
Mikrobiologische und pathologische Analyse  

explantierter unterschiedlich kryokonservierter 

Schädelkalotten nach dekompressiver  

Hemikraniektomie 

Inaugural-Dissertation 

zur Erlangung des Doktorgrades 

der Hohen Medizinischen Fakultät 

der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universität 

Bonn 

 Rachit Agrawal 

aus Sunsari, Nepal 

2024 



Angefertigt mit der Genehmigung  

der Medizinischen Fakultät der Universität Bonn 

1. Gutachter: Prof. Dr. Dr. med. Konstantinos Gousias 

2. Gutachterin: Prof. Dr. Marieta Ioana Toma

Tag der Mündlichen Prüfung:  06.06.2024 

Aus der Klinik und Poliklinik für Neurochirurgie 

Direktor: Prof. Dr. med. Hartmut Vatter



3 

Inhaltsverzeichnis 

            Abkürzungsverzeichnis 5 

   Abbildungsverzeichnis 6 

   Tabellenverzeichnis 7 

1. Deutsche Zusammenfassung 8 

1.1 Einleitung 8 

1.2 Material und Methoden 11 

1.2.1  Ziele der klinischen Studie 11 

1.2.2  Materialsammlung und Lagerung 12 

1.2.3  Mikrobiologische Analyse 13 

1.2.4  Pathologische Analyse 14 

1.3  Ergebnisse 15 

1.3.1  Demografische Daten der Studienpopulation 15 

1.3.2  Mikrobiologische Ergebnisse 16 

1.3.3  Pathologische Ergebnisse 17 

1.4  Diskussion 20 

1.5  Zusammenfassung 25 

1.6  Literaturverzeichnis der deutschen Zusammenfassung 26 



4 

2 31 

3 

 Veröffentlichungen  

Danksagung 46 



5 

Abkürzungsverzeichnis 

ABF  Autologous Bone Flap 

BRF Bone regenerating factor 

CAD Computer-aided-Design 

CFU Colony forming unit 

DH Dekompressive Hemokraniektomie 

HPF High Power Field 

MALDI-TOF MS Matrix-unterstützte Laser Desorption/Ionisation-Time of flight mass 

spectrometry 

MRSA  Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus 

OPG Osteoprotegerin 

PEEK Polyetheretherketon 

PTH1R Parathyroid Hormone Type 1 Receptor 

RANKL Receptor Activator of Nuclear Factor kB Ligand 

SF Synthetic Flap 

sSHT Schweres Schädelhirntrauma  

TRAIL  Tumour necrosis factor–related apoptosis inducing ligand 



 

 

6 

Abbildungsverzeichnis 

Abbildung 1: Schädellappen explantiert nach DH, für Bakterienkulturen verwendet 

(Agrawal et al., 2022) ..................................................................................................... 14 

Abbildung 2: Typisches Bakterienwachstum nach Kontamination mit S. aureus (links), S. 

epidermidis (Mitte) und C. acnes (rechts) (Agrawal et al., 2022) .................................... 17 

Abbildung 3: H&E-Färbung, Normale Osteozyten (#), histologisches Zeichen einer 

Osteonekrose (leeren Osteozyten mit * markiert)(Gousias et al 2023) ........................... 17 

Abbildung 4: Immunohistochemische Färbung der Zellmembran für PTH1R 

(rot)(Gousias et al 2023) ................................................................................................. 18 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

7 

Tabellenverzeichnis 

Tabelle 1: Demografische Daten der Studiengruppe ( Agrawal et al 2022)  ................... 16 

Tabelle 2a: Expressionsprofil von PTH1R und OPG sowie Knochenavitalität (Gousias et 

al 2023) .......................................................................................................................... 19 

Tabelle 2b: Ergebnisse (Fixeffekte) des log-linearen gemischten Modells mit zufälligem 

Versatz (Gousias et al 2023) .......................................................................................... 20 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

8 

1. Deutsche Zusammenfassung 

1.1 Einleitung 

Die dekompressive Hemokraniektomie (DH) beschreibt die Entfernung eines Teils der 

Schädelkalotte und wird in Situationen mit lebensbedrohlichem Hirndruck bzw. maligner 

Hirnschwellung eingesetzt. Dies erfolgt häufig im Zusammenhang mit einem schweren 

Schädelhirntrauma (sSHT) oder einem großen Hirninfarkt (Signorelli et al., 2022; Shepe-

tovsky et al., 2021). Das Ziel einer DH liegt grundsätzlich in einer Entlastung des Hirn-

drucks und der Verhinderung eines Einklemmens des Hirnstamms (Alkhaibary et al., 

2020; Mee et al., 2022). 

Nach durchgeführter DH besteht die Indikation für die operative Deckung des kranialen 

Defekts erst nach einigen Wochen bis Monaten unter der Voraussetzung, dass die Hirn-

schwellung vollständig rückgebildet ist. Bei der Prozedur kann entweder der eigene Schä-

deldeckel reimplantiert oder ein synthetischer Deckel verwendet werden (Alkhaibary et 

al., 2022; Mee et al., 2022). Letztere werden als Computer-aided-Design (CAD)-Implan-

tate bezeichnet und mithilfe von computertomographischen Daten des Patienten als 3D-

Rekonstruktion aus verschiedenen Materialien wie Titan oder Polyetheretherketon 

(PEEK) hergestellt.  

Verschiedene Studien zeigen, dass die Kranioplastie, obwohl sie zu den technisch einfa-

cheren neurochirurgischen Verfahren zählt, mit hohen Komplikationsraten assoziiert ist 

(Do et al., 2022; Gerstl et al., 2022; Honeybul und Ho, 2016; Mee et al., 2022; Shepeto-

vsky et al., 2021; Signorelli et al., 2022). Zu den häufigen unerwünschten Ereignissen 

gehören Hirnblutungen, neue auftretende Krampfanfälle und oberflächliche Wundhei-

lungsstörungen, aber auch spezifische Komplikationen wie die Infektion und Autolyse des 

autologen Kalottenimplantetes. Die Komplikationsrate für Knocheninfektionen wird in Stu-

dien zwischen 7 und 22 % sowie für die Autolyse des Implantats mit 3 bis 51 % beziffert 

(Gerstl et al., 2022; Malcolm et al., 2018; Shepetovsky et al., 2021; Signorelli et al., 2022).  

Es sind bereits verschiedene Faktoren bekannt, die mit einem höheren Risiko für posto-

perative Infektionen des Schädelknochens oder zur Autolyse des Knochenimplantats ver-

bunden sind. Zu diesen gehören ein geringeres Alter unter 30 Jahren, die Fragmentierung 
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der reimplantierten Schädelkalotten nach Kalottenfrakturen bei SHT, ein VP-Shunt-pflich-

tiger Hydrocephalus, mehrfache Schädeloperationen sowie eine lange Konservierung des 

explantierten Schädeldeckels (Brommeland et al., 2015; Do et al., 2022; Gerstl et al., 

2022; Honeybul und Ho, 2016; Korhonen et al., 2018; Malcolm et al., 2018; Mee et al., 

2022; Schwarz et al., 2016; Shepetovsky et al., 2021; Signorelli et al., 2022). 

