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Einleitung 1

1. Einleitung

Medizinische und biologische Prozesse und Fragestellungen erfordern in ihrer
Erforschung immer haufiger Untersuchungen und Experimente die in vivo stattfinden.
Viele dieser in vivo Untersuchungen und daraus resultierende wichtige Erkenntnisse
wurden und werden an Versuchstieren gewonnen. Besonders die Mausspezies bietet
dabei gegenuber anderen Tierarten den grol3en Vorteil, dass sie genetisch sehr gut in
unzéahligen Studien und Untersuchungen charakterisiert ist. Um diese in vivo -
Untersuchungen auf die menschliche Physiologie und Pathophysiologie Ubertragen zu
konnen, wurden ,vermenschlichte Mause“ (humanized mice) entwickelt. Humanized
mice sind immuninkompetente Tiere, in denen es moglich ist menschliche biologische
Prozesse zu beobachten und diese dann auf die menschliche Physiologie und/oder
Pathophysiologie zu Ubertragen (1). So wurde zunachst die Scid-Maus (Severe
combined immunodeficiency) entwickelt (2). Scid-Mause haben eine eingeschrankte
Fahigkeit T- und B-Lymphozyten zu bilden und Teile des Komplementsystems zu
aktivieren. Es stellte sich allerdings heraus, dass Scid-Mause mit steigendem Alter
doch zur Bildung von T- und B-Lymphozyten féahig sind und einen hohes Niveau an
Natural-Killer-Zellen (NK-Zellen) und anderen Faktoren des angeborenen
Immunsystems besitzen (3). Spater wurde die Scid- auf die NOD-Mutation (Non-
obese-diabetic) Ubertragen. NOD-M&ause wurden 1980 entwickelt (4) und weisen eine
Anfalligkeit zur Entwicklung eines autoimmunen insulinabhéngigen Diabetes mellitus
(IDDM) auf (5). Der Ausléser des autoimmunen Typ | Diabetes mellitus in den NOD-
M&ausen ist eine Insulinitis, die durch Verdnderungen der IL-2-Produktion und
Unterdrickung der T-Zell-immunantwort entsteht (4, 6, 7). Diese neu entwickelte NOD-
scid-Mauslinie besitzt eine geringere Aktivitat der NK-Zellen als die Scid-Mause und
zusatzliche Defekte im angeborenen Immunsystem (8). Es gab aber noch immer
Probleme mit der Restaktivitat der NK-Zellen und des angeborenen Immunsystems
und so kam es zu einer weiteren Entwicklung. Es wurde eine Mauslinie entwickelt, die
eine homozygote Mutation des Interleukin-2 Rezeptors (IL-2R) y-Ketten-Locus besal}
(9). Die IL-2R y-Kette ist ein essentieller Bestandteil der Rezeptoren von IL-2, IL-4, IL-
7, IL-9, IL-15 und IL-21 (10). Dies fuhrt zu einer starken Funktionseinschrankung der
T- und B-Lymphozyten und verhindert die Entwicklung von NK-Zellen (11). Diese
Mutation in Verbindung mit der NOD-scid-Mutation fuihrte zur NOD scid gamma-Maus
(NOD-Prkdcsed 112rg) (12). Die NOD scid gamma-Maus gehort zu den
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immunkompromittiertesten Mausstdmmen die derzeit in der Forschung eingesetzt
werden (1) und ermoglicht so eine verbesserte Erforschung immunologischer,
onkologischer, hamatologischer und infektiologischer Fragestellungen. Durch den
genetischen NOD-Hintergrund ist sie zusatzlich ein geeignetes Modell fur die

diabetologische Forschung.

Die Intravitalmikroskopie ist eine Mdoglichkeit sich diesen Forschungsfeldern zu
nahern. Intravitalmikroskopie beschreibt den Vorgang einer in vivo-Betrachtung von
Gewebe unterschiedlicher Art. Diese Beobachtung kann einmalig oder kontinuierlich
mit oder ohne Zuhilfenahme einer, in das Versuchsobjekt implantierten
Beobachtungskammer durchgefuhrt werden. Es wurden zahlreiche
Beobachtungskammern und Techniken fir die Intravitalmikroskopie entwickelt, um
verschiedene Gewebe in unterschiedlichen Tiermodellen in vivo zu betrachten. So
wurden Studien zu mikrovaskularen Parametern (13), zu Tumoren (14, 15), zur
Wundheilung (16, 17) bis hin zu der Darstellung von inneren Organen durchgefiihrt
(18). Die verschiedenen Beobachtungskammern wurden an verschiedenen tierischen
(13, 18, 19) und auch menschlichen Geweben eingesetzt (17, 20). Unter den
verschiedenen Beobachtungskammern die in der Intravitalmikroskopie angewendet
werden, hat sich die Ruckenhautkammer (Dorsal skinfold chamber) als besonders
natzliches Instrument zur in vivo Beobachtung von subkutanem Gewebe der Maus
etabliert. Zusatzlich zu den oben erwahnten Anwendungsmaoglichkeiten wurden mit
der Ruckenhautkammer Transplantationsstudien (21), Studien zur Neovaskularisation
von Biomaterialien (22) und mikrochirurgische Studien (23) durchgefuhrt.

Um intravitalmikroskopische Studien der Mikrozirkulation von Knochengewebe
durchfuhren zu kénnen, wurde in unserer Arbeitsgruppe das Femur Window entwickelt
(24). Mit dem Femur Window ist es méglich, kontinuierliche in vivo Untersuchungen
am Femur von Mausen durchzufuhren. Bisher wurden hauptsachlichen Studien zur
Tumorangiogenese im Knochengewebe und zur Knochenmetastasierung mit dem
Femur Window durchgefuhrt (25-27) in denen sich das Femur Window als
aussagekréftiges Studienmodell etablieren konnte. Untersuchungen zu weiteren
Fragestellungen wie zum Beispiel der Knochendefektheilung sind ebenfalls
realisierbar.

Diese beiden intravitalmikroskopischen Beobachtungskammern sind in der hier

vorliegenden Studie zum Einsatz gekommen. Ziel der Studie war es zum ersten Mal
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kontinuierlich und in vivo mikrozirkulatorische Parameter im Knochen- und im
Subkutangewebe in der hochgradig immunkompromittierten NOD scid gamma-Maus
zu erheben. Zum einen wird hier erstmalig die Mikrozirkulation von Knochen und
Weichgewebe in vivo in der NOD scid gamma-Maus verglichen, zum anderen wird die
Grundlage fur weitere Studien mit dieser Mauslinie geschaffen, indem der

physiologische Zustand der Mikrozirkulation charakterisiert wird.

Die Parameter dienen der Einschatzung der Mikrozirkulation und Angiogenese im
Vergleich von Subkutan- und Knochengewebe.

Angiogenese ist die Bildung neuer Blutgefal3e aus bereits bestehenden Blutgefal3en
(28). Sie spielt eine wichtige Rolle in der Embryo- und Organogenese der fetalen
Entwicklung um die Zellen mit Sauerstoff und Nahrstoffen zu versorgen und
Stoffwechselabfallprodukte zu entsorgen (29, 30). Aul3erhalb der Fetalperiode findet
die Angiogenese physiologisch wahrend der Wundheilung, des Wachstums und in den
weiblichen Reproduktionsorganen statt. Von der Angiogenese zu unterscheiden ist die
Neubildung von BlutgefaRen aus endothelialen Vorlauferzellen, die als Vaskulogenese
bezeichnet wird (31).

Das Wachstum der Blutgefal3e geschieht, ausgehend von bereits bestehenden
Gefalien, einerseits durch Sprossungs- und andererseits durch Spaltungsvorgange
aufgrund eines angiogenen Reizes. Dieser Reiz kann zum Beispiel eine
Gewebehypoxie sein. Zur Hypoxie kommt es, wenn die maximale
Sauerstoffdiffusionsstrecke von ca. 200pm im Gewebe tberschritten wird (32). Ist ein
Gewebe also mehr als 200pm von einem Blutgefald entfernt, kommt es zur Neubildung
von Gefalien, um die Hypoxie zu Uberwinden.

Zu den Sprossungsvorgangen in der Angiogenese kommt es, indem angiogene
Wachstumsfaktoren ausgeschittet werden. Diese stimulieren vorhandene
Endothelzellen zur Ausschittung von Proteinasen, die zur Lyse der Basalmembran in
der Umgebung fiihren. Es kommt zur Endothelzellmigration in das Interstitium und so
zur Bildung von Gefal3sprossen, die sich in Richtung der Quelle des angiogenen
Stimulus verlangern. Die Lumenbildung findet statt und verschiedene Gefal3sprossen
verbinden sich zu einem neuen Gefal3netzwerk und der Blutfluss beginnt. Perizyten
und glatte Muskelzellen sorgen fir die notwendige Stabilitdt der neu gebildeten

Blutgefal3e und es bildet sich eine neue Basalmembran (33-35).
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Bei den Spaltungsvorgangen der Angiogenese ndhern sich zwei gegenuberliegende
Kapillarwande eines GefalRes aneinander an und kommen schlie3lich in Kontakt
zueinander. Die GefalBwand wird durchlassig und erméglicht so Wachstumsfaktoren
den Weg in das Gefal3lumen. Eine Saule aus Perizyten und Fibroblasten bildet sich
an der Kontaktzone der zwei neuen Gefal3e. Mit Hilfe dieser Zellen bildet sich neue
extrazellulare Matrix, die die zwei neu entstehenden Gefal3e voneinander trennt. Der
Blutfluss ist wahrend des gesamten Umbauvorgangs gegeben. Diese Form der
Angiogenese stellt also lediglich eine Umstrukturierung bereits vorhandener Zellen und
Gefalde dar (36, 37).

Zu den bekanntesten angiogenen Wachstumsfaktoren die unerlasslich fir die oben
beschrieben Vorgange sind gehdren neben zahlreichen anderen VEGF (Vascular
endothelial growth factor), FGF-1 und 2 (Fibroblast growth factor 1 und 2) und PDGF
(platelet derived growth factor) (38, 39). Wéahrend der physiologisch stattfindenden
Angiogenese stehen diese im Gleichgewicht mit zahlreichen antiangiogenen Faktoren
wie Ang2 (Angiopoietin 2) und Angiostatin (40).

Geraten diese Faktoren allerdings in ein Ungleichgewicht, so kann es zu zahlreichen,
teils schwerwiegenden, Erkrankungen kommen. Zu unterscheiden sind Erkrankungen,
die mit einer pathologisch erhohten oder einer pathologisch erniedrigten
Angiogeneseaktivitat einhergehen (30).

Beispielsweise gehen die meisten Tumorerkrankungen mit einer erhdhten
Angiogeneseaktivitat einher. Durch die maximale Sauerstoffdiffusionsstrecke von
200um ist das Wachstum von soliden Tumoren ohne die Fahigkeit zur Angiogenese
auf 1-2 mm? beschrankt (41, 42). Tumoren dieser GréRe sind oft symptomlos und
klinisch wenig relevant. Wird die Angiogenese und damit das Wachstum des Tumors
unterdriickt, wird der Zustand der ,Tumor Dormancy” erreicht (43). Um uber diese
limitierte GroR3e hinaus wachsen zu konnen, ist die Bildung neuer Blutgefal3e zur
Versorgung des Tumors notwendig (35). Die Gewebehypoxie |6st die Ausschittung
von angiogenen Wachstumsfaktoren wie VEGF aus und verschiebt so das
Gleichgewicht von angiogenen und antiangiogenen Faktoren. Es kommt zum
sogenannten ,angiogenic switch® (44). Der Tumor kann so tber seine zuvor limitierte

GrofR3e hinaus wachsen (45).
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Die Angiogenese ist bei vielen Erkrankungen von erheblicher therapeutischer
Bedeutung. Man unterscheidet die antiangiogenetische Therapie von der
proangiogenetischen Therapie.

So kénnen bestimmte solide Tumoren einer antiangiogenen Therapie unterzogen
werden, mit dem Ziel das Tumorwachstum einzudammen und den Status der ,Tumor
Dormancy“ zu erreichen. Im Jahr 2004 wurde Bevacizumab (Avastin®), ein
monoklonaler Antikorper gegen VEGF, in den USA zur Behandlung des
metastasierten Kolon- oder Rektumkarzinoms zugelassen (46). Es folgten
Zulassungen zur Behandlung des nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinoms (47), des
Nierenzellkarzinoms (48) und des Ovarialkarzinoms (49).

Die Arteriosklerose kann andererseits einer proangiogenetischen Therapie unterzogen
werden, indem Wachstumsfaktoren eingesetzt werden, die einen ginstigen Einfluss
auf die Angiogenese nehmen (50). So wurden bisher mehrere klinische Studien mit
den proangiogenetischen Wachstumsfaktoren VEGF und FGF-1 zur Behandlung der
peripheren arteriellen Verschlusskrankheit (pAVK) und der koronaren Herzkrankheit
(KHK) durchgefihrt (51-54).

