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1. Einleitung

Defekte des Knochengewebes kommen im klinischen Alltag h&ufig vor und be-
treffen alle Altersklassen (Bezstarosti et al., 2021, Vanel et al., 2012). Gemal3 der
International Osteoporosis Foundation betrugen allein die Kosten fir osteoporo-
tischen Frakturen, welche vor allem bei Patienten im hohen Lebensalter auftre-
ten, in der Europaischen Union im Jahr 2019 56,9 Milliarden € und machten damit
3,5% der gesamten Ausgaben fur Gesundheit aus (Kanis et al., 2021). Der de-
mographische Wandel verbunden mit der Alterung der Gesellschaft lasst vermu-
ten, dass die Ausgaben in diesem Bereich weiterhin rasant ansteigen werden
und damit die Nachfrage nach besseren und kosteneffizienteren Therapiemdg-
lichkeiten weiter zunehmen wird. Knochendefekte treten allerdings auch bei jin-
geren Patienten auf, vor allem in Verbindung mit Tumoren und ihrer Therapie.
Dabei kann der Tumor selbst und die Therapie der orthopadischen Onkologie zu
einem chronischen Knochendefekt fuhren, der bei einer unzureichenden Thera-
pie mit relevanten und meistens funktionellen Einschrdnkungen im Alltagsleben

und einer Schmerzsymptomatik verbunden sein kann (Zhao et al., 2021).

Grundsatzlich ist der Therapieerfolg von Knochendefekten in bis zu 20% der Félle
unzureichend, obwohl Knochen die prinzipielle Fahigkeit zur Regeneration seiner
Struktur nach einer Lasion besitzt (Dimitriou et al., 2011, Hayden et al., 2012).
Ein verbleibender chronischer Knochendefekt kann dann zu Einschrankungen
bei der Stabilitat des Bewegungsapparates und potenziell weitreichenden Folgen
fur die Mobilitdt und Lebensqualitat der Patienten fihren (Guerado und Caso,
2017).

Der Therapieerfolg von Knochendefekten héngt hierbei stark von der frihen
Phase der Knochenheilung ab (Xue et al., 2022). Hier kommt es zu einer lokalen
Entzindungsreaktion, in der in das Wundareal eingestromte Leukozyten den fru-
hen Heilungsprozess initiieren und auf zellularer Ebene koordinieren. Im Rahmen
dessen erfolgt ebenfalls die Vaskularisation des Wundareals, womit eine Mikro-
zirkulation des Defektbereichs etabliert wird. Ziel der orthopadisch-unfallchirurgi-
schen Therapie ist es daher, optimale Voraussetzungen fur eine erfolgreiche
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Knochenheilung in der inflammatorischen Phase herzustellen. Eine Verbesse-
rung dieser initialen Therapie zur Forderung der Heilung von Knochendefekten

ist daher zentraler Gegenstand der orthopadisch-unfallchirurgischen Forschung.

Ein mogliches Therapeutikum stellt hierbei CAP dar, welches in experimentellen
Untersuchungen im Weichgewebe durch lokale Applikation zu einer verbesserten
Wundheilung fuhrte (Amini et al., 2020). Mechanistisch wird hierbei neben einer
Beeinflussung der Inflammation der Wunde eine Férderung der Vaskularisation
angenommen (Arndt et al., 2018). In Anbetracht der strukturellen Unterschiede
zwischen Weichgewebe und Knochen verbleibt es aktuell unklar, ob die Behand-
lung eines Knochendefektes mit CAP ahnliche Effekte wie in Weichgewebe her-
vorruft. Zur Validierung dieser Beobachtungen bedarf es eines grundlagenwis-
senschaftlichen Modells, welches die Beurteilung der Angiogenese und des
Wanderungsverhaltens von Leukozyten in einem Knochendefekt ermdglicht.
Weitergehend sollte hierbei das Aufbringen lokaler Therapeutika mdglich sein.

1.1 Der Aufbau des Knochengewebes

Der Knochen ist ein zentraler Teil des Bewegungsapparates (Clarke, 2008). Das
Gewebe besteht aus einer extrazellularen Matrix, die hauptsachlich Kollagenfa-
sern enthalt, und Hydroxylapatit, einem hydroxyliertes Calciumphosphat mit sehr
hoher Dichte. AuRerdem kommen im Knochen spezifische Knochenzellen vor,
wie die Osteoblasten, Osteozyten und Osteoklasten (Florencio-Silva et al., 2015).
Diese Knochenzellen sind an der Bildung, Aufrechterhaltung und am Abbau des

Knochengewebes beteiligt.

Das Knochengewebe ist vom zweischichtigen Periost Gberzogen. Die aulRere
Schicht, die auch als Stratum fibrosum bezeichnet wird, ist reich an Kollagenfa-
sern und verbindet durch die bindegewebigen Sharpey-Fasern das Periost mit
dem Knochengewebe. Das Stratum osteogenicum bildet die innere Schicht des
Periosts und enthélt die mesenchymalen Stammzellen des Knochens, die als
Osteoblasten bezeichnet werden. Durch die Synthese des Osteoids als einer
nicht mineralisierten Kollagensubstanz kommt den Osteoblasten eine zentrale
Rolle beim Prozess der Knochenheilung zu. Das Periost ist vaskularisiert und

wird von zahlreichen sensiblen Nervenfasern durchzogen.
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Innerhalb des Periosts befindet sich die Corticalis, die aus lamellenartig angeord-
netem Bindegewebe des Kollagens vom Typ | besteht. Diese Architektur wird
auch als Substantia compacta bezeichnet. AuRerdem befinden sich dort Blutge-
falle, die durch spezielle Aussparungen, die als Foramen nutricum bezeichnet
werden, in das Innere des Knochens verlaufen und das Knochengewebe mit
Nahrstoffen und Sauerstoff versorgen. Die Substantia spongiosa wird von der
Substantia compacta bedeckt und weist eine ausgepragte Vaskularisation auf.
Das Knochengewebe ist in diesem Bereich trabekelartig angeordnet und orien-
tiert sich dabei bei der raumlichen Ausrichtung an den Belastungslinien. Diese
werde als Trajektorien bezeichnet und sind auf das Einwirken von mechanischen
Kraften auf das Knochengewebe zuriickzufiihren. Dadurch erhélt der Knochen
seine Stabilitat gegenuber Belastungen durch Druck-, Torsions- und Biegekréafte
(Kivell, 2016). In der Substantia spongiosa befinden sich die Stammzellen des
Blutes und im Verlauf des Lebens lagert sie verstarkt Fettgewebszellen ein
(Horowitz et al., 2017).

Auf der histologischen Ebene bildet das Osteon die strukturelle Funktionseinheit
des Knochens, welches in Abbildung 1 schematisch dargestellt wird. Es wird
auch als Knochenlamellensystem oder Havers-System bezeichnet (Kivell, 2016)
und besteht aus konzentrischen Schichten von Knochenlamellen, die strukturell
um einen zentral verlaufenden Havers-Kanal herum angeordnet sind. In den La-
mellen befinden sich Osteozyten, die beim Knochenumbau aus den Osteoblas-
ten hervorgehen, welche eine zentrale Rolle bei der Homgdstase des Knochens
haben und mechanische Belastungen detektieren. In den Havers-Kanalen wie-
derum befinden sich Nervenfasern, Blut- und Lymphgefalde, die essenziell fir die
Versorgung des Knochens mit Néhrstoffen und seine Innervation sind. Die aus
dem Verbund der Osteonen gebildeten Funktionseinheiten sind fir die Stabilitat
und Robustheit des Knochengewebes verantwortlich, sodass ihnen die Rolle ei-
nes Grundbausteins des Skelettsystems zukommt. Dabei sollte beachtet werden,
dass es bei dieser Struktur Unterschiede zwischen verschiedenen Lebewesen
gibt. So findet sich etwa in Mausen diesbeziglich nur eine rudimentare Anatomie
ohne das Vorhandensein von typischen Havers-Systemen. Mause weisen ein
lakunéres Knochensystem auf, das irreguldr um einzelne Gefal3systeme ange-

ordnet ist. Der Gehalt an Osteozyten, die Struktur des kollagenen Gewebes und
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der Prozess des Knochenumbaus erwiesen sich allerdings bei einer computerto-
mographischen und histologischen Untersuchung von menschlichen Knochen

und Knochen der Maus als vergleichbar (Pilawski et al., 2021).

Abbildung 1: Schematische Darstellung eines Osteons (erstellt mit BioRender).
1: Venoses Blutgefal3; 2: Nerv; 3: Arterielles Blutgefaf3; 4: Lamellen; 5: Osteozyt.

1.2 Knochendefekte

Ein Knochendefekt bildet eine angeborene oder erworbene Diskontinuitat der
Knochenstruktur im Verhaltnis zu einem anatomisch altersentsprechend regula-
ren Knochen (Liu und Lv, 2018). Mdgliche Ursachen kdnnen etwa Tumore und
ihre chirurgische Therapie, Infekte, Zysten und auch Frakturen sein (Winkler et
al., 2018). Moderne Therapien in der Orthopadie und Unfallchirurgie haben im
Verlauf der Jahre zu einer deutlichen Verbesserung der Knochenheilung gefuhrt.
Trotz einer evidenzbasierten und hochqualitativen Therapie erweist sich das Er-
gebnis einer solchen Therapie von Knochendefekten in Uber 20 % der Falle als
unzureichend (Hayden et al., 2012). Den Goldstandard fur die Therapie solcher
Defekte bildet die Implantation eines autologen Knochenspans, der in Abhangig-

keit von der Anatomie des Defekts aus spongidsem und/oder kortikalem Knochen

4
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entnommen wird, was auch als Knochentransplantation bezeichnet wird (Rupp
et al., 2021). Die Entnahme erfolgt dabei im Regelfall im Bereich des Beckens
oder des Wadenbeins. Bei der Epidemiologie fur das Auftreten von Knochende-
fekten zeigt sich, dass sie vor allem im hohen Lebensalter auftreten (Demontiero
et al., 2012). Durch die altersbedingten Reduktionen der Knochendichte kann
eine autologe Therapie des Knochendefekts erschwert werden. Aul3erdem bildet
die Revaskularisation des eingebrachten Knochengewebes einen zentralen Fak-
tor bei der Therapie. Die Therapie kann sowohl durch die chirurgische Resektion,
welche zum Knochendefekt gefihrt hat, die Grunderkrankung des Knochens als
auch durch systemische Erkrankungen, wie Diabetes mellitus, den Konsum von
Nikotin oder ein héheres Lebensalter eingeschrankt werden (Garcia und Garcia,
2016). Der demographische Wandel und die damit verbundene Alterung in der

Gesellschaft machen die Entwicklung neuartiger Therapieansatze dringlicher.

Neben der Verwendung von kérpereigenem Gewebe besteht auch die Mdglich-
keit einer Implantation von Allografts oder auch von metallischen Implantaten,
wobei etwa die letzteren in der onkologisch-orthopadischen Chirurgie als Tumor-
prothesen eingesetzt werden. Ein weiterer Therapieansatz ergibt sich durch die
Verwendung von Biomaterialien, die neben ihrer klinischen Verwendung einem
dynamischen Forschungsprozess unterliegen. Dabei werden mit Wachstumsfak-
toren beladene Mikropartikel in ein Gerist aus Kollagen oder mineralischen Ver-
bindungen des Knochens eingebracht. Bei diesen Therapieansatzen geht es um
eine Forderung der Regeneration des Knochengewebes und eine Verbesserung
seiner Mikrozirkulation. Bei allen genannten Therapieoption bildet allerdings die

Vaskularisation des Implantats einen entscheidenden Faktor (Zhang et al., 2020).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass Knochendefekte eine zuneh-
mende Herausforderung im klinischen Alltag darstellen. Insbesondere eine ein-
geschrankte Mikrozirkulation des Knochengewebes erweist sich in diesem Zu-
sammenhang als ein relevanter Risikofaktor fur eine erfolgreiche Therapie. Des-
halb sollten mogliche Wege zur Férderung der Vaskularisation von Knochende-
fekten erschlossen werden, um besser mit dieser klinischen Problematik umge-

hen zu kénnen.
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1.2.1 Die Angiogenese bei der Knochenheilung

Die Bildung neuer Blutgefal3e ist von entscheidender Bedeutung fir die Sauer-
stoffversorgung des Wundareals und die Zufuhr von Elektrolyten und N&hrstof-
fen. Denn eine physiologische Vaskularisation des Wundareals ist wichtig fur ei-
nen regularen Heilungsprozess des Knochens (Keramaris et al., 2008). Eine ver-
minderte Oxygenierung des Wundareals verstarkt das Auftreten eines ischami-
schen und nekrotischen Areals, das mit dem Risiko eines chronischen Kno-
chendefekts verbunden ist (Shineh et al., 2023). Dartber hinaus fuhrt ein solches
nekrotisches Areal auch zu einem héheren Risiko von bakteriellen Infektionen
(Jha und Chaudhary, 2022), die gerade im Bereich des Knochens mit relevanten
Komplikationen durch eine Osteomyelitis oder eine Sepsis verbunden sein kon-
nen (Calhoun et al., 2009).

Bei der Reparatur des Knochengewebes fallen zahlreiche Stoffwechselprodukte
an, die aus der Reparaturzone entfernt werden mussen. Wenn dies nicht erfolgt,
dann sammeln sich diese Stoffe im Wundbereich an, was zu einer konsekutiven
Beeintrachtigung der Geweberegeneration fuhrt (Boada-Romero et al., 2020).
Diese Stoffe werden zwar auch unter physiologischen Bedingungen gebildet,
aber fir manche dieser Substrate wurde eine Toxizitdt gegeniber Osteoblasten

nachgewiesen (Lee et al., 2011).

Bei der Regeneration des Knochens geht es um ein Zusammenspiel verschiede-
ner Zelllinien. Durch die beim Heilungsprozess neu gebildeten BlutgefalRe kon-
nen unterschiedliche Zelllinien einwandern. Dazu gehdren etwa die endothelialen
Zellen (Lingen, 2001), die die Gefalstruktur im Wundbereich bilden und auch an
der Regeneration des Knochengewebes beteiligt sind (Petrillo et al., 2021). Die
endothelialen Zellen kénnen Wachstumsfaktoren freisetzen, welche die Differen-
zierung und Ausbreitung von Osteoblasten stimulieren (Inomata und Honda,
2019).

Das Mikromilieu des Wundareals benétigt eine adaquate Vaskularisation, um
eine weitere Differenzierung der migrierten Zellen zu fordern. Dabei kommt es im
perivaskularen Gewebe zu einer Proliferation und Differenzierung der dort ein-
treffenden Zellen. Ein wichtiges Beispiel sind die Differenzierungsschritte bei

mesenchymalen Stammzellen, die durch die Vaskularisation in einem Wechsel-
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spiel mit Immunzellen ausgeldst werden (Grosso et al., 2017). Dabei bilden so-
wohl Chondroblasten als zentraler Bestandteil des Kallus als auch Osteoblasten
wichtige Schritte dieser zellularen Differenzierung. Da fur diese Prozesse eine
adaquate Nahrstoff- und Sauerstoffzirkulation benétigt wird, kommt es bei einer
reduzierten Angiogenese zu einer Beeintrachtigung der zellularen Differenzie-

rung (Genova et al., 2019).

Neben der mittel- und langfristigen Bedeutung fur den Heilungsprozess des Kno-
chens spielt die Angiogenese auch eine zentrale Rolle bei der Frihphase der
Knochenheilung. Die Vaskularisation des Wundareals fuhrt zur Bildung eines
Blutgerinnsels, das intermediér als Ersatzgewebe fir den Knochen dient und zur
Stabilisierung des Defekts beitragt (Shiu et al., 2018). Dadurch wird die mecha-
nische Stabilitat des Wundareals initial verbessert und ein weiteres Auseinander-
treiben der Wundareale vermieden. Dies ist gerade fur eine frihzeitige Praven-
tion eines chronischen Knochendefekts wichtig, der auch durch eine fehlende
Adaptation der kndchernen Wundrander provoziert werden kann (Schemitsch,
2017).

Die negativen Auswirkungen einer eingeschrankten Angiogenese wahrend der
Knochenheilung konnten bereits mehrfach Uberzeugend wissenschaftlich nach-
gewiesen werden (Stegen et al., 2015). Auch im klinischen Alltag liegt eine starke
Evidenz hinsichtlich der Bedeutung der Angiogenese fiir die Knochenheilung vor.
Deshalb kommt es bei einer eingeschrankten Vaskularisation des Wundareals
haufiger zu inadéaquaten Heilungsverlaufen (Marenzana und Arnett, 2013), die
durch eine Beeintrachtigung der Mobilitat, chronische Schmerzen und eine ein-
geschrankte Selbststandigkeit im Alltag gekennzeichnet sind (Giannotti et al.,
2013). Dies verdeutlicht den Bedarf von neuen Therapieansatzen, die eine For-

derung der Angiogenese bei der Knochenheilung ermoglichen kénnen.

1.2.2 Die Leukozyten bei der Knochenheilung

Die Leukozyten spielen eine entscheidende Rolle bei der Regeneration des Kno-
chens und haben einen grol3en Einfluss auf den Heilungsprozess. Als wichtiger
Teil des Immunsystems tragen sie zur Entztindungsreaktion und zur Bereinigung
von angefallenen Zellresten bei. Bei den Leukozyten handelt es sich nicht um

eine homogene Art von Zellen, weil sich der Begriff auf unterschiedliche Zellen
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des menschlichen Immunsystems bezieht, die nach ihrer morphologischen Be-
schaffenheit in verschiedene Zelllinien eingeteilt werden (Nussler et al., 1999).
Eine komplexe Orchestrierung dieser Zellen und ihrer biologischen Fahigkeiten
ist von entscheidender Bedeutung, um einen geordneten Ablauf der Knochenhei-

lung erméglichen zu kdnnen (Baht et al., 2018).

