + 40,0 Zellen/Probesa. Die
entspricht einer relativen Haufigkeit von 3,8% + 3,1% im gesunden Knoewehg
(Tab.1). Der Median lag bei 3,7% mit Extremwerten zwischen miny&2o und
maximal 6,8%.

Im Mittel waren 177,4 £ 168,4 Zellen von 1324,2 + 340,5 Zellen/Pr&@ig#5 RO(+).

Dies entspricht einer relativen Haufigkeit von 13,4% + 9,9%. Der Melbetrug

10,8%, die Extremwerte lagen bei minimal 0,9% und maximal 20,8%.
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Die absolute HaufigkeltD8(+)-Zellen betrug im Mittel 0,5 + 0,5 Zellen/Proben bei im
Mittel 874,0 £ 533,3 Gesamtzellen/Proben.
Die Analyse CD8(+)-Zellen ergab eine relative Haufigkeit von 0£1061% mit einem

Median bei 0,1% und Extremwerten von 0% und 0,3%.

Der arithmetische Mittelwert f€D68(+)-Zellenbetrug 1,5 = 0,5 Zellen/Proben bei im
Mittel 688,2 + 578,2 Gesamtzellen/Proben im gesunden Knochengewebe. Dies
entspricht einer relativen Haufigkeit von 0,2% + 0,4%.

Der Median lag bei 0,5% mit Extremwerten zwischen minimal 0,2% und 0,9%.

4.2.2 Osteomyelitisches Knochengewebe

4.2.2.1 CD3(+)-Zellen

CD3(+)-Zellen konnten immunhistochemisch bei allen an der Kieferogtditis
erkrankten Patienten nachgewiesen werden.

Graph. 5 veranschaulicht das Verhaltnis der arithmethischenlWwétte der absoluten
Haufigkeit der CD3(+)-Zellen zur Gesamtzellzahl in den immshologisch
ausgewerteten OM-Praparaten.

Im Mittel waren 402,1 + 379,7 Zellen von insgesamt 3097,6 £+ 2599,5 Zellen/Proben
CD3-positiv. Das entspricht einer relativen Haufigkeit von 13,0% + 5,8% (Tab. 1).
Der Median lag bei 12,2% mit Extremwerten zwischen minimal 3,2% miadmal
19,2% und war etwa 3x so hoch wie im gesunden Knochenmark.

Graph. 6 zeigt den Vergleich der relativen Haufigkeiten CD3eHed im
osteomyelitischen Knochengewebe mit dem Knochengewebe der Kontraiben.
osteomyelitischen Gewebe war mit 13,0% eine deutlich hdhere relatpession zu

beobachten als im gesunden Gewebe (3,8%) (Tab. 1).
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Graphik 5: Darstellung des arithmetischen Mittels der absoldaufigkeit CD3(+)-Zellen im Vergleich
zur Gesamtzellzahl
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Graphik 6: Darstellung der relativen Haufigkeit der CD3-Exiea im osteomyelitischen Gewebe im
Vergleich mit der Kontrollgruppe
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CD3 absolute Haufigkeit relative Haufigkeit
[in pos. Zellen/Probe] | [in Gesamtzellen/Probe] | [in % markierte Zellen]
402,1 3097,6 13,0
OM 379,7 2599,5 5.8
38,5 1003,0 3,8
Kontrollen 325 40,0 3.1

Tabelle 1: Arithmetische Mittel der absoluten Haufigkeit uredative Haufigkeit CD3(+)-Zellen (oberer
Wert) mit Standardabweichung (unterer Wert)

Abb. 3 zeigt eine deutliche

locker verstreute T-Zellen zu beobachten sind.

Infiltration des osteomyelitischen ®Gew/e mit
immunhistochemisch dargestellten T-Zellen, wohingegen in Abb. 4 nur welteinz

Bei von dem Antikorper markierten Zellen ist die Farbung auZgésplasma und/oder
die Zellmembran beschrankt.

Abbildung 3: CD3(+)-Zellen, 250-fache Vergréerung
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Abbildung 4: CD3(+)-Zellen, 250-fache Vergrdf3erung

4.2.2.2 CD45 RO(+)-Zellen

Bei der Auswertung der mit dem monoklonalen Antikdrper CD45 RO beli@nde
Paraffinschnitte konnte bei allen erkrankten Personen eine Ablagedesg
Reaktionsproduktes nachgewiesen werden.

In Graph. 7 ist die Auswertung das arithmetische Mittel absoldéariigkeit CD3(+)-
Zellen im Verhaltnis zur Gesamtzellzahl dargestellt.

Die CD45 RO(+)-Zellen sind mit im Mittel 761,2 + 535,2 Zellen/Prolizei einer
Gesamtzellzahl von 3424,7 + 2086,4 Zellen/Proben reprasentiert. Das airttsprer
relativen Haufigkeit von 22,2% * 6,1% (Graph. 8, Tab. 2).

Der Median der CD45 RO-Expression lag bei 21,3% mit einem Minirbain®,0%.
Das Maximum wurde bei einer Patientin mit bilateraler Mandteikziligung mit einer
relativen Haufigkeit der CD45 RO-Expression von 34,8% erreicht.
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Graph. 8 zeigt den Vergleich der relativen Haufigkeiten CD45 R@¢Hen im
osteomyelitischen Knochengewebe mit dem Knochengewebe der Kontrothen.
osteomyelitischen Gewebe war mit 22,2% * 6,1% eine deutlich h&hgmession zu
beobachten als im gesunden Gewebe (13,4% + 9,9%) (Graph. 8, Tab. 2).
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Graphik 7: Darstellung der arithmetischen Mittel der absalutédufigkeit CD45 RO(+)-Zellen im
Vergleich zur Gesamtzellzahl

CD45 RO

relative Haufigkeit [%0]

oM Kontrollen

Graphik 8: Darstellung der relativen Haufigkeit der CD45 ROpEession im osteomyelitischen Gewebe
im Vergleich mit der Kontrollgruppe
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CD45 RO absolute Haufigkeit relative Haufigkeit
[in pos. Zellen/Probe] | [in Gesamtzellen/Probe] | [in % markierte Zellen]
761,2 34247 22,2
OM 535,2 2086,4 6,1
177,4 1324,2 13,4
Kontrollen 168,4 340,5 9,9

Tabelle 2: Arithmetische Mittel der absoluten Haufigkeit urelative Haufigkeit CD45 RO(+)-Zellen

(oberer Wert) mit Standardabweichung (unterer Wert)

In Abb. 5 sind wenige locker verstreute angefarbte Memory-T-4Z e Praparat zu
erkennen. Abb. 6 hingegen zeigt ein fokales Infiltrat stark pogéférbter CD45 RO-

Zellen im chronisch osteomyelitischen Gewebe.