Die Hoffnungen, die zunéchst in die angiogenetische Therapie gesetzt wurden,
konnten bisher allerdings nicht vollends erflllt werden. Gerade in der antiangiogenen
Krebsbehandlung konnten zwar Erfolge verzeichnet werden, diese blieben aber hinter
den erwarteten Ergebnissen zuriick. Doch steht die Forschung hier erst an ihrem
Anfang und weitere Schritte missen unternommen werden, um die Mechanismen der

pathologischen Angiogenese und deren Therapiemoglichkeiten zu verstehen (55).

Die Mikrozirkulation, die sich definitionsgemaR in den Arteriolen, Venolen und
Kapillaren abspielt, nimmt aufgrund seiner enorm grof3en Oberflache von mehr als
1000m? die entscheidende Rolle im Rahmen des Stoffwechsels ein (56). Durch die
Verlangsamung des Blutstroms in diesen Gefal3en und der grofRen Oberflache ist in
der Mikrozirkulation die Kontaktzeit des Blutes mit der GefaRwand am langsten und
ermdglicht so erst einen suffizienten Substrat- und Zellaustausch zwischen Blut und
Interstitium. Dieser Stoff- und Gasaustausch findet in erster Linie durch Diffusion, das
heil3t durch Wanderung entlang eines Konzentrationsgefalles und Konvektion, also mit
dem Flussigkeitsstrom statt (57). Aus dem Zusammenhang von Gefal3oberflache,
Gewebsperfusion und Gefal3durchlassigkeit wird deutlich, dass Veranderungen eines

oder mehrerer Parameter zu einer empfindlichen Storung des mikrovaskuléren
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Gleichgewichts fihren und unmittelbar nachfolgend Veranderungen des
mikrovaskularen metabolischen Umfeldes entstehen konnen. Eine Abnahme der
Gefalidichte bewirkt eine Einschréankung der Substrataustauschflache und tber die
verlangerte Diffusionsstrecke eine Verlangsamung des Stoffaustausches bis zu
dessen Erliegen. Eine Reduktion der mikrovaskularen Gefalidichte wurde
beispielsweise im diabetischen Modell beschrieben (58).

Weiterhin fuhrt eine Abnahme der Blutflussgeschwindigkeit zu einer verlangerten
Kontaktzeit von Blut und Endothel Gber das physiologische Maf3 hinaus und so zu
einem friheren Erreichen des Stoffaustauschaquilibriums (59). Auch dies kann zu
einem verringerten Substratangebot und —abtransport fuhren.

Die Blutflussgeschwindigkeit hangt einerseits vom GefalRdurchmesser und der
Blutdruckdifferenz Gber dem GefalRbett ab und andererseits von der Viskositat des
Blutes (59). Abweichungen der Permeabilitdit konnen weiterhin unphysiologische
onkotische Driicke im Gefald verursachen und somit eine Viskositatsdnderung des
Blutes bewirken.

Funktionelle Veranderungen der Mikrozirkulation gehen den morphologischen
Veranderungen voraus und pragen somit bedeutend die Gefalimorphologie (60).
Folglich beeinflussen die Eigenschaften der Mikrozirkulation nicht nur den
Substrattransport, sondern auch die Anpassung an veranderte metabolische
Anforderungen bzw. lokale Bedingungen, wie z.B. wahrend des Wachstums, der
Wund- und Knochenbruchheilung und im Rahmen von entziindlichen Vorgangen (61-
64).

Die komplexen Interaktionen, die die einzelnen Mikrozirkulationsparameter
miteinander verbindet unterstreichen die Bedeutung, ein moglichst umfassendes Bild
aller mikrovaskularern Parameter zu erreichen, um so eventuelle Abweichungen und
Verédnderungen einzelner Parameter gewichten zu kénnen.

Die Angiogenese und die Mikrozirkulation stehen in einem engen Zusammenhang. So
ist beispielsweise die Gefalidichte ein Surrogatmarker fur die Angiogenese (65, 66).
In der Diagnostik und Therapie des Brustkrebs gilt die Gefal3dichte sogar als
Prognosefaktor fiur den Verlauf der Erkrankung (67). Gerade intravitalmikroskopische
Untersuchungen zur Tumorangiogenese (68-70), zur Knochendefektheilung (71, 72)
und Untersuchungen zur Vaskularisation im Tissue Engineering (73-75) nutzten die

funktionelle Gefalldichte bisher als Marker fur eine stattfindende Angiogenese. Doch
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nicht nur intravitalmikroskopische Studien, auch Untersuchungen mit histologischer
Bildgebung (66, 76) nutzen die Gefal3dichte als Angiogeneseparameter.

Die Angiogenese und die Mikrozirkulation sind aktive, dynamische Prozesse. Die
Intravitalmikroskopie durch Beobachtungskammern ist ein leistungsfahiges Instrument
um kontinuierliche in vivo Beobachtungen dieser Prozesse mit einer hohen rdumlichen
und zeitlichen Auflésung durchzufuhren (77). Die hier gezeigten Untersuchungen
fanden mit den etablierten Modellen der Riickenhautkammer und des Femur Windows
statt, um so eine Vergleichsmdglichkeit der Mikrozirkulation und Angiogenese im
Subkutan- und im Knochengewebe zu gewinnen.

Die Verwendung von Mausen in der intravitalmikroskopischen Forschung bringt den
Vorteil mit sich, dass Mause die am besten charakterisierten Versuchstiere darstellen.
In dieser Studie wurde zum ersten Mal, die Mikrozirkulation in der NOD scid gamma-
Maus untersucht und hierbei die Perfusion von Knochen- und Weichgewebe
miteinander verglichen. Diese Versuchstiere gehoren Zu den
immunkompromittiertesten Mausstdmmen die derzeit in der Forschung eingesetzt
werden (1).

Es sollen so Vergleichsdaten fur zukinftige pathologische und therapeutische
Fragestellungen fir diese Mauslinie geschaffen werden, um die weitere Erforschung

der Angiogenese und der angiogenetischen Therapie voranzubringen.
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2. Material und Methoden

2.1. Versuchstiere:

Fur die in dieser Studie beschriebenen Versuche wurden hochstgradig
immunkompromittierte NOD scid gamma (Non-obese diabetic—severe combined
immunodefiency/y-chain, (NOD-Prkdcsed 12rg)) Mause (1) verwendet. NOD scid
gamma Mausen mangelt es an reifen T-, B- und Natural Killer-Zellen (12). Aul3erdem
haben sie mehrere Defekte in verschiedenen Zytokin-Signalwegen und ihrem
angeborenen Immunsystem (8, 12).

Bei Eintritt in den Versuch hatten die Mause ein Lebensalter von 12 Wochen und waren
allesamt mannlich. Die Tiere wurden in der zentralen Tierhaltung des
Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf gezichtet und sind dort bis zur
Geschlechtsreife aufgewachsen und gehalten worden.

Die Haltung erfolgte bei konstanten Bedingungen in einem Kafig mit Holz-Einstreu bei
20°C und 55% Luftfeuchtigkeit. Durch kinstliches Raumlicht wurde ein 12- Stunden
Tag- und Nachtrhythmus aufrechterhalten. Den Tieren stand Futter und keimfreies
Wasser ad libitum zur Verfigung. Bis zum Eintritt in den Versuch wurden die Mause
in  Gruppen von vier bis finf Tieren gehalten. Ab dem Eintritt in die
Versuchsprozeduren wurden die Mause einzeln in separaten Kéfigen gehalten.
Samtliche beschriebenen Versuchsprozeduren an den Tieren sind im Einklang mit
dem deutschen Tierschutzgesetz abgelaufen und durch das Amt fir Gesundheit in
Hamburg mit der Tierversuchsnummer 05/12 genehmigt worden.
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2.2. Femur Window:

Das Femur Window (Maschinenshop, Universitatsklinikum Hamburg Eppendorf in
Kooperation mit dem Zentrum fir Biomechanik, Universitatsklinikum Hamburg
Eppendorf, Hamburg, Deutschland) ist speziell fir intravitalmikroskopische
Beobachtungen von Knochengewebe entwickelt worden. Viele Fragestellungen zur
ossaren Mikrozirkulation konnten hiermit bereits beantwortet werden (24-27).

Das Femur Window stellt einen Zylinder aus Titan mit einem Innendurchmesser von
4mm dar. Es wird mit einem U-férmigen Haltebiigel, der medial des Femurs entlang
gefuhrt wird, an seiner Position gehalten. Der Halteblgel besitzt an seinen beiden
Enden jeweils ein Gewinde, Uiber das Femur Window und Haltebtgel mit zwei Muttern
der GréRe M1 miteinander verschraubt werden (s. Abb. 1). Der Titanblgel ist zum
besseren Sitz am Knochen mittig abgeflacht.

Die Offnung des Femur Windows ist mit einem, im Durchmesser 5mm messenden,
Deckglas verschlossen und ermoéglicht so die folgenden kontinuierlichen
intravitalmikroskopischen Beobachtungen. Das gesamte Knochenfenster hat ein

Eigengewicht von circa 2,0g.

- -

Abbildung 1: Technische Zeichnung des Femur Window. Ansicht des Zylinders von
oben (A) und seitlich (C). Seitliche Ansicht des Bigels (B). MalRangaben in Millimeter
(24).
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2.3. Ruckenhautkammer:

Die Ruckenhautkammer (Dorsal Skin Fold Chamber, Maschinenshop, Massachusetts
General Hospital, Boston, MA, USA) besteht aus zwei Titanrahmen und einem, im
Durchmesser etwa 11mm messenden, Deckglas, welches mit einem Sprengring im
Rahmen fixiert wird. Die beiden Titanrahmen werden mit drei Schrauben und sechs
Muttern zusammengefugt. (s. Abb. 2) Das Gesamtgewicht aller Bauteile betragt 3,2g.

Abbildung 2: Technische Zeichnung der Ruckenhautkammer. (A) Schnitt durch die
Mitte der Ruckenhautkammer, (B) Seitliche Ansicht. a Titanrahmen, b Deckglas,
¢ Sprengring, d Schraube, e Mutter, f Bohrlocher fur die Schrauben, g Bohrlécher flr

die Fixationsnahte, h Aussparungen zur Gewichtsreduktion der Kammer (77).
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2.4. Femur Window-Operation:

Alle Bauteile des Femur Windows und die zur Implantation benétigten Instrumente
wurden vorher fur zwei Stunden bei 200°C autoklaviert oder waren sterile
Einmalprodukte. Die physiologische Kérpertemperatur der Versuchstiere wahrend des
Eingriffs wurde durch Verwendung einer Warmeunterlage (Witte + Sutor GmbH,
Murrhardt, Deutschland) sichergestelit.

Die Implantation des Femur Window wurde nach dem folgenden Arbeitsschema
durchgefuhrt.

Das Korpergewicht des Versuchstieres wurde bestimmt (Waage Modell LS2000,
Ohaus Scale Corporation, Pine Brook, NJ, USA), um dann eine gewichtsadaptierte,
systemische Anasthesie mit 7,5mg Ketamin (Ketanest S® 25mg/ml, Pfizer Pharma
GmbH, Berlin, Deutschland) und 2,5mg Xylazinhydrochlorid (Rompun® 2%, Bayer Vital
GmbH, Leverkusen, Deutschland) /100g Korpergewicht durch intraperitoneale
Injektion zu verabreichen. Die Narkosetiefe wurde durch Uberpriifung des
aufgehobenen Cornealreflex festgestellt und die Augen mit Bepanthen Augen- und
Nasensalbe (Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Deutschland) vor Austrocknung
geschutzt. Der rechte Hinterlauf des Versuchstieres wurde rasiert, (Philishave C281,
Philips, Amsterdam, Niederlande) depilliert (Enthaarungscreme Balea, dm, Karlsruhe,
Deutschland) und anschlieend sorgféltig desinfiziert (Cutasept F, Bode Chemie
GmbH, Hamburg, Deutschland).

Unter einem Stereomikroskop (STEMI 2000-C, Carl Zeiss Lichtmikroskopie,
Gottingen, Deutschland) mit Hilfe einer Kaltlichtquelle (KL1500 LCD, Carl Zeiss
Lichtmikroskopie, Goéttingen, Deutschland) zur Ausleuchtung des Operationssitus,
fanden die weiteren Operationsschritte unter sterilen Kautelen statt. Die Haut wurde
im Verlauf des Femurs auf circa einem Zentimeter Lange erdffnet und das subkutane
Fettgewebe prapariert. Nach Eréffnung der Muskelfaszie wurden die Muskeln stumpf
vom Femur abgeschoben und die Femurdiaphyse in ihrer gesamten Lange dargestellt
(s. Abb. 3). Mit einer elektrischen Frase (Fine Science Tools Inc., North Vancouver,
Kanada) wurde die Crista femoralis abgefrast. Danach wurde mit einem Einmalskalpell
(Cutfix #11, Aesculap AG, Tuttlingen, Deutschland) der Markraum eréffnet und eine
plane Auflageflache fur das Femur Window geschaffen. Nun wurde der Haltebtgel
unter dem Femur hindurchgefiihrt, so dass die Gewinde des Bigels nach lateral

zeigen. Das Knochenfenster wurde mit dem Deckglas verklebt, auf den Haltebigel



Material und Methoden 12

aufgesetzt und dann mit diesem durch zwei Muttern der Gréf3e M1 verschraubt. Die
Fixation am Knochen erfolgte in Sandwich-Technik (s. Abb. 4). Zur Abdichtung und
Stabilisierung des Femurs mit dem Knochenfenster wurden bestehende Freiraume mit
Stumpfaufbaumaterial (LuxaCore®, DMG, Hamburg, Deutschland) aufgefullt.
Abschlieend wurde die Wunde durch nicht resorbierbares Nahtmaterial
(Ethibond®Excel  5-0, Ethicon GmbH, Norderstedt, Deutschland) in
Einzelknopfnahttechnik verschlossen. Durch die muskelschonende Operationstechnik
wurde einer Insuffizienz des Bewegungsapparates vorgebeugt.