Darüber hinaus wird eine ursächliche Wirkung einer suboptimalen Kryokonservierung des 

Knochendeckes für postoperative Infektionen oder Osteolysen diskutiert. Bisher existie-

ren keine Leitlinien oder Standardmethoden für die Aufbewahrung und den Umgang mit 

explantierten Schädelkalotten, beispielsweise zur optimalen Temperatur der Asservie-

rung. Die Routine unserer klinischen Arbeit fußt derzeit auf einer Leitlinie der Gesellschaft 

für Unfallchirurgie, nach welcher die Lagerung von Knochenimplantaten/Knochenersat-

zen bei weniger als  -70°C empfohlen wird (Fölsch et al., 2015; Ramalingam et al., 2018; 

Tiefenboeck et al., 2020). Grundsätzlich werden in unterschiedlichen Kliniken jedoch 

Temperaturen zwischen -20°C und -196°C für die Kryokonservierung verwendet (Chan et 

al., 2017; Hng et al., 2015).  

Für Aussagen zu den optimalen Lagerungstemperaturen und -dauern von explantierten 

Schädeldeckeln könnten entweder 

1) prospektive randomisierte Fall-Kontroll-Studien mit Betrachtung von relevanten 

Patientenoutcomes und postoperativen Komplikationsraten oder 

2) direkte laborparametrische (z. B. mikrobiologische, pathologische) Untersuchun-

gen 

herangezogen werden. Erstere sind jedoch mit erheblichen ethischen und auch organisa-

torischen Herausforderungen verbunden, sodass bisher keine klinischen Studien zur Fra-

gestellung optimaler Lagerungsbedingungen existieren. Bis dato existieren lediglich we-

nige retrospektive Kohortenanalysen zu Komplikationsraten nach Kranioplastie, bei wel-

chen unterschiedliche Lagerungstemperaturen von Schädelkalotten verglichen wurden 

(Gerstl et al., 2022; Honeybul und Ho, 2016; Malcolm et al., 2018; Mee et al., 2022; She-

petovsky et al., 2021; Signorelli et al. 2022). Ein statistischer Vergleich von Komplikati-

onsraten unterschiedlicher Patientenkohorten ist jedoch aufgrund der Vielzahl möglicher 

statistischer Verzerrungen (z. B. aufgrund von unterschiedlichen Behandlungsprotokollen 
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bei Schlaganfall- oder SHT-Patienten; Unterschieden in den Institutionen und bei der Pa-

tientenauswahl) nur eingeschränkt sinnvoll. Robuste Schlussfolgerungen über die Über-

legenheit einer Lagerungstemperatur ist basierend auf der aktuellen Studienlage daher 

nicht möglich. 

Direkte laborparametrische Untersuchungen während der Konservierungszeit bieten hin-

gegen datenbasierte Aussagen zum Einfluss der Lagerungstemperatur auf das Risiko von 

spezifischen postoperativen Komplikationen. Zudem erlaubt dieses Studiendesign bereits 

vor der Reimplantation die Untersuchung der Kalotte und damit den Ausschluss bzw. die 

Bestätigung einer Infektion oder von Zeichen einer Osteonekrose. 

Bisher existieren nur einzelne laborparametrische Studien, die jedoch keinen Vergleich 

zwischen verschiedenen Konservierungsmethoden anstellen. Cho et al. (2017) führte 

eine Untersuchung an 47 explantierten Schädelkalotten durch, die bei -70°C für 9 bis 161 

Monate kryokonserviert wurden. Die Autoren haben eine bakterielle sowie eine Osteo-

blasten-Kultur angelegt, konnten jedoch kein bakterielles Wachstum oder die Extraktion 

von Osteoblasten zeigen (Cho et al., 2017). In einer Studie mit ähnlichem Studiendesign 

führten Chan et al. (2017) bei explantierten Schädeldeckeln, die bei -80°C für 4 bis 55 

Monate kryokonserviert wurden, ebenfalls Bakterien- und Osteoblasten-Kulturen durch. 

Sie kamen zu dem Ergebnis, dass 5 der untersuchten Kalotten bakteriell infiziert waren 

(3 mit Pasteurella multocida, 2 mit Methicillin-resistentem Staphylococcus aureus 

(MRSA)). Osteoblasten konnten auch in dieser Studie in den Kulturen nicht nachgewiesen 

werden (Chan et al., 2017). 

Die Sichtung vorhandener Studien zeigt eine Evidenzlücke bei Infektionsraten, dem In-

fektionspotenzial, dem Knochenmetabolismus und der Viabilität von explantierten Schä-

deldeckeln, die unter verschiedenen Lagerungsbedingungen in einer Institution konser-

viert wurden. Um dieser Evidenzlücke zu begegnen, haben wir unsere klinische Studie 

DRKS00023283 ( https://www.drks.de) initiiert. Das Ziel dieser Studie lag in der Untersu-

chung des mikrobiologischen und pathologischen Profils von explantierten Schädelde-

ckeln, die bei verschiedenen Lagerungstemperaturen (-23°C bei Gruppe A; -80°C bei 

Gruppe B) konserviert wurden. 
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1.2 Material und Methoden 

Im Rahmen der klinischen Studie DRKS00023283 wurden explantierte Schädelkalotten 

von verstorbenen Patienten, bei welchen in der Neurochirurgischen Klinik Lünen eine DH 

zwischen Juni 2019 und Oktober 2020 durchgeführt wurde, untersucht. Die klinische Stu-

die wurde von der Ethikkommission der Universität Münster genehmigt (Ethikvotum: 

2020-340-f-S). Diese Untersuchungen wurden gemäß der revidierten Deklaration von 

Helsinki des Weltärztebundes (1983) und den entsprechenden gesetzlichen Grundlagen 

durchgeführt. 

Im Rahmen der Studie wurden die Schädelkalotten von 17 Patienten analysiert. Dabei 

fand eine Aufteilung in zwei Gruppen statt: Die Schädel der Gruppe A (n=8) wurden bei  

-23°C konserviert, während die Gruppe B (n=9) eine Lagerungstemperatur von -80°C ge-

wählt wurde. Eine weitere Gruppe C umfasste zwei sterile CAD (davon eines Vancomycin-

getränkt) und wurde als Kontrollgruppe für den mikrobiologischen Teil der Studie heran-

gezogen. Darüber hinaus wurden als mögliche prognostische Faktoren die folgenden Va-

riablen in die statistische Analyse integriert: 

- demografische Daten der Patienten: Alter (in Jahren), Geschlecht (m/f) sowie  

- krankheitsspezifische Parameter und Faktoren des chirurgischen Eingriffs: Genese 

der malignen Hirnschwellung (Schlaganfall vs. sSHT), Schädelbruch (ja/nein), In-

fektion während des stationären Aufenthalts (ja/nein), Dauer der DH (in Minuten), 

Dauer und Temperatur der Konservierung (-23°C vs. -80°C). 