Spezifisch durch den Antikérper CD45 RO markierte Zellen zeigen generelhef die

Zellmembran beschrankte Farbung.

Abbildung 5: CD45 RO(+)-Zellen, 250-fache VergroRerung
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Abbildung 6: CD45 RO(+)-Zellen, 250-fache VergréRerung
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4.2.2.3 CD8(+)-Zellen

CDB8(+)-Zellen konnten bei 14 der 15 Patienten nachgewiesen werden.

Die Auswertung ergab eine relative Expressions-Haufigkeit von 3o einer
Standardabweichung von * 2,1%.

Der Median betrug 2,6% mit Extremwerten zwischen minimal 0% und maximal 6,5%.
In Graph. 9 ist die Auswertung der CDB8-positiven Zellen im Wb zur
Gesamtzellzahl veranschaulicht. Im Mittel 101,9 + 106,3 Zellen (3,0% * 2,1%)

von im Mittel 3415,0 £ 2164,5 Zellen/Proben exprimierten den Marker G&ph. 9,
Tab. 3).

Die Auswertung der Proben des gesunden Gewebes ergab mit 0,1% = i06el% e

deutlich geringere relative Expressionshéaufigkeit des Markers CD8 (Graphab. 3).
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Graphik 9: Darstellung der arithmetischen Mittel der absaiutufigkeit CD8(+)-Zellen im Vergleich

zur Gesamtzellzahl
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Graphik 10: Darstellung der relativen Haufigkeit der CD8-Exqmien im osteomyelitischen Gewebe im
Vergleich mit der Kontrollgruppe

CD8 absolute Haufigkeit relative Haufigkeit
[in pos. Zellen/Probe] | [in Gesamtzellen/Probe] | [in % markierte Zellen]
101,9 3415,0 3,0
oM 106,3 2164,5 2.1
0,5 874,0 0,1
Kontrollen 05 533.3 0,1

Tabelle 3: Arithmetische Mittel der absoluten Haufigkeit uredative Haufigkeit CD8(+)- Zellen (oberer
Wert) mit Standardabweichung (unterer Wert)

Abb. 7 zeigt vereinzelt stark positiv angefarbte zytotoxische/Sumpr@&sgellen im
Praparat, was den geringen Anteil CD8(+)-Zellen im Veniltur Gesamtzellzahl im
osteomyelitischen Knochengewebe widerspiegelt (Graph. 9).

Durch den Antikérper markierte Zellen zeigen eine auf die ObédiEmembran

beschrénkte Farbung, die bei 400-facher Vergréf3erung einer markisile gut zu
erkennen ist (Abb. 8).
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Abbildung 7: CD8(+)-Zellen, 250-fache VergréRerung

Abbildung 8: CD8(+)-Zellen, 400-fache VergréRerung
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4.2.2.4 CD68(+)-Zellen

CD68(+)-Zellen konnten bei 14 von 15 der an der Kieferosteomyelitisarddan
Personen in Gewebeschnitten nachgewiesen werden.

Die relative Haufigkeit der CD68-Expression betrug 5,2% + 3,4% (Tab. 4).

Der Median lag bei 4,6% mit einem Minimum bei 0% und einem Maximum bei 13,3%.
Bei der graphischen Darstellung der Ergebnisse wurde dézlWett CD68(+)-Zellen
dem arithmetischen Mittel der Gesamtzellzahl/Proben gegeniteitgéson im Mittel
3938,8 + 2405,8 Zellen/Proben waren 205,9 + 140,5 Zellen CD68-positiv (Tab. 4,
Graph. 11).

Die Ergebnisse der Auswertung der Kontrollpraparate wurden dies&@raph. 12
gegenubergestellt. Im Vergleich zum osteomyelitischen Knochengeesgjad die
Auswertung der Kontrollen mit einem relativen Anteil von 0,2% 1%,&D68(+)-

Zellen/Proben eine signifikant geringere Expressionshaufigkeit (Graphidi24)ra
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Graphik 11: Darstellung der arithmetischen Mittel der absolutdéufigkeit CD68(+)-Zellen im

Vergleich zur Gesamtzellzahl
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Graphik 12: Darstellung der relativen Haufigkeit der CD68-Eegsion im osteomyelitischen Gewebe im
Vergleich mit der Kontrollgruppe

CD68 absolute Haufigkeit relative Haufigkeit
[in pos. Zellen/Probe] | [in Gesamtzellen/Probe] | [in % markierte Zellen]
205,9 3938,8 5,2
OM 140,5 2405,8 3,4
15 688,2 0,2
Kontrollen 05 5782 0,4

Tabelle 4: Arithmetische Mittel der absoluten Haufigkeit uredative Haufigkeit CD68(+)-Zellen (oberer
Wert) mit Standardabweichung (unterer Wert)

Der Antikbrper CD68 zeigt ein starkes Farbeverhalten in foninakerten,
paraffineingebetteten Geweben.

Abb. 9 zeigt eine CD68-Expression im osteomyelitischen KnochengeWelsnzelte
Zellen sind stark positiv gefarbt.
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Abbildung 9: CD68(+)-Zellen, 250-fache Vergréf3erung
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4.2.3 Zusammenfassende Darstellung der immunhgstmoen Befunde

Alle verwendeten Antikérper konnten bei den an der Kieferosteonsyelikrankten
Patienten immunhistochemisch nachgewiesen werden.

Der hochste prozentuale Anteil positiver Zellen an der Gesdratabwurde bei der
Auswertung der Proben unter Verwendung des Antikorpers CD45 RQAyfe6
erreicht, gefolgt von CD3(+)-Zellen mit einer relativen Haufigkeit von 13,0%.

Eine geringere relative Expressionshaufigkeit zeigte sich behaevertung der CD8-
behandelten Proben mit 3,0% und mit 5,2% unter Verwendung des Antikérpers CD68.

Im Vergleich mit den Ergebnissen der Gewebeproben der Kontroligra@igte sich
eine deutlich hoéhere relative Expressionshaufigkeit aller verwemdatékorper im
osteomyelitischen Knochengewebe.

Bei der Auswertung der osteomyelitischen Proben im VergleitideniKontrollgruppe
ergaben sich folgende Ergebnisse (Graph.13).
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2
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. 0.1 0.2
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CD3 CD45 RO CD8 CD68
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Graphik 13: Veranderung der Zellsubpopulationen und absoliffe®@nzen der relativen Haufigkeiten
im osteomyelitischen Gewebe und dem gesunden Gewebe
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5 DISKUSSION

5.1 Demographische Faktoren

In der vorliegenden Darstellung der retrospektiven Analyse demogrhphiBaktoren
von 15 Patienten mit einer chronischen Osteomyelitis des Kigfarseine breite
Streuung des Manifestationsalters der Erkrankung zu beobachten.