Zur Dokumentation des Operationsergebnisses wurde das implantierte Femur Window
in eine Halterung eingespannt, um lichtmikroskopische Aufnahmen (Kamera Axiocam
H, Carl Zeiss Jena GmbH, Jena, Deutschland) aufzunehmen (s. Abb. 5). Im Anschluss
an den Eingriff wurden die Versuchstiere bis zum Erwachen aus der Narkose auf einer
Warmeunterlage (Witte + Sutor GmbH, Murrhardt, Deutschland) gehalten. Die
gesamte oben beschriebene Prozedur nahm circa 30 Minuten in Anspruch.

Abbildung 3 : Intraoperative Darstellung der Femurdiaphyse wahrend der Femur

Window Implantation. (Mal3stab = 25mm)
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Abbildung 4. Position des Femurs im Femur Window, dargestellt am explantiertem
Femur (A+B), Position des Femur Window in vivo (C) (24)

Abbildung 5: Lichtmikroskopische Aufnahme in 2,5x Vergro3erung direkt nach der
Femur Window-Operation (Tag 0). (Mal3stab = 0,5mm)
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2.5. Ruckenhautkammer-Operation:

Vor der Ruckenhautkammer-Operation wurden alle Bauteile und die bendtigten
Instrumente fur zwei Stunden bei 200°C autoklaviert oder waren sterile
Einmalprodukte. Auch bei diesem Eingriff wurden die Versuchstiere auf einer
Warmeunterlage (Witte + Sutor GmbH, Murrhardt, Deutschland) positioniert.

Die Praparation der Ruckenhautkammer wurde nach folgendem Arbeitsschema unter
aseptischen Kautelen durchgefuhrt. Die Koérpergewichtsmessung und auch die darauf
folgende Anésthesie fand auf die gleiche Art und Weise wie bei der zuvor
beschriebenen Femur Window-Operation (siehe 2.4.) statt.

Anschlieend wurde das Fell der Ruckenhaut rasiert (Philishave C281, Philips,
Amsterdam, Niederlande), depilliert (Enthaarungscreme Balea, dm, Karlsruhe,
Deutschland) und sorgfaltig desinfiziert (Cutasept F, Bode Chemie GmbH, Hamburg,
Deutschland).

In einem nachsten Schritt wurde die Maus in Bauchlage gelegt, die Ruckenhautfalte
angehoben und entlang ihrer Mittellinie mit zwei Haltefaden horizontal aufgespannt.
Nun war es unter Gegenlichtkontrolle méglich, den rickseitigen Titanrahmen der
Ruckenhautkammer an ihrem Oberrand mit Nahten (Ethibond®Excel 5-0, Ethicon
GmbH, Norderstedt, Deutschland) zu fixieren. Im basalen Bereich der Hautfalte
wurden durch Inzsision zwei Durchgange geschaffen, durch die die beiden Schrauben
des Kammerrahmens zur Vorderseite gelangen.

Im nachsten Schritt wurde unter Gegenlichtkontrolle ein rundes Gewebeareal im
Durchmesser von etwa 15mm markiert, welches im spéateren Beobachtungsbereich
lag und in den folgenden Schritten abgetragen wurde. Der Durchmesser des
Hautareals wurde groRer gewahlt als der des Beobachtungsfensters des
Titanrahmens, um eine Gewebekompression nach Anbringen des vorderseitigen
Kammerbauteils zu vermeiden und so die physiologische Blutversorgung des
Gewebes in der Kammer zu gewahrleisen.

Fur das weitere Vorgehen wurden die Haltefaden entfernt und die Maus in Seitenlage
unter dem Stereomikroskop (STEMI 2000-C, Carl Zeiss Lichtmikroskopie, Géttingen,
Deutschland) positioniert. Mit Hilfe einer Kaltlichtquelle (KL1500 LCD, Carl Zeiss
Lichtmikroskopie, Goéttingen, Deutschland) konnte eine optimale Ausleuchtung des

Operationssitus erreicht werden.
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Die dem Beobachtungsfenster zugewandte Kutis, Subkutis mit quergestreiftem
Hautmuskel sowie beide Schichten des Retraktormuskels wurden nun
mikrochirurgisch prapariert und entfernt. Die verbliebene Schicht, welche aus
kontralateralem quergestreiftem Hautmuskel, Subkutangewebe und Haut bestand,
wurde mit steriler Kochsalzlosung gespilt. Im folgenden Schritt wurde der
vorderseitige Rahmen mit Muttern auf den Verbindungsschrauben in einem Abstand
von 0,4 bis 0,5mm zum hinteren Titanrahmen positioniert. Anschliel3end konnte das
Deckglas des Beobachtungsfensters auf den freipréparierten Muskel aufgebracht und
mit einem Sprengring fixiert werden. Durch dieses Deckglas war es nun moglich, die
kontinuierlichen intravitalmikroskopischen Beobachtungen im Versuch durchzufihren.
Die endglltige Fixierung des Titanrahmens wurde durch Fixationsnahte
(Ethibond®Excel 5-0, Ethicon GmbH, Norderstedt, Deutschland) im Bereich der dafiir
vorgesehenen Bohrungen erreicht (s. Abb. 6).

Zur Dokumentation des Operationsergebnisses wurde das Versuchstier auf eine
spezielle Halterung gelagert, um lichtmikroskopische Aufnahmen (Kamera Axiocam H,
Carl Zeiss Jena GmbH, Jena, Deutschland) aufzunehmen (s. Abb. 7). Im Anschluss
an den Eingriff wurden die Versuchstiere bis zum Erwachen aus der Narkose auf einer
Warmeunterlage (Witte + Sutor GmbH, Murrhardt, Deutschland) gehalten. Die

gesamte oben beschriebene Prozedur nahm circa 30 Minuten in Anspruch.
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Abbildung  6: Maus nach Implantation der RuUckenhautkammer. Im

Beobachtungsfenster sind die Blutgefal3e zu erkennen.

Abbildung 7: Lichtmikroskopische Aufnahme in 1,0x Vergro3erung direkt nach der
Ruckenhautkammer-Operation (Tag 0). (Maf3stab = 1,0mm)
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2.6. Intravitalmikroskopie:

Um die mikrozirkulatorischen Parameter zu bestimmen, wurden jeweils drei bestimmte
Bereiche des Femur Windows und der Ruckenhautkammer an allen Messtagen
intravitalmikroskopisch untersucht.

Das dazu verwendete teilmotorisierte Intravitalmikroskop (Axioplan 2, Zeiss,
Oberkochen, Deutschland) ist mit Objektiven der Vergréf3erung 1,25x, 2,5%, und einem
20x long distance Objektiv (LD Achroplan 20x/0,40, Zeiss, Oberkochen, Deutschland)
und Filtersets fur Fluorescein-Isothiocyanid (FITC) ausgestattet. Zur Bilderfassung
wurde eine intensified charge coupled device (CCD) Kamera (Hamamatsu C-0377-1,
Hamamatsu Photonics Deutschland GmbH, Herrsching am Ammersee, Deutschland)
und ein Video-Controller (C2400, Hamamatsu Photonics Deutschland GmbH,
Herrsching am Ammersee, Deutschland) genutzt. Zur analogen Messung der
Lichtintensitdt wurde eine Photomultipliertube (R4632, Hamamatsu Photonics
Deutschland GmbH, Herrsching am Ammersee, Deutschland) verwendet und das
Signal mit einem Analog-Digitalwandler (PowerLab/200, Chromaphor Analysen
Technik GMBH, Duisburg, Deutschland) weiterverarbeitet. Zur digitalen Aufzeichnung
wurde ein Computer (Apple Power Macintosh, G4, Dual 500 MHz Power PC, 1GB
SDRAM, Apple Inc., Cupertino, CA, USA) genutzt.

Durch die Verwendung der CCD-Camera zusammen mit einem Exzitationslicht-
Reduktionsfilter (25% und 50%, Zeiss, Oberkochen, Deutschland) war es mdglich, die
Bestrahlungsintensitat und Bestrahlungsdauer zu reduzieren, um phototoxische

Schaden des Gewebes zu vermeiden (78, 79).

2.7. Fluorochrome:

Fur die fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen in diesem Versuch wurde der
Farbstoff Fluorescein-Isothiocyanid (FITC) genutzt. Fluorescein-Isothiocyanid hat sein
Exzitationsmaximum bei 494nm und ein Emissionsmaximum bei 518nm. Fir die
Messung der gefaldmorphologischen Parameter wurde das FITC an Dextran (MW
2mio., Molecular Probes, Invitrogen Lld., Paisley UK) gebunden. Dadurch bleibt der
Farbstoff Uberwiegend intravasal und lasst die GefalRe unter dem

Fluoreszenzmikroskop grun erscheinen (s. Abb. 8).
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Fur die Permeabilitatsmessungen wurde ebenfalls Fluorescein-Isothiocyanid
verwendet. Jedoch wurde es bei diesen Messungen an bovines Serum Albumin (FITC-
BSA, Molecular Probes, Invitrogen Ltd., Paisley, UK) gebunden, das durch seine

geringere Molekulgré3e aus den GefalRen austreten kann.

Abbildung 8: Fluoressenzmikroskopische Aufnahmen nach Injektion von 100ul FITC-
Dextran. A) Femur Window in 2,5x Vergro3erung (Mal3stab = 0,5mm)

B) Rickenhautkammer in 1,25x Vergrof3erung (Mal3stab = 1mm)

2.8. Versuchsablauf in der Femur Window-Gruppe:

Die morphologischen und funktionellen Gefalparameter sowie das Korpergewicht der
Versuchstiere wurden an allen Messtagen bestimmt.

Die Gewichtsbestimmung und anschlieRende Anasthesie der Versuchstiere fand in
gleicher Art und Weise wie bei der Femur Window-Operation (siehe 2.4.) statt.

Nach Uberpriifung der Narkosetiefe wurde in eine der Schwanzvenen der Maus ein
intravendser Zugang gelegt, Uber den im weiteren Verlauf die Farbstoffe injiziert
werden konnten. Die Maus wurde in eine Messvorrichtung gelegt, in der sich das
implantierte Femur Window fixieren lasst, um eine senkrechte Beobachtung des
Knochenfensters zu ermdglichen und die Atembewegungen der Maus nahezu
ausschaltet, ohne die eigentliche Atmung der Maus zu behindern. Die Maus wurde auf
einer Warmeunterlage (Witte + Sutor GmbH, Murrhardt, Deutschland) gelagert und
das Deckglas des Femur Windows unter dem Stereomikroskop (STEMI 2000-C, Carl
Zeiss Lichtmikroskopie, Gottingen, Deutschland) gereinigt, um Artefakte wahrend der

mikroskopischen Messungen zu vermeiden. Mit der digitalen Kamera (Axiocam H, Carl
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Zeiss Jena GmbH, Jena, Deutschland) wurden nun Lichtbilder aufgenommen (s. Abb.
9).

Abbildung 9: Lichtmikroskopische Aufnahmen in 2,5x Vergro3erung des Femur

Window an den vier Messtagen. (Maf3stab = 0,5mm)

Danach wurde die Maus unter dem Intravitalmikroskop (Axioplan 2, Zeiss,
Oberkochen, Deutschland) gelagert und tber den intravenésen Zugang wurde 100ul
Fluorescein-Isothiocyanid-Dextran (FITC-Dextran, MW 2mio., Molecular Probes,
Invitrogen LlId., Paisley UK) injiziert. Dieses hat durch seine molekulare GroR3e die
Eigenschaft im Gefal3system zu verbleiben und dieses unter dem Intravitalmikroskop
grin erscheinen zu lassen. Nun konnten mit der Axiocam H-Kamera in Verbindung mit
den FITC-Filtersets des Intravitalmikroskops Fluoreszenzaufnahmen aufgenommen
werden (s. Abb. 10). Es wurde jeweils ein Bild in 2,0x- und 2,5x-Vergrof3erung

aufgenommen, um die Gefal3architektur des Knochens darzustellen.
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Abbildung 10: Fluoressenzmikroskopische Aufnahmen nach Injektion von 100pl

FITC-Dextran. Femur Window in 2,5x VergroBerung an den vier Messtagen
(Mal3stab=0,5mm)

Nun erfolgte die digitale Aufnahme von drei Filmen in festgelegten Regionen des
Femurs mittels einer intensified CCD Kamera (Hamamatsu C-0377-1, Hamamatsu
Photonics Deutschland GmbH, Herrsching am Ammersee, Deutschland) durch ein 20x
long distance Objektiv (LD Achroplan 20x/0,40, Zeiss, Oberkochen, Deutschland). Der
erste der, jeweils 10 Sekunden dauernden Filme wurde am distalen, der zweite am
proximalen Ende des Femurs und der dritte in der Mitte des Femurs aufgenommen.
Anhand dieser Filme wurde spater die Auswertung der funktionellen Gefal3parameter
vorgenommen (s. Abb. 11).
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Abbildung 11: Beispielhaftes Einzelbild einer der Femur Window-Filme, an denen die
spatere Analyse der morphologischen und funktionellen ossaren Gefal3parameter

durchgefuhrt wurde in 20x Vergrol3erung.