1.2.1     Ziele der klinischen Studie 

Die durchgeführte Studie wurde in einen mikrobiologischen sowie einen pathologischen 

Teil unterteilt. Der mikrobiologische Teil wurde durchgeführt, um zwischen den Gruppen 

nicht nur Unterschiede bei tatsächlichen Infektionsraten, sondern auch hinsichtlich des 

Infektionspotenzials identifizieren zu können. Dazu sollte zunächst ein Vergleich des mik-

robiologischen Status zwischen den explantierten Deckeln der Gruppe A vs. der Gruppe 

B mittels einer bakteriellen Kultur hergestellt werden. Darüber hinaus sollte das Infekti-

onspotenzial nach Kontamination der explantierten Deckel und der CAD-Implantate mit 
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spezifischen Keimstämmen hinsichtlich des Wachstums der Erreger bei den Gruppen A, 

B und C verglichen werden. 

In der pathologischen Analyse hingegen wurden spezifische Parameter des Knochenme-

tabolismus wie der Parathyroid Hormone Type 1 Receptor (PTH1R) und Osteoprotegerin 

(OPG) sowie mikroskopische Zeichen einer Osteonekrose untersucht. Der PTH1R weist 

eine hohe Expression sowohl im Knochen- als auch im Nierengewebe auf. Im spezifi-

schen Kontext des Knochens ist dieser Rezeptor auf der Oberfläche von Osteoblasten zu 

finden. Sobald der Rezeptor durch die Bindung von PTH aktiviert wird, führt dies zur Ex-

pression von RANKL (Receptor Activator of Nuclear Factor kB Ligand) durch die Osteo-

blasten und somit zur Erhöhung der Resorptionsrate vom Knochen (Fan et al., 2017; Mar-

tin, 2022). Die OPG spielt hingegen durch seine Funktion als Decoy-Rezeptor im Rahmen 

des RANK/RANKL/OPG-Systems eine bedeutende Rolle in der Regulation des Knochen-

stoffwechsels, indem sie die Osteoklastogenese und die Resorption von Knochengewebe 

hemmt (Infante et al., 2019; Marcadet et al., 2022). 

Das Ziel der pathologischen Analyse lag dabei in der Identifikation von potenziellen Quel-

len einer sekundären Osteonekrose nach Kranioplastik. Von besonderem Interesse war 

der zeitliche Aspekt, d. h. die Fragestellung, ob der Prozess der Osteonekrose bereits 

nach der DH beginnt und während der Kryokonservierung fortschreitet. Neben einer Ex-

pressionsanalyse im explantierten Schädelknochen (Kortikalis und Spongiosa) von Bio-

markern des Knochenmetabolismus (PTH1R und OPG) mittels Immunohistochemie in 

den Gruppen A und B wurde mittels H&E-Färbung der Grad der Knochenavitalität als 

Vorstufe der Osteonekrose ausgewertet. Diese Auswertungen wurden im Dezember 2020 

durchgeführt und nach sechs Monaten im Juni 2021 wiederholt. 

1.2.2   Materialsammlung und Lagerung 

Die explantierten Schädeldeckel wurden während der Hemokraniektomie steril in Plastik-

beuteln verpackt und in einem medizinischen Gefrierschrank bei Temperaturen von -23°C 

bei DH zwischen Juni und November 2019 bzw. bei -80°C bei DH zwischen Dezember 

2019 und Oktober 2020 aufbewahrt. Das Auftauen der Schädelkalotte erfolgte unter 

streng aseptischen Bedingungen bei Raumtemperatur über einen Zeitraum von zwei 

Stunden. Die Knochen wurden mit Hammer und Knochenstanze zerkleinert. Die daraus 
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gewonnenen zentral gelegenen Knochenfragmente (Kortex und Spongiosa) wurden zur 

weiteren mikrobiologischen (ca. 0,8 x 2 cm) und pathologischen (ca. 0,5 x 0,5cm) Unter-

suchung gesammelt. 

 1.2.3   Mikrobiologische Analyse 

Die mikrobiologische Analyse berücksichtigte sowohl aerobe als auch anaerobe Bedin-

gungen. Für die aerobe mikrobiologische Analyse wurden zwei exemplarische Knochen-

fragmente auf Schokoladen- (Chocolate PolyViteX Agar, bioMérieux, Marcy l'Étoile, 

Frankreich) sowie auf Blutagar (Columbia-Agar mit 5 % Schafblut, BD, Heidelberg) auf-

gebracht. Daraufhin wurde flüssige Gehirn-Hirn-Infusion (BB™ Brain Heart Infusion, BD, 

Heidelberg) zur Anreicherung hinzugefügt. 

Die anaerobe Kultur wurde mithilfe einer anaeroben (Schaedler-Agar mit 5 % Schafblut, 

BD, Heidelberg) Blutagarplatte sowie mittels flüssigem Thioglycolat-Medium (BBLTM En-

riched Thioglycollate Medium with Vitamin K1 & Hemin, BD, Heidelberg) zur Anreicherung 

angelegt.  

Die inokulierten Medien wurden über einen Zeitraum von zwei Wochen bei einer Umge-

bungstemperatur von 35°C bei einem CO2-Partialdruck von 5 % inkubiert. Nach 48 Stun-

den, sieben und 14 Tagen wurde das mikrobielle Wachstum beurteilt und halbquantitativ 

(leicht, mäßig, stark) bei den positiven Bakterienkulturen kategorisiert.  

Sofern nach einer Inkubationszeit von 14 Tagen keine Hinweise auf bakterielles Wachs-

tum vorlagen, wurden Subkulturen angelegt, die von den genannten flüssigen Anreiche-

rungsmedien auf Blutagar bzw. anaeroben Blutagar übertragen wurden. Nach einer Inku-

bationszeit von drei Tagen bei gleichen Bedingungen (35°C, 5 % CO2) wurden die Bakte-

rien mithilfe der Matrix-unterstützten Laser Desorption/Ionisation-Tme off light mass 

spectrometry-Methode (MALDI-TOF MS) identifiziert. 

In einem nächsten Arbeitsschritt wurden mit den übrigen drei Fragmenten der Schädel-

kalotten (Gruppe A und B) sowie den drei Fragmenten jedes CAD-Schädels (Gruppe C) 

Kontaminationsexperimente durchgeführt. Jedes Knochen- bzw. CAD-Fragment wurde in 

eine Suspension der Referenzstämme Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphy-

lococcus epidermidis ATCC 12228 und Cutibacterium acnes ATCC 6919 überführt. Die 
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Stämme enthielten eine Konzentration von 103 koloniebildenden Einheiten (CFU)/ml in 

PBS-Puffer. Die mit den Bakterienstämmen kontaminierten Schädelfragmente wurden 

über Nacht bei 5°C im Kühlschrank gelagert. In Abb 1 ist beispielhaft ein extrahierter 

Schädellappen dargestellt, der für die Bakterienkulturen verwendet wurde. 

Am darauffolgenden Morgen wurden die kontaminierten Fragmente abgetrocknet und auf 

Schokoladen-Blutagarplatten aufgebracht (S. aureus- und S. epidermidis-kontaminierte 

Fragmente) bzw. auf anaeroben Blutagarplatten ausgerollt (C. acnes-kontaminierte Frag-

mente). Die Fragmente wurden daraufhin jeweils in ein Thioglykolat-Medium gegeben und 

unter den beschriebenen Bedingungen aufbewahrt. 