Bei der Mehrzahl aller betroffenen Patienten, deren Daten imlidyse einbezogen
worden waren, handelte es sich um Patienten in der 4.—7. Lebensdekatliessnahme
einer 20-jahrigen Patientin. Nahezu 2/3 der erkrankten Patienten wmarerich und
durchschnittlich 54,6 Jahre alt.

Die Manifestation der Kieferosteomyelitis zeigt auch in deteraitur eine hohe
Variabilitdt beziglich der Altersverteilung. Die dokumentiertgitie streuen zwischen
3 Monaten und 83 Jahren [2, 30], wobei meist Daten Erwachsener veroffentlicht wurden
[26].

,Die Osteomyelitis der cranialen Knochen ist sehr selten und kannhgpveeise in der
2. Lebensdekade beobachtet werden“ [39]. Speziell die chronisch es&ode
multifokale Osteomyelitis mit Mandibulabeteiligung manifestsgch hauptsachlich im
Kindes- und Jugendalter [85]. Einige Autoren berichteten von Fallen, im ddgee
jungste Kind 4 Jahre und das alteste Kind 13 Jahre alt war [37, 64, 65].

Adekeye et al. [2] unterschieden bezlglich des Durchschnittsaltarserkrankten
Personen zwischen Maxilla (Mittel: 10 Jahre) und Mandibula (Mittel: 25,5 Jahre)
Dahingegen  wurden in  Studien anderer  Autoren  deutlich  hohere
Altersdurchschnittswerte dokumentiert, die von 42,5 — 62 Jahre reichten [129,30,
83].

Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen zeigt sich in der Liteta¢uafalls eine hohe
Variabilitdt bezlglich der Geschlechterverteilung.
Wannfors et al[83] berichteten von Fallen chronischer Osteomyelitis der Kiefer, bei

denen Manner wie Frauen gleichermallen reprasentiert waren, egémng
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Untersuchungen von Heggie et 1] ausschliel3lich Daten weiblicher Patientinnen
zugrunde lagen.

Van Merkesteyn et a[79] prasentierten in ihrer Studie Uber die diffus sklerosierende
Osteomyelitis der Mandibula ebenfalls Daten von gleichwertiger
Geschlechterverteilung.

Andere Autoren hingegen berichteten bei der Erkrankung an der stimoni
rekurrierenden Osteomyelitis der Mandibula (CRMO) von einer Damaindes
weiblichen Geschlechts (2:1) [85, 94uch in der Studie von Huber et al. [37] waren
annahernd 5 mal so viele Frauen wie Manner betroffen, wohingegen 8tuike von
Harris [30] doppelt so viele Manner wie Frauen an der chronischen mandibularen

Osteomyelitis erkrankt waren.

5.2 Lokalisation

In der vorliegenden retrospektiven Analyse wurde bei der Manif@stader
chronischen Osteomyelitis zwischen Mandibula- und Maxillabeteiligung uhiedsn.
In 93,3% der Félle handelte es sich um eine osteomyelitische Lasion deibia.

In der Literatur gilt die Mandibula als der bei weitem am haufigsteoffiete Knochen
in der maxillofacialen Region [26, 40, 91].

Die Osteomyelitis der Maxilla ist sehr selten [2], wase#glsfrei auf den dinnen
kortikalen Knochen und die exzellente kollaterale Blutversorgunigckaufiihren sein
durfte [44, 2].

Adekeye et al. [2] berichteten in ihrer Arbeit Gber eine StudieBrawlley(1975), der
im Zuge seiner Studien von Carotis-Angiogrammen zu dem Ergé&lnis dass die
Maxilla im Gegensatz zur Mandibula Uber ein gutes vaskularéswiek verfugt,
wohingegen die inferiore Arterie der Mandibula bei tber 40-Jahrigefighderstopft
ist.

Neben anderen lokalen Faktoren wie Mundhdhlenkrebs, akute ulzerative Gngiit

odontogenen Infektionen, ist es begrindbar anzunehmen, dass ein zusatzlicher
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Ruckgang der Blutversorgung der Maxilla und moglicherweise Miandibula, als
maoglicher Faktor bezuiglich der Pravalenz einer Osteomyelitis gesefndarmkann [2].
Die OK-Osteomyelitis kommt gesondert bei Erwachsenen, typiselisewn der 2.
Lebensdekade, in Betracht und betrifft meistens Neugeborene zwischend 9
Monaten [39].

Nach Kaufmann [49] kommen die seltenen OK-Osteomyelitiden fasbeiuKindern
vor, wohingegen Adekeye et al. [2] in ihrer Studie Uber Daten von 3&nkat
(24,82%) im Alter zwischen 3 Monaten und 45 Jahren mit maxillarezo@stelitis

verfugten.

In mehr als 2/3 der Analyse zugrunde liegenden Féllen war der Kesfletsseitig und
in 93,3% der Falle unilateral betroffen. Lediglich eine Patientigteeeine bilaterale
Beteiligung der Mandibula.

Die Variabilitat der Seitenbeteiligung erlaubt keine Ruckscklibszlglich der
Pravalenz der Lokalisation. Auch in der Literatur ist bezuglichLd&alisation rechts-

bzw. linksseitig eine variable Verteilung zu beobachten. So zeigen

Untersuchungsergebnisse von Wannfors et al. [83] eine nahezu gleichgatjuant

unilaterale rechts- bzw. linksseitige Beteiligung des Kieterd einen geringe Anteil
bilateral involvierter Kiefer (16%).

In der Darstellung von van Merkesteyn et[@B] ist die Mandibula in 40,7% der Félle

rechtsseitig betroffen, wobei die bilaterale Beteiligung Mandibula mit 33,3% als

verhaltismassig haufig erscheint.

5.3 Mdgliche atiologische Faktoren

Es sind wahrscheinlich zahlreiche Faktoren fur die Pathogenese Qstmomyelitis
verantwortlich [69]

Im Rahmen der Aktenanalyse konnten 3 mogliche atiologische Faktdie im
individuellen Fall zu einer Pradisposition der Entwicklung einee@styelitis gefihrt

haben mogen, in Betracht gezogen werden.
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In absteigender Pravalenz beinhalten diese Z.n. Tumor und Radiatio (40,000), Z
Zahnextraktion (33,3%) und Z.n. Trauma (6,7%). In 20,0% der Falle lieBemach

Aktenanalyse keine Rickschlisse auf mégliche atiologische Faktoren.ziehe

5.3.1 Entwicklung einer Osteomyelitis nach Zahregion

33,3% der betroffenen Patienten mit einem Altersmedian bei 4Bnjamtwickelten
eine Kieferosteomyelitis nach vorausgegangener Zahnextraktion (Gruppe 1).