In der Region des dritten Films wurde anschliel3end die Permeabilititsmessung
vorgenommen.

Nach i.v. Bolusinjektion von 100ul Fluorescein-Isothiocyanid, welches an bovines
Serum Albumin (FITC-BSA, Molecular Probes, Invitrogen Ltd., Paisley, UK) gebunden
war, wurde flr zehn Minuten in einem zweiminitigem Abstand die kumulierende
Fluoreszenzintensitait gemessen (Photomultipliertube, Hamamatsu Photonics,
Herrsching am Ammersee, Deutschland).

Die BSA Molekilmasse von 67.000 bewirkt eine permeabilitatsabhéngige
Extravasation aus den Gefal3en in das Interstitium der Observationsfelder (80).

Alle Daten wurden digital gespeichert und spater offline zur Bestimmung der
Gefal3parameter analysiert.

Im Anschluss an die Messungen wurde die Maus bis zum Erwachen aus der Narkose
auf einer Warmeunterlage (Witte + Sutor GmbH, Murrhardt, Deutschland) gehalten.

Die gesamte oben beschriebene Prozedur nahm circa 25 Minuten in Anspruch.
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2.9. Versuchsablauf in der Ruckenhautkammer-Gruppe:

Die morphologischen und funktionellen Gefal3parameter sowie das Korpergewicht der
Versuchstiere wurden an allen Messtagen bestimmt.

Die Gewichtsmessung und Anasthesie der Mause erfolgte nach oben beschriebener
Anleitung.

Der Maus wurde in eine der Schwanzvenen ein intravenéser Zugang gelegt, Giber den
im weiteren Verlauf die Farbstoffe injiziert werden konnten. Die Rickenhautkammer
der narkotisierten Maus wurde nun in einer speziellen Halterung fixiert, um Artefakte
durch die Atembewegungen der Maus auszuschalten und eine senkrechte
Beobachtung der Ruckenhautkammer zu ermdglichen. Die Maus wurde auf einer
Warmeunterlage (Witte + Sutor GmbH, Murrhardt, Deutschland) gelagert und das
Deckglas der Rickenhautkammer unter dem Stereomikroskop (STEMI 2000-C, Carl
Zeiss Lichtmikroskopie, Goéttingen, Deutschland) gereinigt. Mit der Kamera (Axiocam
H, Carl Zeiss Jena GmbH, Jena, Deutschland) wurden nun Lichtbilder in 0,8x, 1,0x
und 1,25x VergréfRerung aufgenommen (s. Abb. 12).

g

Tag

Abbildung 12: Lichtmikroskopische Aufnahmen in 1,25x VergroRerung der

Ruckenhautkammer an den sechs Messtagen. (Mal3stab = 1,0mm)
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Danach wurde die Maus unter dem Intravitalmikroskop (Axioplan 2, Zeiss,
Oberkochen, Deutschland) gelagert und tber den intraventsen Zugang wurde 100pl
Fluorescein-Isothiocyanid-Dextran (FITC-Dextran, MW 2mio., Molecular Probes,
Invitrogen LId., Paisley UK) injiziert. Nun konnten mit der Axiocam H-Kamera (Carl
Zeiss Jena GmbH, Jena, Deutschland) in Verbindung mit dem FITC-Filterset des
Intravitalmikroskops Fluoreszenzaufnahmen aufgenommen werden. Es wurde jeweils
ein Bild in 1,25x, 2,5x und 20x Vergréf3erung aufgenommen, um die Gefal3architektur

in der Ruckenhautkammer darzustellen (s. Abb. 13).

Abbildung 13: Fluoressenzmikroskopische Aufnahmen nach Injektion von 100pl

FITC-Dextran. Ruckenhautkammer in 1,25x VergrofRerung an den sechs Messtagen
(Mal3stab=1,0mm)

Nun erfolgte die digitale Aufnahme von drei Filmen in festgelegten Regionen der
Kammer mittels der intensified CCD Kamera (Hamamatsu C-0377-1, Hamamatsu
Photonics Deutschland GmbH, Herrsching am Ammersee, Deutschland) durch ein 20x
long distance Objektiv (LD Achroplan 20x/0,40, Zeiss, Oberkochen, Deutschland). Der
erste der, jeweils 10 Sekunden dauernden Filme, wurde am oberen distalen Ende der
Kammer, mdglichst im Bereich der Osen des Spannrings aufgenommen. Der zweite
in darunter liegender senkrechter Verlangerung des ersten Films und der dritte
wiederum senkrecht darunter am proximalen unteren Ende der Kammer. Anhand
dieser Filme wurde spater die Auswertung der funktionellen GefaR3parameter

vorgenommen (s. Abb. 14).



Material und Methoden 24

Abbildung 14: Beispielhaftes Einzelbild einer der Ruckenhautkammer-Filme, an
denen die spatere Analyse der morphologischen und funktionellen Gefal3parameter

durchgefuhrt wurde in 20x Vergrol3erung.

In der Region des dritten Films wurde anschlie3end die Permeabilititsmessung
vorgenommen.

Nach i.v. Bolusinjektion von 100ul Fluorescein-Isothiocyanid, welches an bovines
Serum Albumin (FITC-BSA, Molecular Probes, Invitrogen Ltd., Paisley, UK) gebunden
ist, wurde fur zehn Minuten in einem zweiminitigem Intervall die kumulierende
Fluoreszenzintensitait gemessen (Photomultipliertube, Hamamatsu Photonics,
Herrsching am Ammersee, Deutschland).

Die BSA Molekilmasse von 67.000 bewirkt eine permeabilitdtsabhéngige
Extravasation aus den Gefal3en in das Interstitium der Observationsfelder [6]. Alle
Daten wurden digital gespeichert und  spater offline zur Bestimmung der
Gefal3parameter analysiert.

Im Anschluss an die Messungen wurde die Maus bis zum Erwachen aus der Narkose
auf einer Warmeunterlage (Witte + Sutor GmbH, Murrhardt, Deutschland) gehalten.

Die gesamte oben beschriebene Prozedur nahm circa 25 Minuten in Anspruch.
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2.10. Biometrische Planunag:

Die morphologischen und funktionellen Gefal3parameter wurden in der Femur
Window-Gruppe an vier Messtagen (Tag 7, 14, 21 und 28) und in der
Ruckenhautkammer-Gruppe an sechs Messtagen (Tag 4, 7, 14, 18, 21 und 28)
intravitalmikroskopisch  mit dem Fluoreszenzmikroskop bestimmt. In der
Ruckenhautkammer-Gruppe wurde wegen des fragileren Gefal3systems und aufgrund
der in der Literatur beschriebenen kirzeren Messintervalle und Standzeiten in diesem
Modell zwei zusatzliche Messtage etabliert (s. Abb. 15).

Das Korpergewicht wurde am Tag der Femur Window- bzw. Rickenhautkammer-

Operation (Tag 0) und an allen der jeweiligen Messtage gemessen.
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Abbildung 15: Biometrische Planung fur die Femur Window-Gruppe oben und fir die
Ruckenhautkammer-Gruppe unten dargestellt. Dargestellt ist der jeweilige

Versuchstag im Verhaltnis zur jeweiligen Operation.
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2.11. Korpergewichtsmessunag:

Das Gewicht der Versuchstiere wurde jeweils unmittelbar vor der Femur-Window- bzw.
Ruckenhautkammer-Operation (Tag 0) sowie unmittelbar vor den jeweiligen
Messungen bestimmt (Waage Modell LS2000, Ohaus Scale Corporation, Pine Brook,
NJ, USA). Bei der Femurwindow-Gruppe also an Tag 7, 14, 21 und 28 und bei der
Ruckenhautkammergruppe an Tag 4, 7, 14, 18, 21 und 28. Bei den
Kdrpergewichtsbestimmungen vor den Messungen wurde das Messergebnis um das

Eigengewicht der implantierten Kammer bereinigt.

2.12. Auswertung der mikrovaskularen Gefal3parameter

Die Offline-Analyse, der an allen Messtagen gewonnenen Filme, erfolgte durch
Verwendung einer Bildanalysesoftware des National Institute of Health (NIH Image
1.62) an einem Macintosh Computer (Apple Power Mac Dual 500MHz G4 1GB
SDRAM, Apple, Cupertino, USA).

2.12.1. Blutflussgeschwindigkeit (V' mean) und Blutflussrate (BFR):

Die Blutflussgeschwindigkeit (Vmean) (Formel 1) wurde auch durch die
Bildanalysesoftware (NIH Image 1.62) ausgewertet. Dazu wurde ermittelt, wie lange
ein Erythrozyt im Zentrum des Gefal3es bendtigt, um eine definierte Strecke

zurtckzulegen.

Vv
Formel 1: Blutflussgeschwindigkeit Vmean (LM/s) :éz(;(Z::l R;an

Die durchschnittliche Blutflussrate, definiert als Volumenfluss pro Zeiteinheit im
Einzelgefal3, wird rechnerisch aus GefalRdurchmesser (D) und maximaler
Blutflussgeschwindigkeit in der Gefal3mitte (Vrsc) nach folgender Formel (Formel 2)

ermittelt:
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1 G Vi z VRBC 2
Formel 2: Blutflussrate BFR (um3/s) =— — "D
(p' ) G szl( 4Z anl a n ]

Dabei entspricht D dem  GefaBdurchmesser, Vrsc der maximalen
Blutflussgeschwindigkeit im Gefalizentrum, Z der Gesamtzahl der GefalRe und G der
Anzahl der Observationsfelder. Bei a handelt es sich um einen experimentell
ermittelten linearen Korrekturfaktor, der berlicksichtigt, dass die
Stromungsgeschwindigkeit des Blutes von der GefalB3mitte zum Geféal3rand, bedingt
durch die zunehmende Reibung, abnimmt (s. Abb. 16) (81). Das nichtlineare
Stromungsprofil begrindet sich in der abnehmenden Reibungsflache der
Flissigkeitslamellen vom Gefal3rand zum Geféal3zentrum (s. Abb. 17) (82).

Bei kleinen Gefaldurchmessern lasst sich das Stromungsprofil linear approximieren.
Dabei ist «a=1,3 fur GefalRdurchmesser <10um und 0o=1,6 fir

Gefalldurchmesser >15um. Fur Gefal3e mit einem Durchmesser zwischen 10um und

15pm wird a linear extrapoliert: a =13+ [(D ~10)* %} (83-85).
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Abbildung 16: Darstellung der Blutflussgeschwindigkeit in einem linearen Gefal3. Es
ist zu erkennen, dass die Flussgeschwindigkeit von der Gefal3mitte hin zum Gefal3rand
abnimmt (81).
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Abbildung 17: Rohrenstromung. In  der Rohrenstromung entsteht ein

Geschwindigkeitsprofil, weil die Reibungsflache zwischen zwei benachbarten

Flassigkeitslamellen zur Rohrachse hin kleiner wird (82).

2.12.2. Gewebeperfusionsrate (TPR):

Die Gewebeperfusionsrate (Tissue perfusion rate, TPR) gibt den mittleren Blutfluss pro
Zeiteinheit und Flache an. Sie wird rechnerisch aus dem Gefal3durchmesser und der
maximalen Blutflussgeschwindigkeit nach folgender Formel (Formel 3) ermittelt.

_ . e (Mez 2.1
Formel 3: TPR (x10°ml/cm?3s) _EZM(E\ZMDE XEVRBCWJX

Dabei entspricht D dem GefalRdurchmesser, Vrsc der Blutflussgeschwindigkeit im
GefalRzentrum, Z der Gesamtzahl der Gefalle und G der Anzahl der
Observationsfelder. Der Korrekturfaktor a ist ein experimentell ermittelter, linearer
Naherungswert (siehe oben) (83, 85, 86).
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2.12.3. Funktionelle Gefalddichte (VD):

Die funktionelle GefaRRdichte (VD) (Formel 4), definiert als Lange der GefalRe mit
Plasmafluss pro Observationsflache wurde ebenfalls per Bildanalysesoftware (NIH
Image 1.62) graphisch ermittelt (87, 88).

Formel 4: Funktionelle GefaRdichte VD (cm/cmz):éze (EZG L j

x-1 A n-1 "N

Dabei entspricht G der Anzahl der Observationsfelder, A der Observationsflache und

L der Lange des Einzelgefal3es.

