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Die Organkultur von Knochenanlagen
zur quantitativen Bestimmung

der Gewebsvertraglichkeit

Hans Werner Gerber

Seit in der Medizin zeitlich begrenzte Im-
plantate zur Aufrechterhaltung oder Stiit-
zung von Organfunktionen und Prothesen
als Organersatz verwendet werden, ist die
Frage aktuell, in wieweit solche Fremdkor-
per vom umliegenden Gewebe toleriert wer-
den.

Chirurgische Implantate werden, um zunen-
menden Anforderungen zu geniigen, dau-
ernd verbessert, was empfindliche Tests fur
Gewebsvertrdglichkeit noétig macht. Allge-
mein gliedern sich Gewebsvertriglichkeits-
tests in drei Schritte. Ein Kurzzeittest {iber
Stunden oder Tage, in vitro an Gewebe oder
Organkulturen. Dann folgt die Implantation
in vivo wiahrend Wochen und Monaten am
Tier. Bei guter Gewebsvertréglichkeit in vi-
tro und in vivo werden dann erste Implan-
tationen in der Klinik durchgefithrt. Durch
eine gute Dokumentation des Verhaltens der
Implantate im Patienten unter Belastung,
was z. B. beim Tierversuch schwer vergleich-
bar simuliert werden kann, muss dann das
Material falls nétig weiter optimiert werden.
Zur Testung der Gewebsvertriglichkeit eig-
nen sich nur Versuchsmodelle, deren Ergeb-
nisse reproduzierbar sind. Erfallt wird diese
Bedingung von Organkulturen embryonaler
Knochenanlagen, die in einem definierten
Nihrmedium regelmaissiges Wachstum und
eine erstaunliche Selbstdifferenzierungsfi-
higkeit zeigen, sichtbar an +/— reprodu-
zierbarer Morphologie und Knorpel- bzw.
Knochenbildung (Fell 1956). Der Hauptvor-
teil des in vitro Versuchsmodells besteht
in der Kontrolle der Versuchsbedingun-
gen, wobei gegeniiber in vivo Tierversuchen
die Systemeffekte ausgeschaltet worden
sind.

Die paarigen Femuranlagen embryonaler
Ratten im 17.-18. Trachtigkeitstag wurden
unter aseptischen Bedingungen explantiert.
Die Organkultur der Knochenanlagen erfolg-
te bei 37,5°C im CO, Luftgemisch schwim-
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mend auf Nylongaze im chemisch definierten
Nidhrmedium BGJ (Biggers et al. 1961), da-
mit das Explantat, bedeckt nur durch einen
Fliissigkeitsfilm, einen optimalen Gasaus-
tausch hatte. Von jedem Femurpaar wurde
das Wachstum des Testfemurs mit demjeni-
gen des Kontrollfemurs verglichen, was die
biologische Varianz der verschiedenen Fe-
murpaare unkritisch machte. Die Kultur-
dauer betrug je nach Experiment 24 h bis 10
Tage, und das Nihrmedium wurde alle 2
Tage ausgewechselt. Als Wachstumsparame-
ter dienten das Nass- und Trockengewicht,
die Femurlidnge und Zellverdnderungen.

Zur Ermittlung der Dosiswirkung von Metall-
ionen wurden in einer ersten Serie Metall-
chloride in bekannter Konzentration dem
Nihrmedium der Testfemuranlagen zugege-
ben. Chloride wurden wegen ihres Vorkom-
mens im Koérpersaft und ihrer relativ hohen
Wasserloslichkeit verwendet. Getestet wur-
den Vanadiumchlorid, vorkommend in
Titan-Aluminium-Vanadium-Legierungen,
Kobalichlorid, vorkommend in Kobalt-
Chrom-Legierungen, Nickelchlorid, vor-
kommend in rostfreiem Stahl und Kupfer als
Verunreinigung des rostfreien Stahls. Als po-
sitive Kontrolle wurde Quecksilberchlorid
und als Negativkontrolle Magnesiumchlorid
verwendet. Die Kulturdauer betrug in diesem
Versuch 10 Tage.