In der Literatur wird die Zahnextraktion als einer der pr@migerenden lokalen
Umstande, die zur Entwicklung einer Osteomyelitis fuhren, ange$2h&6, 49, 83].

Als mogliche Ursache wird eine bakterielle Kontamination desmdgebietes wahrend
der Zahnextraktion oder eine hamatogene Aussaat durch den Extraktiongvorga
angenommen [49]. Dabei gibt es Fallberichte Uber das AuftreteBrleEnkung nach
Extraktion asymptomatischer [80] sowie beherdeter Zahne [49].

Insbesondere bei radiierten Patienten spielen Heilungsvorgénge eine evivbiiig

Bagan et al. [6] und Marx [58] dokumentierten einen hohen Prozen?a017,7%)
radiierter Patienten, die eine Osteonekrose nach Zahnextraktionen enemickelt

Die Infektion des Knochens mag durch dessen Exposition der oralepbieilen Flora
hervorgerufen werden, so dass der Knochen durch die Entstehung eines sauren,
entziindlichen Milieus auf3erstande ist zu heilen [5,6].

Kaufmann et al[49] und Wachter et a[80] diskutierten im Zusammenhang mit einer
Kondylusosteomyelitis nach Zahnextraktion die Lokalandsthesie zadsitzlichen
ursachlichen Faktor, bzw. eine lokalisierte Osteomyelitis nach Maladisanasthesie.

Es ist im Einzelfall sicherlich schwierig zu eruieren, ob der Extraktiogsvgy bzw. die
durch die Extraktion verursachte Kontamination des Wundgebietes, einéd durc
Lokalanasthesie verursachte Keiminokulation oder eine Kombination diekésren
vorliegt [49].
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5.3.2 Entwicklung einer Osteomyelitis nach Tumod Radiatio

Der Gruppe Zugehdrige Personen sind ausschliel3lich Manner héheren Alters (Median
65 Jahre).

Ursprunglich wurden Knocheninfektionen post radiationem als Untergrugpe d
Osteomyelitis klassifiziert, die sich lediglich durch das PAeiin nach Radiatio
unterschieden [12].

Heute ist die Osteoradionekrose (ORN) beweisgultig als stradezierte avaskulare
Knochennekrose identifiziert und sollte daher nicht als Form deeo@sklitis
angesehen werden [26].

Derzeitige Untersuchungen zeigen, dass sich die Pathophysidegi®steomyelitis
nach Radiatio bedeutend von der Osteomyelitis anderer Ursache unterscheidet.

Die mandibulare Osteoradionekrose scheint in erster Linie eindpnoalifgrund von
Hypozellularitdt und Hypovaskularisation zu sein. Dieser Prozess Zuhmtduzierten
Gewebereparaturmechanismen, so dass etwaige lokale Trawdata Wunden
inadaquat heilen [12] und so die tatsachliche Infektion bei einer ORMler
zusatzlichen Besiedlung gefahrdeten Knochens bei einer nicht heilenlmde
begrundet ist [58].

Binger [11] berichtete Uber eine ORN des Unterkiefers beieati mit
strahlentherapeutisch sowie chirurgisch-radiologisch behandelten
Plattenepithelkarzinomen (PEC) der Mundhdhle und des Oropharynx. Als
pradisponierenden Faktor fir die Entwicklung einer Strahlenostedimyein
Unterkiefer sieht der Autodie hohe Strahlenbelastung des Knochens aufgrund seiner
oberflachlichen Lage unter einer dinnen Weichteildecke sowie eine hdhere
Strahlenabsorption aufgrund der dichten Kompaktastruktur.

Durch eine latente Schadigung mit weitestgehendem Vitalitfistedes Knochens
infolge der Einwirkung ionisierender Strahlen kann bei zuséatzlidbedkterieller
Infektion eine Osteoradionekrose entstehen [11].

Calhoun et al. [12] unterschieden beziglich der Atiologie traunmatisdontogen,
postoperativ und post radiationem, wobei letzteres als die bei wailterhaufigsten
vermutete Ursache (46,7%) in Erwagung gezogen wurde. Die Autoobadigeten bei
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radiierten Patienten einen hdheren Alterdurchschnitt sowie eindilagte Haufung
von Zigaretten- und Alkoholabusus.

Laut Widmark et al.[88] gehéren ebenfalls ein hohes Alter, eine hohe
Bestrahlungsdosis, eine Uberfraktionierung und die Kombination von Tumogskijrur
Chemotherapie und Zahnextraktion zu den Risikofaktoren fiir die Entwickineg e
Osteoradionekrose.

Erst kurzlich wurde entdeckt, dass die Kiefernekrose mit Krebs-@henapie
assoziiert werden kann [58]. Badros et al. [5] beschrieben Raté intravenodser
Biphosphonattherapie und vermuten die Unterbrechung der intraosséaren drkutadi
eine Hemmung der Osteoklasten-Aktivitat als Ko-Faktoren, dienvasiven dentalen
Prozeduren mit Entwicklung eines sauren, entzindlichen Milieus die égtatibn
einer lokalisierten Osteomyelitis begtinstigen.

Nach Marx 2003[58] ist die Behandlung mit Biphosphonaten direkt fir die
Osteonekrose verantwortlich.

Aktuelle Untersuchungen belegen, dass in Deutschland pro Woche dreiegiteert
werden, die unter Biphosphonattherapie eine ossare Kiefernekroseketien. Es
scheint, als seien zumeist weibliche Patientinnen mit einemnhdarzinom betroffen,
bei denen sich ein bis zwei Jahre nach erstmaliger intraveBgg®ysphonattherapie
insbesondere im Zusammenhang mit einer Zahnextraktion eine Kiafesee

manifestierte [67].