 

Abb 1: Schädellappen explantiert nach DH, für Bakterienkulturen verwendet (Adaptiert 

nach Agrawal et al., 2022) 

1.2.4    Pathologische Analyse 

Von den Schädelkalotten wurden jeweils mindestens fünf 0,5 x 0,5 cm große Fragmente 

aus den zentralen Regionen extrahiert und in sterilen Röhrchen (gefüllt mit Formaldehyd-

lösung) gesammelt. Die Fragmente, die in Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet wa-

ren, wurden anschließend entkalkt und in Mikrometer-dünne Proben geschnitten. Es 

folgte eine H&E-Färbung sowie eine Immunfärbung zur Detektion von PTH1R und OPG 

mit einem vollautomatischen Leica Biosystem (Bond maX/Bond III-Vollautomatiksystem). 
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Die polyklonalen Antikörper zu PTH1R sowie zu OPG wurden gemäß den Protokollen des 

Herstellers verwendet (PTH1R: Katalog PA1-20597, Invitrogen, Verdünnung 1:200; OPG: 

bs-0431R, BIOSS). Anschließend wurde die Immunreaktivität in der Zellmembran für 

PTH1R sowie im Zellplasma für OPG quantifiziert und die Anzahl der positiven Zellen 

(Osteoblasten) im Verhältnis zu allen identifizierten Zellen dokumentiert. 

Die Expression von PTH1R sowie von OPG wurde mithilfe eines Zeiss-Lichtmikroskops 

(Zeiss Axio Imager.D2) sowie der H&E-Färbung bewertet. Das Lichtmikroskop wurde zu-

dem dazu verwendet, die H&E-Schnitte zu scannen (Zeiss Imaga.D2, Kamera Zeiss Axi-

ocam 506 Farbe, Fotografie Zen2pro mit 10-50-facher Vergrößerung). Das Ausmaß der 

leblosen Zellen (Avitalität), die als Abwesenheit von Osteozyten in leeren osteozytischen 

Lacunen definiert wurde, wurde in den eingescannten H&E-Färbungen mithilfe der Image 

J-Software berechnet. 

Die Knochenlappen der Gruppe A (-23°C Lagerungstemperatur) sowie der Gruppe B  

(-80°C Lagerungstemperatur) wurden mithilfe von Wilcoxon-Tests verglichen. Log-lineare 

gemischte Regressionsmodelle mit zufälligem Intercept wurden verwendet, um wiederer-

holte Messungen, d.h. die Expression von avitalem Gewebe derselben Knochenlappen 

zu berücksichtigen und potenzielle Prognosefaktoren der Knochenavitalität zu identifizie-

ren. Hierbei wurden die Lagerungstemperatur und der Zeitpunkt der Bewertung der avita-

len Bereiche als Kovariate berücksichtigt. P-Werte < 0,05 wurden als statistisch signifikant 

angesehen. 

1.3   Ergebnisse 

1.3.1 Demografische Daten der Studienpopulation 

Die demografischen Daten der Studiengruppe sind in Tab. 1 dargestellt. Es wurden ins-

gesamt 17 kryokonservierte Schädelkalotten (Gruppe A, Lagerungstemperatur -23°C, 

n=8; Gruppe B, Lagerungstemperatur -80°C, n=9) sowie 2 CAD (davon 1 mit Vancomycin 

getränkt) untersucht. Die Schädelkalotten wurden nach den folgenden Krankheitsereig-

nissen gewonnen: 

- Zustand nach Infarkt oder Spontanblutung (n=11) 

- schweres SHT (n=6). 
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Drei der 17 untersuchten Schädelkalotten waren gebrochen. Das durchschnittliche Pati-

entenalter lag bei 70 Jahren und 53 % der Patienten wären männlich. 

Die mittlere operative Dauer der DH lag bei 125 Minuten, wobei keine prä- oder intraope-

rativen Infektionszeichen identifiziert werden konnten. Postoperative Infektionen traten bei 

8 von 17 Patienten auf. Die Kryokonservierung wurde für durchschnittlich 10,5 Monate 

durchgeführt (Minimum: 2 Monate; Maximum: 17 Monate). 

Hinsichtlich der demografischen Daten der Studienpopulation wurden keine statistisch 

signifikanten Gruppenunterschiede (Gruppe A vs. Gruppe B) festgestellt. Allerdings lag 

die durchschnittliche Lagerungsdauer in Gruppe A mit 13,5 Monaten deutlich über der 

Lagerungsdauer der Gruppe B mit 7 Monaten (p=0,003). 

Tab. 1: Demografische Daten der Studiengruppe (Adaptiert nach Agrawal et al., 2022)  

Variable -23°C (Gruppe A) -80°C (Gruppe B) p-Wert 

N 8 9  

Alter (Median, Q1; Q3) 67,5 (58; 77.5) 71 (53; 76) n.s 

Männliche Patienten 4 (50%) 5 (55,5%) n.s 

Schweres SHT 2 (25%) 4 (44,5%) n. s 

Schädelbruch 1 (12,5%) 2 (22,2%) n. s 

Präoperative Infektionen vor 
DH 

0 (0,0%) 0 (0,0%) n. s 

Dauer des chirurgischen Ein-
griffs (Median, Q1, Q3) 

129,5 (122; 210) 125 (120; 160) n.s 

Postoperative Infektionen 
nach DH 

4 (50%) 4 (44,5%) n.s 

 

1.3.2   Mikrobiologische Ergebnisse 

Bei den inokulierten Medien, die über einen Zeitraum von zwei Wochen unter aeroben 

bzw. anaeroben Bedingungen kultiviert wurden, konnten keine Mikroorganismen nachge-

wiesen werden. In den Subgruppen, bei welchen eine Kontamination mit S. aureus, S. 
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epidermidis bzw. C. acnes stattfand, zeigten jedoch alle Proben eine ähnliche bakterielle 

Wachstumskurve (siehe Abb). 

 

Abb. 2: Typisches Bakterienwachstum nach Kontamination mit S. aureus (links), S. epi-

dermidis (Mitte) und C. acnes (rechts) (Adaptiert nach Agrawal et al., 2022) 

1.3.3 Pathologische Ergebnisse 

Die kryokonservierten Proben der Schädelkalotten wurden mikroskopisch untersucht, um 

das Ausmaß von Ischämie und Osteonekrose zu bewerten. Definitorisch für die Charak-

terisierung der Avitalität wurden insbesondere leere osteozytische Lacunen herangezo-

gen, die sich histologisch zeigten und entsprechend quantifiziert werden konnten (siehe 

Abb. 2). 

 

Abb. 2: H&E-Färbung, Normale Osteozyten (#), histologisches Zeichen einer Osteonek-

rose (leeren Osteozyten mit * markiert) (Adaptiert nach Gousias et al., 2023) 
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Darüber hinaus existieren weitere Hinweise für Ischämie (z. B. Ghosting im fett- und hä-

mopoetischen Knochenmark oder die Proliferation von Mikrogefäßen), die jedoch nur 

punktuell identifiziert und nicht systematisch dokumentiert wurden.  

In der immunhistochemischen Färbung der Proben konnte in der Zellmembran die Ex-

pression von PTH1R sowie im Zellplasma von OPG nachgewiesen werden. In Abb. 3 ist 

die immunhistochemische Färbung von PTH1R in der Zellmembran dargestellt.  

