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Die Entfernung der Milz bedeutet den Verlust von ca. % der Masse des 
lymphoretikulären Systems.

Die Milz ist als in die Blutbahn eingeschaltenes Filtersystem zu sehen, in dem 
einerseits korpuskulare Elemente, wie enkapsulierte Bakterien, aber auch patho­
logische Einschlüsse in Erythrozyten hängen bleiben [10]. Fehlt diese 
Clearanceleistung, so sind im Differentialblutbild Erythrozyten mit Kernresten, 
Eisengranula oder Proteinpartikeln zu sehen, die als Howell-Jolly-Körper, 
Siderozyten oder „pitted erythrocytes“ bekannt sind. In der weißen Pulpa finden 
sich in der periarteriolären lymphatischen Begleitscheide überwiegend T-Lym- 
phozyten, um die Keimzentren in erster Linie B-Lymphozyten. Diese lymphati­
schen Zellen befinden sich in dauernder Rezirkulation und können in der Milz 
wie in den anderen lymphatischen Organen direkt mit Immunoglobulinproduk­
tion auf ein phagozytiertes Antigen reagieren [2].

Ein Milzverlust führt zu einem Abfall der Serum IgM Konzentration [22] und 
des Tuftsins, einem Tetrapeptid, das bei der Opsonierung eine Rolle spielt [19]. 
Nur passagär zu beobachten sind eine Erhöhung der Lymphozyten und Throm­
bozytenzahl, im Blutausstrich [22]. Klinische Folgen nach Splenektomie sind in 
erster Linie ein erhöhtes Sepsisrisiko, bekannt als OPSI-Syndrom (=  over­
whelming post splenectomysepsis) [8, 18] sowie eine Zunahme von thromboem- 
bolischen Komplikationen, besonders im ersten pop. Jahr [14].

Diese Tatsache hat zu einer milzerhaltenden Einstellung in der Behandlung 
der traumatischen Milzruptur geführt. Sind organerhaltende Maßnahmen, wie 
Klebung [15] oder Koagulation [16] nicht möglich, so kann als Alternative zur 
Splenektomie die autologe Transplantation von Milzgewebe erwogen werden.

Sowohl experimentell [13, 20] als auch klinisch [4, 17] ist die ausgezeichnete 
Regenerationsfähigkeit des transplantierten Milzgewebes belegt. Die Milzregene- 
rate lassen sich szintigraphisch, sonographisch und auch mittels Computertomo­
graphie darstellen [4, 5]. Untersuchungen mittels Technetium markierten huma­
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nen Albumin Mikrosphären erlauben einen Rückschluß auf die Durchblutung 
und Phagozytoseleistung der „Neomilzen“ [1]. N ur ungenügend bekannt ist 
jedoch die immunologische Leistungsfähigkeit der Milztransplantate, da aus­
reichend empfindliche Untersuchungsmethoden fehlen.

Es ist zwar nachgewiesen, daß durch die Autotransplantation der IgM-Abfall 
nach Splenektomie teilweise ausgeglichen werden kann [4, 12], aber bei der 
guten Kompensation der immunologischen Leistung der Milz durch das übrige 
lymphatische Gewebe ist dieser Parameter zu grob und variabel [9]. Ebenso 
enttäuscht haben Bestimmungen von Komplement und Zellen des Differential­
blutbildes.

Die vorliegende experimentelle Untersuchung beschäftigt sich mit einem direk­
ten, quantitativen immunologischen Test am Transplantat selbst. Mittels Plaque- 
assay-Technik, einem seit Jerne [7] geläufigen Verfahren, versuchten wir folgende 
Fragen zu beantworten:

V e r s u c h s a u f b a u
(Kaninchen K G : x =  1,66 kg, n =  20)
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1. Wieviel aktiv IgM produzierende Zellen pro 104 Milzzellen finden sich in den 
Milztransplantaten, bezogen auf eine normale Milz?

2. Führt eine vorangegangene Immunisierung der Tiere zu einer verstärkten 
Immunreaktion in den Transplantaten?

Material und M ethodik: (Abb. 1)

Verwendet wurden 20 Kaninchen beiderlei Geschlechts, mittleres Körper­
gewicht 1,66 kg, Milzgewicht x =  1025 mg. Alle Tiere wurden unter identen 
Bedingungen am Bauernhof gehalten. 10 Kaninchen wurden am Beginn mit 
106 —108 humanen Erythrozyten i. v. immunisiert, 10 blieben ohne Immuni­
sierung.

Jeweils die Hälfte aus diesen beiden Gruppen blieben als Kontrolltiere unope- 
riert bis zum Versuchsende nach 6 Monaten.

Die restlichen 10 Tiere wurden in Ketavetanästhesie laparotomiert. Anschlie­
ßend an die Splenektomie erfolgte die autologe Transplantation eines Pul- 
pahomogenates (200 + 50 mg) in jeweils 2 präformierte Peritonealtaschen.