Einer der Patienten nach Tumor und Radiatio litt zudem an Diabetksisn was in
der Literatur als zusatzlich pradisponierender systemischeikdiiktor fur die
Entwicklung einer Knocheninfektion gesehen wird.
Zahlreiche Autoren heben Diabetes mellitus als endokrine Funktionsstdmuhg
systemischen Faktor hervor, der die Immunabwehr, die Metabolisierungjeitakale
Vaskularisation beeintrachtigt [7, 12, 38, 82].
Nach Calhoun et al[12] werden neben Diabetes mellitus auch Hypertension und
Atherosklerose als medizinische Ko-Faktoren mit Osteomyelitis @sozi
Wahrend andere Autoren (dber den Zusammenhang weiterer systemischer

pradisponierender Faktoren wie Mangelernahrung, Malaria, Sidbetaie, akut
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ausbrechendes Fieber und Masern $2jvie Osteopetrose [44], SC- und S-Thalasséamie
[82], renales oder hepatisches Versagen, Diabetes mellitus, cm®nidypoxie,
Immunsuppression, maligne Tumore, Altersextreme, Autoimmunerkrankungk-Taba
und Alkoholabusus [38] mit der Entwicklung einer Knocheninfektion beriahtete
erschien das in diese Arbeit einbezogene Patientenkollektiv vamdag einem guten
allgemeinen Gesundheitszustand. Es wurden keine pradisponierenden Faktoren
gefunden. Dennoch kann nicht ausgeschlossen werden, dass aufgrund mangelhafter
Dokumentation der Anamnese in den Krankenakten, nicht doch bei einigent®&ati

pradisponierende Faktoren vorlagen.

5.3.3 Entwicklung einer Osteomyelitis nach Trauma

Eine weitere Patientin des untersuchten Patientenkollektivs entigickane
Osteomyelitis nach Trauma (Gruppe 3).

Die Patientin sturzte im Alter von 7 Jahren mit dem Fahrrada@erlicherweise sind

die Unfallfolgen insbesondere im Hinblick auf eine Traumatisiemes) Kiefers nicht
genauer dokumentiert. Es wird Uber rezidivierende Schmerzen und &cigeeal tber
einen Zeitraum von 13 Jahren berichtet. So kann nur angenommen werden, dass ein
Zusammenhang mit dem Fahrradsturz und der Diagnose der mandibulare
Kieferosteomyelitis im Alter von 20 Jahren besteht.

Es ist fraglich, ob ein Trauma ein Risikofaktor fur die Ecokhing einer Osteomyelitis
oder, ob eine Traumapradisposition eine Komplikation des bereiteméziund somit
beeintrachtigten Knochens ist.

Das Risiko der Osteomyelitis ist bei direkter Inokulation innF@ines penetrierenden
Traumas mit Entwicklung einer offenen oder zusammengesetzten Frakéiohileth.

Sogar wenn ein Trauma zu einfachen, geschlossenen Frakturen flihdie giffene

Reposition durch einen chirurgischen Eingriff als signifikanter RisikofdBt).

50



Diskussion

5.3.4 Entwicklung einer Osteomyelitis unklarer Atigie

20,0% der erfassten Patienten entwickelten eine Osteomyelitis remkddiologie
(Gruppe 4).

Die Atiologie und Pathogenese der chronischen Osteomyelitis igéerksind nicht
vollstandig geklart [83].

In weiteren frihen Untersuchungen wurden einige Falle dokumentiertaudgrund
unzulanglicher Informationen in den Unterlagen (15,6% [2]) oder ohne jeglichen
Hinweis auf einen schlechten Gesundheitszustand und pradisponierende Fgktoren
26, 83] eine Osteomyelitis entwickelten.

Zebedin et al. [92] diskutierten in ihrer Studie im Zusammenhanmgler chronisch
rekurrierenden multifokalen Osteomyelitis (CRMO) des Unterksekgreger niedriger
Virulenz bei abgeschwéchtem Organismus, Autoimmunprozesse sowie Beisgee
Pradisposition als pathogene Mechanismen, die in der Atiologie vdauBeg sein
konnten.

Auch Ylikontiola et al. [90] vermuten, dass bei der chronisch sklerosierenden
Osteomyelitis (CDSO) der Mandibula hereditdre Faktoren eigeifigante Rolle
spielen und Heggie et dB1] wiederum halten eine hyperaktive Immunantwort bei der
juvenilen multifokalen Osteomyelitis fur einen wahrscheinlichen atiolbgisé¢aktor.

5.4 Immunkompetente Zellen

Es gibt Gberraschend wenige Studien Uber die Immunantwort bei dem@aslitis [3].

Bei einem Grol3teil der verfigbaren Studien tber die chronissheo@yelitis wurde

die systemische Immunitat untersucht. Somit sind Studien, die dieerokale
Immunitat bei der chronischen Osteomyelitis Aufschluss geben besondars selte

Die Gesamtpopulation der Lymphozyten im gesunden Knochenmark wird in der
Literatur mit einer auffallend hohen Schwankungsbreite beschrieberelBiéve Anteil

in den paraffineingebetteten Knochenmarksschnitten variiert zwisich8o bis zu 30%

[36, 76].
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Dies mag durch eine verédnderte antigene Reaktion wahrend dealfdixierung
aufgrund von Kreuzreaktionen von Proteinen [56] oder durch eine Beeinfludsung
immunhistochemischen Farbeintensitat durch die Dekalzifizierurape8ur, bedingt
sein [56, 76].

AuBBerdem spielt die Technik der Probengewinnung eine bedeutende RokendS
Marksaspirate héaufig mit peripherem Blut kontaminiert, so dassTfdellen im
Knochenmarksaspirat mit 46% deutlich hohere Werte als bei Biop&afo)

dokumentiert wurden [14].

5.4.1 Kontrollen

Bei den Kontrollfallen (n=2) konnten CD3(+)-, CD8(+)- und CD68(€)l&n vereinzelt
immunhistochemisch nachgewiesen werden. Lediglich in einem Fallnwalale
lymphoide Infiltrate CD45 RO(+)-Zellen nachweisbar.

Der relative AnteilCD3(+)-Zellen an der Gesamtzellzahl betrug 3,8% + 3,1%. Diese
Werte entsprechen etwa den Ergebnissen von Loyson et al. [56], drelalige
Haufigkeit mit 5-10% in ihrer Studie dokumentierten.

Chetty et al. [13] hingegen gaben in ihrer Studie mit 10-15% bi&02a deutlich
hohere Werte fur CD3(+)-Zellen an.

Fur CD45 RO(+)1Lymphozyten wurde in unseren Untersuchungen ein relativer Anteil
von 13,4% + 9,9% ermittelt.

Dieser Wert entspricht in etwa den Ergebnissen anderer Auwodrerichteten Loyson

et al. [56] von 5-10% und Neidhart et al. [60] von 11% + 2% CD45 RO(+)-
Lymphozyten im gesunden Knochenmagkin et al. [76] hingegen dokumentierten mit
40-90% einen deutlich héheren Anteil CD45 RO(+)-Zellen.

Die grof3e Schwankungsbreite der Untersuchungsergebnisse untetsifatnahme
geringerer Spezifitdt des Antikorpers fur die Evaluation lymphoeytérfiltrate im
Knochenmark [75].
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Die Untersuchung mit dem Antikorp&D8 ergab im Knochenmark der gesunden
Kontrollen einen relativen Anteil von 0,1% +/-0,1%.