Abbildung la zeigt charakteristische Ergeb-
nisse von Kupferchlorid. Von oben nach un-
ten nehmen die Konzentrationen zu. Links
angeordnet sind die Kontrolifemora und
rechts die Testfemora. Es ist evident, wie bei
erhohter CuCl,-Konzentration die Wachs-
tumshemmung zunehmend stiarker wurde.
Im Diagramm (Abb. Ib) sind von Paarver-
gleichen die relativen Nassgewichte aufgetra-
gen. Die Histologie zeigt im 50% gehemm-
ten Femur Zellen mit Plasmaschrumpfung
und pyknotischen Kernen und teils normal
erscheinende Zellen (Abb, 2a). Im Femur mit




a

Abb. 1. Dosis-Wirkung von CuCl, der Versuchsserie 1,

]

is8 Wirkung von CuCl, auf Wachstum

yo o

-
seee
e oo

s =
g o
o Fernurpsar

1Tttt
-5 b -3
L 0 UM

= ?....%‘.‘.ﬁ?

aj Charakteristische Femurpaare nach 7 Tagen Organkultur mit- oder ohne CuCl;-Zusatz. Obere Reihe Kontrollen,

untere Reihe Test.

b) Beachte die zunehmende Wachstumshemmung mit zunehmender Konzentration.

totaler Wachstumshemmung sind nur ge-
schadigte oder zerstorte Zellen sichtbar
(Abb.2b). Beim Vergleichen der Dosis-Wir-
kung der Metalichloride fallen die dhnlich
verlaufenden Kurven von Kupfer-, Kobalt-
und Nickelchlorid auf, wogegen sich Vana-
diumchlorid als 10fach toxischer abhebt
{Abb. 3).

Um die Zwischenwirkungen von Metall und
Gewebe, wie z. B. die Korrosion miteinzube-
ziehen, wurden in einer 2. Serie den Femur-
anlagen der Testgruppe feste Metallfragmen-
te implantiert. Das Implantat war ein Draht-
stiick mit dem Durchmesser von 0,1 bis 0,15
mm und wurde in die distale Epiphyse zwi-
schen den Kondylen durchgestossen. Der
Kontroilfemur erhielt kein Implantat. Als
Wachstumsparameter dienten die Femurlidn-
ge und die Linge der betroffenen Epiphyse,
das Nassgewicht und Gewebeverdnderungen
in Implantatnihe. Die reinen Metalle Fe, Co,
Ni, Cu, Ti, Zr, Mo, und die Legierungen
St.St. 516 L, Cu-Be, Cr-Co-Basis wurden
widhrend 7 Tagen Kulturdauer implantiert

getestet. Abbildung 4 zeigt Metalle, die bei
den Testfemora keine Wachstumshemmung
hervorriefen, sichtbar an vergleichbarer
Morphologie von typischen Femurpaaren
neben solchen hemmender Wirkung wie vor
allem beim Kobalt. Hier zeigte der Testfemur
an der Metall enthaltenden Epiphyse eine
massive Korrosion und blieb gegeniiber dem
Kontrollfemur deutlich im Wachstum
zuriick.

Anhand der verschiedenen Liangenwachs-
tumshemmung der implantatenthaltenden
Epiphyse und der gesamten Femurlidnge,
konnten die einzelnen Metalle gut voneinan-
der differenziert werden (Abb.5). Histolo-
gisch fielen in Implantatndhe wachstums-
hemmender Metalle kleine Zellen mit ge-
schrumpftem Plasma und polymorph schei-
nenden Kernen auf. Weiter entfernt vom Im-
plantat scheinen die Zellen wieder normal zu
sein (Abb. 6). Bei nicht hemmenden Metallen
erscheinen die Zellen bis zum Implantat hin
normal. Quantitativ zeigen geschiadigte Ge-
webe eine zunehmende Zellzahl pro Flachen-

81



Abb. 2. Histologie von NiCl,-geschidigten Femora nach 7tégiger Organkultur.
a) Bei 50 % wachstumshemmender Wirkung fallen pyknotische Kerne neben normal scheinenden Zellen auf.
b Bei 100 % wachstumshemmender Wirkung sind nur geschadigte Zellen evident.

einheit mit zunehmender Implantationszeit
im Gegensatz zu ungeschidigtem Gewebe,
welches eine abnehmende Zellzahl pro Fla-
cheneinheit aufweist. Auffallend war die