Die Verletzung eines Knochengewebes fuhrt zur Bildung eines Hamatoms, in
dem alle Zellen des zirkulierenden Blutes enthalten sind. Hinsichtlich der Leuko-
zyten dominieren dabei insbesondere die neutrophilen Granulozyten und die
Makrophagen (Baht et al., 2018). Wenn sie die Blutgefal3e verlassen und im pe-
rivaskularen Gewebe angekommen sind, dann setzen diese Zellen entztindliche
Mediatoren frei, die die Gefal3permeabilitat erhéhen und dadurch die Zellmigra-

tion in das perivaskulare Gewebe fordern (Bastian et al., 2016).

Insbesondere die Makrophagen verfligen tUber die besondere Fahigkeit nekroti-
sches Gewebe und Mikroorganismen phagozytieren zu kénnen (Hirayama et al.,
2017). Durch die Phagozytose von zellularen Bestandteilen und Fremdstoffen im
Wundareal unterstiitzen sie die Knochenheilung, weil dadurch der Reinigungs-
prozess gefordert und eine moglichst sterile Umgebung fir die weitere Gewebs-
regeneration geschaffen wird. Dies tragt wesentlich zur Verhinderung von Infek-
tionen des knéchernen Wundgewebes bei, wodurch das Risiko der infektiologi-
schen Komplikation einer Osteomyelitis verringert wird (Friedl und Weigelin,
2008). Da es bei offenen Knochenverletzungen zu keinem sterilen Wundbereich
kommt, ist dies besonders wichtig, da mogliche lokale Infektionen zu verstéarktem
Zellsterben fuhren kdnnen. (Jha und Chaudhary, 2022). Deshalb ist in diesem
Zusammenhang eine Regulation der lokalen Aktivitat der Leukozyten im Wund-
areal besonders wichtig, wobei vor allem die Makrophagen und Lymphozyten an
einer Steuerung der entzundlichen Aktivitat beteiligt sind (Gibon et al., 2017). Da-
bei werden sowohl pro- als auch antiinflammatorische Zytokine sezerniert. Die
inflammatorischen Prozesse sind zwar ein Teil der physiologischen Knochenhei-
lung, es konnte aber auch nachgewiesen werden, dass eine Uberstimulation der
Immunantwort mit negativen Konsequenzen fur den Heilungsprozess verbunden

sein kann (Thomas und Puleo, 2011).

Neben der Eigenschaft der Phagozytose verfigen die Makrophagen auch tGber
die Fahigkeit zur Freisetzung von Wachstumsfaktoren, die sich forderlich auf die
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Knochenheilung auswirken (Kovtun et al., 2016). Denn diese Wachstumsfaktoren
férdern die Proliferation und Differenzierung von Osteoblasten aus mesenchyma-
len Stammzellen. Die Freisetzung dieser Faktoren erfolgt insbesondere durch
Leukozyten im perivaskularen Wundgewebe. Dabei handelt es sich um einen
wichtigen Aspekt fur die Betrachtung der Wechselwirkungen der Leukozyten mit
dem GefalRendothel.

1.2.2.1  Die Leukozyten-Endothel-Interaktion

Die Interaktion der Leukozyten mit dem Endothel (LEI) bildet einen zentralen Me-
chanismus bei der Migration von Leukozyten aus dem Blutstrom in das umge-
bende perivaskulare Gewebe wéahrend einer Entziindungsreaktion oder bei einer
Immunantwort (Nourshargh und Alon, 2014). Dieser Prozess ermdglicht es den
Leukozyten, in den Entzuindungsherd zu gelangen und ihre Funktionen zur Be-
kampfung von Infektionen und Schadigungen des Gewebes auszuiben. Dieser
Ubertritt aus dem intravaskularen System wird auch als Diapedese oder Trans-

migration bezeichnet.

Die Interaktion zwischen den Leukozyten und den Endothelzellen wird durch fur
diese Zellen spezifische Adhasionsmolekile vermittelt. Diese Adhasionsmole-
kile werden auf der dem Gefal3lumen zugewandten Oberflache der Endothelzel-
len exprimiert und kénnen hinsichtlich ihrer Struktur in verschiedene Rezeptor-
gruppen eingeteilt werden, wie ICAM-1, E-Selektin und P-Selektin (Chen und
Geng, 2006, Long, 2011). Zu diesen Strukturen werden an der Oberflache der
Leukozyten geeignete Rezeptoren als Gegenstlicke exprimiert, zu denen etwa
L-Selektin und Integrine gehoren (Ivetic et al., 2019, Mitroulis et al., 2015). Durch
eine Bindung dieser Rezeptoren der Leukozyten an die Adhasionsmolekiile des
Endothels wird eine Anziehung zwischen den beiden Zelltypen induziert. Je star-
ker diese Wechselwirkung ist, umso starker wird die Flussgeschwindigkeit der
Leukozyten durch eine Adhasion an die Gefaldwand reduziert (Mcintyre et al.,
2003).

Der einleitende Schritt der LEI wird als Initialbindung bezeichnet (Oda et al.,
1992). Dabei kommt es zu einer Interaktion zwischen den P-Selektin-Molekilen
auf der Oberflache der Endothelzellen und den L-Selektin-Molekilen auf den

Leukozyten. Dadurch kénnen sich die Leukozyten mit der Endotheloberflache
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verbinden. Danach erfolgt der Rolling-Prozess. Diese Bezeichnung bezieht sich
auf ein visuell wahrnehmbares langsames und wiederholtes Abrollen der Leuko-
zyten entlang der Endotheloberflache, das alternierend durch die Bindung und
Losung der Leukozyten an den endothelialen Adh&sionsmolekilen und der ge-
richteten Ausbreitung der Leukozyten im Gefald durch den Blutfluss erklart wer-
den kann (Sundd et al., 2011).

Beim Rolling-Prozess werden die Leukozyten durch Signale aus dem perivasku-
laren Gewebe oder durch inflammatorische Zytokine aktiviert. Durch diese Akti-
vierung werden weitere Integrine auf der Oberflache der Leukozyten exprimiert,
wie beispielsweise LFA-1 (Fekadu et al., 2022). Diese weiteren aktivierten In-
tegrine binden nun fest an ICAM-1 auf der luminalen Oberflache der Endothel-

zellen.

Durch diese verstarkte und feste Bindung zwischen Leukozyten und Endothel-
zellen werden die Immunzellen im Blutgefal? zum Stillstand gebracht, sodass sie
nicht mehr vom Blutfluss mitgefuhrt werden kdnnen. Dieses Stadium wird als ,Sti-
cking“ bezeichnet und bildet den entscheidenden Schritt vor dem Ubertritt aus
dem Blutgefal? in das umliegende Gewebe (Muller, 2011). Dieser nach dem Sti-
cking folgende Prozess wird als Diapedese im engeren Sinn bezeichnet. Dabei
durchdringen die Leukozyten die verschiedenen Schichten des Blutgefal3es.
Diese Wanderung wird durch eine kontrollierte Offnung der Zell-Zell-Kontakte der
Endothelzellen ermdglicht (Muller, 2011).

Wenn es den Leukozyten gelungen ist, das Blutgefal? zu verlassen, dann kénnen
sie in das perivaskulare Gewebe eindringen. Dieser Schritt wird in der Regel
durch spezielle immunologische Botenstoffe reguliert, namlich die Chemokine
(Cathcart, 2009). Sie werden sowohl von bereits im Gewebe befindlichen Leuko-
zyten sezerniert als auch in inflammatorischen Geweben freigesetzt (Sokol und
Luster, 2015). Wenn sie im Wundareal angekommen sind, dann sezernieren die
Leukozyten, wie bereits beschrieben wurde, Faktoren zur Differenzierung von
Zellen, unterstitzen die Angiogenese, bekampfen Infektionserreger und rdumen
Zelltrimmer aus dem Wundareal weg. Die wesentlichen Schritte der LEI werden

in der Abbildung 2 dargestellt.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der zentralen Schritte der LEI (erstellt mit BioRender).

1.3 Intravitalmikroskopie

Die Methode der IVM bildet eine etablierte Methode zur Beurteilung komplexer
und dynamischer Prozesse innerhalb von Lebewesen (Vaghela et al., 2021).
Dadurch kénnen Gewebe in Echtzeit beobachtet werden, wodurch detaillierte
Einblicke in die dynamischen Prozesse innerhalb der beobachteten Komparti-
mente erlangt werden kdnnen. Dabei kann die Methode durch die Verwendung
spezieller Fluoreszenzfarbstoffe erganzt werden, sodass der Nachweis einer
Perfusion gelingt oder Zellen gezielt angefarbt und sichtbar gemacht werden kén-
nen (Wu et al., 2021).

Die IVM ermdglicht auch einen detaillierten Einblick in die Mikrozirkulation von
Geweben. Dabei geht es um die zentralen Schritte der Diapedese der Immunzel-
len und die Bildung neuer Blutgefalie bei der Angiogenese (Vaghela et al., 2021).
Eine direkte Beobachtung dieser zellularen Prozesse kann deshalb zu einem
besseren Verstandnis der zentralen Aspekte der Geweberegeneration flhren.
Eine besondere Starke der Intravitalmikroskopie beim Einsatz in chronischen
Tiermodellen besteht darin, dass diese Prozesse kontinuierlich beobachtet wer-
den kdnnen. AuBerdem koénnen im zeitlichen Verlauf quantitative Parameter fir

die Angiogenese, die LEI und rheologische Parameter erhoben werden (Vaghela
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et al., 2021). Durch eine Veranderung der Tiefenscharfe kdnnen auch dreidimen-
sionale Verlaufe von Blutgefal3en aufgezeichnet und dadurch einer weiteren Ana-
lyse zugénglich gemacht werden. Dies kann zu einem besseren Verstandnis des
zeitlichen Verlaufs der Gewebeheilung und einer Identifikation von potenziellen

Stérungen und Verzdgerungen beitragen (Menger und Lehr, 1993).

Durch intravitalmikroskopische Untersuchungen kénnen vor allem auch thera-
peutische Ansatze hinsichtlich der untersuchten Prozesse evaluiert werden
(Amornphimoltham et al., 2011). Im Rahmen von in-vivo-Modellen kénnen dabei
sowohl die Effekte systemisch verabreichter Substanzen als auch die von lokal
applizierten Praparaten und Therapien im Bereich der Lasionen untersucht wer-
den. Innerhalb eines in-vivo-Modells kénnen dartber hinaus auch in vitro erho-

bene Daten Uberprift werden.

Die IVM wird deshalb auch vielfach bei der Untersuchung von Wundheilungsst6-
rungen eingesetzt (Choo et al., 2020). Dabei geht es vor allem um die intravital-
mikroskopisch detektierbaren Aspekte der Mikrozirkulation. Die IVM wird in die-
sem Zusammenhang mit Methoden der chronischen und akuten Wundheilungs-

forschung kombiniert.

Eine besondere Starke der Intravitalmikroskopie besteht darin, dass die gewon-
nenen Erkenntnisse aus der in-vivo-Untersuchung durch zusatzliche ex-vivo-Me-
thoden erganzt bzw. gestiutzt werden konnen (Menger und Lehr, 1993). Dabei
kann aus dem zunachst dynamisch untersuchten Gewebe entweder wahrend
des Beobachtungszeitraum oder danach biologisches Probenmaterial entnom-
men werden. Dadurch kénnen histologische Préaparate erstellt werden, mit denen
dann gezielt das Gewebe oder zellulare Strukturen analysiert werden kdnnen.
Aul3erdem ergibt sich dadurch die Moéglichkeit fur eine weitere Validierung der in-
vivo-Beobachtungen und tiefere Einblicke in mdgliche molekulare Mechanismen
(Choo et al., 2020).

1.3.1 Das Schadelknochenfenster in der Intravitalmikroskopie

Der Einsatz der IVM in Kombination mit dem CBW im Mausmodell ermdglicht
eine Beurteilung vielfaltiger Gewebeverbande. Dabei erweist sich die Grol3e der

Fensterung unter Bericksichtigung anatomischer Begrenzungen des Schadels
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als variabel. Erganzend zur Gr6RRe des Defekts ist auch eine zeitliche Beobach-
tung maoglich, weil mit dem CBW sowohl akute als auch chronische Beobachtun-
gen uber einen mehrwochigen Zeitraum durchgefihrt werden kdnnen. Die Etab-
lierung dieses Modells erfolgte im Jahr 1928 durch Forbes (1928). Dabei wurde
diese Methode zunachst zur Beurteilung von BlutgefalRen der Hirnhaute und der
kranialen Druckverhaltnisse eingesetzt. Danach wurde dieses Modell sowohl fur
neurologische als auch fur orthopadische Studien verwendet, etwa fur die Beur-
teilung der Angiogenese von Tumorzellen im Knochengewebe (Sckell und
Klenke, 2009). Dadurch wird das Potenzial einer in-vivo-Bildgebung durch die
Verwendung des CBWs fir die Untersuchung von pathologischen und méglichen

therapeutischen Aspekten verdeutlicht.

Das CBW eroffnet vielfaltige Einsatzmdglichkeiten fur die Klarung von wissen-
schaftlichen Fragestellungen. Die oberflachliche Lage der Lasion bietet dabei ei-
nen geeigneten Zugangsweg fur die wiederholten intravitalmikroskopischen Un-

tersuchungen Uber einen langeren Zeitraum der Experimente.

1.3.2 Der Einfluss rheologischer Parameter

Intravitalmikroskopische Studien zur Angiogenese und LEI liefern grundlegende
Erkenntnisse zur Mikrozirkulation in unterschiedlichen Modellen. Gerade bei der
therapeutischen Beeinflussung dieser Parameter sollte die Rheologie als Stor-
faktor kritisch betrachtet werden (Kuhnle et al., 1995). Dabei wirken sich sowohl
die Blutgefal3e mit ihren unterschiedlichen Gefal3durchmessern und GefalRwand-
eigenschaften als auch die flussigen und zellularen Bestandteile des Blutes mit
ihren sehr verschiedenen FlieReigenschaften auf die in der vorliegenden Arbeit

untersuchten Parameter der Mikrozirkulation aus.

Die Arteriolen und Arterien weisen als GefalRe des Hochdrucksystems andere
Eigenschaften auf als Venen und Venolen. Unterschiede bei den intravasalen
und transvasalen Druckgradienten fihren zu einer Veranderung des Stromungs-
verhaltens des Blutes. Die damit verbundene unterschiedliche Morphologie von
Hochdruck- und Niederdruckgefaf3en sorgt ebenfalls fur ein unterschiedliches
Stromungsprofil in diesen Strukturen, das sich physiologisch als pulsatiles in ar-
teriellen und laminares Flussprofil in vendsen Gefal3en zeigt (Pugsley und
Tabrizchi, 2000).

13
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Die prinzipiellen Aspekte des Volumenstroms werden durch das Hagen-Poi-
seuille-Gesetz beschrieben, wobei insbesondere dem Radius ein zentraler Ein-
fluss zukommt. Hierbei ergibt sich aus dem Volumenstrom V, der Zeit t, dem Ra-
dius r, der Druckdifferenz zwischen den beiden Enden des betrachteten Ab-
schnitts AP, der dynamischen Viskositat n und der Lange des betrachteten Ab-

schnitts | folgende Formel:

V. (r*x mx AP)
t B8*x nx1)

Formel 1: Hagen-Poiseuille-Gesetz

Auch wenn die einzelnen Parameter dieses Gesetzes nicht vollstandig auf die
Zirkulation in Blutgefaf3en ubertragen werden kdnnen, werden dadurch die wich-
tigen Parameter mit einem Einfluss auf die Rheologie verdeutlicht (Wollborn et
al., 2020). Fur eine Untersuchung der LEI und der Rheologie ist es deshalb wich-
tig, die Radien bzw. Durchmesser der untersuchten GefalRe zu standardisieren.
Auch die Lange des untersuchten GefalRabschnitts wirkt sich unmittelbar auf den
bei der Messung erfassten Blutfluss aus, weshalb auch dabei fur die Beurteilung

der Mikrozirkulation eine Standardisierung empfohlen wird (Kuhnle et al., 1995).

Die dynamische Viskositat des flieRenden Mediums bildet in der Rheologie einen
weiteren entscheidenden Faktor, was sowohl fur das Blutplasma als auch fir die
Zellen gilt. Auch die Viskositat ist eine Variable im Hagen-Poiseuille-Gesetz, wo-
bei sich die Flussgeschwindigkeit indirekt proportional zur dynamischen Viskosi-

tat verhalt.

Der Flussgeschwindigkeit des Blutstroms wirkt sich unmittelbar auf das Verhalten
von Zellbewegungen innerhalb des Gefal3abschnitts aus (Kuhnle et al., 1995).
Bei hohen Flussgeschwindigkeiten kann es dartiber hinaus bei der IVM zu Un-
scharfen der Aufnahme oder Bewegungsartefakten kommen. Hinsichtlich der LEI
kénnen die Leukozyten durch sehr hohe Stromungsgeschwindigkeiten stark bei
ihrer Adh&sion an das Gefél3endothel beeintrachtigt werden (Kuhnle et al., 1995).
Eine grofRere Flussmenge kann zu einem verstérkten Durchfluss von Leukozyten
im untersuchten Gewebeabschnitt fihren. Dadurch kénnen bei einem Gruppen-

vergleich die gemessenen Parameter der LEI beeinflusst werden, was unter Um-
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stéanden. zu Fehlern fihren kann. Die Kraft des Blutstroms wirkt dabei den Adhé&-
sionskraften einer rezeptorvermittelten Bindung zwischen Leukozyten und En-
dothel direkt entgegen. Dieses Phanomen zeigt sich typischerweise im Stadium
des Rollings, bei dem die Adhasionen mehrfach geldst werden und sich die Leu-

kozyten in der Richtung des Blutflusses fortbewegen.