Loyson et al[56] dokumentierten ebenfalls geringfligige CD8(+)-Zellen iesunden
Knochenmark von 0,5-1%, wohingegen Hilbe e{24] einen hdheren Anteil von 3,2%

fanden.

Fur CD68(+)Zellen wurde ein relativer Anteil von 0,2% + 0,4% in den Proben der
Kontrollgruppe ermittelt.

Die Werte unserer Untersuchungen unterscheiden sich deutlich vonrgemiSsen
anderer Autoren. Josten et al. [42] ermittelten in der gesunden Spoegiesrelative
Haufigkeit von 4,26%.

Shin et al. [76] beschrieben in ihrer Studie eine positive Reaktion vohsiiarattlich
39% lymphoider und myelo-monocytischer Populationen im gesunden Knochenmark.
Die in unserer Studie geringen Werte fir CDG68(+)-Zellen lassehleF bei der

Dekalzifizierung oder der Formalinfixierung vermuten.

5.4.2 Osteomyelitisches Knochengewebe

5.4.2.1 CD3(+)-Zellen

In der vorliegenden Studie wurden mit Hilfe des fur T-Zellen hoclispezen Markers
CD3 immunkompetente T-Zellen immunhistochemisch im  Knochenmark
nachgewiesen.

Im Vergleich mit den Proben von Gesunden zeigte sich bei den an asteen@elitis
Erkrankten mit 13,0% eine deutlich héhere CD3-Expression als bei den Gesuitde
3,8%.

Auch Asensi-Alvarez et al. [4] studierten verschiedene Aspekt®ldorellularer als
auch humoraler Immunitat bei 19 Patienten mit einer chronischemr®gétis und
berichteten ebenfalls Uber signifikant hohere Werte fir CD3(#)ghozyten bei
Erkrankten im Vergleich mit gesunden Kontrollen.
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Wagner et al.[81] untersuchten lokal immunkompetente Zellen bei implantat-
assoziierter posttraumatischen Osteomyelitis und wiesen nebersdahligh PMNs
auch CD3(+)-T-Lymphozyten als 2. groldte Zellpopulation im betroffeneacken
nach, wobei das Stadium der Immunantwort bzw. das Ausmald der TiileAung
aufgrund mangelhafter Reproduzierbarkeit des Infektionszeitpunktbs @icdeutig
angegeben werden konnte. Somit ist nicht auszuschlie3en, dassssvsibhum akute
als auch chronische Osteomyelitiden handelte [81].

Eine vergleichbare immunhistochemische Studie wurde von Girschick ¢28han
Knochenproben von an der CRMO Erkrankten durchgefiihrt. Sie wiesen Lym@mozyt
Plasmazellen, neutrophilen Granulozyten und Histiozyten als typiséitteate nach
und dokumentierten u.a. eine Dominanz von CD3(+)-, CD45 RO(+)- und CD8(+)-T
Zellen sowie CD68(+)-Makrophagen.

Auch Josten et al. [42] fuhrten in ahnlicher Weise eine quantitativeinhistologische
Analyse osteomyelitischen Knochengewebes durch und wiesen auf avendaikeit
einer Differenzierung zwischen der systemischen Immunitat und lolealen
zellvermittelten Immunitat am Ort der Entziindung hin, da die systde Immunitat
lediglich eine indirekte Beurteilung der lokalen Verteilung immunkdemger Zellen
zuldsst [25, 42]. Im Gegensatz zu unserer Studie beobachtetendseh jeine
signifikante Reduktion des Anteils der Gesamt-T-Zellen von 11,34% sanngen
Gewebe auf 4,37% im erkrankten Knochengewebe und schlussfolgegesand eine
lokale Depression der zellmediierten Immunitét.

Andere Autoren fuhrten in vitro-Untersuchungen durch und nehmen an, dass die
Hemmung der T-Zellproliferation mit der Existenz endotoxin-stientdr T-

Suppressorzellen zusammenhangt [27, 61].

5.4.2.2 CD45 RO(+)-Zellen

Der relative Anteil von T-Memory-Zellen im Knochenmark der am ceronischen
Osteomyelitis erkrankten Patienten war mit 22,2% gegenuber detrdllen (13,4%)
deutlich erhoht.
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Das Ergebnis ist vergleichbar mit einer Studie von Neidhart .ef6@], die den
Aktivierungsstatus von T-Lymphozyten im peripheren Blut sowie im Knatiaek bei

27 Patienten mit chronisch entziindlichen Erkrankungen untersuchten. Sie beteipacht
einen erhdhten Anteil aktivierter Memory-T-Zellen (21% + 3%) impgderen Blut der
chronisch Erkrankten mit einer Anamie unbekannter Atiologie im ‘@il mit
Gesunden (11% = 2%). In ihren Untersuchungen mit CD45 RO als
Differenzierungsmarker und CD69 als Aktivierungsmarker wiegemsKnochenmark
mehr aktivierte T-Zell-Phanotypen als ihre Pendants im periphBhet nach. Dies
unterstitzt die Annahme anderer Autoren [42], dass die Bestimmuraystemischen
Immunitat nur indirekte Schltisse auf die Verteilung immunkompet&@aiégegn am Ort
der chronischen Entziindung zulasst.

Neben Neidhart et al. [60] wiesen auch Girschick et al. [28] ina. Bominanz der

CD45 RO(+)-Zellen im osteomyelitischen Knochengwebe nach.

5.4.2.3 CD8(+)-Zellen

Das Suppressor-Zellsystem sorgt flr eine negative Ruckkopplungysten$ und
verhindert eine Endlos-Stimulation [71].

Der relative Anteil der zytotoxischen/Suppressor-T-Zellpopulatioruged,0% bei den
an der chronischen Osteomyelitis Erkrankten und war im Gegermatzdem
verschwindend geringen Anteil von 0,1% im Knochenmark der Kontrollenfikent
erhoht.

Diese Ergebnisse lassen auf eine Gegenregulation des Orgarsshiiefien, die
immunkompetente Lymphozyten hemmt und somit eine Uberschie3ende Immionreakt
am Ort der Entziindung verhindern soll.