Dosis Wirkung verschiedener Metalichioride auf Wachstum
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Abb.3. Dosiswirkungskurven der Metallchloride
CoCl,, CuCly, HgCl,, MgCly, NiCl,, VCl,, dargestellt
mittels der Normalverteilung der relativen Nassgewich-
te.
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starke Zellschiddigung von Kobalt gegeniiber
Nickel und Kupfer schon nach 24 h (Abb. 7).
In einer 3. Serie wurde untersucht, inwieweit
verschiedene Ndahrmedien das Versuchsergeb-
nis verdndern. Das bisher verwendete pro-
teinfreie chemisch definierte BGJ wurde im
vorliegenden Versuch einem semisyntheti-
schen Medium, enthaltend 96% BGJ und
4% Rattenserum, gegeniibergestellt. Gleich-
zeitig wurde ein Versuch mit BGJ und ein
solcher mit BGJ + 4% Rattenserum ange-
setzt. Den Medien der Testfemuranlagen
wurde eine Metallionenkonzentration, be-
wirkend eine 50 %ige Wachstumshemmung,
verabreicht, da dort die hochste Wirkung er-
wartet werden konnte. Getestet wurden
CoCl,, NiCl; und CuCl, wihrend 10 Tagen,
und als Parameter diente das Trockenge-
wicht. Allgemein wurde beim serumbhaltigen
Nihrmedium auch bei den Kontrollen bei
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Abb. 4. Die Wirkung implantierter Drahtfragmente in Versuchsserie 2.
Charakteristische Femurpaare nach 7 Tagen Organkultur mit oder ohne Implantat. Linke Reihe Kontrollen, rechte

Reihe Testfemora.
Beachte die Wirkung auf das Wachstum bei Cu, Ni, Co.

Abb. 5. Relative Linge der Testfemora und relative Distanz von der betroffenen Epiphyse bis zur Schaftmitte in Ver-
suchsserie 2.

dhnlichen Trockengewichten das Lingen-
wachstum etwas gehemmt, gegeniiber der
Gruppe mit chemisch definiertem Medium.
Auffallend war im serumbhaltigen Nihrme-
dium die verstirkte Wachstumshemmung
von Kobaltchlorid bzw. die geschwichte
Wachstumshemmung von Nickel- und Kup-
ferchlorid gegeniiber der serumfreien Grup-
pe (Abb. B).

Gerade das Experiment mit verschiedener

Hemmwirkung bei verschiedenen Nidhrme-
dien warnt uns davor, aus der Perspektive ei-
nes einzigen Versuchsmodells Schliisse auf
die Gewebsvertraglichkeit von Implantaten
im Menschen zu ziehen. Andererseits werden
in vivo durch die Ausscheidung oft solche
Effekte teilweise maskiert. Deshalb ist es un-
bedingt nétig, in vitro Tests mit in vivo Er-
gebnissen auf Korrelation hin zu priifen. Bei
reinen Metallen wie Kobalt, Vanadium und
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Abb. 6. Histologie eines Femurs mit ginem Cu-Draht-
fragment nach 7 Tagen Organkultur. Klar ersichtlich ist
die Grenze zwischen geschidigten Zellen proximal zum
Implantat und normal scheinenden Zellen distal dazu.

Nicke! sind dabei von in vivo Implantation
bei Méusen vergleichbare Ergebnisse zu Tage
getreten (Geret et al.). Bei Metallegierungen
fallen die Ergebnisse in der Organkultur zu
optimistisch aus, da die Implantationszeit zu
kurz ist und das Implantat nicht unter dyna-
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Abb. 7. Zelldichte in Abhangigkeit der Versuchsdauer,
bestimmt anhand der Zellzahl/Fliche beschddigter und
normaler Zellen, gemessen in verschiedener Entfernung
vom Implantat.
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mischer Belastung steht. Doch auf Grund
der reproduzierbaren Ergebnisse sind Organ-
kulturen eine gute Basis als Kurzzeitexperi-
ment fiir die Abklarung von neuen Biomate-
rialien.




Wirkung des Nahrmediums auf

Wachstumshemmung
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Abb.8. Relative Trockengewichte der Testfemora in
Versuchsserie 3, kultiviert im BGJ oder im serumhalti-
gen BGJ, enthaltend CoCl;, CuCl;, und NiCl,, bewir-
kend eine ca. 50 Yoige Wachstumshemmung.

Beachte die verschiedenen Metallchloridwirkungen im
serumhaltigen Medium, verglichen zum serumfreien.
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