Deshalb ist es fur intravitalmikroskopische Studien wichtig, diese rheologischen
Parameter zu beriicksichtigen. Eine Kontrolle und Erfassung dieser Parameter
kann deshalb eine prazise und reproduzierbare intravitalmikroskopische Unter-
suchung ermdglichen. Eine sorgfaltige Optimierung der experimentellen Bedin-
gungen und dabei auch bei der Auswahl der Farbstoffe kann zu einer Standardi-

sierung und Sicherstellung der Qualitat der Untersuchungen beitragen.

1.4 Kaltes Atmospharendruckplasma

Der Begriff Plasma bezieht sich in der vorliegenden Arbeit auf ein physikalisches
Plasma, das auch als ,vierter Aggregatszustand® bezeichnet wird. Prinzipiell geht
der Begriff des Plasmas auf das Jahr 1816 zurtick, in dem sich Faraday mit dem
theoretischen Aspekt eines vierten Aggregatzustands beschéftigt hat (Crookes
und British Association For the Advancement of Science, 1879). Dabei handelt
sich auf atomarer Ebene um eine Ansammlung reaktiver Spezies, wie freier
Elektronen, chemischer Radikale, UV-Photonen und lonen, aber auch molekula-
rer Verbindungen (Brany et al., 2020). In diesem Zusammenhang sollte darauf
hingewiesen werden, dass sich 99 % der sichtbaren Materie in unserem Univer-
sum im Plasmastadium befinden (Yan et al., 2019). Typische Beispiele sind etwa
die Sonne, Sterne und Blitze (Yan et al., 2019). Neben diesen naturlich vorkom-
menden Plasmen besteht auch die Mdglichkeit einer kiinstlichen Herstellung. Fur
die Herstellung von Plasmen wird ein Tragergas verwendet, das energetisch an-
gereichert wird. In der Grundlagenforschung und der klinischen Forschung wer-
den dafur unterschiedliche Elemente und Molekile eingesetzt, wie Stickstoffmo-
noxid, Argon, Helium oder Heliox (Hoffmann et al., 2013).

CAP wird in der medizinischen Forschung fur verschiedene Anwendungsgebiete
untersucht. Eines der zentralen Forschungsgebiete der Plasmamedizin ist die
Therapie von Wunden. Dabei wird CAP oberflachlich auf das Wundareal aufge-

tragen, wodurch sie sich deutlich von anderen systemischen Therapieansatzen
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unterscheidet. Insbesondere im Bereich des Weichgewebes konnten vielverspre-
chende Resultate erzielt werden. In diesem Zusammenhang konnte durch eine
lokale Therapie mit CAP sowohl die Heilung von chronischen als auch von akuten
Wunden der Haut beschleunigt werden (Breathnach et al., 2018). Bei der Erkla-
rung werden insbesondere ein potenzieller Einfluss durch Immunmodulation und
eine Differenzierung von Vorlauferzellen durch die Anregung durch das Plasma
diskutiert (Arndt et al., 2013).

Ein weiterer Forschungsbereich fur den Einsatz von CAP bildet die Onkologie.
Dabei konnte in wissenschaftlichen Untersuchungen gezeigt werden, dass CAP
im Knochengewebe selektiv Sarkomzellen abtéten kann, wahrend die Osteoblas-
ten in der Struktur nicht geschadigt werden (Nitsch et al., 2023). Diese Wirkung
wird durch eine Induktion der Apoptose als programmierter Zelltod in den Krebs-
zellen erklart (Wang et al., 2022). Ein moglicher Mechanismus kdnnte auf eine
Vermittlung durch die enthaltenen Radikale und freien Elektronen des Plasmas
zurlckzufuhren sein (Hadefi et al., 2022). Eine Kombination von CAP mit klassi-
schen Therapien von oberflachlich zuganglichen Tumoren ist aktuell Gegenstand
der Forschung (Canady et al., 2023).

Einige Studien lieferten bereits eine Evidenz fur eine antimikrobielle Wirkung von
CAP (Jungbauer et al., 2021). Dabei konnte eine Dekontamination von Oberfla-
chen nachgewiesen werden, die von Bakterien, Pilzen oder Viren besiedelt wa-
ren (Cahill et al., 2014). Deshalb wird CAP bereits in der Lebensmittelindustrie
zur Dekontamination von Lebensmitteln eingesetzt (Dimitrakellis et al., 2021, Rao
et al., 2023). AulRerdem wird die Effektivitdt von CAP gegenuber antibiotikaresis-
tenten Erregern erforscht (Theinkom et al., 2019). Ein weiteres Forschungsfeld
im Rahmen der Infektionskontrolle bildet die zahnmedizinische Forschung. Dabei
wird eine Wirksamkeit von CAP gegenuber Parodontal-Erkrankungen oder Infek-

tionen von Z&hnen evaluiert (Ranjan et al., 2017).
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1.5 Zielsetzung

In der vorliegenden Arbeit geht es um die Entwicklung eines tierexperimentellen
Modells flr eine qualitative und quantitative Analyse der Effekte von CAP auf die
Mikrozirkulation, Angiogenese und LEI bei einem Knochendefekt anhand der
IVM.

Dabei wurden die folgenden Ziele verfolgt:

1) Weiterentwicklung des CBWs als Modell fur eine intravitalmikroskopische
Beurteilung  eines  chronischen  Knochendefekts  dber  einen
Beobachtungszeitraum von 28 Tagen

2) Etablierung dieses Modells bei der Durchfihrung einer randomisiert
kontrollierten und einfach verblindeten Studie an einem mannlichen

Inzuchtstamm von Mausen zur Applikation von CAP im Modell des CBW
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2. Material und Methoden

Im folgenden Abschnitt wird das verwendete Studiendesign einschlie3lich einer
schrittweisen Erlauterung der Praparation des CBWs dargestellt. Danach wird
die Auswertung der erhobenen Daten zusammen mit dem verwendeten statisti-
schen Modell erlautert. Alle folgenden chirurgischen Tatigkeiten wurden unter
sterilen Bedingungen durchgefuhrt. Die Durchfihrung der Tierversuche wurden
unter Aktenzeichen 7221.3-1-1-066/12 durch das Landesamt fiir Landwirtschatft,
Lebensmittelsicherheit und Fischerei Mecklenburg-Vorpommern (LALLF MV)
Rostock genehmigt.

2.1 Material

Zur Ubersicht wurden alle verwendeten Materialien alphabetisch dargestellt und
im weiteren Textverlauf zur Verbesserung des Leseflusses nicht nochmals er-
wahnt (Tabelle 1-6). Wenn es nicht anders angegeben wird, dann befindet sich

der Sitz der Hersteller in Deutschland.

Tabelle 1: Auflistung der verwendeten Gerate und der Hersteller

Gerat Hersteller

Digital Camera Model No. C-

Olympus Optical Co., Shinjuku, Japan
4040Zoom, Dc 6V

Elektrorasierer Rossmann, Burgwedel

Intralux, 150H, Halogenlampe Volpi AG, Dietikon, Schweiz

Intravitalmikroskop (Axiotech vario

_ Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena
100HD Ser. Nr.181100 (Obj.X5/X20)

Plasma jet (kINPenMED® INP Greifswald, Greifswald

Smith’s Medical International Ltd, Lu-
Polyethylen-Schlauch Art.-Nr.: E-1316
ton, England

Praparationsvorrichtung zur Fixierung | Medizinische Fakultdt, Universitat

des Schadels Greifswald, Greifswald
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Rosenbohrer

Motor system: KaVo Werk Dentale
Einrichtungen GmbH D-88400 Biber-
ach Typ 305, Aesculap; Milling cutter:
LOT 590467,

diameter 0,5 mm,

Meisinger, Neuss

S-VHS-Kasetten Rekorder AG-4700

Panasonic Deutschland, Hamburg

S-VHS-Recorder NV-SV120

Panasonic Deutschland, Hamburg

S-VHS-Recorder SR-S388E

JVCKENWOOD Deutschland GmbH,
Bad Vilbel

S/W-Monitor, 14”, Typ: PVM-146mod.

Ikegami Electronics (Europa) GmbH,

Neuss

Warmematte

Terra Exotica GmbH, Alfeld

Tabelle 2: Auflistung der Verbrauchsmaterialien und

der Hersteller

Material

Hersteller

Chirurgische Pinzette N. ADSON
BD511R

Aesculap AG, Tuttlingen

Deckglaser, Durchmesser: 8 mm

Paul-Marienfeld GmbH & Co. KG,

Lauda-Kdnigshofen

Kanulen (30 G, 27 G)

Becton Dickinson GmbH, Franklin La-
kes, USA

Kompressen, steril, 10 * 10 cm

Paul Hartmann AG, Diren

Polyethylen-Schlauch Art.-Nr.: E-1316

Smiths Medical International Ltd, Lu-

ton, England

Skalpell (Artikelnummer: 5720852)

Henry Schein Inc., Melville, USA
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Spritzen (1 ml, 5 ml, 10 ml)

B. Braun SE, Melsungen

Wattestabe, steril

Centramed Medizintechnik  Han-

delsges.mbH & Co.), Koblenz

Tabelle 3: Auflistung der verwendeten Chemikalien und der Hersteller

Chemikalie

Hersteller

AHD 2000®

Lysoform Dr. Hans Rosemann GmbH,

Berlin

Bepanthen® Augen- und Nasensalbe

Bayer Vital GmbH, Leverkusen

Cyanoacrylat-Klebstoff

Henry Schein® UK Holdings Ltd.,
Kent, England

FITC-Albumin

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

FITC-Dextran

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Formaldehyd, 4,5 %, pH 7

Universitatsapotheke Greifswald

Knochenzement Ostron 100

GC Germany, Bad Homburg vor der
Hohe

NacCl, 0,9 %

B. Braun SE, Melsungen

Octenisept®

Schilke & Mayr GmbH, Norderstedt

Rhodamine 6G

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Tabelle 4: Auflistung der verwendeten Medikamente zur Analgosedierung und der Hersteller

Medikament

Hersteller

Ketamin, 10 %

Selectavet, Dr. Otto Fischer GmbH,
Weyarn
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Vetranquil, 1 % CEVA TIERGESUNDHEIT GmbH,
Dusseldorf
Xylasel, 2 % Virbac AG, Opfikon, Schweiz

Tabelle 5: Auflistung des verwendeten Gases zur Generierung von CAP und des Herstellers

Gas Hersteller

Air Liquide Austria GmbH, Schwechat,
Argon (99,999 %) Osterreich

Tabelle 6: Auflistung des verwendeten Mausstammes und des Herstellers

Versuchstier Hersteller

BalBc Charles River Bad Sulzfeld

2.2 Aufzucht und Unterbringung der Mause

Die Aufzucht der Tiere erfolgte im BioTechnikum Greifswald. Die Mause wurden
dort abgeholt und in das Institut fir Physiologie der Universitatsmedizin Greifs-
wald gebracht. Dort wurde jedes Tier in einem standardisierten Einzelkafig ge-
halten mit Zugang zu Trinkwasser, Nahrung und einem Ruckzugsort ad libitum.
Die Unterbringung aller Tiere erfolgte in einem Raum mit adaquater Beleuchtung,
Raumtemperatur und Schalldampfung. Zur Uberwachung des Stresslevels

wurde das Korpergewicht jedes Tieres an jedem Untersuchungstag ermittelt.

2.3 Versuchsaufbau

Zur Etablierung eines chronischen Knochendefekts erfolgte die Praparation eines
CBWs mit einem Durchmesser von 5 mm in einem Mausmodell. Die Etablierung
dieses Defekts wurde als Tag 0 im zeitlichen Verlauf des Studienprotokolls defi-

niert. Die Beurteilung der Vaskularisation des Defekts erfolgte sowohl makrosko-
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pisch (Versuchstag 1-6) als auch intravitalmikroskopisch (Tag 7, 14 und 28). Ab-
schlieBend wurden die Schadel dem Institut fir Pathologie der Universitat Greifs-
wald zugestellt (Tag 28). Mit diesem Modell wurde dann eine randomisiert kon-
trollierte und einfach verblindete Studie durchgeflihrt. Dabei sollte der Einfluss
einer Behandlung des CBWs mit CAP auf die Mikrozirkulation, Angiogenese und
LEI evaluiert werden. In der Abbildung 3 werden die wesentlichen Schritte des
Versuchsaufbaus zusammengefasst, auf die in den folgenden Abschnitten ge-

nauer eingegangen wird.

s Tag 0 Tag 1-6 Tag 7 Tag 14 Tag 28

CBW Makroskopie |vM VM IVM

+
Probengewinnung
Histologie

Abbildung 3: Zeitstrahl fir den Versuch (erstellt mit BioRender).
Die Praparation des CBWs im Mausmodell markierte den Tag 0 des Versuchs. Vom ersten
bis maximal sechsten postoperativen Tag erfolgte eine makroskopische Beurteilung des Pra-
parationsareals hinsichtlich des Zeitpunkts des ersten Auftretens von mindestens einem Blut-
gefal? und Perfusion. Die IVM wurde am 7., 14. und 28. postoperativen Tag durchgefihrt. Der
Versuch wurde mit der Gewinnung histologischer Proben nach der letzten IVM beendet.

2.3.1 Die Plasmaquelle

CAP zeichnet sich besonders durch gewebsvertragliche Temperaturen aus.
Dadurch kdénnen die Plasmen mit geeigneten Applikatoren lokal aufgetragen wer-
den. In der vorliegenden Arbeit wurde der Plasmajet kINPen® MED verwendet
(Neoplas tools GmbH, Greifswald; Abbildung 4), der seit 2013 als Medizinprodukt
zur Applikation von kaltem Atmosphéarendruckplasma der Klasse 2a zugelassen
ist (DIN EN ISO 13485:2012, Konformitatserklarung Medcert GmbH, Hamburg,
Deutschland). Bei der Anwendung wird Plasma mit einer gepulsten Frequenz von
2,5 MHz und einer Plasma on/off-Zeit von 1.1 abgegeben (Bekeschus et al.

2016). Zur Generierung von CAP wird dabei das Tragergas Argon verwendet.
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Der Jetaufbau besteht aus einer Keramik-Kapillare, die eine zentrale Nadelelekt-
rode mit Hochspannungspotential ummantelt. Dies ermdglicht eine dielektrische
Abschirmung der Elektrode hinsichtlich des umgebenden Massenpotentials. Der
Gasfluss des Argons kann dabei am Grundgerat eingestellt werden. Zur Erzeu-
gung des Plasmas wird dem Tragergas durch das Anlegen einer sinusoidalen
Wechselspannung von 2-5 kV und einer Frequenz von 1-1,1 MHz Energie zuge-
fuhrt. Der hier entstehende sichtbare Anteil des Plasmas (Plasma-Effluent) ist 9-
12 mm lang und weist einen Durchmesser von 1 mm auf. Bei einer Anwendung
mit einem empfohlenen Abstand von 9-11 mm liegt die Temperatur des generier-

ten Plasmas bei 35-38 °C. In der Abbildung 5 wird das Plasma visualisiert.

neoplas med

DVANCED COLD PLASMA THERAPY

kINPen® MED

Abbildung 4: Darstellung des KINpen MED (neoplas med GmbH; 17489 Greifswald).
1. Austrittstelle CAP; 2: Handgerat; 3: Freigabeschalter fiir CAP; 4: An/Ausschalter;
5: Flussanzeige; 6: Flussregler; 7: Grundgeréat; 8: Verbindungschlauch zum Handgerat.
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Abbildung 5: Verdeutlichung der Gewebevertraglichkeit von CAP (neoplas med GmbH; 17489 Greifswald).
1: Handgerat des KINpen MED, 2: Sichtbarer Teil (Plasma Effluent) des generierten CAPs, 3:
Menschliche Haut.

2.3.2 Analgosedierung

Fur die Analgosedierung wurde unter sterilen Bedingungen ein entsprechendes
Gemisch unter Verdinnung mit einer isotonen Kochsalzlosung (0,9% NacCl) her-
gestellt. Hierbei wurden 100 pg/g Kérpergewicht Ketamin, 20 pg/g Kérpergewicht
Xylasel und 10 pg/g Kérpergewicht Vetranquil in die Oberschenkelmuskulatur der
Mause injiziert. Die Narkosetiefe wurde zu Beginn unter Prifung eines Ausblei-
bens des Zwischenzehenreflexes sichergestellt. Bei friihen Anzeichen einer Auf-
wachreaktion wahrend der Praparation erfolgte umgehend eine erneute bedarfs-

gerechte Injektion der Analgosedierung.