Janossy et al. [41] beschrieben bei Untersuchungen zu T-Zell-Subpopertatim
menschlichen Knochenmark einen hohen Anteil zytotoxischer/Suppreg&sten-
gegenuber T-Helferzellen. Es wird vermutet, dass die T-Lymphozyiee

Immunreaktion im Knochenmark als normale Bewohner Uberwachen [41].
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Auch Wagner et al. [81] wiesen in ihrer Studie zur implantatzassten
posttraumatischen Osteomyelitis einen deutlich hoheren reladnteil CD8(+)-Zellen
im Vergleich mit T-Zellen im Blut nach und diskutierten lokaterigte Zytokine als
maogliche Mediatoren fur die Infiltration. Es wird postuliert, gldge Infektion und nicht
die entziindliche Reaktion an sich die Aktivierung von T-Effektorzelemidken. Die
Autoren beobachteten bei Erkrankten CD8(+)-Zellen als die in groftemahl
vorkommenden T-Zellen, was sie annehmen liel3, dass es sich um @eB{€)ene
infolge bakterieller Infektionen handelt und einer vorzugsweiserltrétion des

infizierten Knochens [81].

5.4.2.4 CD68(+)-Zellen

Der immunhistochemische Nachweis von CD68(+) - Zellen im ostddisgieen
Knochenmark ergab einen relativen Anteil von 5,2%, wohingegen der refatted

des mit Makrophagen assoziierten Markers im Knochengewebe von gasund
Kontrollpersonen mit 0,2% deutlich geringer ausfiel.

Hierholzer et al[32] berichteten Uber eine Untersuchung der Phagozytoseaktivitat bei
Patienten mit akuter und chronischer posttraumatischer Osteomy®idibeobachteten
eine deutliche Funktionseinschrankung phagozytierender Zellen beshdamischen
Osteomyelitis und vermuten einen durch phagozytoseinhibitierende Faktoren
ausgeldsten Defekt, der beim Ubergang von der akuten in die chroniscimdtmtg
erworben wird.

Diese Beobachtungen sind vergleichbar mit Untersuchungen von Pedkr§6él, die

in ihrer Studie ebenfalls von einer deutlichen Reduktion von Makrophageyp8uobt

bei etwa der Halfte der an chronischer Osteomyelitis heiele Patienten feststellten.
Laut Peters et al. ist die Abwesenheit anti-inflammatorisdi@krophagen ein
maoglicher Faktor, der fur die Persistenz der chronischen Ostetimmyerantwortlich

ist [66].

Auch Kataoka et al.[48] fuhrten immunhistochemische Untersuchungen an
Paraffinschnitten osteomyelitischen Granulationsgewebes durch umdchtén die
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Anwesenheit von CD68(+)-Zellen. Sie fanden osteoklasten-dhnliche MNCs
(multinuclear cells) in der Umgebung von Sequestern, von denenailggem CD68
exprimierten, wohingegen nur 10% der mononuklearen Zellen CD68-positiv waren.
Dahingegen wiesen Josten et al. [42] in ihrer Studie einen gigmién Anstieg der
Makrophagen von 4,26% auf 15,08% im osteomyelitischen Knochengewebe nach. Es
wird angenommen, dass die durch die Sequestierung und Gewebseinschmelzungen
entstehenden antigenwirksamen Partikel zu einer Stimulation des Rtosgsystems

und zu einer Kapazitatsausschopfung der antigenprasentierenden Zellen flhrt.
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5.5 Zusammenfassende Beurteilung der immunhistatbgn Ergebnisse

Die quantitative Auswertung der Knochenproben der an chronischer Qsié@m
erkrankten Patienten im Vergleich mit Knochengewebeproben von Kpetrsdnen
ergab in unseren Untersuchungen fur alle verwendeten Marker aitlelderhohte
Expression im osteomyelitischen Knochengewebe.

T-Zellen, insbesondere T-Memory-Zellen, aber auch zytotoxiScipptessor-T-Zellen,

als T-Effektorzellsubpopulation, konnten als Vertreter des spdmisczellularen
Immunsystems im Vergleich mit gesunden Kontrollen mit einemlideuhheren
relativen Anteil in den Proben der Erkrankten nachgewiesen werden.

Ebenso konnten Makrophagen als Reprasentanten des zellullaren unspezifischen
Immunsystems quantitativ in den osteomyelitischen Knochenproben maebge
werden. In der Literatur wird in diesem Zusammenhang eine Redukiesn
Makrophagen-Aktivitat favorisiefB82, 48, 66], wohingegen in unseren Untersuchungen
der relative Anteil der CD68(+)-Zellen mit 5,2% geringer emchials der relative
Anteil der T-Zellpopulationen, jedoch deutlich Gber dem Anteil der Blakagen in

den Kontrollen lag. Da in der Literatur von deutlich hheren WertediéilAnzahl der
Makrophagen im gesunden Knochenmark berichtet wird [76], kann insgesamiatoc
einer Reduktion des Makrophagenanteils im osteomyelitischen Knochbagw
gesprochen werden. Diese Beobachtung deutet auf eine Repression des
Makrophagenanteils aufgrund einer Funktionseinschrankung der phagozytierenden
Zellen hin, die beim Ubergang vom akuten ins chronische Stadium erworben wird [32].
Davies [21] hebt die Interaktionen der Makrophagen mit Zellen desuh®systems
hervor, einhergehend mit der Generierung von Mediatoren, die, wie vervirdetie

Auflésung entziindlicher Lasionen unterstitzen.

Das Literaturstudium erlaubte keine eindeutigen Schliisse bdrdglicAktivitat des
Immunsystems bei der chronischen Osteomyelitis.
Eine reprasentative Studie fur eine hohe Variabilitat ist efndi&von Lob et al[55].
Die Autoren dokumentierten sowohl eine hypoaktive als auch einerdikype
Immunantwort bei jeweils 50% der Félle. Auch Seif@d] untersuchte die Aktivitat

des Immunsystems bei der chronischen Osteomyelitis andererhé&moals der
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Mandibula. Er berichtete sowohl von Fallen mit einer gesteigertenordalsn
Immunantwort, einer erhdhten zellularen Immunantwort, von einer dhgashten
Immunantwort, als auch von einer normalen Immunantwort [74].

Bei Patienten mit einer hyperaktiven Immunantwort wurden die scheveiNerlaufe

der Erkrankung verzeichnet [70].