2.12.4. GefalRdurchmesser (D):

Der durchschnittliche Gefal3durchmesser der Einzelgefal3e (D) (Formel 5) wurde per

Bildanalysesoftware (NIH Image 1.62) graphisch ermittelt (87, 88).

Formel 5: Mittlerer GefaRdurchmesser D (um):éz;(%z; Dnj

Dabei entspricht G der Anzahl der Observationsfelder (Anzahl der ausgewerteten

Filme), Z der Gesamtzahl der Gefal3e und D dem Durchmesser des Einzelgefalles.

2.12.5 Mikrovaskulare Gefal3permeabilitat (P):

Die Permeabilititsmessung erfolgte nach i.v. Bolusinjektion von 100ul Fluorescein-
gebundenem bovinen Serum Albumin (FITC-BSA, Molecular Probes, Invitrogen Ltd.,
Paisley, UK). Die Signale wurden an einen Computer (Apple Power Mac 500MHz G4
1GB SDRAM, Apple, Cupertino, CA, USA) Ubertragen, an welcher Stelle Gber die
Software LabChart (ADInstruments, Colorado Spring, CO, USA) die Speicherung und
spatere Offline-Auswertung erfolgte (78, 80, 84).

Die Permeabilitat (P) wird nach folgender Formel (Formel 6) berechnet:
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Formel 6 : PermeabilitétP(cm/s):(l— HT)X! 1 xﬂ !
s \(,-1,) At K

Dabei wird der Hamatokrit (HT), wie in der Literatur (89) beschrieben als 19%
angenommen. | entspricht der durchschnittlichen Intensitdit des gesamten
Bildausschnittes, lo der Intensitat, nachdem samtliche GefaRe sich mit dem
Fluorochrom gefullt haben, und Ib der Hintergrundfluoreszenz. Al stellt die
Fluoreszenzzunahme Uber den Messzeitraum dar und At steht fur diesen
Messzeitraum. K steht fiir die Zeitkonstante der Plasmaclearance und ist mit 9,1*10% s
angegeben (78, 80). V steht fur das GefalRvolumen und S fir die GefaRoberflache im

Observationsfeld.

2.12.6 Oberflachen-Volumen-Verhéltnis (V/S):

Das Gefal3volumen (V) und die GefalRoberflache (S) der Gefale im Observationsfeld

wurde aus den erhobenen Daten nach folgender Formel (Formel 7) berechnet:

T
Z Z:ﬂ Df? Ln
z

my DL

n=1 NN

Formel 7: Oberflachen-Volumen-Verhaltnis V/S (cm)=

Dabei entspricht Z der Anzahl, L der Lange und D dem Durchmesser der Gefal3e im
Observationsfeld (85).
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2.13. Statistische Auswertung:

Die Ergebnisse werden angegeben als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts
(standard error of the mean; SEM). Da es sich um nicht normalverteilte Daten handelt,
wurden nicht-parametrische Tests zur Auswertung herangezogen. Die Werte wurden
mit Hilfe einer Statistiksoftware (IBM SPSS Statistics 19, Chicago lllinois, USA) mit
dem Mann-Whitney-U-Test verglichen. Um Korrelationen zwischen Parametern zu
testen, wurde der Spearman-Rank-Correlation-Test angewendet. Die gebildeten
Gruppen wurden dann ebenfalls mit dem Mann-Whitney-U-Test verglichen. Als

statistische Signifikanzgrenze wurden p-Werte kleiner als 0,05 gewahlt.
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3. Ergebnisse

Die erhobenen einzelnen mikrovaskuldren GefaRparameter und das Korpergewicht
der Versuchstiere wurden in der jeweiligen Versuchsgruppe, also
Ruckenhautkammer- und Femur Window-Gruppe, tber den Versuchszeitraum von 28
Tagen gemessen. Im Folgenden werden die Parameter Uber die Versuchszeit einzeln

dargestellt und die beiden Gruppen miteinander verglichen.

3.1. Kdrpergewicht:

Ausgehend vom Implantationstag (Tag 0) der jeweiligen Beobachtungskammer konnte
in beiden Versuchsgruppen eine Abnahme des Kdrpergewichts zum jeweils ersten
Messtag gemessen werden. Dieser Gewichtsverlust war sowohl in der Femur Window-
als auch in der Riuckenhautkammer-Gruppe nicht signifikant.

Im weiteren Verlauf kam es nur zu geringen Schwankungen des Mausgewichtes in
beiden Gruppen. In beiden Versuchsgruppen konnte an Messtag 21 ein minimales
Korpergewicht (Femur Window-Gruppe 28,59, Ruckenhautkammer-Gruppe 26,4Q)
verzeichnet werden. Ein nicht signifikanter minimaler Kérpergewichtszuwachs konnte
dann bis zum Ende des Versuchszeitraumes (Tag 28) gemessen werden.

Der Korpergewichtsunterschied zwischen den beiden Messgruppen betrug zu
Versuchsbeginn (Tag 0) 1,59 zu Gunsten der Femur Window-Gruppe. Dieser
Unterschied war nicht signifikant. Der Unterschied wurde im Versuchsverlauf geringer
und war nur an Messtag 14 signifikant (p=0,017).
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Abbildung 18: Korpergewicht der Versuchstiere in beiden Versuchsgruppen
(RHK: n=12, FW: n=13). Mittelwert £ SEM. (*=p< 0,05)

3.2. Blutflussgeschwindigkeit (V  mean)

Die Veranderungen der Blutflussgeschwindigkeit (Vmean) unterlagen in den beiden
Versuchsgruppen einer unterschiedlichen Dynamik.

In der Riickenhautkammer-Gruppe kam es zu keinen signifikanten Anderungen der
Blutflussgeschwindigkeit Uber den Messzeitraum. In der Femur Window-Gruppe kam
es initial zu einem signifikanten (p=0,038) Anstieg der Blutflussgeschwindigkeit von
Tag 7 (116,96um/s) zu Tag 14 (135,32um/s). Danach kam es bis zum Versuchsende
an Tag 28 zu einem Abfall der Blutflussgeschwindigkeit (122,22um/s).

Im Vergleich beider Gruppen zeigte sich in der Femur Window-Gruppe eine signifikant

hohere Blutflussgeschwindigkeit an Tag 21 (p=0,034).
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Abbildung 19: Blutflussgeschwindigkeit (Vmean) in der Rickenhautkammer-Gruppe

(n=12). Mittelwert £ SEM.
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Abbildung 20: Blutflussgeschwindigkeit (Vmean) in der Femur Window-Gruppe (n=13).
Mittelwert £ SEM. (*=p<0,05)

—{1+ Riuckenhautkammer —— Femur Window

150 - *
7 125 - I;'\@_./’g: ﬂ\D—+ —
5 100 -
- 751
& 50 -
E 25 4
0
0 7 14 21 28
Tag

Abbildung 21: Blutflussgeschwindigkeit (Vmean) in beiden Versuchsgruppen
(RHK: n=12, FW: n=13). Mittelwert £ SEM. (*=p<0,05)
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3.3. Blutflussrate (BFR)

Die Blutflussrate zeigte an allen Versuchstagen signifikant und hochsignifikant hohere
Werte in der Femur Window-Gruppe im Vergleich zur Riickenhautkammer-Gruppe.
Der durchschnittliche Blutvolumendurchfluss durch das Einzelgefald pro Zeiteinheit in
der Ruckenhautkammer-Gruppe zeigte nur leichte Schwankungen mit dem geringsten
Wert an Tag 18 (8,38x103%um?/s) und dem hoéchsten Wert an Tag 21 (10,92x103um?/s).
In der Femur Window-Gruppe zeigte sich Uber den Versuchszeitraum ein permanenter
Anstieg der Blutflussrate. Sie betrug am siebten Tag 14,80x103um?3/s und stieg bis
Messtag 28 auf einen Wert von 25,10x103um?3/s. Dieser Anstieg ist signifikant
(p=0,013).

Im Vergleich der beiden Versuchsgruppen zeigte sich an jedem Vergleichstag ein
signifikanter (Tag 7 p=0,039) bzw. hochsignifikanter (Tag 14, 21 und 28 jeweils p<0,01)
Unterschied in der Durchflussrate.

O Ruckenhautkammer

Tag

Abbildung 22: Blutflussrate (BFR) in der Rickenhautkammer-Gruppe (n=12).
Mittelwert £ SEM.
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Abbildung 23: Blutflussrate (BFR) in der Femur Window-Gruppe (n=13). Mittelwert +
SEM. (*=p<0,05)
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Abbildung 24: Blutflussrate (BFR) in beiden Versuchsgruppen (RHK: n=12,
FW: n=13). Mittelwert + SEM. (*=p<0,05; *=p<0,01)
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3.4. Gewebeperfusionsrate (TPR)

Die Gewebeperfusionsrate zeigte in der Ruckenhautkammer-Gruppe keine
signifikanten Anderungen Uber den Versuchszeitraum. Die hochste Rate konnte an
Tag 4 mit 39,49x10°ml/cm2s gemessen werden. Im Verlauf fiel der Wert bis Tag 18
auf 31,25x10°ml/cm2s ab, um dann bis zum Versuchstag 28 auf 34,43x10°ml/cm2s
anzusteigen.

Auch in der Femur Window-Gruppe zeigten sich keine Verdnderungen. Die
gemessenen Werte schwanken von 34,30x10°ml/cm2s an Tag 7 bis zu 44,26x10
Sml/cm2s an Tag 28.

Auch im Vergleich der beiden Beobachtungsgruppen konnte kein signifikanter

Unterschied der Gewebeperfusionsrate aufgezeigt werden.
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Abbildung 25: Gewebeperfusionsrate (TPR) in der Ruckenhautkammer-Gruppe
(n=12). Mittelwert £ SEM.
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Abbildung 26: Gewebeperfusionsrate (TPR) in der Femur Window-Gruppe (n=13).
Mittelwert £ SEM.
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Abbildung 27: Gewebeperfusionsrate (TPR) in beiden Versuchsgruppen (RHK: n=12,
FW: n=13). Mittelwert + SEM.

3.5. Funktionelle Gefalidichte (VD)

Im Ruckenhautkammer-Kollektiv kam es Uber den gesamten Versuchszeitraum zu
geringgradigen und nicht signifikanten Schwankungen der funktionellen Gefal3dichte,
die ein Mal3 fur die kumulative Gesamtlange der GeféalRe bezogen auf die Flache ist.
Die minimale GefalRdichte konnte an Tag 21 mit 334,99cm/cm? und die maximale an
Tag 7 mit 398,43cm/cm?2 gemessen werden.

In der Femur Window-Gruppe war ebenfalls kein Trend Uber die Zeit festzustellen. Die
minimale GefalRdichte betrug am letzen Versuchstag (Tag 28) 126,57cm/cm?2. Die
maximale Gefal3dichte betrug am 14. Tag 160,91cm/cm?. Dieser Unterschied
zwischen Tag 14 und 28 ist als signifikant (p=0,022) zu betrachten.

Im Vergleich der beiden Versuchsgruppen zeigte sich an allen vier Vergleichstagen
eine hochsignifikant hohere GefalRdichte in der Rickenhautkammer-Gruppe (p<0,01

an allen Vergleichstagen).



Ergebnisse 39

O Ruckenhautkammer

500 -
4004 _r T I T } .
300 -
200 -
100 -

VD [cm/cm 2]

Tag

Abbildung 28: Gefalldichte (VD) in der Ruckenhautkammer-Gruppe (n=12).
Mittelwert £ SEM.
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Abbildung 29: Gefalidichte (VD) in der Femur Window-Gruppe (n=13). Mittelwert
+ SEM. (*=p<0,05)
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Abbildung 30: Gefalidichte (VD) in beiden Versuchsgruppen (RHK: n=12, FW: n=13).
Mittelwert £+ SEM. (**=p=<0,01)



Ergebnisse 40

3.6. Gefalddurchmesser (D)

Der Gefal3durchmesser in der Ruckenhautkammer-Gruppe unterlag nicht signifikanten
Schwankungen, die keinem erkennbaren Trend im Versuchszeitraum folgten. An Tag
7 betrug der minimale durchschnittliche GefalRdurchmesser 8,1um und an Tag 21
konnte mit 9,0um der grof3te durchschnittliche GefalRdurchmesser gemessen werden.
Im Femur Window-Kollektiv war eine kontinuierliche Vergrol3erung des
Gefalldurchmessers tUber den gesamten Versuchszeitraum zu beobachten. Zu Beginn
der Versuchsreihe (Tag 7) betrug der Durchmesser 11,7um und stieg bis zum letzten
Versuchstag (Tag 28) auf 14,9um an. Dieser Anstieg ist hochsignifikant (p<0,01). Der
Anstieg von Tag 14 auf Tag 28 ist signifikant (p=0,020).