2.3.3 Vor-und Nachbereitung der Operation

Die Praparation des CBWs erfolgte zur Aufrechterhaltung der Kdrpertemperatur
auf einer Warmematte, die unter dem Koérper der Maus positioniert wurde. Zur
Sicherstellung einer adaquaten Fixierung des Kopfes wurden die Versuchstiere
unter Analgosedierung in eine Haltevorrichtung eingebracht. Dort wurde der
Schédel beidseitig nach lateral durch eine Sondierung des auf3eren Gehérgangs

stabilisiert, wahrend rostral die Schneidezadhne in einem Metallbligel befestigt
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wurden. Die Augen der Versuchstiere wurden mit einer Augensalbe behandelt,
um ein Austrocknen der Horn- und Bindehaut zu verhindern. In der Abbildung 6
findet sich eine graphische Darstellung zur Fixierung des Kopfes und in Abbil-
dung 8 eine Ubersicht tiber die Lagerung der Maus. Das Aufwachen der Mause
erfolgte in den eigenen Kafigen auf einer Warmematte. Die Versuchstiere wurden

bis zum Wiedereintritt der Vigilanz visuell Giberwacht.

2.3.4 Praparation des Schadelknochenfensters

Zu Beginn wurde das Fell der Tiere vorsichtig im Bereich des Schédeldachs ra-
siert, wobei die Schnurrhaare unberihrt blieben. Danach wurde das Weichge-
webe des Schadeldachs mit Pinzette und Skalpell entfernt. Das dann freiliegende
Schéadeldach wurde vorsichtig mit einem Skalpell vom &ufR3eren Periost befreit.
Anschliel3end wurde das Praparationsareal auf dem Schadeldach eingezeichnet.
Der Durchmesser dieses kreisrunden Areals lag bei 5 mm. Der Defekt erstreckte
sich zentral zwischen dem Bregma- und Lambdapunkt, wobei sich die Sutura

sagittalis zentral im Operationsareal befand (Abbildung 6).

5 mm

Abbildung 6: Schematische Darstellung zur Praparation des CBWs (erstellt mit BioRender).
1: Halterung zur Fixierung des Mauseschadels; 2: Adh&sionsband; 3: Mit Salbe bedeckte Au-
gen; 4: Seitliches Fixierelement der Halterung; 5:Freigelegtes Schadeldach der Maus;
6: Bregma,; 7: Kreisrundes Praparationsareal des CBWs mit einem Durchmesser von 5 mm,
in dessen Mitte die Sutura sagittalis verlauft; 8: Lambda; Skalierung: 5 mm.

Danach wurde unter mikroskopischer Sicht mit einem Rundbohrer mit verstellba-

rer Drehzahl eine kreisrunde Furche im Knochendach prépariert. Wenn durch
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eine vorsichtige manuelle Manipulation des Praparationsareals Anzeichen von
Ablésungen vom umliegenden Areal auftraten, dann wurde das CBW Uber den
Sinus sagittalis superior hinweg eroffnet, da dabei ein mdglichst grol3er Abstand
zum Kortex vorliegt. Ergaben sich bei der Anlage des CBWs oberflachliche Si-
ckerblutungen, dann wurden sie vorsichtig mit steriler Watte ohne manuellen

Druck auf das Gehirn gestillt.

2.3.5 Festlegung der Versuchsgruppe

Nach der Praparation des CBWs erfolgten eine Randomisierung und die Zutei-
lung der Versuchsgruppe. Dabei wurde der Untersucher hinsichtlich der Grup-

penzugehdrigkeit der Mause verblindet.

Im Rahmen der Studie wurden zwei Gruppen von Mausen gebildet. Dabei wurde
in der PBG unmittelbar nach der Etablierung des CBWs eine Behandlung des
etablierten Knochendefekts mit CAP in maanderférmigen Bewegungen bei einem
Fluss von 3,0 sl/min fur 15 s durchgefihrt. Diese Dosierung des CAPs wurde
anhand der raumlichen Nahe des Knochendefekts zum Gehirn festgelegt, da in
vorherigen Untersuchungen keine Hinweise auf eine Schadigung zentralnervoser
Zellen festgestellt werden konnten (Cheng et al., 2014). Bei der KTR wurde keine
weitere Therapie durchgefiihrt. Nach der Gruppenzuteilung erfolgte der Ver-
schluss des CBWs. Eine tabellarische Ubersicht zur Anzahl der Versuchstiere

pro Gruppe und Studientag findet sich in Tabelle 7.

Tabelle 7: Ubersicht zur Anzahl der Versuchstiere pro Gruppe an den entsprechenden Untersuchungstagen

Versuchstag Tiere PBG Tiere KTR
Praparation (Tag 0) 12 12
Versuchstag 1-6 12 11

7 12 11

14 12 11

28 12 9
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2.3.6 Verschluss des Schadelknochenfensters

Zunachst wurde das Wundareal vorsichtig mit einer 0,9%igen NaCl-Lésung ge-
spult. Danach wurde ein Deckglas zentral auf dem CBW aufgelegt, wobei das
Deckglas von der NaCl-Losung zur Vermeidung des Einschlusses von Luftblasen
unterspult wurde. Die Arretierung des Deckglases erfolgte dann durch ein ange-
rahrtes Zement-Klebstoff-Gemisch, das vorsichtig kreisrund um das Deckglas auf
dem Schadelknochen verteilt wurde. Eine graphische Darstellung zur Abdeckung
des CBW sowie der angrenzenden anatomischen Strukturen findet sich in Abbil-
dung 7. Die narkotisierte Maus wurde im Anschluss in ihren Kafig Gberfuhrt, der
sich ebenfalls auf einer Warmematte befand. Die Tiere wurden dann bis zur Ve-
rifizierung einer regelrechten Vigilanz nach erfolgter Analgosedierung und Anlage
des CBWs uberwacht.

~N S O BWN -

5mm

Abbildung 7: Schematische Darstellung des CBWs einschliellich der angrenzenden Strukturen.
1: Deckglas; 2: Mit NaCl-Losung unterspultes CBW; 3: Knochenzement-Klebstoff-Gemisch
zur Fixierung des Deckglases; 4: Sinus sagittalis superior; 5: Schadelknochen; 6: Meningen
mit angrenzenden Blutgefalien; 7: HirngefalRe der Arachnoidea (rot: Arterie, blau: Vene, pink:
Kapillaren); 8: GroRRhirnrinde; 9: Weie Hirnmasse.
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2.4 Untersuchungsmethoden

In diesem Abschnitt werden die verwendeten Methoden der quantitativen und
qualitativen Beurteilung der Mikrozirkulation beschrieben. Auf die einzelnen
Schritte wird dabei hinsichtlich der chronologischen Durchfiihrung im Studienpro-

tokoll eingegangen (Abbildung 3).

2.4.1 Ein-und Ausschlusskriterien

Insgesamt standen n = 27 Mause zur Verfugung. Alle Tiere waren mannlichen
Geschlechts und entstammten einem Inzuchtstamm zur Vermeidung einer Be-
einflussung der Versuchsergebnisse durch genetische Varianz bei einheitlichem
Lebensalter und Korpergewicht (Mausstamm: BalBc; Alter: 12 + 1 Wochen; Kor-
pergewicht: 26 g £ 2 g). Es wurden nur Tiere eingeschlossen, welche im An-
schluss an die Préaparation ein arttypisches Verhalten zeigten. In die Untersu-
chung mit IVM wurden wegen der Standardisierung nur Mause einbezogen, die
detektierbare Gefal3strukturen in allen 4 Quadranten aufwiesen. Es wurden le-
diglich die GefalRe bericksichtigt, die einen deutlichen Kontrast durch den inji-
zierten Fluoreszenzfarbstoff als Anzeichen fur eine bestehende Perfusion zeig-
ten. Ausschlusskriterien bei den Versuchstieren flr weitere Untersuchungen wa-
ren ein Versterben durch die Praparation des CBWs (n = 3) und ein Ableben unter
Narkose definiert (n = 2). AuRerdem wurde ein Gewichtsabfall von tiber 20 % im
Verhaltnis zum Ausgangsgewicht als Ausschlusskriterium festgelegt, weil eine
solche Abnahme als Zeichen einer Stressreaktion gewertet wurde (n = 0). Weli-
tere Kriterien fur einen generellen Ausschluss waren Lokalinfektionen des CBWs
(n = 0) und Lufteinschlisse unter dem Deckglas (n = 1).

Durch die beschriebenen Mal3nahmen konnte eine adaquate Reduktion der Be-
lastung fur die Tiere erreicht werden, sodass kein Ausschluss hinsichtlich starke-
rer Stressreaktionen vorgenommen werden musste. Im folgenden Abschnitt wird

chronologisch auf die Arbeitsschritte im Modell eingegangen.

2.4.2 Makroskopische Untersuchung

In den ersten sechs Versuchstagen wurde das Praparationsareal auf das Vor-
handensein eines reizlosen Defekts tUberprift. Dabei wurden Anzeichen einer lo-

kalen Infektion und Gbermé&Rige Hamorrhagien im Defektareal ausgeschlossen.
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AulRerdem erfolgte eine Sichtung makroskopisch detektierbarer Gefal3schlauche
mit einer gegebenenfalls vorhandenen Perfusion. Dafir wurden den Versuchs-
tieren die Halfte der in Kapitel 2.3.1 beschriebenen Analgosedierung intramusku-
lar injiziert. Die verabreichte Dosis wurde dabei reduziert, um Risiken der Anal-
gosedierung zu verringern bei gleichzeitiger Sicherstellung adaquater Untersu-
chungsbedingungen. Danach wurde der Schadel der Mause in der externen Hal-
terung fixiert bei einer Lagerung gemaf Abbildung 8. Danach wurde das Deck-
glas durch ein Skalpell vorsichtig von oberflachlich anhaftenden Rickstanden
des Klebstoff-Zementgemisches geséaubert. Im Anschluss daran wurde das Pra-
parationsareal mit dem Intravitalmikroskop strukturiert beurteilt und mit einer da-
ran befestigten Spiegelreflexkamera fotografisch dokumentiert. Danach wurden
die Mause in die individuelle Unterbringung zuriickgebracht, wobei der Kafig auf
einer Warmematte positioniert wurde, um ein Auskiihlen der Maus zu verhindern.
Nach jeder Analgosedierung wurden die Tiere bis zur Sicherstellung einer regel-
rechten Vigilanz Uberwacht. Wenn im Rahmen des geschilderten Untersu-
chungsablaufs perfundierte Gefalde festgestellt wurden, dann wurden die jeweili-
gen Versuchstiere aus der initialen taglichen Routine ausgeschlossen. Eine
exemplarische Darstellung des initialen Verlaufs des chronischen Knochende-
fekts bei einem Versuchstier anhand der fotografischen Dokumentation findet
sich in der Abbildung 9.
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Abbildung 8: Schematische Darstellung der Fixierung des Mauskopfes (erstellt mit BioRender).
1: Haltevorrichtung zur Fixierung des Mauskopfes; 2: Metallschlaufe zur rostralen Fixierung
des Schadels durch das Einhédngen der Schneidezéhne. Zuséatzlich wurde die Schnauze der
Maus mit Adhasionsband an der metallischen Halterung befestigt; 3: Hohenverstellbare me-
tallische Stébe zur lateralen Fixierung des Schadels tber den Porus accusticus externus beid-
seitig; 4: CBW mit Abdeckung durch das Deckglas, welches am Schadelknochen zementiert
wurde; 5: Warmematte zur Aufrechterhaltung der Kérpertemperatur.
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1 1
2 2
1 1
2 2
3 4
9 5mm

Abbildung 9: Verlauf des knéchernen Defekts an den Versuchstagen 1-4 bei einem Versuchstier.
A=Tag 1l,B=Tag 2, C =Tag 3, D = Tag 4; 1: CBW; 2: Sinus sagittalis superior; 3: Gefal}
mit angrenzender Hamorrhagie 4: Gefafl? mit Perfusion und angrenzender Hamorrhagie; Ska-
lierung: 5 mm.

2.4.3 Intravitalmikroskopie

An den Versuchstagen 7, 14 und 28 wurde eine intravitalmikroskopische Unter-
suchung des CBWs durchgefihrt. Durch diese Zeitpunkte sollte eine Nachverfol-
gung der Mikrozirkulation, Angiogenese und LEI in verschiedenen Phasen der

Knochenheilung ermdglicht werden.
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2.4.3.1  Vor- und Nachbereitung der Intravitalmikroskopie

Zu Beginn erfolgte eine Analgosedierung nach der Beschreibung im Kapitel 2.3.1
mit anschliel3ender Fixierung der Maus und Positionierung der Warmematte nach
der Darstellung in Abbildung 8. Danach wurden durch eine Schwanzveneninjek-
tion die Fluoreszenzfarbstoffe appliziert. Zur Darstellung der Angiogenese wur-
den daflr am Tag 7 und am Tag 28 0,1 ml FITC-Dextran verabreicht. Am Tag 14
wurden dagegen zur Vermeidung einer anaphylaktischen Reaktion 0,1 ml FITC-
Albumin verwendet. Bei beiden Farbstoffen handelt es sich um Plasmamarker,
die durch die Kopplung des FITCs an hochmolekulare Verbindungen im intrava-
salen Raum verbleiben, wodurch hinsichtlich der Fahigkeit zur Fluoreszenz eine
Darstellung der Perfusion ermdglicht wird. Zusatzlich wurden bei jeder intravital-
mikroskopischen Untersuchung 0,04 ml Rhodamin durch eine Schwanzvenenin-
jektion zur Darstellung der Leukozyten appliziert. Dieser Farbstoff lagert sich in
den Mitochondrien der Zellen ab. Da die Erythrozyten keine Mitochondrien ent-
halten, kbnnen dadurch die Leukozyten von ihnen abgegrenzt werden (Vaghela
et al., 2023). AulRerdem wurde zwischen dem Objektiv des Intravitalmikroskops
und dem auf das CBW aufgesetzten Deckglas eine 0,9%ige NaCl-Lésung als

Immersionslésung verwendet.

Nach dem Abschluss der IVM wurde eine Nachsorge der Analgosedierung nach

den Ausfihrungen im Kapitel 2.3.3 durchgefihrt.

2.4.3.2  Durchfihrung der Intravitalmikroskopie

Die IVM wurde zur Verbesserung der Untersuchungsbedingungen in einem ab-
gedunkelten Raum durchgefuhrt. Eine Darstellung zur Durchfiihrung der IVM fin-
det sich in Abbildung 10. Das verwendete Intravitalmikroskop verfugte zur selek-
tiven Darstellung des entsprechenden FITC-Farbstoffs und des Rhodamins tber
Polarisationsfilter. Die gesamte Untersuchung wurde flr eine spatere Auswer-
tung auf einem Videoband aufgezeichnet. Zur Identifikation der Versuchstiere er-
folgte vorher eine Bildaufnahme eines Schildes mit der codierten Bezeichnung

der Maus.

Das CBW wurde bei der Untersuchung der Angiogenese in einer 16-fachen mik-
roskopischen Vergroél3erung dargestellt. Der kreisrunde Defekt wurde in 4 Quad-
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ranten eingeteilt, wobei jeder Quadrant fiir 30 s aufgezeichnet wurde. Da die An-
giogenese dreidimensional stattfindet, wurde durch eine Adaptation der Tiefen-
scharfe eine Bildeinstellung angestrebt, mit der die Gefal3e des knéchernen De-
fekts moglichst detailgetreu dargestellt werden konnten. Die detaillierten Auf-
zeichnungen von Gefal3en zur spateren Erhebung der LEI und der Rheologie
erfolgten in 64-facher mikroskopischer VergréRerung. Zur Vergleichbarkeit wur-
den ausschlief3lich vendse GefalRe mit einem Gefal3durchmesser von 30 pm *
10 um (Mittelwert £ Standardabweichung) ausgewahlt. Auf3erdem musste der
untersuchte Gefal3abschnitt eine Lange von 400 um erreichen und dabei linear
verlaufen. Jedes Gefal wurde dabei fur 30 s mit einer FITC-Farbung aufgezeich-
net. Diese Aufnahme bildete dann die Grundlage fur die Bestimmung des Ge-
falRdurchmessers, der tUber das Verhalten der Farbstoffe klar zwischen den In-
nenseiten der Endothelzellen abgegrenzt werden konnte. Danach erfolgte die
Darstellung der Rhodamin-Farbung durch eine Veréanderung der Polarisation.
Dabei wurden fur weitere 30 s die Leukozyten dieses Gefal3abschnittes darge-
stellt, wobei dieser Grenzwert anhand der Phototoxizitat des Rhodamins festge-
legt worden ist. Deshalb wurde die Beobachtungszeit auch auf 30 s begrenzt
(Saetzler et al., 1997). In diesem Zusammenhang konnten auf3er der Migration
der Leukozyten in das umliegende Gewebe alle Schritte der Diapedese erfasst
werden. Zur Erh6hung der Reliabilitat wurde dabei die Aufzeichnung von 5 Blut-
gefaRen angestrebt, wobei Gefal3e aus allen vier Sektoren einbezogen werden

sollten.
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A=0.55 mm? hmm

A B

Abbildung 10: Durchfihrung der IVM (erstellt mit BioRender).
A. 1: Objektiv des Intravitalmikroskops; 2: NaCl-Tropfen als Immersionslésung; 3: Maussché-
del; 4: Teile der Haltevorrichtung zur Fixierung des Kopfes; 5: Pflaster zur Unterstiitzung der
rostralen Fixierung;
B. 6: Standardisierte Schablone zur Bestimmung der FGD; 7: Transversaler Anschnitt eines

BlutgeféRes; 8: Sinus sagittalis superior; 9: Wundrand des CBWs; 10: Mit FITC markiertes
und dadurch perfundiertes Blutgefar.