In unserer Studie war der relative Anteil der T-Effektoezelim Vergleich mit den
Kontrollen erhéht, dennoch dominierten Memory-T-Zellen mit einemivelatAnteil
von 22,2% und der Anteil CD3(+)-Zellen mit 13,0% das pathohistologische Bild.
Diese Ergebnisse lassen eine gesteigerte und somit einecmedgkise fehlgeleitete
Immunantwort vermuten.
Die normalerweise eine Entzindung induzierenden Mediatoren werden durch
Aktivator-Inhibitor-Systeme kontrolliert. Die Zellen und deren freggete Mediatoren
kénnen neben dem Antigen auch das umgebende Gewebe schadigen, was besonders
ausgepragt ist, wenn die Effektormechanismen inadaquat aktiviert sind [52].
Im Rahmen einer chronischen Infektion wird eine Dysregulation diesesn®ystas zu
einer Aufrechterhaltung der Entziindung fuhren kdnnte, in Betracht gezogen[52].
Auch andere Autoren schlussfolgerten in diesem Zusammenhang, dasserbei
Osteomyelitis eine Abnormitat beziglich der Immunantwort vorlidigt unzureichend
verstanden ist [8, 57, 74, 77].
Nach Seifert[74] kann es durch das Freiwerden von Knochen im Rahmen der
Entzindungsreaktion zu einer Autoimmunreaktion durch Antikérper-Bildung gegen
korpereigenes Material kommen. Diese Annahme koénnte eine  Eskalation der
immunpathologischen Mechanismen erklaren.
Der Autor erwagt infolge seiner Forschungsergebnisse bezigingr gesteigerten
humoralen wie zellularen Immunantwort bei der chronischen posttracmeti
Osteomyelitis eine Immundepression als Therapiekonzept. Er zielet ative

Desensibilisierung und eine passive Immunsuppression in Betracht.
Um die Interaktion zwischen den immunkompetenten Zellen bei denisbhen

Osteomyelitis noch genauer zu verifizieren, wére eine Quastifizg von T-

Helferzellen sinnvoll.
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T-Helferzellen erkennen Antigene, die an antigenprasentierenten £gdbunden sind
und werden somit aktiviert. Sie sezernieren Zytokine (Interleukum#)stimulieren T-
Zellen zur Proliferation, B-Zellen und Makrophagen. Sie haben dahee ei
Schlusselfunktion  und  verknipfen die  humoralen und  spezifischen

Abwehrmechanismen.

Um langwierige chronische Verlaufe einer Kieferosteomyetitisrsermeiden und eine
Ausheilung der Entziindungsreaktion zu erzielen, sind die Diagnose der Erkrankung und
das Verstandnis der pathogenetischen Mechanismen von herausragender Bedeutung, um
adaquat therapieren zu kdénnen. Mal3nahmen zur Steigerung der Infektabivehr be
erwartender Infektion des Knochens oder z.B. eine Immunisierung,fréimeeitige
Antibiose und eine rechtzeitige chirurgische Intervention zu BedarnErkrankung,

sind winschenswerte Malnahmen, einen circulus virtuosus zu verhindern.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Die unspezifische und spezifische zellulare lokale Immunitdt wbedel5 an der
chronischen Kieferosteomyelitis erkrankten Patienten, unter Becttkging
demographischer Faktoren, Lokalisation des Krankheitsbildes und magliche
Erkrankungsursache, untersucht.

Es wurden Gewebeschnitte von Knochenbioptaten angefertigt und Ismitte
immunhistochemischer Farbeverfahren mit den spezifischen Olverfidarkern CD3,
CD45 RO, CD8 und CD68 behandelt, um immunkompetente Zellen (T-Zellen,
Memory-T-Zellen, zytotoxische-/Suppressor-T-Zellen und Makrophagenititate
nachweisen zu kénnen. Zum Vergleich wurden Proben gesunden Knochens von 3
Kdrperspendern herangezogen.

Das Patientenkollektiv setzte sich aus 11 Mannern und 4 Frauen nain ei
Altersdurchschnitt bei 51 Jahren zusammen. 14 Patienten entwickelten ei
Osteomyelitis in der Mandibula, lediglich 1 Patient in der Maxilhls mogliche
Erkrankungsursachen liel3en sich Z.n. Extraktion (33,3%), Z.n. Trauma (6,7%)rund Z
Tumor und Radiatio (40,0%) eruieren. Bei 20,0% der Erkrankten blieb dieoditol
ungeklart.

Immunkompetente Zellen konnten bei allen Patienten im osteomyelitigthechen
immunhistochemisch mittels CD3, CD45 RO, CD8 und CD68 nachgewiesen werden.
Im Vergleich mit den Kontrollen zeigte sich ein signifikanter Anstieg déellsub-
populationen und der Makrophagen, was auf eine Hyperreaktion des Immunsystems
schlie3en lasst.
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Gerate und Reagenzien

V GERATE UND REAGENZIEN FUR DIE
IMMUNHISTOCHEMISCHE ANALYSE

Priméarantikdrper

Polyclonal Rabbit, Anti-Human CD3,
Code-Nr. A 0452

Monoclonal Mouse, Anti-Human CD45 RO,
Clone UCHL1, Code-Nr. M 0742

Monoclonal Mouse, Anti.Human CDS,
Clone C8/144B, Code-Nr. M 7103

Monoclonal Mouse, Anti-Human CD68,

Macrophage, Clone PG-M1,
Code-Nr. M 0876

Immunhistochemisches Farbeverfahren

Universal DakoCytomation LSAB® + Kit,

Peroxidase (LSAB+Kit, HRP), Code K0679

Software

UTHSCSA Image Tool Version 4.02

LUCIA NET 1.16.2

DAKO, Hamburg

DAKO, Hamburg

DAKO, Hamburg

DAKO, Hamburg

DakoCorporation,
Carpinteria, USA

University of Texas,

San Antonio
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Reagenzien

Paraformaldehyd

Paraffinl, 2, 3, 4 (DMSO)

PBS-Puffer nach Sgrensen

EDTA

Alkohol 100%, 96%, 90%, 70%, 50%

Aqua dest.

Zedernholzdl

Hamatoxylin nach Meyer

Tris-Puffer: Dako® PBS, Code-Nr. 3024
Pronase: Dako Code-Nr. S 2013
Hintergrundreduzierender Puffer,
ChemMate™ Antibody Diluent,

Dako Code-Nr. S 2022

DAB-Substrat-Chromogenlésung,
Dako Code-Nr. K 3468

Merck, Darmstadt

Sherwood-Medical,
St. Louis, USA

Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Zentralapotheke der
Uniklinik Munster

Zentralapotheke der
Uniklinik Munster

Merck, Ismaning

Merck, Darmstadt

DAKO, Hamburg

DAKO, Hamburg

DAKO, Hamburg

DAKO, Hamburg
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DePeX, Kat.Nr. 18243

Gerate

Trockenschrank US/UL-Typ

Wasserbad

Rotationsmikrotom

Lichtmikroskop

Digitalkamera

Sonstiges

Objekttrager; Superfrost

Deckglaser Typ 38116, 24x60

Probengefalie; Glasklvetten

SERVA, Heidelberg

Memmert,

Schwabach

Walter F. C.
Ebel, Hamburg

Reichert und Jung,

Heidelberg

Zeiss, Jena

Sony Corporation,
Tokio, Japan

DAKO, Hamburg

Menzel,

Braunschweig

Waldech