 

Abb. 3: Immunohistochemische Färbung der Zellmembran für PTH1R (rot) (Adaptiert 

nach Gousias et al., 2023) 

Die univariate Analyse zeigte, dass der Anteil der PTH1R-positiven Zellen je High Power 

Field (HPF) bei Gruppe A und B vergleichbar war. Die Expression von OPG war in den 

Schädelkalotten der Gruppe A, die bei -23°C gelagert wurden, jedoch höher ausgeprägt 

(PTH1R-relativer Anteil/HPF bei -23°C vs. bei -80°C, Median: 1,61 % vs. 2,34 %, p= 

0,923; OPG-relativer Anteil/HPF bei -23°C vs. bei -80°C, Median: 6,91 % vs. 1,32 %, 

p=0,039). Zum Ausschluss einer Verzerrung durch Variablen wie Alter und Geschlecht 

der Patienten wurde ein Poisson-Modell erstellt, nach dessen Anwendung die Signifikanz 

der höheren OPG-Expression in Gruppe A jedoch erhalten blieb. 
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Im Dezember 2020 sowie im Juni 2021 wurde der Anteil von avitalem Gewebe zum Ge-

samt-Gewebe in den Gruppen A und B bewertet. In allen untersuchten Schädelkalotten 

zeigte sich ein relevantes Ausmaß von Avitalität, bereits nach einer Lagerungszeit von 

mehreren Wochen. Die Subgruppenanalyse zeigte in der initialen Untersuchung, dass die 

Schädelkalotten der Gruppe A (Lagerungstemperatur -23°C) einen höheren relativen An-

teil von avitalem Gewebe aufwies als die Kalotten der Gruppe B (Lagerungstemperatur -

80°C). Diese Beobachtung konnte in der wiederholten Untersuchung nach sechs Monaten 

jedoch nicht bestätigt werden (initiale Untersuchung avitales Gewebe/totaler Gewebe-

schicht bei -23°C vs. bei -80°C, Median: 2,51 % vs. 0,03 %, p= 0,008; wiederholte Unter-

suchung avitales Gewebe/totaler Gewebeschicht bei -23°C vs. bei -80°C, Median: 

13,16 % vs. 8,34%, p=0,470, siehe Tab. 2). Auffällig war jedoch, dass insgesamt in beiden 

Gruppen bei der Wiederholungsmessung hochsignifikant höhere Anteile von avitalem Ge-

webe festgestellt werden konnten (p<0,001). 

Tab. 2a: Expressionsprofil von PTH1R und OPG sowie Knochenavitalität (Adaptiert 

nach Gousias et al., 2023) 

Variable -23°C -80°C p-Wert 
 Median, Quartile  

(25th-75th Perzentie) 
Median, Quartile 
(25th-75th Perzentile) 

 

PTH1R  1,61 % (0,91-4.46) 
 

2,34 % (0,99-4.76) P=0.923 

OPG  6,91 % (3.88-12.53) 1.32 % (0,99-2.44) P=0.039 
 

Avital Bereiche 2,51 % (1,19-4,36) 
 

0.03 % (0,00-0,09) P=0.008 
 

Avital Bereiche (wie-
derholte nach 6 Mona-
ten) 

13,16 % (6,86-16.68) 8,34 % (5.22-15.36) P=0.470 
 

 

Die univariaten Analysen haben längere Lagerungsdauern als signifikanten Prädiktor für 

höhere Anteile von avitalem Gewebe in den konservierten Schädelkalotten identifiziert 

(p<0,001). Darüber hinaus konnte jedoch kein Einfluss weiterer Variablen wie dem Alter 
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und Geschlecht der Patienten oder klinischen Faktoren (z. B. Ursache der Hirnschwel-

lung, Infektionen) auf das Ausmaß von avitalem Gewebe festgestellt werden. Das lineare 

gemischte Regressionsmodell hat die Lagerung bei -23°C (p=0,006) sowie eine längere 

Lagerungszeit (p<0,001) als unabhängige prognostische Faktoren für ein höheres Aus-

maß an Avitalität bei explantierten Schädelkalotten identifiziert (siehe Tabelle 2b). 

 

Tab. 2b: Ergebnisse (Fixeffekte) des log-linearen gemischten Modells mit zufälligem 

Versatz (Adaptiert nach Gousias et al., 2023) 

Variable Regression coeffi-
cients β  
(95% Vertrau-
ens_intervall) 

exp(β) 

(95% Vertrauens- 
intervall) 

p-Wert 

Gruppe (-23°C vs. -80°C) 2.77 (0.93; 4.60) 15.96 (2.53; 99.48) 0.006 

Zeit (Anfangszeitpunkt vs. 
6 Monate später) 

-4.26 (-6.09; -2.43) 0.01 (0.00; 0.09) < 0.001 

 

1.4 Diskussion 

Die DH wird als verhältnismäßig einfaches chirurgisches Verfahren beschrieben. Den-

noch wird eine hohe Rate von Früh- und Spätkomplikationen beobachtet, zu welchen ins-

besondere sekundäre Knocheninfektionen und aseptische Knochennekrosen gehören 

(Brommeland et al., 2015; Gerstl et al., 2022; Malcolm et al., 2018; Mee et al., 2022; Melin 

et al., 2022; Schuss et al., 2013; Shepetovsky et al., 2021).  

In vorangegangenen Untersuchungen wurden bereits Faktoren identifiziert, die mit einem 

höheren Risiko für die genannten unerwünschten Ereignisse assoziiert sind. Zu diesen 

gehören ein jüngeres Alter von Patienten, die Reimplantation von mehrfach fragmentier-

ten Schädelfragmenten, ein ventrikuloperitonealer Shunt, ein obligatorischer Hydrozepha-

lus oder mehrere Schädeloperationen (Brommeland et al., 2015; Cheah et al., 2017; Hng 

et al., 2015; Korhonen et al., 2018; Mee et al., 2022; Schwarz et al., 2016; Shepetovsky 



 

 

21 

et al., 2021; Signorelli et al., 2022). Als ursächlich für die höheren Raten von postoperati-

ven Infektionen oder Knochenosteolysen wird zusätzlich eine suboptimale Kryokonservie-

rung des Knochendeckels diskutiert (Agrawal et al., 2022; Bhaskar et al., 2011; Mirabet 

et al., 2021). In diesem Rahmen haben wir unsere klinische Studie DRKS00023283 durch-

geführt. Sie hatte zum Ziel, spezifische Lagerungsparameter von explantierten Deckeln 

als mögliche Ursachen auf die genannten sekundären Komplikationen zu analysieren. 

Im Rahmen der Studie wurde eine mikrobiologische Analyse durchgeführt. In vorange-

gangenen Studien wurde auch nach zusätzlichen prophylaktischen Maßnahmen (z. B. 

Autoklavieren und Eintränken in Lösungen mit Antibiose) ein hohes Ausmaß von posto-

perativen Knocheninfektionen festgestellt (z. B. Autoklavieren und Eintränken in Lösun-

gen mit Antibiose) (Fan et al., 2017; Wui et al., 2016). Daher sollte mit unserer Studie 

untersucht werden, ob die Infektion mit Mikroorganismen bereits während der Konservie-

rung stattfindet. 