2.4.3.3  Histologische Préaparate

Nach der letzten IVM am Versuchstag 28, erfolgte das Ausscheiden der Ver-
suchstiere aus dem Studienprotokoll. Dafir wurden alle Versuchstiere beider
Gruppen durch eine Analgosedierung in eine tiefe Narkose versetzt, um dann
eine Dekapitation durchzufiihren. Hier wurden 30 pl/g Korpergewicht der in Ka-
pitel 2.3.1 beschriebenen Analgosedierung intramuskular verabreicht. Der Scha-
del wurde dann prapariert, wobei Fellriickstédnde entfernt wurden, in Formalin ge-
lagert und an das Institut fur Pathologie der Universitdtsmedizin Greifswald ge-
schickt. Dort wurden eine HE-Farbung, eine EvG-Farbung und eine Immunhisto-
chemie mit einem humanen CD34-Antikdrper angefertigt, bei denen es sich um
etablierte Methoden zur histologischen Darstellung von Gefal3strukturen handelt
(Mahara et al., 2023). Pro Tier wurde jeweils ein Praparat pro Farbetechnik her-
gestellt, wobei es sich um anliegende Schnitte aus dem Zentrum des Knochende-
fekts handelte. Alle Praparate wurden im Institut fir Pathologie nach den tblichen

in der Diagnostik verwendeten Standardprotokollen aufbereitet.
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2.5 Das Versuchsprotokoll

Zusammenfassend findet sich in der Tabelle 8 eine tabellarische Ubersicht zum
Versuchsprotokoll. Wegen der zeitlichen Dauer der Préaparation des CBWs von
bis zu 90 min einschliellich der perioperativen Nachsorge wurde dieses Protokoll
in vier aufeinanderfolgende Ablaufe eingeteilt. Bei jedem Durchgang erfolgte eine
Randomisierung der Versuchstiere in die PBG und die KTR.

Tabelle 8: Zusammenfassung des Versuchsprotokolls (erstellt mit BioRender)

Préparation des
cBw
+
Randomisierung

Tag 0

Analgosedierung
der Maus
Fixierung des
Kopfes
Entfernen des
Weichgewebes
des
Schédeldachs
Etablierung des
CBW
Randomisierung:
Applikation von
CAPim
Wunddefekt
mittels KINPen®
MED (3,0 sl/min
fiir 15 s) oder
Kontrolle
Verschluss

CBW

Makroskopische
Beurteilung des
CBW

Tag 1-6

Analgosedierung
der Maus
Fixierung des
Kopfes

Entfernen von
Verunreinigungen
des Deckglases
Inspektion auf
das
Vorhandensein
von
Hamorrhagien,
Gefédlschleuchen
und
perfundierten
Gefallenim
Praparationsareal

VM

Tag 7,14, 28

Analgosedierung
der Maus
Fixierung des
Kopfes

Entfernen von
Verunreinigungen
des Deckglases
Schwanzvenen-
injektion von 0,1
ml FITC-Dextran
(Tag 7 und 28, 0,1
ml FITC-Albumin
(Tag 14) und 0,04
ml Rhodamin
(Tag 7,14, 28)
Durchftihrung
IVM

Versuchsende

Tag 28

Ausscheiden

der
Versuchstiere
Tiefe
Analgosedierung

+ Dekapitation
+ Lagerung der

Schéadel in
Formalin und
Zustellung an
Patholcgie

2.6 Bestimmung der funktionellen Gefaldichte

Die Auswertung der IVM erfolgte zu einem spéateren Zeitpunkt offline mit der Soft-
ware Caplmage 8.3 (Ingenieurblro Dr. Zeintl, 63303 Dreieich) unter Verwendung
des bei der IVM aufgezeichneten Videomaterials. Die FGD wird definiert als die
kumulierte Lange der perfundierten Gefal3e pro Flache (Kroth et al., 2008). Zur
Bestimmung des Parameters wurden die Aufnahmen in 16-facher Vergrél3erung
der 4 Quadranten verwendet. Zur Vergleichbarkeit wurde ein Untersuchungsfeld
(A = 0,55 mm?) in jedem Quadranten an standardisierter Stelle eingezeichnet.
Die Positionierung des Untersuchungsfeldes wird in der Abbildung 10 Abschnitt

B dargestellt. Es wurden vier Areale untersucht, die jeweils an ihrer inneren Seite
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den Praparationsbereich des CBWs eingeschlossen haben. Die perfundierten
Blutgefalle wurden nach ihrer langlichen Ausdehnung innerhalb des Untersu-
chungsfeldes in ihrem zentralen Verlauf nachgezeichnet. Danach wurde die FGD
anhand der Mittelwerte der ermittelten Gesamtlange der nachgezeichneten Ge-
falle aus den vier standardisierten Quadranten des Knochendefekts bestimmt.
Dabei wurden wegen der Standardisierung nur die Mause eingeschlossen, die
detektierbare Gefal3strukturen in allen vier Quadranten aufwiesen. Es wurden nur
die Gefalie beriicksichtigt, die durch den injizierten Fluoreszenzfarbstoff einen

deutlichen Kontrast als Anzeichen fur eine bestehende Perfusion zeigten.

2.7 Bestimmung der Leukozyten-Endothel-Interaktion und der

Rheologie

In der vorliegenden Studie wurde zur Minimierung von Einflissen einer unter-
schiedlichen Gefal3architektur auf die Mikrozirkulation nur eine Analyse der ve-
ndsen GefalRe durchgefihrt. Dies war insbesondere fur die Erfassung der LEI
von Bedeutung, da dieser Prozess Uberwiegend in vendsen GefalRen stattfindet
(Sumagin et al., 2008). Der Durchmesser der Gefal3e wurde von der luminal zu-
gewandten Kante zur gegenuberliegenden Kante der Endotheldarstellung be-
stimmt. Die Berechnung der folgenden Parameter erfolgte anhand der Vorgaben
von Sckell et al. (1998) und Kuhnle et al. (1995). Die BlutgefalRe wurden dabei
idealisiert mit einem kreisrunden Querschnitt betrachtet. Daraus ergibt sich die
folgende Formel, wobei D der bestimme GefalRdurchmesser ist:

4 )
. = * J—
Kreis T 2

Formel 2: Flacheninhalt eines Kreises (um?)

2

Zur Bestimmung der zentralen Fliel3geschwindigkeit wurden mit der Bild-zu-Bild-
Analyse in Caplmage die Anzahl der markierten Leukozyten parallel zur Ausrich-
tung des Gefaldes zur zuriickgelegten Strecke erfasst (s [um]). Die erforderliche
Zeit (t [s]) ergab sich durch eine Zeitmessung am S-VHS-Recorder, wobei die
Einzelbilddauer bei 1/200 s lag. Diese Messungen wurden mit bis zu funf Leuko-
zyten durchgefihrt, welche sich im zentralen Blutstrom befanden. Dabei wurden
fur die Analyse ausschliel3lich gerade Wegstrecken mit einer Ladnge von mehr als
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150 um berucksichtigt. Wegen der Verwendung unterschiedlicher Streckenlan-
gen fur die Geschwindigkeitsmessungen wurde die zentrale FlieRgeschwindig-
keit (RBZc) anhand des gewichteten harmonischen Mittels der axialen Geschwin-
digkeiten der Leukozyten in Abhangigkeit von der zurlickgelegten Strecke be-
rechnet (Kuhnle et al., 1995). Hierbei ist i die Anzahl an Leukozyten pro Bestim-
mung der FlieRgeschwindigkeit, n die Summe aller beurteilten Leukozyten, s;die
zurlckgelegte Strecke des Leukozyten und ti der Zeitraum fur die Distanz der
zuruckgelegten Strecke:

n
i=15i

RBZ; = <
i=1 t;

Formel 3: Zentrale FlieRgeschwindigkeit (um/s)

Als Sticker wurden die Leukozyten bezeichnet, die sich im Beobachtungszeit-
raum von 30 s fest am Endothel befanden und keine Fortbewegung zeigten (N).
Diese Zahl wurde dann auf die Oberflache des Endothels normiert und als die
Dichte der Zellen [WBZp Zellen/mm?] ausgedrickt, wobei D der bestimmte Dia-

meter des GefalRes ist:

N

BZ, =106 % ——
WBZp = 10" * ==~ 00

Formel 4: Dichte der weif3en Blutzellen (Zellen/mmg)

Als Roller wurden die Leukozyten bezeichnet, die mit der inneren GefaRwand
interagierten und dadurch eine um mindestens 50 % reduzierte Fliel3geschwin-
digkeit als RBZc aufwiesen. Aul3erdem wurden dabei Leukozyten einbezogen,
die zunachst fest am Endothel ohne Bewegung anhafteten, sich dann aber von
der Gefallwand gelést haben. Die Anzahl der rollenden Leukozyten (WBZR)

wurde als Prozentsatz angegeben:

Roller

WBZ, = 100 =
R WBZnicht—anhaftend

Formel 5: Anzahl der rollenden Leukozyten (%)

Der Leukozyten Flux (Fwez als Zellen/mm? * s) wurde anhand der Querschnitts-
flache des beobachteten Gefal3es ermittelt, wobei D der Durchmesser des beur-
teilten GefalRes, t die Beobachtungszeit und WBZnicht-anhattend die Zahl der nicht

am Endothel anhaftenden Leukozyten darstellt:
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WBZ,iche—
FWBZ — 106 " nicht m;haftend

O

Formel 6: Leukozytenflux (Zellen/(mm?*s))
Unter Verwendung des Gesetzes von Hagen-Poiseuille fir ein Newtonsches

Fluid wurde die Scherrate (y) wie folgt berechnet, wobei RBZ¢ die zentrale Fliel3-

geschwindigkeit und D der Durchmesser des beurteilten Gefal3es ist:

RBZg o
= E S

¥Y=7p

Formel 7: Scherrate (1/s)

Der Blutfluss (Q [pl/s]) entspricht dem Volumen, das einen Gefal3querschnitt pro
Zeiteinheit passiert. Dabei wurde eine vereinfachte Berechnung unter Verwen-
dung der bestimmten Flussgeschwindigkeit der freien Leukozyten durchgeftihrt.
Hierbei stellt RBZ¢ die zentrale Flie3geschwindigkeit und D den Durchmesser
des beurteilten GeféalRes dar:

2

D
Q = RBZ; * (5) * m* 1073

Formel 8: Blutfluss (pl/s)

2.8 Auswertung der histologischen Préparate

Das Ziel der histologischen Aufbereitung war eine Beurteilung der Gefal3dichte
in den angefertigten Praparaten. Angestrebt war hier eine dreidimensionale Be-
trachtung der pro Tier angefertigten Praparate zur Beurteilung der Gefal3dichte
in einem standardisierten Areal pro Schnittbild. Diese sollte durch eine mikrosko-
pische Sichtung der jeweiligen Praparate pro Maus erfolgen. Hierbei sollte ein
Areal beurteilt werden, welches in der Gré3e des standardisierten Feldes zur Be-
stimmung der FGD in der IVM entsprach. Als Einschlusskriterium wurde festge-
legt, dass eine Nachverfolgung der Blutgefal3e im Bereich des Wunddefekts Uber
alle Schnittbilder hinweg maoglich ist. Die Ergebnisse sollten danach als Validie-

rung der in vivo durch die IVM erhobenen FGD verwendet werden.
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2.9 Statistik

Wegen fehlender Messwerte an einzelnen Versuchstagen wurde eine statisti-
sche Analyse der erhobenen Parameter mit einem gemischten Modell mit Mess-
wiederholung durchgefihrt (linear mixed-effects analysis; (Schielzeth et al.,
2020)). Bei jeder dieser Analysen wurden jeweils die Gruppenzugehdrigkeit und
der Untersuchungszeitpunkt als fester Effekt gewéhlt, wahrend die Versuchstiere
als zufallige Effekte betrachtet wurden. Ebenfalls erfolgte eine Bestimmung der
Interaktion der beiden festen Effekte auf den untersuchten Parameter. Bei einem
signifikanten Gruppenunterschied oder einer Interaktion der festen Effekte wurde
ein paarweiser multipler Vergleichstest (post-hoc-Test) nach Sidak durchgefiihrt.
Dabei wurden Gruppenunterschiede an den einzelnen Untersuchungstagen eva-
luiert. Die Beurteilung des ersten Auftretens von Gefal3strukturen und perfundier-
ten BlutgefalRen erfolgte wegen der kleinen GruppengréRe mit dem nicht-para-
metrischen Mann-Whitney-Test. Die graphische Darstellung des Auftretens ers-
ter Gefal3strukturen und perfundierter Gefalle wurde mit einer Ereigniszeitana-
lyse mit dem Kaplan-Meier-Schatzer-Test durchgefiuhrt. Alle statistischen Unter-
suchungen wurden mit dem Programm Graphpad Prism (Version 10.0.1) durch-
gefuhrt. Bei allen Analysen wurde ein p-Wert von < 0,05 als statistisch signifikan-
ter Unterschied definiert. Alle Parameter, die mit dem gemischten Modell unter-
sucht wurden, werden als Mittelwert + Standardabweichung angegeben. Die Re-
sultate des Mann-Whitney-Tests werden als Median angegeben. Zur Vermei-
dung eines Beobachter-Bias wurde die Studienauswertung fiur den Auswerter
verblindet durchgefiihrt. Dabei wurden die Zahlencodes der dazugehorigen Un-
terbringungen der Mause strukturiert ausgetauscht und es wurde eine entspre-
chende Randomisierungsliste erstellt, die fir den Auswerter bis zur Komplettie-

rung der intravitalmikroskopischen Analysen nicht einsehbar war.

39



Ergebnisse

3. Ergebnisse

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass sich
eine Nachverfolgung der Angiogenese, LEI und Mikrozirkulation beim CBW als
Modell eines chronischen Knochendefekts durch intravitalmikroskopische Unter-
suchungen uber 4 Wochen sehr gut durchfiihren lasst. Dadurch war eine zuver-
lassige Datenerhebung von zentralen Parametern der Knochenheilung tber ei-
nen Zeitraum von 28 Tagen moglich. In den folgenden Abschnitten werden die

Resultate der durchgefiihrten Untersuchungen vorgestellt.

3.1 Makroskopische Beurteilung

Dabei ging es um eine Ermittlung des Zeitpunkts des Vorhandenseins von Ge-
falRstrukturen und des Auftretens einer ersten Perfusion von Gefal3en im kno-
chernen Wundareal. Nachdem bei der taglichen makroskopischen Inspektion
nach der erfolgten Praparation des chronischen Knochendefekts Gefal3schlau-
che und perfundierte Gefal3e festgestellt werden konnten, wurde der zeitliche Ab-
stand in Stunden zwischen der Praparation und der Feststellung des Befundes
berechnet. Der Median zur Sichtung makroskopisch detektierbarer Gefal3schlau-
che lag bei der PBG bei 3,5 d und bei der KTR bei 4 d (p = 0,1752). Die mediane
Zeitspanne flr die Detektion mindestens eines perfundierten Blutgefal3es lag bei
der PBG bei 4,5 d und bei der KTR bei 5 d (p = 0,5496). Es konnte also kein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen beim Erkennen von
ersten vaskularen Strukturen und einer ersten Perfusion festgestellt werden. In-
nerhalb der ersten 6 Tage zeigten alle Versuchstiere der PBG Anzeichen einer
ersten Perfusion im kndchernen Wundareal, wahrend dies bei 2 Tieren der KTR
nicht der Fall war. Eine graphische Darstellung der Dauer bis zur Detektion von
Gefal3strukturen und Perfusion findet sich in den Abbildungen 11 und 12. Die

dazugehdrigen Werte finden sich in den Tabellen 9 und 10.
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Abbildung 11: Graphische Darstellung des Nachweises von Geféstrukturen (Kaplan-Meier Schétzer).

Tabelle 9: Ubersicht zur erstmaligen Detektion von GefaRstrukturen

Gruppe |Tagl |Tag2 |[Tag3 |Tag4 |Tag5 |Tag6 |Insgesamt

PBG 0 0 6 5 1 0 12

KTR 0 0 3 4 4 0 11
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Nachweis perfundierter GefalRe (Tage)

Abbildung 12: Graphische Darstellung zum Nachweis einer vaskuléaren Perfusion.

Tabelle 10: Ubersicht zur erstmaligen Detektion von perfundierten BlutgefdRen

Gruppe Tagl |Tag2 |Tag3 |Tag4 |Tag5 |Tag6 |Insgesamt

PBG 0 0 2 4 4 2 12

KTR 0 0 0 2 5 2 9

3.2 Intravitalmikroskopie

Durch das Auftreten von hdmorrhagischen Arealen wurde die intravitalmikrosko-
pische Beurteilung des CBWs teilweise erschwert. Tabelle 11 liefert eine Uber-
sicht zur Anzahl der Tiere in den Versuchsgruppen, die die in der Methodik fest-
gelegten Qualitatskriterien fur die Einbeziehung in die entsprechende Analyse
erfullt haben. Dabei wird die Anzahl der eingeschlossenen Tiere pro Versuchstag

fur den untersuchten Parameter im Rahmen der IVM dargestellt.
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Tabelle 11: Ubersicht zur Anzahl der Tiere zu den untersuchten Parametern

Parameter IVM Tag 7 IVM Tag 14 IVM Tag 28
PBG KTR PBG KTR PBG KTR

FGD 9 7 12 11 12 9
D 9 6 11 11 12 9
WBZp 9 6 11 11 12 9
Fwsz 9 6 11 11 12 9
RBZc 9 6 11 11 12 9
WBZr 9 5 11 11 12 9
Y 9 6 11 11 12 9
Q 9 6 11 11 12 9

Bei der intravitalmikroskopischen Untersuchung konnte insbesondere am Tag 28
eine sehr prazise Darstellung der GefaRarchitektur sowohl in einer Ubersicht als
auch auf der Ebene einzelner Gefal3e erreicht werden. In den initialen Stadien
der Gewebeheilung wurde die intravitalmikroskopische Beurteilung teilweise
durch die bei diesem dynamischen Prozess entstehenden hamorrhagischen Are-
ale beeintrachtigt. Dadurch kann auch die eingeschrankte Erfassung von Para-

metern der Mikrozirkulation in der Kontrollgruppe erklart werden.