Der Vergleich von Rickenhautkammer- und Femur Window-Gruppe zeigte an allen
vier Vergleichstagen einen hochsignifikant groReren GefaRdurchmesser in der Femur

Window-Gruppe (p<0,01 an allen Vergleichstagen)
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Abbildung 31: GefaRdurchmesser (D) in der Ruckenhautkammer-Gruppe (n=12).
Mittelwert £ SEM.
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Abbildung 32: GefalRdurchmesser (D) in der Femur Window-Gruppe (n=13).
Mittelwert £ SEM. (*=p<0,05; **=p<0,01)
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Abbildung 33: Gefalidurchmesser (D) in beiden Versuchsgruppen (RHK: n=12,
FW: n=13). Mittelwert + SEM. (**=p<0,01)
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3.7. Mikrovaskulare Gefal3permeabilitat (P)

Die mikrovaskulare Gefal3permeabilitdt von Albumin als Mal3 fur die Durchlassigkeit
der GefaBwand zeigte in der Ruckenhautkammer-Gruppe einen signifikanten
(p=0,014) Anstieg von Messtag 14 (3,67x103cm/s) zu Messtag 21 (5,28x103cm/s).
Von Tag 21 kommt es wiederum zu einem signifikanten (p=0,019) Abfall der
Permeabilitdt zum Versuchsende an Tag 28 (3,85x10-3cm/s).

In  der Femur-Window-Gruppe war ein Anstieg der mikrovaskularen
GefalRpermeabilitat von Tag 7 (5,78x103cm/s) bis Tag 28 (6,39x103cm/s) zu
verzeichnen der allerdings nicht signifikant war.

Im Vergleich der beiden Versuchsgruppen fiel eine an allen vier Vergleichstagen
hohere Gefal3permeabilitéat in der Femur Window-Gruppe auf. Diese Unterschiede

waren an den Versuchstagen 14 und 28 hochsignifikant (p<0,01).
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Abbildung 34: Mikrovaskulare Gefal3permeabilitat in der Ruckenhautkammer-Gruppe
(n=12). Mittelwert £ SEM. (*=p<0,05)
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Abbildung 35: Mikrovaskulare Geféal3permeabilitat in der Femur Window-Gruppe
(n=13). Mittelwert £+ SEM.
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Abbildung 36: Mikrovaskuléare Gefalipermeabilitat in beiden Versuchsgruppen
(RHK: n=12, FW: n=13). Mittelwert £ SEM. (**=p<0,01)
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4. Diskussion

4.1. Diskussion des Tiermodells

Die NOD scid gamma-Maus gehort zu den immunkompromittiertesten
Versuchsmausen, die derzeit in der tierexperimentellen Forschung eingesetzt werden
(1). Seit ihrer ersten Beschreibung 2005 (12) wurde diese Mauslinie in zahlreichen
Studien in der Immunologie (90, 91), Hamatologie (92, 93), Stammzellforschung (94),
Infektiologie (95, 96) und der Diabetes-Forschung (97) (98) eingesetzt. Des Weiteren
erreichte die NOD scid gamma-Maus einen besonderen Stellenwert in der
onkologischen Forschung. So wurde die Mausreihe bisher in zahlreichen
onkologischen Studien als Versuchstier eingesetzt. Unter anderem in der Erforschung
des Blasenkrebses (99), des Brustkrebses (100), der malignen Hirntumoren (101), des
Lungenkrebses (102) und des Prostatakarzinoms (103). Diese Liste konnte beliebig
lang erweitert werden und unterstreicht die Bedeutung der NOD scid gamma-Maus in
der aktuellen onkologischen Forschung.

Die NOD scid gamma-Maus ist bis zu diesem Zeitpunkt noch nicht in
intravitalmikroskopischen Studien zum Einsatz gekommen. Doch unter anderem
lassen sich gerade Fragestellungen zur in vivo Tumorangiogenese in orthotopen
Modellen mit der Intravitalmikroskopie beantworten.

Die Techniken der Intravitalmikroskopie und die dadurch erhobenen Daten zur
Mikrozirkulation im Knochen- und Weichgewebe sind in dieser Studie mit dem Femur
Window und der Ruckenhautkammer erstmals erfolgreich an NOD scid gamma-
Mausen angewendet worden. Damit stehen zum ersten Mal physiologische
Vergleichsdaten der Mikrozirkulation fiir zukiinftige Studien mit dieser Mauslinie zur
Verfigung. Die hohe Immuninkompetenz der NOD scid gamma- Maus erdffnet somit
die Mdglichkeit weitreichendere intavitalmikroskopische Untersuchungen auf den oben
genannten Forschungsfeldern zu betreiben, als es bisher méglich war.

Dieser hohe Grad an Immuninkompetenz bringt allerdings den Nachteil eines hoheren
Aufwandes in der Haltung und dem Umgang mit den Versuchstieren mit sich. Die Tiere
sind sehr anféllig fur Infektionen, da Infektionserreger Uber jegliche Art von
Hautdefekten eintreten konnen. Der haufigste beschriebene Grund fiir eine Infektion
der Mause ist ein aufsteigender Harnwegsinfekt (104). Diese Art der Infektionen

konnte in der vorliegenden Studie nicht beobachtet werden. Die Infektionsrate war, im
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Vergleich mit den anderen Mauslinien die bisher in der Arbeitsgruppe fir
intravitalmikroskopische Fragestellungen eingesetzt wurden, nicht erhoht.

4.2. Diskussion der Untersuchungstechniken

Die Beobachtung der Mikrozirkulation kann invasiv oder nicht-invasiv erfolgen.
Histologische oder molekulare Analysen erlauben dies auf subzellularer Ebene, sind
aber fur kontinuierliche und funktionelle Annalysen ungeeignet. Bildgebende
Untersuchungen wie PET, CT und MRT haben nicht die nétige Auflosung fur
bestimmte Fragestellungen. Die Intravitalmikroskopie bietet, als einzige der genannten
Untersuchungsmethoden, die Mdglichkeit wiederholte in vivo Untersuchungen an
einem Gewebe mit einer hohen raumlichen und zeitlichen Auflésung durchzufihren
(105).

Sandison fuhrte 1924 die ersten intravitalmikroskopischen Untersuchungen an
Kaninchenohren durch (19). Ihm war es aber nur mdglich die Vaskularisation wahrend
des Wundheilungsprozesses zu beobachten.

Auch wurden schon friher Knochenkammermodelle zur intravitalmikroskopischen
Beobachtung entwickelt. 1959 entwickelte Branemark ein Hohlschraubenmodell zur
Untersuchung der Knochenbruchheilung im Kaninchen (106). Diese Kammer und
deren Weiterentwicklungen (107-109) erlauben die intravitalmikroskopische
Beobachtung von neu gebildetem Knochengewebe (ber einen Zeitraum von bis zu
einem Jahr. Allerdings sind Mause zu klein fur diese Art der Beobachtungskammer.
Die Mausspezies bietet jedoch den grof3en Vorteil, dass sie genetisch sehr gut
charakterisiert ist, und dass zahlreiche Antikérper fir immunhistochemische Analysen
zur Verfugung stehen (110).

So wurde neben dem Femur Window eine weitere Knochenbeobachtungskammer,
das ,Cranial Window" oder die ,Calvarian Bone Chamber” fir Untersuchungen von
Knochengewebe an der Maus entwickelt.

Zunachst wurden mit dieser Technik Studien an gro3eren Tieren wie Katzen und
Ratten durchgefuhrt (111), heute noch an Ratten mit funktionellen und
morphologischen Fragestellungen zur Knochenangiogenese (87, 112, 113).

Die Technik wurde inzwischen erfolgreich auf verschiedene Mauslinien lUbertragen.
Die dort gewonnen physiologischen Daten zu mikrovaskularen Gefal3parametern im

Knochengewebe vergleiche ich im Folgenden mit Parametern, die in diesen Studien
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erhoben wurden. Vergleichsstudien, in denen Ergebnisse zu Gefal3parametern unter
pathologischen Bedingungen, wie zum Beispiel unter Tumoreinfluss (69, 70, 114)
gewonnen wurden, werden hier nicht bertucksichtigt.

Ziel der heutigen Intravitalmikroskopie ist die wiederholte kontinuierliche Beobachtung
der Mikrozirkulation von unterschiedlichen Geweben durch eine transparente
Kammer, die das Versuchsobjekt mdglichst wenig oder nicht beeintrachtigt. Die
mikrovaskuldren ~ Parameter wurden in  dieser Studie durch zwei
Beobachtungskammern, das Femur Window und die Rickenhautkammer, an NOD
scid gamma-Mausen erhoben. Durch diese beiden Beobachtungskammern war es
erstmals moglich die Perfusion von Knochen- und Weichgewebe in einer Mauslinie
miteinander zu vergleichen.

Das Femur Window wurde von unserer Arbeitsgruppe entwickelt (24). Es konnte nun
bereits in mehreren Studien (25-27) inklusive dieser gezeigt werden, dass es ein
etabliertes Modell ist, um Antworten auf mikrozirkulatorische Fragestellungen zum
Knochengewebe zu erhalten. Es erlaubte bisher intravitalmikroskopische
Untersuchungen am orthotopen Modell zur Angiogenese und Osteogenese in der
Knochendefektheilung und Tumormetastasierung in einer hohen Auflésung (24).

Die Rickenhautkammer (Dorsal Skinfold Chamber) wird seit Jahrzehnten zu in vivo
Untersuchungen der Angiogenese genutzt. Die Ruckenhautpraparation wurde
erstmals 1943 von Algire (115) beschrieben. Inzwischen wurde die
Ruckenhautkammer weiterentwickelt und ist fir die Ratte (116), den Hamster (117)
und die Maus (118) fur unterschiedlichste intravitalmikroskopische Fragestellungen
der Angiogenese etabliert. Durch die intraventse Gabe von Fluoreszenzfarbstoffen
kann die Mikrozirkulation der Rickenhautmuskulatur beobachtet werden. Durch den
Einsatz dieser Fluoreszenzfarbstoffe kann es durch Bildung von Sauerstoffradikalen
zu phototoxischen Effekten kommen. Diese Sauerstoffradikale kénnen das zu
untersuchende Gewebe schadigen. So kann es eventuell zu Endothelzellschaden
(119), Vasospasmen (120) und einer Reduktion der funktionellen Kapillardichte (121)
kommen. Zur Minimierung dieser potentiellen Gewebeschadigung wurde die jeweilige
Beobachtungszeit auf ein Minimum beschrankt.

An beiden Beobachtungskammern konnte gezeigt werden, dass sie sich zur
Xenotransplantation von verschiedenen Tumorzelllinien eignen und so
Untersuchungen zur Tumorangiogenese und Tumorwachstum erlauben. Ein

Unterschied zwischen den beiden Kammernmodellen besteht hierbei, dass die
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Konstruktion der Ruckenhautkammer eine Manipulation des zu untersuchenden
Gewebes oder eine Transplantation von Materialien auch im Verlauf der Studie
erlaubt. Das Einbringen von Transplantaten ist im Femur Window nur zum Zeitpunkt
der Implantation  moglich.  Nachtragliche  Manipulationen  wirden  die

Beobachtungskammer zerstoren.

4.3. Diskussion der Ergebnisse

Insgesamt wurden in der Ruckenhautkammer-Gruppe an 12 Versuchstieren und an
sechs Messtagen 8013 Gefallabschnitte und in der Femur Window-Gruppe an 13
Versuchstieren und vier Messtagen 3121 GefalRabschnitte beobachtet und
ausgewertet. Damit wurden erstmalig detaillierte Vergleichsdaten Uber eine lange
Beobachtungsperiode fir zuktinftige mikrovaskulare Fragestellungen zum Knochen-

und Weichgewebe geschaffen.

Im Vergleich der beiden Gruppen fallen vor allem Unterschiede in der GefaRRdichte
(VD) auf. Die grolRere GefalRdichte in der Rickenhautkammer ist durch die hohere
Gesamtanzahl der Gefal3e in der Ruckenhautkammer-Gruppe zu erklaren. Dadurch
resultiert eine hochsignifikant hohere Gefal3dichte in der Riickenhautkammer tber den
gesamten Versuchszeitraum hinweg.

Der Volumenfluss pro Zeiteinheit im Einzelgefal? (Blutflussrate, BFR) fallt in der Femur
Window-Gruppe jedoch hoher aus, da diese von dem groéf3eren Gefal3durchmesser
(D) in dieser Gruppe beeinflusst wird. Die Blutflussgeschwindigkeit (Vmean), ist in
beiden Gruppen annéhernd vergleichbar. Deswegen resultiert eine signifikant (Tag 7)
und hochsignifikant (Tag 14, 21 und 28) hdhere Blutflussrate in der Femur Window-
Gruppe. Auch der signifikante Anstieg der Blutflussrate von Beginn des
Versuchzeitraumes zu dessen Ende ist durch den hochsignifikanten Anstieg des
GefalRdurchmessers im Femur Window bei vergleichbarer Hohe der
Blutflussgeschwindigkeit in beiden Gruppen erklarbar.