In einer Untersuchung von Fan et al. (2017) wurden 989 Schädelkalotten in flüssigem 

Stickstoff bei -196°C kryokonserviert. Trotz der niedrigen Temperaturen und der Verwen-

dung von Dimethylsulfoxid als Kryoschutzmittel wurde nach der Kranioplastik eine Infek-

tionsrate von 4,06 % festgestellt. In einer weiteren Studie von Wui et al. (2016) wurden 

Schädeldeckel, die zuvor bei -70°C kryokonserviert wurden, vor der Reimplantation zu-

sätzlich durch Autoklavieren sterilisiert. Trotz dieses Vorgehens wurden Infektionsraten 

von 38,5 % dokumentiert (Wui et al., 2016). Tahir et al. (2013) verwendeten einen anderen 

Ansatz und legten die Schädelkalotten, die bei -26°C kryokonserviert wurden, vor der 

Reimplantation in eine Lösung aus Kochsalzlösung, Wasserstoffperoxid, Povidon-Jod-Lö-

sung und Antibiotika ein und wiesen dennoch postoperative Infektionsraten von 3,4 % aus 

(Tahir et al., 2013). 

Unsere Analyse schloss eine aktive Knocheninfektion aus, als die bakterielle Kultur kein 

Wachstum in beiden Gruppen A und B zeigte. Cho et al. (2017) legten eine ähnliche bak-

terielle Kultur bei 47 explantierten Schädelkalotten an, welche bei -70°C für 9 bis 161 

Monaten kryokonserviert wurden. Die Autoren stellten ebenfalls kein bakterielles Wachs-

tum fest (Cho et al., 2017). In der Studie von Cho et al. (2017) wurde jedoch kein Vergleich 

von unterschiedlichen Lagerungstemperaturen durchgeführt. 
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In unserer Studie fand neben den normalen Bakterienkulturen eine Kontamination mit 

spezifischen Pathogenen statt, um ein unterschiedliches Infektionspotenzial in Abhängig-

keit von den Konservierungsbedingungen der Gruppe A und B sowie zwischen explan-

tierten Schädeldeckeln und CAD zu untersuchen. Es zeigte sich jedoch bei den drei ver-

wendeten Pathogenen eine ähnliche bakterielle Wachstumskurve, sodass im mikrobiolo-

gischen Teil der Studie kein Unterschied hinsichtlich der Lagerungstemperatur (-23°C vs. 

-80°C) auf das Infektionspotenzial festgestellt werden konnte. 

In der pathologischen Analyse im Rahmen der Studie konnten jedoch neue Erkenntnisse 

zum Knochenmetabolismus und zur Vitalität der Knochenzellen während der Konservie-

rung der Schädelkalotten hervorgebracht werden. Es wurde ein ungewöhnlich hoher An-

teil von avitalem Gewebe in den explantierten Schädeldeckeln im Vergleich zu den Refe-

renz-Knochenwerten in der Initialuntersuchung festgestellt. Darüber hinaus zeigten Schä-

dellappen mit längeren Lagerungszeiten sowie diejenigen mit einer Lagerungstemperatur 

von -23°C eine signifikant höhere Avitalität im Knochengewebe. Eine wiederholte Analyse 

nach sechs Monate zeigte noch höhere Werte der Knochenavitalität, 

Es wurde bereits ein möglicher Zusammenhang zwischen der Langzeitlagerung von bio-

logischem Material und einer verminderten Lebensfähigkeit diskutiert (Sugimoto et al., 

2021). Allerdings wird allgemein davon ausgegangen, dass die Kryokonservierung bei  

-80°C die Lebensfähigkeit und Funktion lebender Zellen und Gewebe verlängert, wenn 

die Zellen in die stationäre Phase eintreten und der Stoffwechsel vermindert wird (Her-

nandez-Tapia et al., 2020; Pegg, 2015). Ebenso gibt es Forschungsgruppen, die eine 

verminderte Lebensfähigkeit biologischer Materialien nach Langzeitlagerung berichtet ha-

ben (Sugimoto et al., 2021).   

Vorhandene Knochenstudien zeigten, dass explantierte Schädelkalotten, die länger als 

sechs Monate bei -30°C kryokonserviert werden, nur noch wenige lebende Zellen enthal-

ten, sodass eine Osteonekrose bedingt wird (Bhaskar et al., 2011). Chan et al. (2017) 

führten Osteoblastenkulturen bei 18 Schädellappen durch, die 4 bis 55 Monate bei -80°C 

gelagert wurden und fanden nach der Lagerung keine lebensfähigen Osteoblastzellen vor 
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(Chan et al., 2017). In einer ähnlichen Studie führten Cho et al. (2017) eine Osteoblasten-

kultur bei 47 Knochendeckeln durch, ohne eine lebensfähige Osteoblastenproliferation 

nach einer Lagerung von 9 bis 161 Monaten bei -70°C festzustellen (Cho et al., 2017). 

Obwohl eine längere Kryokonservierungszeit zu einer verminderten Knochenavitaliät füh-

ren könnte, wurde bisher kein Zusammenhang zwischen der Lagerungstemperatur und 

der Knochenlebensfähigkeit gemeldet. Unsere Studie gibt Hinweise darauf, dass die La-

gerung bei -80°C vorteilhaft gegenüber der Lagerung bei -23°C sein könnte, da der Über-

gang der Zellen in die stationäre Phase als protektive Maßnahme gegenüber der Entwick-

lung von avitalem Gewebe wirkt. Dabei weist unsere Studie den Vorteil auf, dass die La-

gerung bei -23°C und -80°C in derselben klinischen Einrichtung mit gleichbleibenden Ma-

nagementprotokollen und Untersucher durchgeführt wird. Damit wird eine Verzerrung 

durch unterschiedliche Institute, Standorte oder untersuchende Personen vermieden. 

Derzeit existieren keine etablierten Protokolle für die optimale Lagerung von explantierten 

Schädelkalotten nach DH (Melin et al., 2022; Mirabet et al., 2021). Das Ergebnis der 

durchgeführten Studie zeigt jedoch einen klaren Vorteil der Kryokonservierung bei -80°C, 

der in Zukunft bei der Lagerung von explantierten Schädelkalotten berücksichtigt werden 

sollte. 

Unsere Studie untersuchte zudem mit PTH1R und OPG zwei wichtige Faktoren, die als 

Schlüsselfaktoren im Knochenstoffwechsel gelten. Eine erhöhte Expression von PTH1R 

stimuliert den Knochenresorptionsprozess durch die Aktivierung von Osteoklasten, wäh-

rend OPG den Knochenabbau schützt sowie die Osteoklastenbildung durch die Bindung 

an RANKL und TRAIL (tumour necrosis factor–related apoptosis inducing ligand) hemmt 

(Gunsser et al., 2019).  Die nachgewiesenen niedrigen PTH1R- und OPG-Werte in unse-

rer Studie beweisen eine signifikante Verringerung des Knochenumsatzes, woraus eine 

verminderte Stoffwechselaktivität bei -80°C geschlussfolgert werden kann. 