3.2.1 Angiogenese

Durch die Injektion der Fluoreszenzfarbstoffe FITC-Dextran und FITC-Albumin
war ein Nachweis perfundierter Geféal3e bei der IVM moglich. Dadurch konnte die
FGD bestimmt werden, wodurch auch eine Evaluation der Vaskularisation des
knéchernen Wundbettes durchgefuhrt werden konnte.

Dabei konnte bei den drei intravitalmikroskopischen Untersuchungen im Verlauf
in beiden Gruppen ein Anstieg der FGD nachgewiesen werden (p < 0,0001). Au-

Rerdem ergab sich im Gruppenvergleich ein signifikanter Unterschied bei der
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FGD (p = 0,0450) mit einer hoheren funktionellen Gefal3dichte bei der PBG. Eine
Interaktion zwischen den festen Effekten des Untersuchungszeitpunkts und der
Gruppenzugehdrigkeit konnte allerdings nicht ermittelt werden. Bei einem signi-
fikanten Gruppenunterschied ergab sich allerdings ein paarweiser Vergleich, bei
dem eine signifikant hohere Gefalldichte an Tag 28 in der PBG in Relation zur
KTR detektiert werden konnte (p =0.0111). Eine graphische Darstellung der Ein-
zelwerte der FGD fur beide Gruppen an den drei intravitalmikroskopischen Un-
tersuchungstagen findet sich in der Abbildung 13 und eine Auflistung der dazu-

gehdorigen Werte findet sich in der Tabelle 12.

Zeitpunkt: p<0,0001
Gruppe: p=0,0450
Interaktion: p=0,9312
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Abbildung 13: Graphische Darstellung der FGD an den einzelnen Versuchszeitpunkten.
Die Behandlung des Knochendefekts mit CAP flihrte zu einer intensivierten Angiogenese in
der PBG (gemischtes Modell mit paarweisen Vergleichen nach Sidak; individuelle Werte;
Mittelwert und Standardabweichung).
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Tabelle 12: Ergebnisse der FGD (mm/mm2; Mittelwert + Standardabweichung) an den einzelnen Versuchs-

tagen
Versuchstag PBG KTR
7 61,9 +28,1 56,4 + 31,7
14 98,7 +18,1 78,6 £ 25,9
28 145,3+9,3 128,6 + 12,2

3.2.2 Leukozyten-Endothel-Interaktion

Es ergab sich ein Anstieg der Gesamtzahl der Leukozyten Uber die Zeit ohne

einen Nachweis eines Gruppenunterschieds (Abbildung 14 und Tabelle 13).

Zeitpunkt: p=0,0118
Gruppe: p=0,9198
Interaktion: p=0,9910
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Abbildung 14: Graphische Darstellung des FWBZ an den einzelnen Versuchszeitpunkten.
(gemischtes Modell mit paarweisen Vergleichen nach Sidak; individuelle Werte; Mittelwert und
Standardabweichung).
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Tabelle 13: Ergebnisse des FWBZ (Zellen/mm?2/s; Mittelwert + Standardabweichung) an den einzelnen Ver-

suchstagen
Versuchstag PBG KTR
7 486,4 + 330,6 473,5+123,2
14 589 + 184,8 594,36 + 343,9
28 715,2 + 242,8 747,6 £ 252,8

Die Anzahl der Leukozyten im Rolling-Prozess blieb Gber die Zeit hinweg stabil

und es gab ebenfalls keine Hinweise auf eine hohere Anzahl von WBZr in der

PBG (Abbildung 15, Tabelle 14).
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Abbildung 15: Graphische Darstellung der Anzahl der WBZr an den einzelnen Versuchszeitpunkten.

(gemischtes Modell mit paarweisen Vergleichen nach Sidak; individuelle Werte; Mittelwert und

Standardabweichung).
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Tabelle 14: Ergebnisse der WBZR (%; Mittelwert + Standardabweichung) an den einzelnen Versuchstagen

Versuchstag PBG KTR

7 46,4 + 18,6 40,3+ 8

14 445+ 8 41,19 +9,3
28 43,4 + 8,8 38,3+7,8

Die Zelldichte nahm im Beobachtungszeitraum in beiden Gruppen zu (p =
0,0075), jedoch ergaben sich in der PBG signifikant héhere Werte als in der KTR
(p = 0,0381). Beim angeschlossenen paarweisen Vergleich konnte eine héhere
WBZp in der PBG am Tag 7 nachgewiesen werden (p = 0,0443; Abbildung 16,

Tabelle 15).
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Zeitpunkt: p=0,0075
Gruppe: p=0,0381
Interaktion: p= 0,2715
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Abbildung 16: Graphische Darstellung der WBZp an den einzelnen Versuchszeitpunkten.
Die Behandlung des Knochendefekts mit CAP flhrte zu einer héheren Anzahl von Leukozy-
ten, die fest am Endothel anhafteten (gemischtes Modell mit paarweisen Vergleichen nach
Sidak; individuelle Werte; Mittelwert und Standardabweichung).

Tabelle 15: Ergebnisse des WBZD (Zellen/mm?; Mittelwert + Standardabweichung) an den einzelnen Ver-
suchstagen

Versuchstag PBG KTR

7 152,6 + 54,4 82,7 +100,9
14 157,7 £ 47,3 144,4 + 33,1
28 192,5 £+ 55,7 156,7 +41,1

3.2.3 Rheologische Parameter

Alle fiir die LEI und die Rheologie untersuchten Gefalde wiesen einen Durchmes-

ser im vorher definierten Toleranzbereich von 30 um + 10 pum auf (siehe Kapitel
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2.4.3.2). Bei der statistischen Auswertung ergab sich eine signifikante Interaktion
zwischen der Zeit und den Untersuchungsgruppen. Der dazugehorige post-hoc
Test zeigte dabei einen Unterschied zwischen den beiden Versuchsgruppen am
Tag 7 (p = 0,0456). Eine graphische Darstellung findet sich in der Abbildung 17

und eine Ubersicht zu den dazugehdérigen Werten findet sich in der Tabelle 16.

Zeitpunkt: p=0,0012
Gruppe: p=0,9559
Interaktion: p<0,0001
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Abbildung 17: Graphische Darstellung von D an den einzelnen Versuchszeitpunkten.
Die GefalRdurchmesser entsprachen dem vorher definierten Toleranzbereich von 30 um + 10
pum, wobei zusétzlich zur signifikanten Interaktion ein Gruppenunterschied beim paarweisen
Vergleich am Tag 7 vorlag (gemischtes Modell mit paarweisen Vergleichen nach Sidak; indi-
viduelle Werte; Mittelwert und Standardabweichung).
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Tabelle 16: Ergebnisse des ermittelten Durchmessers (um; Mittelwert + Standardabweichung) an den ein-
zelnen Versuchstagen

Versuchstag PBG KTR

7 26+ 3,6 32+4,1
14 28,2+4.72 26,1+2,8
28 32,1+3 28,9+3,1

Es ergab sich ein Anstieg des Blutflusses in der PBG bei einer gleichzeitigen
Reduktion in der KTR, was statistisch durch eine signifikante Interaktion der Ef-
fekte des Zeitpunkts und der Gruppe gestutzt wird (Abbildung 18, Tabelle 17).

Zeitpunkt: p=0,0089
Gruppe: p=0,7662
Interaktion: p=0,0009
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Abbildung 18: Graphische Darstellung von Q an den einzelnen Versuchszeitpunkten.
Statistisch wurde in der PBG ein Anstieg von Q Uber die Versuchsdauer beobachtet, wahrend
Q in der KTR abnahm. Es ergab sich beim paarweisen Vergleich jedoch kein signifikanter
Gruppenunterschied an den einzelnen Versuchstagen (gemischtes Modell mit paarweisen
Vergleichen nach Sidak; individuelle Werte; Mittelwert und Standardabweichung).
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Tabelle 17: Ergebnisse zu Q (pl/s; Mittelwert + Standardabweichung) an den einzelnen Versuchstagen

Versuchstag PBG KTR

7 304,1 +£192,4 513,6 +164,9
14 350,2 + 240,5 2754 +125,4
28 447,8 £175,5 388,9 +£175,2

Die zentrale FlieRgeschwindigkeit der Erythrozyten war bei allen intravitalmikro-
skopischen Untersuchungen konstant und es ergab sich kein signifikanter Unter-

schied zwischen den beiden Gruppen (Abbildung 19, Tabelle 18).

Zeitpunkt: p=0,2572
Gruppe: p=0,5487
Interaktion: p=0,6065
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Abbildung 19: Graphische Darstellung der RBZc an den einzelnen Versuchszeitpunkten.
(gemischtes Modell mit paarweisen Vergleichen nach Sidak; individuelle Werte; Mittelwert und
Standardabweichung).
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Tabelle 18: Ergebnisse der RBZG (um/s; Mittelwert + Standardabweichung) an den einzelnen Versuchsta-

gen
Versuchstag PBG KTR
7 533,6 £ 245 627,6 £ 96,8
14 506,5 + 158,3 500 + 183,7
28 539,2 £155,4 575,6 +133,3

Die Scherrate war an allen Untersuchungszeitpunkten gleich und wurde nicht
durch eine Plasmabehandlung des CBWs beeinflusst (Abbildung 20, Tabelle 19).

Zeitpunkt: p=0,5520
Gruppe: p=0,4707
Interaktion: p=0,4774
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Abbildung 20: Graphische Darstellung von y an den einzelnen Versuchszeitpunkten.
(gemischtes Modell mit paarweisen Vergleichen nach Sidak; individuelle Werte; Mittelwert und
Standardabweichung).
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Tabelle 19: Ergebnisse von y (1/s; Mittelwert + Standardabweichung) an den einzelnen Versuchstagen

Versuchstag PBG KTR

7 162,9 + 64,6 158,9 + 29,97
14 141,3 + 23,3 151,6 + 53,1
28 134,6 + 38,4 160 + 25,7

3.3 Histologische Préparate

Durch die fur die immunhistochemischen Reaktionen erforderliche Vorbehand-
lung kam es zu einer Beeintrachtigung der feingeweblichen Architektur. Dadurch
wurde ein schmaler Knochenspalt, der den Wunddefekt zu Beginn bedeckte, auf
den histologischen Schnitten mehrfach abgetragen, wodurch kein reprasentativer
Vergleich der Vaskularisation im Wundareal zwischen den beiden Versuchsgrup-
pen mdglich war. Auch eine prinzipielle Vergleichbarkeit mit der FGD anhand der
IVM erweis sich dann als nicht mehr sinnvoll, weil die intravitalmikroskopische
Ermittlung der Vaskularisation unmittelbar am Wundrand begann (Abbildung
10B). Bei der histologischen Beurteilung des tibrigen Wundareals durch das Insti-
tut fir Pathologie der Universitatsmedizin Greifswald ergaben sich keine Unter-
schiede bei der Vaskularisation. Deshalb wurden die angefertigten histologischen
Praparate nur deskriptiv interpretiert. Die histologische Aufarbeitung lieferte da-
bei zumindest den Nachweis von Blutgefal3en, die den Wundbereich des Kno-
chens umgaben. Zur Beschreibung des Wundareals liefern die Abbildungen 21-

23 eine Darstellung der verwendeten histologischen Farbetechniken.
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Abbildung 21: Anti-CD-34-Farbung des Knochendefekts 28 Tage nach der Praparation des CBWSs.
Das Praparat entstammt von einem Tier der KTR. Blutgefal3e, die durch Anti-CD-34 markiert
sind (bg), sind von dem Granulationsgewebe umgeben (gg). An diesen Bereich grenzt das
Knochenmark (km). Skalierung: 100 ym, Schnittdicke: 1 pm.
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Abbildung 22: Hamatoxylin-Eosin-Farbung des Knochendefekts 28 Tage nach der Praparation des CBWs.
Das Praparat entstammt von einem Tier der PBG. Es handelt sich um das gleiche Tier wie in
Abbildung 23. Der trabekulare Knochen (tb) ist von BlutgefalRen (bg) durchzogen und wird
von einer Schicht vaskularisierten (g) Granulationsgewebe (gg) bedeckt. Skalierung: 100 ym,

Schnittdicke: 1 um.
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Abbildung 23: Elastika-van-Gieson-Farbung des Knochendefekts 28 Tage nach der Préparation des CBWs.
Das Praparat entstammt von einem Tier der PBG Kollagenfasern. Es handelt sich um das
gleiche Tier wie in Abbildung 22. Es zeigen sich Kollagenfasern (kf) des Knochengewebes,
welche von GefaRen (bg) durchzogen werden. Aufliegend findet sich Granulationsgewebe

(g9), welches von einzelnen GefalRen durchzogen ist. Skalierung: 100 ym, Schnittdicke: 1 ym.
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4. Diskussion

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass das Hauptziel der vorliegenden
Studie, namlich die Weiterentwicklung des CBWs zu einem Modell fir die Beur-
teilung der Mikrozirkulation bei einem Knochendefekt, erreicht werden konnte.
AulRerdem konnte nachgewiesen werden, dass mogliche Effekte einer lokalen
Therapie des chronischen Knochendefektes mit diesem Modell untersucht wer-
den kénnen, wobei auf das Beispiel des CAPs zurtickgegriffen wurde. Dabei war
eine intravitalmikroskopische Beurteilung der Gefal3dichte, der LEI und der Rhe-
ologie moglich. AulRerdem konnten bei diesem Modell Gewebeproben fir ergan-
zende histologische Untersuchungen entnommen werden. In Abhangigkeit vom
ausgewahlten Farbeverfahren kénnen dadurch die in vivo ermittelten Parameter
durch eine histologische Darstellung des knéchernen Wundareals sinnvoll er-
ganzt werden. Die Behandlung der Wunde mit kaltem Plasma mit der hier einge-
setzten Dosis und Dauer zeigte im Rahmen eines randomisierten, kontrollierten
und einfach verblindeten Studiendesigns positive Effekte auf die Angiogenese
und die LEI. Im Folgenden werden sowohl die Methode als auch die Resultate

bei der Anwendung von CAP im CBW ausfuhrlich und kritisch diskutiert.

4.1 Die Verwendung des in-vivo-Modells

Eine Beurteilung der Mikrozirkulation im dynamischen Prozess der Knochenhei-
lung ist mit hohen Anforderungen an ein wissenschaftliches Modell verbunden.
Gerade bei einer erganzenden Evaluation eines moglichen Therapieeffekts sind
dabei prazise qualitative und quantitative Messmethoden erforderlich. Die kom-
plexe Regulation der einzelnen Phasen der Knochenheilung kann nach dem ak-
tuellen Kenntnisstand am besten in einem in-vivo-Modell dargestellt werden (Gao
et al., 2023). Sowohl die chemotaktische Stimulation der Leukozyten als auch die
prinzipielle Perfusion des Wundareals bilden zentrale Aspekte der Knochenhei-
lung und kénnen in einem in-vivo-Modell untersucht werden. Alle wichtigen Pa-
rameter kénnen in diesem Zusammenhang auch unter Beriicksichtigung der

Rheologie erfasst werden.

Die vorliegende Studie wurde unter Bertcksichtigung der Vorgaben zum Um-
gang mit Versuchstieren durchgefihrt, die in der Verordnung zum Schutz der zu
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Versuchszwecken oder zu anderen wissenschaftlichen Zwecken verwendeten
Tiere (Tierschutz-Versuchstierverordnung, TierSchVersV) geregelt werden. Es
ergaben sich bei der Betreuung der Tiere keine Anzeichen fur das Empfinden
von Schmerz oder Stress. Die Behandlung des CBWs unmittelbar nach seiner
Praparation durch CAP fuhrte zu keinen Ausféallen im Verlauf des Versuches,
wodurch die prinzipielle Eignung dieses Modells zur Evaluation von Effekten ei-

ner Applikation von gewebevertraglichem Plasma bestétigt werden konnte

Fur die Applikation des CAPs wurde der kINPen® MED verwendet, der sich bei
der Applikation von kaltem Atmospharendruckplasma in der medizinischen For-
schung und nach der Zulassung als Medizinprodukt auch in der klinischen Ver-
sorgung etabliert hat. Dabei erfolgte die Verabreichung von CAP sowohl in Zell-
kulturen als auch im Tiermodell (Tornin et al., 2021, He et al., 2020). Wegen der
guten Vertraglichkeit in den in-vivo-Studien wurde diese Technik bereits in einer
klinischen Studie zur Therapie von Wunden des Weichgewebes im menschlichen
Kdrper eingesetzt (Strohal et al., 2022). In der vorliegenden Studie ergaben sich
auch beim CBW einschliellich der sensiblen freigelegten Hirnhaute keine lokalen

Irritationen.

Die Praparation des CBWs erfolgte in den Grundziigen nach dem etablierten Mo-
dell von Forbes (1928) und ermdglichte eine Beobachtung der Mikrozirkulation
bei einem chronischen Knochendefekt tiber mehrere Wochen. Durch die in der
vorliegenden Arbeit erfolgte Modifikation des Modells konnte ein chronischer
Knochendefekt etabliert werden. Das CBW konnte erfolgreich unter Analgosedie-
rung prapariert werden und fuhrte in der Studie Uber 28 Tage zu keinem detek-

tierbaren Stress bei den Versuchstieren.