Nach 6 Monaten wurden die Versuche beendet und alle Tiere mit gewasche­
nen humanen Erythrozyten intravenös stimuliert. 3 Tage später erfolgte bei den 
Kontrolltieren die Splenektomie und die Entnahme der Milztransplantate bei 
den operierten Tieren.

Das Milzgewebe wurde gewogen und anschließend histologisch und immuno­
logisch untersucht.

H ä m o l y s e - p l a q u e - a s s a y
(nach Mitchell)

humane

Erythrozyten

Der direkte Hämolyse plaque assay wurde folgenderweise durchgeführt: 
(Abb. 2) Das Milzgewebe wurde mit dem Skalpell von Bindegewebe gesäubert
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und zerkleinert, Herstellung einer Suspension aus Milzzellen, gewaschenen 
humanen Erythrozyten und gegen humane Erythrozyten adsorbiertes Hasen­
serum als Komplement in Pufferlösung (HEPES®).

Durch Verdünnung wurden optimal auszählbare Plaques (=  pro Gesichtsfeld 
ca. 100 Zellen) hergestellt. Die Zählung der Zellen mit Hämolysehof erfolgte 
nach Einbringen der Suspension als „monolayer“ zwischen 2 Objektträger, die 
umseitig dicht mit Paraffin verschlossen wurden, unter dem Stereomikroskop.

Die Anzahl der plaque forming cells (=  pfc) wurden auf 104 Milzzellen hoch­
gerechnet; das Ergebnis für die gesunden Milzen und Autotransplantate mit und 
ohne Vorimmunisierung wurde statistisch gegenübergestellt, Signifikanzen mit­
tels Weir- und t-test überprüft.

Ergebnisse:
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Bei 8 von 10 Tieren fanden wir vitale Milztransplantate mit einem mittleren 
Gewicht von 14,33 mg pro Transplantationsort. Der histologische Aufbau zeigte 
alle Strukturen einer gesunden Milz (Abb. 3).

M ilztransplantat 6 M onate postoperativ: W eiße Pulpa, L ym phfo llikel (F), rote Pulpa (R), K apselbin­
degewebe (B). Paraffinschnitt, H E-Färbung.

Die Anzahl der plaque-bildenden Zellen (pfc/104 Milzzellen) in der Kon- 
trollgruppe ergab ohne Vorimmunisierung 90 ± 22,64, mit Vorimmunisierung 
103 ± 37,01 Zellen (Abb. 4).

Drastisch vermindert waren die Plaques in den Transplantaten mit 2,58 ± 2,58 
ohne und 1,77 + 2,59 mit Vorimmunisierung (Abb. 4).

©Naturwissenschaftlich-Medizinischen Vereinigung in Salzburg; download unter www.biologiezentrum.at



Immunologische Funktion von Milzautotransplantaten 11

In keiner der beiden Gruppen besteht ein signifikanter Unterschied in 
der lokalen Immunantwort durch die Vorimmunisierung mit humanen Erythro­
zyten.

E r g e b n i s s e  -  H ä m o l y s e  p l a q u e  a s s a y

Diskussion:

Die autologe Transplantation von Milzgewebe ist nichts anderes als die iatro- 
gene Optimierung einer Splenosis peritonei. Seit der Fragestellung durch Wid- 
mann et al. „Is peritoneal splenosis a disease or beneficial condition?“ [21], haben 
sich viele Arbeitsgruppen vor allem experimentell mit der Milzautotransplan­
tation auseinandergesetzt.

Der anfängliche Enthusiasmus, bedingt durch die ausgezeichnete Regeneration 
von transplantiertem Milzgewebe, muß eine Einschränkung erfahren. So haben 
Durchblutungsmessungen von Pabst ergeben, daß die für eine ausreichende Milz­
funktion so notwendige gute Organdurchblutung in den Milztransplantaten dra­
stisch erniedrigt ist [11]. Auch konnte ein eindeutiger Schutz gegen Pneumokok­
keninfektionen durch die Milztransplantate bisher nicht bewiesen werden [3, 16],

Unsere Ergebnisse zeigen eine Reduktion der lokalen Immunantwort in den 
Transplantaten, verglichen mit der gesunden Milz, von weit über 90%. Uber die 
Ursachen dieser reduzierten Immunfunktion kann derzeit nur spekuliert werden.

Eine Interpretationsmöglichkeit ist, daß aufgrund drastisch verminderter 
Durchblutung der Transplantate die Rezirkulation von immunkompetenten Zel­
len eingeschränkt ist.

Eine Untersuchung, die die lokale Immunfunktion mit der Durchblutung der 
Transplantate vergleicht, ist Thema unserer derzeit laufenden Experimente.
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