Derzeit werden bei Kranioplastik-Operationen entweder ABF (Autologous Bone Flap) o-

der SF (Synthetic Flap) je nach Richtlinien der jeweiligen Einrichtung verwendet. In jün-

gerer Vergangenheit wurde SF zunehmend insbesondere bei jüngeren Patienten benutzt. 

Aufgrund der geringeren Kosten der ABF wird diese jedoch weiterhin bei Hirntraumata mit 

mehreren Knochenfragmenten eingesetzt (Do et al., 2022; Gerstl. et al., 2022).  
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Die Lebensfähigkeit reimplantierter ABFs kann bisher nicht definitiv bestimmt werden. In 

den Studien von Chan et al. (2017) sowie von Cho et al. (2017) wurden keine Osteoblas-

ten von den Knochen, die langfristig kryokonserviert wurden, extrahiert (Chan et al., 2017; 

Cho et al., 2017). Ebenso liegen für ABFs, die nur wenige Monate eingefroren wurden, 

keine Daten vor. Darüber hinaus können ABFs, die zunächst nicht lebensfähig erschei-

nen, nach der Reimplantation dennoch einem Knochenumbau unterzogen werden und 

ihre Lebensfähigkeit wiederlangen.  

In unserer Studie untersuchten wir die mikroskopische Architektur der ABFs, die über 

Wochen bis Monate eingefroren wurden. Dieses Vorgehen entspricht ähnlichen Studien 

an Fibula- und Kaninchenmodellen (Andrade et al., 2008; Shaw et al., 2012). Unsere Er-

gebnisse stützen die Schlussfolgerung von Goettsche et al. (2021), die elf Knochende-

ckel, die bei -80°C kryokonserviert und aufgrund einer aseptischen Knochennekrose nach 

Reimplantation erneut explantiert wurden, untersuchten. In der mikroskopischen Analyse 

wurden durch Goettsche et al. (2021) erhebliche strukturelle Veränderungen wie ein Ver-

lust der Differenzierung in den Kortikalis- und Kanzelknochen sowie eine Knochenverfor-

mung in bestimmten Bereichen festgestellt. Allerdings wurden, analog zu unserer Studie, 

avitale Osteozyten im aseptischen nekrotisierten Knochen festgestellt. Avitale Osteozyten 

binden an lokale BRF (Bone regenerating factor), welche Osteoklasten rekrutieren, um 

die avitale Osteozyten zu absorbieren und die Knochenautolyse einzuleiten (Aguirre et 

al., 2006; Davis et al., 2019, Plotikin, 2014; Verborgt et al., 2000). 

Basierend auf unseren Erkenntnissen kann vermutet werden, dass das reimplantierte 

ABF zunächst als biokompatibles Grundgerüst fungiert, welches anschließend durch das 

benachbarte gesunde Knochengewebe zur Regeneration stimuliert wird. Das Vorhanden-

sein von avitalen Osteozyten kann jedoch zu einer unerwünschten Knochennekrose bei-

tragen. 

Unsere Studie weist verschiedene Limitationen auf. Zu diesen gehört das retrospektive 

Studiendesign sowie das kleine Patientenkollektiv, welches für die Materialgewinnung 

herangezogen wurde. Die statistische Analyse wurde durch die geringe Patientenanzahl 

erschwert. Dennoch handelt es sich bei unserer Studie um die erste Untersuchung mit 
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einem Vergleich von verschiedenen Lagerungstemperaturen bei kryokonservierten Schä-

delkalotten unter Einbezug von mikrobiologischen Faktoren und Parametern des Kno-

chenstoffwechsels und der Knochenarchitektur. 

1.5   Zusammenfassung 

In der durchgeführten Studie wurde der Einfluss der Lagerungstemperatur (-23°C vs.  

-80°C) bei der Kryokonservierung von explantierten Schädelkalotten untersucht. Dazu 

wurden sowohl mikrobiologische als auch pathologische Analysen durchgeführt.  

In der mikrobiologischen Analyse zeigte sich über einen Zeitraum von zwei Wochen kein 

Unterschied zwischen den beiden unterschiedlichen Lagerungstemperaturen konservier-

ten Schädeldeckeln. Bei der Kultivierung unter aeroben bzw. anaeroben Bedingungen 

konnte keine Mikroorganismen nachgewiesen werden und nach Kontamination mit drei 

spezifischen Bakterienstämmen zeigten alle entnommenen Proben unabhängig von ihrer 

Lagerungstemperatur eine ähnliche bakterielle Wachstumskurve. 

Die pathologische Analyse hingegen zeigte zwischen den Gruppen A und B statistisch 

signifikante Unterschiede hinsichtlich des Ausmaßes von avitalem Gewebe, welches an-

hand von leeren osteozytischen Lacunen quantifiziert wurde. Zudem wurde festgestellt, 

dass eine längere Lagerungsdauer einen wesentlichen Prädiktor für höhere Anteile von 

avitalem Gewebe darstellt. 

Angesichts der neuen Erkenntnisse, die im Rahmen der durchgeführten Studie gewonnen 

wurden, sollte die Verwendung bzw. Reimplantation von ABFs, insbesondere bei einem 

erhöhten Anteil von avitalem Gewebe, kritisch betrachtet werden. Unsere Studie zeigte, 

dass ABFs bei einer Konservierung über drei Monate bei -23°C eine ungewöhnlich hohe 

Avitalität aufwiesen. Daher empfehlen wir eine sorgfältige Abwägung, ob die potenziellen 

Vorteile einer ABF-Reimplantation die erheblichen Risiken einer aseptischen Osteonek-

rose und die verbundenen, möglichen Folgen rechtfertigen.  
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Abstract 

Objective: Patterns of cryopreservation of explanted skull bone flaps have long been a matter of debate, in particular 
the appropriate temperature of storage. To the best of our knowledge no study to date has compared the microbio-
logical profile and the infection potential of skull bone flaps cryostored at the same institution at disparate degrees 
for neurosurgical purposes. In the context of our clinical trial DRKS00023283, we performed a bacterial culture of 
explanted skull bone flaps, which were cryopreserved lege artis at a temperature of either − 23 °C or − 80 °C after
a decompressive hemicraniectomy. In a further step, we contaminated the bone fragments in a s uspension with 
specific pathogens (S. aureus, S. epidermidis and C. acnes, Colony forming unit CFU  103/ml) over 24 h and conducted a 
second culture.

Results: A total of 17 cryopreserved skull flaps (8: − 23 °C; 9: − 80 °C) explanted during decompressive hemicraniec-
tomies performed between 2019 and 2020 as well as 2 computer-aided-designed skulls (1 vancomycin-soaked) were 
analyzed. Median duration of cryopreservation was 10.5 months (2–17 months). No microorganisms were detected at 
the normal bacterial culture. After active contamination of our skull flaps, all samples showed similar bacterial growth 
of above-mentioned pathogens; thus, our study did not reveal an influence of the storage temperature upon infec-
tious dynamic of the skulls.