Die Gewebeperfusionsrate (TPR), also der Blutfluss pro Zeiteinheit und Flache, zeigt
im Vergleich der Gruppen keinen signifikanten Unterschied und wird maf3geblich vom
Gefalldurchmesser, der Blutflussgeschwindigkeit und der Gesamtanzahl der Gefalie
beeinflusst. Der Gefalldurchmesser ist in der Femur Window-Gruppe zwar signifikant

gegenuber der Ruckenhautkammer-Gruppe erhdht, bei  vergleichbarer
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Blutflussgeschwindigkeit wird dies aber durch die erhdhte Zahl der beobachteten
Gefalie in der Ruckenhautkammer kompensiert. Hieraus ergibt sich kein messbarer

Unterschied in der Gewebeperfusionsrate.

Im Folgenden vergleiche ich die hier dargestellten Ergebnisse mit
intravitalmikroskopischen Studien mit anderen Mauslinien. Zunachst gehe ich dabei
auf intravitalmikroskopische gewonnene Daten zum Knochengewebe im Femur
Window ein.

Die ersten mikrovaskularen Parameter zum Femur Window wurden an 19 c57-black-
Mausen Uber einen Zeitraum von 12 Tagen gewonnen (24). Um einen Vergleich der
dort gewonnen Daten mit denen in dieser Studie zu ermdglichen, werden im
Folgenden die Daten von Messtag 6 mit den jetzigen Daten von Tag 7 und die Daten
von Messtag 12 mit den neu gewonnen von Tag 14 verglichen.

Die Blutflussgeschwindigkeit (Vmean) der C57-black-Mause stieg von Tag 6 (111,52 *
11,52 pm/s) zu Tag 12 (121,63 + 28,35 um/s) an. In den NOD scid gamma-Mausen
dieser Studie konnte die gleiche Beobachtung von Tag 7 zu Tag 14 gemacht werden.
Hier war der Anstieg von Vmean sogar signifikant (Tag 7: 116,96 £+ 6,46 um/s, Tag 14:
135,32 + 5,82 um/s, s. Abb: 20). Die Hohe der Blutflussgeschwindigkeit ist in beiden
Mauslinien vergleichbar. Es ist anzunehmen, dass eine um zwei Tage verlangerte
Versuchszeit in der damaligen Studie auch zu einem signifikanten Anstieg gefihrt
hatte.

Die Blutflussrate (BFR) lag bei den damaligen Untersuchungen unter der, die in dieser
Studie gemessen wurde. Sie wurde an Tag 6 mit 2,50 +0,26x103 um?3/s gemessen und
sank auf 2,40 + 0,46x103 um3/s an Tag 12. Bei den NOD scid gamma-Mausen konnte
der Volumenfluss pro Zeiteinheit im Einzelgefald 6-8mal hoher gemessen werden (Tag
7:14,80 + 2,13x10% um?/s, Tag 14: 18,95 * 2,35x103% um?/s, s. Abb: 23).

Die Hohe der BFR ist jedoch direkt abhéngig von der Blutflussgeschwindigkeit (Vmean)
und dem Gefalldurchmesser (D). Da die Ergebnisse der Vmean in beiden Mauslinien
vergleichbar waren, lag der Unterschied in der BFR am Durchmesser der Gefal3e.
Dieser lag bei den Beobachtungen der c57-black-Mause (Tag 6: 5,37 £ 0,45 um, Tag
12: 5,05 + 0,4 um) unter dem der NOD scid gamma-Mause (Tag 7: 11,74 + 0,57 um,
Tag 14: 11,96 £ 0,64 um, s. Abb: 32). Dieser Unterschied ist nicht durch den

diabetischen Hintergrund der neuen Versuchsmaus zu erkléaren, da Diabetes mellitus
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zu kleineren Gefal3durchmessern fiihrt (122). Der Unterschied ist also wahrscheinlich
durch die Gefal3charakteristik der neuen Mauslinie an sich zu erklaren.

Die GefalRdichte (VD) stieg in beiden Mausgruppen Uber die vergleichbare Zeit nicht
signifikant an (c57-black-Mause Tag 6: 89,31 + 9,33 cm/cm?, Tag 12: 111,27 + 15,63
cm/cm?, NOD scid gamma-Mause Tag 7: 135,23 +12,7 cm/cm?, Tag 14: 160,91 +7,82
cm/cm?, s. Abb. 29). Die Absolutwerte der GefaRdichte sind allerdings hoher in der
aktuellen Studie gemessen worden. Auch dieser Unterschied konnte wiederum durch
die neu untersuchte Mauslinie bedingt sein.

Die mikrovaskulare Gefal3permeabilitat (P) unterliegt im Vergleichszeitraum in beiden
Mauslinien nur geringsten Schwankungen. Allerdings ist die Gefal3permeabilitat die in
den Femora der C57-black-Mause gemessen wurde viel geringer, als die der Mause
der vorliegenden Studie (c57-black-Mause Tag 6: 6,05x108+ 0,89x10® cm/s, Tag 12:
5,9x10®+ 1,33x108 cm/s, NOD scid gamma-Mause Tag 7: 5,78x1023+ 0,45x103 cm/s,
Tag 14: 6,13x10°2 + 0,48x103 cm/s, s. Abb. 35). Dies kann durch eine genetische
Modulation, hervorgerufen durch den Diabetes mellitus erklart werden, die zu einer
endothelialen Dysfunktion fihrt und so die Permeabilitdt der Gefalle der NOD scid
gamma-Maus erhoht (123).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es teils deutliche Unterschiede bei den
Ergebnissen der mikrovaskularen GefaRparameter zwischen c57-black-Mausen und
NOD scid gamma-Mausen gab. Dies gilt es in zukinftigen Studien zu beriicksichtigen,
da es den Anschein macht, dass beobachtete Parameter nur mit zuvor gewonnenen
Parametern in der gleichen Mauslinie direkt verglichen werden kénnen.

Die weiteren Studien mit dem Femur Window (25-27) wurden an scid-Mausen
durchgeflihrt. In diesen wurden aber lediglich Daten in Verbindung mit, ins Femur
Window eingebrachten, Tumorzelllinien gewonnen. Auf Grund dessen sind die dort
gemessenen pathophysiologischen Ergebnisse nicht mit denen, unter
physiologischen Bedingungen gewonnenen, Parametern dieser Studie zu vergleichen.
Es lasst sich aber feststellen, dass fur jede einzelne der untersuchten und zu
untersuchenden Mauslinien eine eigene Baseline der mikrozirkulatorischen Parameter
charakterisiert werden muss, die als Grundlage fur weitere Fragestellungen mit der

jeweiligen Mauslinie dient.

Tavassol et al. entwickelten zu einem spateren Zeitpunkt ebenfalls ein

Beobachtungsfenster zur mikrovaskularen Untersuchung von Mausefemora (124). In
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dieser Studie, in der Balb/c-Mause Uber einen Zeitraum von 22 Tagen untersucht
wurden, wurde unter anderem die funktionelle Gefal3dichte gemessen. Diese zeigte in
der Kontrollgruppe der Versuchsreihe keinerlei Veranderungen, was mit einer nicht
stattfindenden Angiogenese gleichgesetzt wurde. In der hier vorliegenden Studie
wurden bei der Messung der Geféal3dichte sehr wohl Unterschiede an den einzelnen
Messtagen festgestellt, die von Messtag 14 zu 28 sogar als signifikant zu bezeichnen
sind (s. Abb. 29). Die Abnahme der GefalRdichte ist wiederum durch den Diabetes
mellitus der NOD scid gamma-Mause zu erklaren. Diabetes mellitus fihrt zu einer
reduzierten Gefal3dichte in diabetischen Mausen (125). Einschrdnkend muss jedoch
gesagt werden, dass in der Studie von Tavassol et al. ein Knochendefektmodell
beschrieben worden ist und nicht wie in der vorliegenden Studie die Mikrozirkulation
im Knochen an sich untersucht wurde.

Sinikovic et al. fihrten ihre Untersuchungen zum Tissue engineering mit der Calvaria
Bone Chamber an 32 Balb/c Mausen uber ein Versuchszeitraum von 22 Tagen durch
(126). In der Kontrollgruppe dieser Studie wurde eine steigende funktionelle
Kapillardichte Gber den gesamten Versuchszeitraum angegeben. Zudem betragen die
gemessen Werte der Gefal3dichte in etwa ein Viertel der Ergebnisse der Gefal3dichte
der Femora der NOD scid gamma Mause. Hier liegt der Grund der Diskrepanz der
Ergebnisse wahrscheinlich in der unterschiedlichen Ossifikationsweise und damit
Angiogenese von desmalem (Schadelkalotte) und chondralem Knochengewebe
(Femur) (127). Ergdnzend muss auch hier angemerkt werden, dass es sich bei der
Calvaria Bone Chamber um ein Knochendefektmodell handelt.

Holstein et al. haben Untersuchungen im Cranial Window von 22 CD-1 Mausen zur
Knochendefektheilung Uber einen Zeitraum von 21 Tagen durchgefihrt (71). Die
gleichen Ergebnisse sind einer weiteren Veroffentlichung zu entnehmen (72). In diesen
Studien liegen also monokortikale Knochendefektmodelle vor. Sie untersuchten den
Effekt von korperlicher Ertiichtigung auf die Knochendefektheilung und Angiogenese,
indem sie einer Untersuchungsgruppe ein Laufrad zur Verfigung stellten. In der
Kontrollgruppe ohne Laufrad (n=7) zeigte sich, dass die Gefal3dichte ab Messtag 6 bis
zum Versuchsende anstieg. Der Anstieg war von Tag 6 bis Tag 15 sehr stark, fiel dann
an Tag 18 gering und stieg dann erneut leicht wieder an bis zum Messtag 21. Ein
ahnliches Bild zeigte sich bei der Untersuchung des GefaRdurchmessers der CD-1
Méause. Hier war ein starker Anstieg von Tag 3 bis Tag 9 zu beobachten. Danach fiel

der GefalRdurchmesser wieder leicht ab und hielt sich dann anndhernd konstant bis
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zum Versuchsende an Tag 21. Zum Vergleich stieg die Gefal3dichte im Femur Window
der NOD scid gamma-Mé&use initial an, um dann von Tag 14 zu Tag 28 signifikant
abzufallen (s. Abb.29). Nach Heilung des monokortikalen Defektes im Cranial Window
der CD-1 Mause gleichen sich die Messergebnisse der hier zu vergleichenden
Beobachtungssituationen an und es liegen vergleichbare Messwerte in der
Gefalldichte vor.

Der GefaRdurchmesser im Femur Window stieg Uber den gesamten Messzeitraum von
28 Tagen kontinuierlich an. Von Tag 7 zu Tag 28 war dieser Anstieg hochsignifikant
(s. Abb. 32).

Die Begriundung fur die unterschiedlichen Messergebnisse am Studienbeginn liegt
wahrscheinlich am monokortikalen Defekt des Cranial Window. Nachdem sich zum
Versuchsende die Untersuchungsbedingungen angepasst haben, sind vergleichbare
Werte in der GefalRdichte messbar. Die unterschiedlichen Ergebnisse sind durch die
jeweilig intravitalmikroskopisch untersuchte Mauslinie zu erklaren und das
Beobachtungsmodell erklarbar.

Zu dem Design der vorliegenden Studie sei angemerkt, dass hier das Femur Window-
Modell zur Betrachtung der Auswirkung von Kkorperlicher Ertlichtigung auf
Knochendefektheilung und der damit verbundenen Angiogenese wahrscheinlich
besser geeignet gewesen ware. Das Femur Window erlaubt strukturelle und
funktionelle Untersuchungen des Knochens. Die Mause sind von der Implantation nicht
beeintrachtigt und belasten das operierte Femur in vollem Ausmalf (24). Es wére also
moglich die Vor- oder Nachteile von koérperlicher Ertichtigung auf die
Knochendefektheilung direkt an einem belasteten Knochen zu untersuchen. Im Cranial
Window sind lediglich die systemischen Auswirkungen der Laufrad-Benutzung auf die
Angiogenese zu messen.

In der Studie von Hansen-Algenstaedt et al. (86) wurden funktionelle und
morphologische mikrovaskulare Gefal3parameter zur Tumorvaskularisation im Cranial
Window in SCID-Mausen erfasst. In der Kontrollgruppe wurde Uber einen
Versuchszeitraum von 49 Tagen unter anderem die Permeabilitat, die Gefal3dichte und
der Gefalldurchmesser beobachtet.

Die Gefal3permeabilitdt sank im Cranial Window Uber den gesamten
Versuchszeitraum ab, wahrend die Permeabilitat im Femur Window ansteigt. Die Ho6he
der gemessen Werte lag im Cranial Window weit unter denen der Femur Window-

Gruppe. Dies kdnnte erneut durch eine genetische Modulation, hervorgerufen worden
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sein, die durch den Diabetes mellitus der NOD scid gamma-Mause verursacht worden
ist, die zu einer endothelialen Dysfunktion fihrt und so die Permeabilitat der Gefalle
der NOD scid gamma-Maus erhoht (123). Eine weitere moégliche Erklarung fur das
unterschiedliche Permeabilitdtsniveau in den beiden Modellen ist das Vorhandensein
einer funktionellen Blut-Hirn-Schranke und die sinusoidale Konfiguration der Gefal3e
im Cranial Window (128).