Fir das Modell eines chronischen Knochendefekts werden in der Literatur auch
andere Methoden beschrieben, die sich in der GréR3e und Lokalisierung des De-
fekts vom dem in der vorliegenden Studie verwendeten CBW unterscheiden.
Prinzipiell kbnnen bei der Beurteilung von Knochendefekten Modelle mit einer
vollstdndigen Durchtrennung des Knochens von solchen mit einer regionalen Un-
terbrechung des Knochens unterschieden werden. Dabei konnte bereits in vor-
herigen Studien ein nicht trepanierender Defekt im Bereich der Schédelkalotte
etabliert werden, wobei die Eindringtiefe zum Knochenmark hin begrenzt wurde
(Holstein et al., 2011). Die Methode eines trepanierenden Knochendefekts mit
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einem Durchmesser von 2,5 mm zur Beurteilung einer Knochenheilung anhand
einer radiologischen und histologischen Bildgebung konnte bei einem lateralen
Schadeldefekt etabliert werden (Samsonraj et al., 2017). Bei diesem Modell
konnte bei einer Nachverfolgung von 4 Wochen ein beginnender Verschluss der
Schadelkalotte festgestellt werden, weshalb die Eignung dieser DefektgroRe fur
eine Beurteilung der Mikrozirkulation aktuell unklar erscheint. Neben dem Scha-
deldach wurden auch Untersuchungen zur Knochenheilung am Femur durchge-
fuhrt (Haffner-Luntzer et al., 2020). Bei diesen Studien sollte allerdings darauf
hingewiesen werden, dass es dabei zu einer Immobilisierung kommen kann.
Denn durch die Veranderungen bei der Knochenheilung kann sich auch die ge-
wohnte mechanische Belastung des Knochens verandern, was sich negativ auf
die Anatomie im umliegenden und unversehrten Areal auswirken kann (Liu et al.,
2022). AuRerdem ist die Immobilisation mit Risiken fir eine Einschrankung der
Mikrozirkulation verbunden (Gorizontova und Chernukh, 1976). Durch die Anato-
mie des Femurs erscheint das Ausmal} des Defekts als starker begrenzt als beim
CBW, wodurch die Etablierung gréf3erer Knochendefekte limitiert wird. Das vor-
liegende Tiermodell bietet einen neuen Ansatz fur die Beobachtung grol3erer
Knochendefekte, weil der Knochendefekt zu keiner Einschrankung der Mobilitat
der Tiere fuhrt. Deshalb ist auch eine Verénderung der beschriebenen mechani-
schen Belastung des Defektareals unwahrscheinlich. Als ein Risikofaktor des
Modells sollte allerdings die Mdglichkeit einer Lasion des zentralen Nervensys-
tems erwahnt werden. Die Préaparation des CBWSs erfordert wegen der sensiblen
Nahe zum Gehirn ein hohes technisches Geschick und Feingefiihl. Denn eine
Lasion des Gehirns oder der Meningen kann zu ausgepragten Blutungsereignis-
sen fuhren, die mit einer letalen Konsequenz verbunden sein kénnen (Zhu et al.,
2014). Eine strukturelle Lasion des Gehirns birgt ebenfalls das Risiko von
schwerwiegenden Verhaltensdnderungen. Da bei der Praparation auch das Kno-
chenmark des Schadeldachs durchtrennt wird, traten beim chirurgischen Vorge-
hen kleinere Blutungen auf. Aul3erdem konnten beim Abheben des knéchernen
Praparationsareals Blutungen durch eine L&sion des Sinus sagittalis superior be-
obachtet werden, die durch eine vorsichtige Verwendung steriler Watte ohne eine

Kompression des Gehirns gestillt wurden.
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Die Abdeckung des etablierten Knochendefekts ermdglichte eine gute visuelle
Beurteilbarkeit und zwar sowohl bei der makroskopischen als auch bei der mik-
roskopischen Bildgebung. Aul3erdem wurde durch die Befestigung des Deckgla-
ses am Schadelknochen durch ein Zement-Klebstoff-Gemisch eine sekundére
Manipulation am Knochendefekt ausgeschlossen. Dartber hinaus konnte das
CBW sehr gut auf das eventuelle Vorhandensein lokaler Infektionen beurteilt wer-
den, da sie sich durch eine eitrig-entziindliche Reaktion in dem mit isotonischer
Kochsalzlsung geflillten Defektareal abgegrenzt hatten. Weil davon ausgegan-
gen werden kann, dass eine Infektion des Wundareals einen relevanten Einfluss
auf die dortige Mikrozirkulation entfaltet hatte, konnte dieser Storfaktor dadurch
klinisch ausgeschlossen werden (Hernandez et al., 2013), weshalb eine Lokalin-
fektion auch als Ausschlusskriterium definiert wurde.

Die Injektion von Fluoreszenzfarbstoffen Giber die Schwanzvene der Maus bildet
ebenfalls ein etabliertes Konzept, das in der vorliegenden Studie adaquat umge-
setzt werden konnte (Resch et al., 2019). Durch die Analgosedierung der Maus
konnte eine schmerzfreie und préazise Punktion des vendsen GefalRes durchge-
fuhrt werden. Aul3erdem handelt es sich bei den verwendeten Farbstoffen FITC-
Dextran, FITC-Albumin und Rhodamin um innerhalb von intravitalmikroskopi-
schen Studien etablierte Praparate (Thorball, 1981, Wu et al., 2021, Audi et al.,
2020). Beim Farbstoff Rhodamin ist allerdings wegen der Phototoxizitat dieser
Verbindung eine besondere Vorsicht geboten, weshalb in der vorliegenden Stu-
die der Beobachtungszeitraum pro Gefal3 auf 30 s reduziert wurde (Saetzler et
al., 1997). Die Substanz lagert sich in den Mitochondrien von Zellen ab, wodurch
die Leukozyten von den kernlosen Erythrozyten abgegrenzt werden kénnen. Da-
bei sollte allerdings beachtet werden, dass Mitochondrien bei Mausen auch in
Thrombozyten vorkommen (Ma et al., 2020), weshalb Artefakte oder sogar Fehl-
annotationen von Leukozyten theoretisch mdéglich sind. Auch ein Verbund von
Thrombozyten, der beispielsweise bei der Gerinnung im intravaskularen Raum
entstehen konnte, konnte falschlicherweise als Sticker ausgewertet werden.
Auch bei einem nicht zentralen Fluss oder bei intravaskularen Verwirbelungen
kénnten Thrombozyten falschlicherweise als Leukozyten gezahlt werden. Des-
halb sollte gerade die Betrachtung der LEI unter Verwendung von Rhodamin kri-

tisch betrachtet werden. In der vorliegenden Arbeit wurden nur fluoreszierende

60



Diskussion

Zellen als Leukozyten erfasst, wenn sie visuell durch ihre Gro3e und Anatomie

klar als solche identifizierbar waren.

Durch die zligige Applikation der Farbstoffe tber die Schwanzveneninjektion und
die sich daraus ergebenden guten Untersuchungsbedingungen wahrend der IVM
konnte die Dauer der Analgosedierung maoglichst gering gehalten werden. Der
gesamte Beobachtungszeitraum von 15 Minuten und die begleitende thermische
Kreislaufstabilisierung durch die Warmematte ermdglichten rasche Aufwachre-

aktionen und eine damit verbundene schnelle Mobilisierung der Versuchstiere.

4.2 Effekte bei der Anwendung von kaltem Atmospharendruck-

plasma

In der vorliegenden Arbeit wurde die friihe Vaskularisation des kndchernen
Wundareals einer genauen makroskopischen Beurteilung unterzogen, die dann
durch eine gquantitative und qualitative Beurteilung im Rahmen der IVM ergéanzt

wurde. Im Folgenden werden beide Methoden und die Ergebnisse diskutiert.

421 Makroskopie

Die Angiogenese ist ein entscheidender Faktor bei der Wiederherstellung der
knochernen Struktur nach einer Lasion. In der vorliegenden Arbeit sollte unter-
sucht werden, ob eine unmittelbar nach dem Entstehen des Defekts durchge-
fuhrte lokale Therapie mit CAP die Angiogenese im kndchernen Wundareal for-
dern kann. Dabei erschien das Auftreten durchbluteter Gefal3e in absoluten Zah-
len in der PBG geringer als in der KTR, wobei sich allerdings kein Hinweis auf
eine statistische Signifikanz ergab. Bei der makroskopischen Untersuchung
zeigte sich in der ersten Woche nach der Etablierung des CBWs keine sichtbare
Gefalbildung als Ergebnis eines moglichen forderlichen Effekts von CAP. Aller-
dings konnten bei der makroskopischen Beurteilung bei 12 Tieren der PBG per-
fundierte Gefal3systeme festgestellt werden, wahrend es in der KTR nur 9 waren,
was als ein Hinweis auf einen forderlichen Effekt der CAP verstanden werden
kénnte. Diese Unterschiede konnten allerdings innerhalb der vorliegenden Studie

durch eine makroskopische Untersuchung nicht statistisch bestatigt werden.

Im Rahmen des physiologischen Ablaufs der Wundheilung zeigten sich am Ende

der inflammatorischen Phase in beiden Gruppen erste vaskulare Strukturen , was
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den Beobachtungen in vorherigen wissenschaftlichen Studien entspricht, die
ebenfalls eine frihe Vaskularisation des Wundareals feststellen konnten

(Maruyama et al., 2020).

422 Der Einfluss auf die funktionelle GefaRRdichte

Bei der IVM konnte ein Anstieg der funktionellen Gefal3dichte als Hinweis auf
eine erfolgende Angiogenese Uber den Verlauf der Zeit in beiden Gruppen nach-
gewiesen werden, wobei die Angiogenese in der PBG starker ausgepragt war als
in der KTR. Dieser Unterschied zeigte sich insbesondere am Tag 28 durch den

signifikanten Gruppenunterschied in der post-hoc Analyse.

Dieses Ergebnis kdnnte darauf hinweisen, dass die Behandlung einen mal3geb-
lichen Einfluss auf die weitere Heilung des Knochendefekts haben kénnte (Lu et
al., 2006). Dabei konnte bereits nachgewiesen werden, dass eine Forderung der
Angiogenese zu einer Verbesserung der knéchernen Regeneration nach einer
Lasion beitragen kann (Street et al., 2002). Die Vaskularisation eines Kno-
chendefekts ist vor allem bei chronischen Lasionen wichtig. Denn in diesem Zu-
sammenhang zeigte sich, dass eine mangelnde Gefallversorgung das Risiko fur
die Entstehung eines persistierenden Knochendefekts erhoht (Carulli et al.,
2013). Auch das Risiko fur die Entstehung von Pseudarthrosen nimmt bei einer
unzureichenden Vaskularisation zu (Hermanns-Sachweh et al., 2005). Dabei
konnte nachgewiesen werden, dass dieses Risiko durch eine Forderung der Ge-

fallversorgung wiederum verringert werden kann (Kim et al., 2016).

In vorherigen in-vitro-Studien zeigte sich bei einer CAP-Applikation eine hdhere
Sekretion von VEGF als einem der wichtigen Vertreter der pro-angiogenetischen
Faktoren (Arndt et al., 2018). Dieses Ergebnis konnte auch durch in-vivo-Unter-
suchungen bestatigt werden, in denen die Angiogenese durch eine lokale Thera-
pie einer Wunde des Weichgewebes gefoérdert werden konnte, wodurch in den
gesammelten Proben eine héhere Konzentration von VEGF nachgewiesen wer-
den konnte. Der forderliche Einfluss einer Behandlung mit CAP auf die Angioge-
nese wurde sowohl in den bisherigen zellularen Modellen als auch anderen in-
vivo-Modellen zu Weichgewebsléasionen und dabei auch im Knochen bestatigt.
Dabei wurde neben einer einmaligen Applikation auch eine wiederholte Lokalthe-

rapie mit CAP im Wundbereich eingesetzt (Betancourt-Angeles et al., 2017).
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4.2.3 Die Wirkung auf die Leukozyten-Endothel-Interaktion

Uber den forderlichen Einfluss auf die Angiogenese hinaus ergaben sich auch
Effekte auf die immunologische Reaktion bei der Mikrozirkulation des knécher-
nen Defekts. Beim Fwsz zeigte sich in den beurteilten vendsen Gefal3en ein An-
stieg Uber die Zeit, der auf eine Mobilisation von Zellen des Immunsystems im
Rahmen von knéchernen Lasionen verweist (Loi et al., 2016). Bei diesem Para-
meter ergaben sich aber keine Gruppenunterschiede. Beim WBZr traten keine
Veréanderungen tber den Beobachtungszeitraum auf und es konnten auch keine
Unterschiede zwischen den beiden Gruppen festgestellt werden. Es konnte aller-
dings eine signifikant hohere WBZp in der PBG im Vergleich mit der in der KTR
nachgewiesen werden. Aul3erdem zeigte sich in der post-hoc Analyse am Tag 7
ein signifikanter Gruppenunterschied. Zusammenfassend verweisen die Ergeb-
nisse auf eine Forderung der LEI im plasmabehandelten Bereich, es ergab sich
aber keine Evidenz fur eine hohere Gesamtzahl von Leukozyten in der PBG. Ins-
besondere die feste Adhasion der Leukozyten, die der Migration in das perivas-
kulare Gewebe vorausgeht, wurde in der PBG erhoht.

Die kndcherne Wundheilung beruht auf der Einleitung einer regional kontrollier-
ten inflammatorischen Situation. Das Voranschreiten des Heilungsprozesses
kann dabei durch eine Intensivierung der LEI Gber die gewahlten Untersuchungs-
zeitpunkte erklart werden (Loi et al., 2016). Dabei kann die Zunahme der gesam-
ten Leukozytenzahl, wie sie beispielsweise bei einem Infekt oder septischen Ver-
l&ufen auftritt, von der Bindungsaffinitat der Leukozyten gegeniiber dem Endothel
unterschieden werden (Farkas, 2020). Weil das CBW steril prapariert wurde und
es keine Hinweise auf eine Lokalinfektion gab, was auch zu einem Ausschluss
des entsprechenden Versuchstiers gefihrt hatte, kann davon ausgegangen wer-
den, dass die LEI nicht durch eine Infektion des Praparationsareals beeinflusst
wurde. Wie bereits erlautert wurde, kommt den verschiedenen Subtypen der Leu-
kozyten eine zentrale Rolle bei der Heilung des Knochengewebes zu. Deshalb
beschéftigen sich experimentelle Evaluationen von Therapien in der Orthopadie
und Unfallchirurgie verstarkt mit einer Beeinflussung der LEI und der Leukozyten.
Die in das perivaskulare Wundgewebe migrierten Leukozyten verfligen Uber die
Féahigkeit der Sezernierung von pro-angiogenen Faktoren, was bereits in experi-

mentellen Ansatzen aufgegriffen wurde und zu einer Unterstiitzung der Knochen-
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heilung gefuhrt hat (Bucher et al., 2022). Neben einer Steigerung der sekretori-
schen Aktivitat der Leukozyten im Wundgewebe kann auch eine quantitative Er-

hoéhung dieser Zellen ein moglicher Therapieansatz sein.

In der PBG kann also eine Forderung der Angiogenese durch die intensivierte
LEI angenommen werden. Wenn die Leukozyten die Diapedese abgeschlossen
haben, dann sezernieren sie pro-angiogene Substanzen und tragen dadurch zur
Knochenheilung bei (Ratajczak et al., 2018). Die ebenfalls stattfindende Prozes-
sierung der Bindegewebsmatrix bildet dabei einen weiteren wesentlichen Mecha-
nismus, der die Ausdehnung der neu gebildeten Blutgefal3e fordert. Dartber hin-
aus wurde auch eine verstarkte Migration von Leukozyten in der initialen Entzin-
dungsphase, die am Untersuchungstag 7 festgestellt wurde, als pradiktiver Mar-
ker fir eine bessere Knochenheilung beschrieben (Bucher et al., 2022). Aul3er-
dem kann die Behandlung mit CAP zu einer Erh6hung der Konzentrationen von
VEGF fuhren. In vorherigen Studien konnte nachgewiesen werden, dass diese

Verbindung zu einer Intensivierung der LEI fihren kann (Detmar et al., 1998).

4.2.4 Die Bestimmung der Rheologie

Bei jeder intravitalmikroskopischen Untersuchung wurden unterschiedliche rheo-
logische Parameter beurteilt. Denn eine Intensivierung der LEI kann auch auf
eine verstarkte Perfusion zurtckzufihren sein. Dabei lag der Durchmesser der
eingeschlossenen vendsen Gefal3e zwar im vorher definierten Toleranzbereich,
statistisch ergab sich allerdings kein Gruppenunterschied. Dies lasst sich damit
erklaren, dass nicht immer Gefal3e mit einem Durchmesser von 30 um gefunden
wurden. Durch den Toleranzbereich konnte allerdings sichergestellt werden,
dass grundsatzlich Messungen der LEI und der Rheologie mdglich waren. Da die
Scherrate jedoch an jedem Versuchstag in den beiden Gruppen gleich war,
konnte ein rheologischer Einfluss auf die LEIl ausgeschlossen werden.

Der Durchmesser eines untersuchten Gefal3areals bildet einen zentralen Aspekt
bei der Untersuchung weiterer rheologischer Variablen (Kuhnle et al., 1995).
Deshalb sind Effekte der CAP-Behandlung auf die LEI nur dann verlasslich, wenn
die Perfusion in den untersuchten Arealen vergleichbar ist. Daher wurden nur

vendse Gefale mit einem definierten GefalRdurchmesser untersucht. Der festge-
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legte Toleranzbereich von D = 30 um + 10 um wurde bereits in vorherigen Unter-
suchungen zur LEI eingesetzt (Wang et al., 2006). Bei der Ermittlung des Ge-
falkdurchmessers ist es von grof3er Bedeutung, dass Gefal3e keine idealisierten
geometrischen Zylinder darstellen, sondern der GefalRdurchmesser regional in
einem Gefald auf kurzer Distanz schwanken kann. Fur eine mdglichst prazise
Analyse der Rheologie orientierte sich die vorliegende Arbeit an der Vorgabe von
Kuhnle et al. (1995), dass bei der Untersuchung der LEI und der Rheologie nur
parallel zur Oberflache verlaufende Gefalie verwendet werden sollten. Auch Tor-
quierungen der GefalRe kdnnen zu einer Beeinflussung der Rheologie fuhren,
weswegen nur linear verlaufende GefaRe beurteilt wurden. Uber die Zeit ergaben
sich in beiden Gruppen Unterschiede beim Durchmesser und bei der Perfusion
der untersuchten Gefal3e. Weil es bei der Blutflussgeschwindigkeit, der Scherrate
und der Anzahl der erfassten Leukozyten keine Unterschiede gab, erscheint ein

Vergleich der LEI zwischen beiden Gruppen dennoch als mdglich.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass es bei einzelnen Blutgefal3en zu
einer Erhohung der WBZp kam, ohne dass durch die Perfusion Fwsz beeinflusst
wurde. AulRerdem konnte keine Erh6hung der mechanischen Krafte am Endothel
festgestellt werden. Wegen der Normierung der LEI auf die Oberflache des En-
dothels erscheint eine rezeptorvermittelte Intensivierung als wahrscheinlich. Auf-
grund des fehlenden Gruppenunterschieds bei der WBZr kann angenommen
werden, dass bei der PBG insbesondere die Adhasionsprozesse gefordert wur-
den, bei denen die Leukozyten wahrend der LEI in das wichtige Stadium des

Stickings uberfltihrt werden.

425 Die histologischen Préaparate

Das Modell des CBWs bietet neben der Durchfuihrung einer in-vivo-Bildgebung
auch die Mdglichkeit einer Gewinnung von Probenmaterial fur histopathologische
Analysen. Dieses Material kann dann in weiteren Analysen aufgearbeitet und fir
die Validierung der vorherigen Beobachtungen herangezogen werden. Dabei
konnen die ex-vivo-Analysen fur eine Detektion mechanistischer Aspekte ver-
wendet werden, wodurch ein besseres Verstandnis der Beobachtungen in der in-
vivo-Untersuchung ermdglicht werden kann. Dadurch kann ein Zusammenhang
zwischen den Beobachtungen am lebenden Modell und einem flr die Wundhei-

lung wichtigen Mechanismus hergestellt werden. Besonders wichtig ist hier die
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Option einer histologischen Visualisierung des in vivo beobachteten Areals,
wodurch eine erganzende Darstellung der beteiligten Gewebe mdoglich ist. Des-
halb wurden nach dem Abschluss der IVM am Tag 28 die Mauseschéadel einer
histologischen Aufarbeitung zugefuhrt. Dadurch sollte sowohl eine Validierung
der Beobachtungen zur Gefalidichte in der IVM als auch eine feingewebliche
Analyse des Wundareals erfolgen. Die verwendeten Farbungen bieten eine ge-
nerelle Ubersicht zur Gewebezusammensetzung (HE), eine Fokussierung auf
kollagenerge Strukturen der Knochenheilung (EvG) und eine Hervorhebung der
neu entstandenen BlutgefaRe (antiCD34) (Feldman und Wolfe, 2014, Oniji et al.,
2020, Baur et al., 2000). Daran zeigt sich die Bedeutung der Schnittstelle zwi-
schen in-vivo- und in-vitro-Untersuchungen im Modell des CBWs, was eine ent-
scheidende Starke dieser Methode bildet. Gerade fir Modelle der Knochenhei-
lung erscheint diese Schnittstelle als besonders interessant, weil sich durch die
Komplexitat dieses Prozesses gelegentlich Diskrepanzen zwischen den in-vitro-
und in-vivo-Beobachtungen ergeben, die durch diese Schnittstelle geklart werden
konnen (Hulsart-Billstrom et al., 2016).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten unter Verwendung verschiedener
Farbemethoden unterschiedliche histologische Praparate mit einer Darstellung
des Wundbetts des CBWs angefertigt werden. Wie im Kapitel 3.3 verdeutlicht
wurde, konnten dadurch die im knéchernen Wundbereich verlaufenden Blutge-
falle dargestellt werden. Hinsichtlich der Probengewinnung 28 Tage nach der
Praparation des CBWs zeigten sich allenfalls beginnende Ossifikationen des De-
fektareals, wobei ein Grof3teil des Wundbetts noch von Granulationsgewebe be-
deckt war. Dies fuhrte zu einer verminderten Stabilitdt des Wundareals, weil sich
die Ossifikation 28 Tage nach der Induktion einer knéchernen L&sion noch in
einem initialen Stadium befindet (ElHawary et al., 2021). Au3erdem flhrt die In-
duktion eines Knochendefekts zu einem substantiellen Verlust von Knochen, was
mit einer Einschrankung der Koordination der verschiedenen Phasen der Kno-
chenheilung verbunden ist (Hixon und Miller, 2022). Dadurch wird die Vulnerabi-
litat des Wundbereichs gefordert, was bei der Aufbereitung der histologischen
Praparate dazu fuhrte, dass anreihende Schnittbilder nicht adaquat aneinander-
gereiht werden konnten, wodurch sich keine Option flr eine dreidimensionale
Beurteilung der Angiogenese oder der Gewebestruktur des an das CBW angren-
zenden kndchernen Reparationsbereich ergab. Neben der vorhandenen Lasion
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des Wundareals konnte dies auch auf die prinzipiell zweidimensionale Darstel-
lung der histologischen Proben aus einem geringen Ausschnitt des CBWs zu-
rackzufihren sein. Die Anfertigung mehrerer aneinandergereihter beurteilbarer
histologischer Schnittebenen kdnnte zu einer besseren histologischen Beurtei-

lung der Angiogenese beitragen.

4.3 Limitationen

Die Herausforderungen an ein Modell, einen dynamischen Prozess wie die Hei-
lung des Knochengewebes qualitativ und quantitativ nachzuverfolgen, sind we-

gen der Komplexitat dieses Prozesses sehr hoch.

Als Limitation der Studie kann deshalb prinzipiell auf den kleinen Umfang der
Versuchsgruppen verwiesen werden, wodurch es zu einer hohen Streuung der
individuellen Messwerte kam. Im Blick auf den explorativen und hypothesenge-
nerierenden Charakter des wissenschaftlichen Vorhabens konnten die Ergeb-
nisse dennoch adaquat in den bisherigen wissenschaftlichen Kontext eingeord-
net werden. Hinsichtlich des experimentellen Charakters und im Vergleich mit der
internationalen Literatur und ahnlichen Studien mit Tierexperimenten erscheint
die Anzahl der untersuchten Tiere pro Gruppe durchaus als gut vertretbar (Piper
et al., 2023).

Die initiale Begutachtung des Knochendefekts wurde insbesondere in der Kon-
trollgruppe durch teilweise flachige Hamorrhagien erschwert. Durch die Farbin-
tensitdt der Fluoreszenzfarbstoffe konnten allerdings auch unter diesen er-
schwerten Bedingungen wertvolle Aussagen zur Perfusion im Areal getroffen

werden.

Eine weitere Limitation bildet die Dauer der Nachverfolgung des Knochendefekts.
Eine noch langere Nachverfolgung des Knochendefekts einschlielich der Mik-
rozirkulation des chronischen Knochendefekts ware im Rahmen der vorliegenden
Studie durchaus moglich gewesen. Dabei kdnnte dann auch erfasst werden, ob
sich der Durchmesser des Knochendefekts bei mehrmonatigen Beobachtungen
verringert. Auch in diesem Zusammenhang ware eine Beurteilung des Heilungs-

fortschritts des Wundareals anhand von histologischen Préparaten in einer Kor-
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relation mit den Resultaten der IVM mdglich. In den histologischen Proben kénn-
ten dadurch auch Unterschiede beim Heilungsfortschritt in einer Korrelation mit

der IVM erschlossen werden.

Leider konnte in der vorliegenden Studie kein histologischer Beweis einer ver-
starkten Angiogenese im behandelten Defektareal erbracht werden. Diese MGg-
lichkeit einer Uberpriifung der mit aufwendigen Methoden erhobenen Ergebnisse
im Bereich der LEI bei vergleichbaren rheologischen Veranderungen bleibt aller-
dings durchaus eine besondere Starke des Modells. Zukiinftige Studien sollten
deshalb eine erganzende Analyse zu histologischen Praparaten oder spezifi-

schen molekularen Mechanismen einbeziehen.

Trotz der sehr engen genetischen Ubereinstimmungen zwischen den Tieren in
beiden Gruppen ware eine weitere Standardisierung etwa durch die Praparation
von zwei Lasionen an einem Tier mdglich. Dabei kdnnte ein Defekt mit CAP be-
handelt werden, wahrend der zweite Defekt als Kontrolle am selben Tier verwen-

det werden kdnnte.
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5. Schlussfolgerungen und Ausblick

Mit dem hier vorgestellten adaptierten Modell des CBWs ist es mdglich, die Mik-
rozirkulation eines chronischen Knochendefekts tiber 28 Tage nachzuverfolgen.
Dabei wurde eine makroskopische Beurteilung bis zum sechsten Versuchstag in
Hinblick auf das Auftreten erster Blutgefaf3e und Perfusion vorgenommen. Diese
Beobachtungen wurden um intravitalmikroskopische Untersuchungen an den Ta-
gen 7, 14 und 28 erganzt, wobei eine qualitative und quantitative Beurteilung der
Vaskularisation des Knochendefekts erfolgte. Mit diesen Untersuchungen konn-
ten sowohl der Umfang der Angiogenese hinsichtlich der FGD und die Interaktion
der Leukozyten mit dem Endothel als zentrale Schritte der Diapedese als auch
die Rheologie in den neu gebildeten Blutgefalen des Knochendefekts als even-
tueller Einflussfaktor beurteilt werden. Aul3erdem konnte eine lokale Behandlung
des CBWs mit CAP durchgefuihrt werden, wodurch ein kontrolliertes Modell zur

Beurteilung maglicher Therapieeffekte etabliert werden konnte.

Die Behandlung mit CAP fuhrte im Vergleich mit der Kontrollgruppe zu einer Er-
hohung der FGD als einem Anzeichen fir eine verstarkte Angiogenese im Kno-
chendefekt. AuRerdem ergab sich eine héhere Anzahl von WBZ mit fester Adha-
sion an das GefalRendothel in den neu gebildeten BlutgefaRen, was sich durch
eine Erhdhung der WBZp zeigte. Dabei konnte allerdings keine Beeinflussung bei
der Anzahl der WBZr und der absoluten Anzahl der WBZ detektiert werden.
Durch den Ausschluss relevanter Gruppenunterschiede bei der Rheologie an den
einzelnen Versuchstagen liegt es nahe, dass der Mechanismus der intensivierten
LEI nicht nur durch rheologische Effekte, sondern auch durch einen rezeptorver-
mittelten Mechanismus beeinflusst wird. Die deskriptiven histologischen Abbil-
dungen lieferten unter Verwendung verschiedener Farbetechniken einen Einblick
in die Gewebearchitektur des Knochendefekts. Dadurch konnte die Methode des
CBWs zur Nachverfolgung der Mikrozirkulation bei einem chronischen Knochen-
defekt weiterentwickelt werden, wodurch ein Einfluss von CAP auf die kritischen

Parameter der Knochenheilung nachgewiesen werden konnte.

Die Verwendung von CAP verdeutlicht die Mdglichkeit einer lokalen Applikation
von Substanzen bei diesem Modell. AuRerdem zeigte sich eine gute Zuganglich-

keit des knéchernen Wundareals flr intravitalmikroskopische Untersuchungen.
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Hinsichtlich der erhobenen in-vivo-Daten erscheint die Therapie eines Kno-
chendefekts mit CAP zur Férderung der Mikrozirkulation in den Knochendefekten

also durchaus als vielversprechend.

Im Blick auf weitere Studien ware eine Variation der Dauer und der Dosis der
CAP-Behandlung zur Bestimmung einer Dosis-Wirkungs-Beziehung hinsichtlich
der Angiogenese und der LEI beim CBW mdglich. Anhand der in der vorliegen-
den Arbeit erschlossenen Beobachtungen kdnnten auch andere lokal applizier-
bare Substanzen zur Forderung oder auch zur Limitation der Angiogenese, der
LEI oder der Rheologie bei einem Knochendefekt eingesetzt werden. Auch eine
systemische Applikation von Praparaten bildet eine Mdglichkeit, die hinsichtlich
ihres Einflusses auf die Mikrozirkulation des Knochendefekts untersucht werden
konnte. Neben dem Aspekt der Wundheilung kénnten auch Materialien in das
Defektareal eingebracht werden. Denn in unterschiedlichen Studien konnte be-
reits nachgewiesen werden, dass eine adaquate Angiogenese die Stabilitat von
orthopadisch-unfallchirurgischen Implantaten fordern kann (Sun et al., 2022, Yan
et al., 2022). Wie bereits erlautert wurde, kommt verschiedenen Subtypen der
Leukozyten eine zentrale Rolle bei der Heilung des Knochengewebes zu. Des-
halb kdnnten auch andere chirurgische Techniken zur Therapie eines chroni-
schen Knochendefekts auf ihre Interaktion mit der Mikrozirkulation Uberpruft wer-
den. Dabei bildet die Transplantation von autologen Knochen, die in Abhangigkeit
vom Defekt spongids und/oder kortikal sein kénnen, den Goldstandard bei der
Therapie eines Knochendefekts. Auch dabei kdnnte das Modell des CBWs eine
Option fur eine dynamische Nachverfolgung der Mikrozirkulation bei einem ein-
gebrachten Knochentransplantat durch IVM sein. Bei diesen verschiedenen Stu-
dien ware auch eine zeitliche Ausdehnung der Nachverfolgung mdglich, sodass
auch spatere Phasen der Knochenheilung beurteilt werden kdénnten. Durch das
Gewinnen von seriellen histologischen Schnitten aus demselben Praparat ist
eine Erganzung der intravitalmikroskopischen Analyse méglich, wodurch grund-
legende Unterschiede in der Gewebearchitektur des Wundheilungsdefekts dar-
gestellt werden kénnen (Yau et al., 2023). Dabei sollte bei der Verwendung die-
ses Modells ein spéaterer Zeitpunkt der Knochenheilung fur die Gewinnung von

histologischem Probenmaterial erwogen werden.
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6. Zusammenfassung

Chronische Knochendefekte treten trotz der Fahigkeit des Knochens zur Wieder-
herstellung seiner Struktur nach einer Lasion wiederkehrend auf. Deshalb sollten
neue therapeutische Strategien zur Verbesserung der Knochenheilung erschlos-
sen werden. Ein Risikofaktor fiir die Entstehung von chronischen Knochendefek-
ten bildet dabei eine unzureichende Vaskularisation im knéchernen Defektareal.
Die lokale Applikation von kaltem Atmospharendruck Plasma (CAP) fordert die
Heilung akuter und chronischer Wunden im Weichgewebe durch eine Unterstut-
zung der Angiogenese und der Diapedese von Leukozyten. Dabei ist es aller-
dings noch unklar, ob eine Férderung dieser Parameter durch CAP auch im Kno-
chen moglich ist. Zur Beurteilung der Angiogenese, Leukozyten-Endothel Inter-
aktion (LEI) und Mikrozirkulation bedarf es zudem eines geeigneten Modells, wel-
ches die Verabreichung von lokalen Therapeutika in einem Knochendefekt er-
maoglicht. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde das Wundheilungsmodell
auf der Basis eines Schadelknochenfensters (CBW) zur Beurteilung der Angio-
genese, der LEIl und der Rheologie anhand einer in-vivo-Bildgebung bei der Maus
weiterentwickelt. Danach wurde in einer randomisierten und kontrollierten Studie
der Einfluss einer lokalen Therapie des Knochendefekts mit CAP auf die Mikro-
zirkulation untersucht. Dabei erfolgte eine initiale qualitative makroskopische Be-
urteilung der Vaskularisation und eine quantitative und qualitative Analyse der
Mikrozirkulation durch Intravitalmikroskopie (IVM) nach 7, 14 und 28 Tagen nach
der Etablierung des CBWSs. Die lokale Therapie mit CAP flihrte zu einer héheren
GefalRdichte und einer Forderung der LEI im Vergleich mit der Kontrollgruppe.
Weil sich keine relevanten Gruppenunterschiede bei der Rheologie ergaben,
wurde die Hypothese einer rezeptorvermittelten Intensivierung der LEI als mdgli-
cher Wirkmechanismus aufgestellt. Diese Beobachtungen wurden durch das An-
fertigen histologischer Praparate zur Deskription des Wundareals ergénzt. Die
vorliegende Arbeit verdeutlicht das Potenzial des CBWs als eine Methode zur
Beurteilung der Mikrozirkulation bei chronischen Knochendefekten. Auf3erdem
ergab sich eine wichtige Evidenz fir die mdglichen férderlichen Effekte von CAP
auf kritische Parameter der Knochenheilung. Das Modell und die Ergebnisse der
Experimente wurden auf der Basis der einschlagigen Literatur kritisch diskutiert.
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