Im Folgenden gehe ich auf die Ergebnisse aus den Untersuchungen mit dem Modell
der Ruckenhautkammer ein.

Die ersten Daten zur Mikrozirkulation in der Ruckenhautmuskulatur veroffentlichten
Lehr et al. 1993 (118). Dort wurden die Daten aus immuninkompetenten Nacktmausen
Uber einen Zeitraum von mindestens 14 Tagen gewonnen und mit vorhandenen Daten
aus Ruckenhautkammern in Hamstern verglichen. Die Ergebnisse fur die funktionelle
Kapillardichte, GefaRdurchmesser und Blutflussgeschwindigkeit wurden als einzelner
Durchschnittswert fir den gesamten Versuchszeitraum mit der jeweiligen Range der
Werte angegeben. Es ist zum einem anzumerken, dass die Versuche an nicht-
narkotisierten Nacktm&usen stattgefunden haben und es nicht auszuschliel3en ist,
dass die Narkose Auswirkungen auf die Mikrozirkulation haben konnte (129). Des
Weiteren unterschieden Lehr et al. in Ihren Ergebnissen fir den GefalRdurchmesser
und die Blutflussgeschwindigkeit zwischen Arteriolen, Kapillargefaf3en und Venolen.
Diese Unterscheidung fand in der vorliegenden Studie nicht statt.

Die GefaRdichte in den Nacktmausen wurde mit 249 + 12 cm/cm? gemessen (Range:
180 — 312 cm/cm?). Im Vergleichszeitraum liegt die GefaRdichte der NOD scid gamma-
Mause zwischen 359,48+ 33 cm/cm? (Tag 14) und 398,43 + 25,75 cm/cm? (Tag 7) und
damit deutlich Uber der Gefalidichte, die in der damaligen Studie gemessen wurde.
Der Gefal3durchmesser der Kapillargefal3e wurde mit 5,6 £ 1.8 ym (Range: 4-9 pm)
bestimmt. In den NOD scid gamma-Mausen zwischen 8,11 + 0,27 um (Tag 7) und
8,47 £ 0,53 um (Tag 4) und damit im oberen GefalRdurchmesser-Bereich der Range
der Kapillargeféal3e der Nacktmause.

Die Blutflussgeschwindigkeit in den Kapillargefal3en der Nacktmause lag mit 120 + 30
um/s (Range: 80-260 um/s) annahernd bei der Geschwindigkeit, die in der
vorliegenden Studie gemessen wurde (s. Abb. 19).

Die Ergebnisse in Bezug auf den Gefal3durchmesser und die Blutflussgeschwindigkeit

sind in diesen beiden Studien durchaus vergleichbar. Die deutlich unterschiedlichen
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Ergebnisse der gemessenen Gefal3dichte sind eventuell durch die unterschiedliche
Auswertungsmethode erklarbar. So kam bei den Nacktm&usen ein computer-
assistiertes Mikrozirkulation-Analyse-System zum Einsatz und zuséatzlich wurde eine
weitaus geringere Anzahl von Blutgefal3en analysiert.

Nolte et al. (130) gaben in ihrer Kontrollgruppe eine GefaRdichte von 220 + 20 cm/cm?
in balb/c-Mausen an. Auch diese Gefal3dichte wurde an nicht-narkotisierten Tieren
gemessen, liegt in ihrer Hohe aber so weit unter der Gefal3dichte der NOD scid
gamma-Mause, dass von einem tatsachlichen Unterschied zwischen diesen beiden

Mauslinien ausgegangen werden sollte.

Schafer (85, 131) fuhrte Untersuchungen an transgenen prediabetischen UCP1/DTA-
Mausen mit einer gestorten Glukose-Toleranz und deren nicht-transgenen
Wurfgeschwistern als Kontrollkollektiv durch. In dieser Studie wurden die Messungen
zur Mikrozirkulation in der Riuckenhautkammer am 6. Tag post implantationem
durchgeflhrt. Die dort gewonnen Ergebnisse vergleiche ich mit denen an Messtag 7
gewonnen in den NOD scid gamma-Mausen.

Im Vergleich der erhobenen Daten fallt erneut die massiv erhéhte mikrovaskulare
GefalRpermeabilitdt der NOD scid gamma-Mause gegenuber den UCP1/DTA-M&ausen
auf. Eine erhdhte mikrovaskulare Gefal3permeabilitat ist als ein friihes Zeichen einer
endothelialen Dysfunktion in Verbindung mit einer diabetischen Erkrankung bekannt.
Die GefaRdichte der NOD scid gamma-Mause (398,43 + 25,75 cm/cm?) ist eher mit
denen der Kontrollgruppe (334,3 + 12,3 cm/cm?) vergleichbar, ist aber gegeniliber
beiden UCP1/DTA-Gruppen (Prediabetische Mause: 275 + 15,4 cm/cm?) erhoht. Im
Gegensatz dazu ist der GefalRdurchmesser der NOD scid gamma-Mause (8,11 + 0,27
pum) geringer gemessen worden als in den beiden UCP1/DTA-Gruppen (Transgene
Mause: 14,4 £ 1,2 um, Kontrollgruppe: 10,6 = 0,4 um). Diese Beobachtungen passen
nicht zu bisher veroffentlichen Ergebnissen, nach denen beim Diabetes mellitus eine
herabgesetzte funktionelle Gefalldichte mit einem erhéhten Gefalidurchmesser
einhergeht (132, 133). Es ist also davon auszugehen, dass trotz des manifesten
Diabetes mellitus der NOD scid gamma-Mause, grundlegend abweichende
mikrozirkulatorische Gefal3parameter im Vergleich zu den UCP1/DTA-M&usen
vorliegen. Die Blutflussgeschwindigkeit ist in diesem Vergleich am hdchsten in der

Kontrollgruppe (244,3 =+ 28 pm/s) der UCP1/DTA-Mause gemessen worden. Die
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Flussgeschwindigkeit nimmt von den prediabetischen Mausen (161,9 £ 33,2 um/s) hin
zu den diabetischen NOD scid gamma-Mausen (120,48 + 8,5 um/s) weiter ab.

Da die Gefalidichte keine gentigende Aussage dariiber zulasst, wie das Gewebe mit
Blut und Sauerstoff versorgt wird und wie Stoffwechselabfallprodukte abtransportiert
werden, wurde auch in dieser Vergleichsstudie die Blutflussrate, also der Volumenfluss
pro Zeiteinheit im Einzelgefa3, aus der Blutflussgeschwindigkeit und dem
Gefalldurchmesser berechnet (114). Die Hohe der Blutflussrate ist h6her bei den NOD
scid gamma Mausen (9,74 + 1,71 x103um?3/s, UCP1/DTA-Méuse: 5,7 + 0,8 x103um?/s,
Kontrollgruppe: 5,1 +0,7 x103um?3/s). Es ist also davon auszugehen, dass in den NOD
scid gamma-Mausen eine erhohte Stoffwechselaktivitdt im Vergleich zu den
UCP1/DTA-Méausen vorliegt.

Die mikrozirkulatorischen Parameter, die in den Rickenhautkammern dieser beiden
Mauslinien beobachtet wurden, sind nicht direkt miteinander vergleichbar, dies sollte
bei zukunftigen Studien Berucksichtigung finden.

Es gab zahlreiche weitere Experimente mit der Rickenhautkammer an den
verschiedensten Mauslinien und mit unterschiedlichsten Fragestellungen (134-136). In
diesen wurden allerdings lediglich pathophysiologische Gefaliparameter erhoben, die
nicht mit den physiologischen Parametern dieser Studie zu vergleichen sind.

Abschliel3end lasst sich sagen, dass die gewonnen Daten und deren Vergleich mit
anderen etablierten Studien daftir sprechen, das sowohl das Femur Window als auch
das Modell der Ruckenhautkammer erfolgreich auf die NOD scid gamma-Mauslinie
Ubertragen werden konnte. Es wurden hier physiologische Daten in beiden Modellen
erhoben, die in zukinftig folgenden Studien und Versuchsreihen mit
pathophysiologischen Fragestellungen als Vergleich dienen sollten, da sich gezeigt
hat, dass mikrozirkulatorische Parameter, die in anderen Mauslinien in gleichen oder
vergleichbaren Beobachtungskammern gemessen wurden, nicht direkt auf eine neu

zu Untersuchende lbertragen werden kdnnen.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmalig in vivo der standardisierte Vergleich der
physiologischen Mikrozirkulation und Angiogenese im Knochen und im Weichgewebe
an der hochgradig immunkompromittierten NOD scid gamma-Maus

intravitalmikroskopisch dargestellt und analysiert.

Die Ergebnisse unterstreichen die organspezifischen Unterschiede in der
Mikrozirkulation. So sind der Gefaldurchmesser sowie die Blutperfusionsrate im
Knochen signifikant hoher als im Weichgewebe, welches unter anderem eine
vermehrte Durchblutung anzeigt. Die hohere Gefalidichte im Weichgewebe ist auf den

kleineren Gefalddurchmesser zurtickzuftihren.

Es konnte gezeigt werden, dass die mikrozirkulatorischen Parameter nicht
uneingeschrankt auf andere Mauslinien tbertragen werden kdnnen. So stellen die hier
gewonnen physiologischen Daten der NOD scid gamma-Maus die Grundlage flr

weitere Untersuchungen und pathophysiologischen Fragestellungen dar.

Mit den beiden intravitalmikroskopischen Modellen wird es méglich sein, zum Beispiel
das Wachstum von Tumoren in Bezug auf Ihre Blutversorgung im Knochen und im
Weichgewebe zu vergleichen und weiterfihrend die Evaluation der organspezifischen
Therapieeffizienz im Rahmen des Tumorwachstums von ossaren Tumoren

ermdglichen.
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5.1. Summary

In the present thesis an in vivo standardized comparison of the physiological
microcirculation and angiogenesis in the bone and the soft tissue at the highly
immunocompromised NOD scid gamma-mouse was shown and analyzed by intravital

microscopy for the first time ever

The findings underline the organ-specific differences in the microcirculation. Thus, the
vessel diameter and the blood flow rate in the bone were significantly higher than in
the soft tissue, which indicates amongst other things an increased blood circulation.
The increased vessel density in the soft tissue was a result of the smaller vessel

diameter.

It could be shown that the parameters of microcirculation can not be transferred without
restriction to other mouse breeds. Therefore the physiological data obtained in the
recent study forms the basis for further pathophysiological investigations of the NOD

scid gamma-mouse.

With both intravital microscopic models it will be possible, for example, to compare the
growth of tumors in relation to their blood supply in the bone and soft tissue. These
results support the further evaluation of organ-specific therapy efficiency in the context

of osseous tumor growth.
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11. Anhang

11.1. Ergebnistabellen

11.1.1. Riuckenhautkammer-Gruppe:

Tag 0 4 7 14 18 21 28
Kérpergewicht [g] 29,0 | 28,8 | 28,25 | 27,08 | 27,42 | 26,42 | 26,50
SEM 1,10 | 0,98 1,00 0,92 0,73 0,77 1,01
Blutflussgeschwindigkeit [um/s] 132, | 120,4| 119,3| 120,5| 107,0| 1151
SEM 10,5 8,50 6,17 9,91 6,68 6,75
BFR [x103um?/s] 10,2 9,74 8,71 8,38 | 10,92 8,98
SEM 2,19 1,71 1,06 1,22 2,25 1,00
TPR [x10°ml/cm2s] 39,4 | 3543 | 33,75| 31,25| 31,83 | 34,43
SEM 7,70 5,84 4,99 3,09 5,18 4,19
Vessel density [cm/cm?] 374, | 398,4| 359,4| 385,8| 334,9| 354,3
SEM 23,8 | 25,75| 33,00 | 31,89 | 29,99 | 33,50
Durchmesser [um] 8,47 8,11 8,27 8,45 8,99 8,66
SEM 0,53 0,27 0,41 0,64 0,58 0,54
Permeabilitat [x10° cm/s] 4,26 5,33 3,67 4,57 5,28 3,85
SEM 0,47 0,92 0,22 0,59 0,66 0,25
11.1.2. Femur Window-Gruppe

Tag 0 7 14 21 28

Korpergewicht [g] 32,62 29,15 29,38 28,46 28,85
SEM 0,81 0,81 0,56 0,71 0,81
Blutflussgeschwindigkeit [um/s] 116,96 135,32 127,91 122,22
SEM 6,46 5,82 4,51 10,93
BFR [x103um?3/s] 14,80 18,95 19,46 25,10
SEM 2,13 2,35 2,24 3,62
TPR [x10°ml/cm?2s] 34,30 43,51 41,30 44,26
SEM 3,92 4,28 6,15 7,02
Vessel density [cm/cm?] 135,23 160,91 147,43 126,57
SEM 12,70 7,82 11,01 12,88
Durchmesser [um] 11,74 11,96 12,89 14,91
SEM 0,57 0,64 0,82 1,02
Permeabilitat [x10° cm/s] 5,78 6,13 6,13 6,39
SEM 0,45 0,48 0,59 0,55
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