Keywords: Decompressive hemicraniectomy, Skull bone flaps, Cryostorage, Skull infection
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Introduction
The decompressive hemicraniectomy (DC), i.e. the 
removal of part of the skullcap, is an established surgical 
method to manage life-threatening increased intracranial 
pressure as a consequence of a malignant brain swelling 
[1–3]. The latter may arise in the context of a severe trau-
matic brain injury (sTBI) or a major cerebral infarction. A 

DC is then urgently indicated, since the contrary preser-
vation of an intact rigid skull bony shell is highly associ-
ated with a critical entrapment of the brain stem into the 
tentorium slit. To this end, large prospective studies have 
confirmed a reduced mortality in patients, who under-
went a DC after a malignant cerebral infarction com-
pared to conservative managed patients [4–6].

The reconstruction of the DC-related cranial defects, 
called cranioplasty, is performed after the subsidence 
of the brain swelling and may be conducted either via 
reimplantation of their autologous explanted skull 
flap or implantation of a synthetic computer-aided-
designed (CAD) bone flap. Currently, there is no 
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standard method of handling the explanted skull flaps. 
A traditional method is to preserve the skull flaps in 
a subcutaneous pocket in the abdominal wall [7, 8]. 
Alternatively, the bone flap may be stored in a medical 
freezer at – 23 ℃ to – 80 ℃ using aseptic technology [9, 
10].

Although cranioplasty may be characterized as one 
of the simplest neurosurgical interventions, this pro-
cedure is related to a high risk of postoperative com-
plications [11–13]. The complication rate of infections 
and autolysis of the reimplanted skull flaps is as high as 
7–22% and 3–51%, respectively [3, 14, 15].

In order to analyze different patterns of cryostorage 
as a potential prognostic factor for later infections of 
skull flap implants, we conducted a retrospective study 
comparing the microbiological profile and the infection 
potential of explanted skull flaps stored at − 23  °C vs.
− 80 °C.

Main text
Material and methods
Patients
The clinical trial DRKS00023283 (http:// apps. who. int/ 
trial search/) aimed to clarify whether different pat-
terns of storage of explanted skull flaps after DC, in 
particular storage at different degrees of  ℃, may prog-
nosticate late complications after cranioplasty, among 
others infection of the skull flaps implants. To this 
end, we analyzed explanted skull flaps of only deceased 
adult patients, who underwent a DC in our Depart-
ment between June 2019 and October 2020 for an acute 
malignant brain swelling. The trial has been approved 
by the local ethic committee of University of Muen-
ster (ethic votum: 2020-340-f-S). Informed consent for 
inclusion in the research and publication was obtained 
by their legal representatives.

We included in our assays explanted skull flaps of 17 
patients, 8 skulls were preserved at − 23  °C (group A),
whereas 9 at − 80  °C. In addition, we assessed another
group C, which comprised 2 sterile CAD (1 vancomycin-
soaked). Specific parameters of demographics, surgical 
procedure and storage, i.e. age (years), sex (m/w), cause 
of malignant brain swelling (stroke vs. sTBI), additional 
skull fracture (yes/no), infection prior to DC (yes/no), 
duration of DC (minutes), duration (months) and tem-
perature of cryostorage (23  °C vs. − 80  °C) have been
included as potential prognostic factors in our statistical 
analysis (Fig. 1). As endpoints of our study were defined 
(1) the identification of microorganisms in the bacterial
cultures (yes/no) and (2) in case of growth, the patterns
of the colonies (Fig. 2) of microorganisms, f.i. concentra-
tion of microorganism.

Material collection, storage and microbiological analysis
The bone flaps were collected during DC, sterile packed 
in triple plastic bags and stored in a medical freezer at 
a temperature of either − 23 °C (DCs between June and
November 2019) or − 80  °C (DCs between December
2019 and October 2020). For the purposes of the micro-
biological assays, the skulls were thawed at room tem-
perature for 2  h using strictly aseptic technology. The 
bone flaps were then crushed with a hammer and bone 
rongeur forceps; five of the resulting centrally located 
bone fragments (cortex and cancellous bone, sized 
approximately 0.8 × 2 cm) of each skull flap, have been
processed for further microbiological investigations. Two 
of these fragments were used for aerobic and anaerobic 
cultures, respectively, according to quality standards of 
microbiological diagnostic [16].

For the purposes of the aerobic microbiological anal-
ysis each bone fragment was rolled out onto chocolate 
agar (Chocolate PolyViteX Agar, bioMérieux, Marcy 
l’Étoile, France) and blood agar (Columbia agar with 5% 
sheep blood, BD, Heidelberg) and at least put in liquid 
brain heart infusion (BBL™ Brain Heart Infusion, BD, 
Heidelberg) for enrichment. By analogy, anaerobic cul-
ture was performed with an anaerobic blood agar plate 
(Schaedler agar with 5% sheep blood, BD, Heidelberg) 
and liquid thioglycolate medium (BBL™ Enriched Thi-
oglycollate Medium with vitamin K1 & Hemin, BD, 
Heidelberg) for enrichment. The inoculated media 
were incubated for 14  days at 35  °C ambient air plus 
5%  CO2. All media were assessed for growth at 48  h, 
7 and 14  days. In case of positive cultures, extent of 
growth was quantified in a semiquantitative manner 
by categorizing as light, moderate or heavy growth. If 

Fig. 1 Skull flaps explanted after DC used for bacterial culture
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medium. Culture conditions were chosen and procedures 
were conducted as described above.

Standard statistical methods were used for the compar-
isons between the subgroup. Additionally, we used a lin-
ear mixed model to account for repeated measurements. 
P-values < 0.05 were considered as statistically significant.

Results
A total of 17 cryopreserved skull flaps (8 at − 23  °C; 9
at − 80 °C) obtained during DC between June 2019 and
October 2020 as well as 2 CAD (1 vancomycin-soaked) 
were analyzed (Table  1). Median age of our cohort was 
70 years, whereas 9 patients (53%) were male. 6 patients 
underwent a DC after severe TBI; 11 patients for a vas-
cular disease like infarct or spontaneous bleeding. 
Median duration of DC was estimated at 125  min, no 
infections prior to DC were noticed, 17.6% of the skulls 
were fractured. Median duration of cryopreservation was 
10.5 months (2–17 months).

No significant differences in the study group demo-
graphics (Group A: − 23  °C vs. B: − 80  °C) have been
noticed. However, skull flaps were stored for a significant 

Fig. 2 Typical bacterial growth after contamination with S. aureus, S. epidermidis and C. acnes

solid media showed no growth after 14  days of incu-
bation, subcultures from the liquid enrichment media 
were performed on blood agar or anaerobic blood agar, 
respectively, followed by an incubation period of three 
days under conditions described above. MALDI-TOF 
MS was employed for bacterial identification.

In a second step, contamination experiments were per-
formed with the remaining three of the five fragments 
of each skull flap (group A and B) as well as the three 
fragments of each of the CAD skulls (group C). Each of 
the bone and CAD fragments were transferred to a sus-
pension of the reference strains Staphylococcus aureus 
ATCC 25923, Staphylococcus epidermidis ATCC12228, 
and Cutibacterium acnes ATCC 6919 at a concentration 
of  103 colony forming unit (CFU)/ml in PBS and then 
stored in a refrigerator overnight at 5 °C.

The following morning, the contaminated fragments 
were wiped dry on a sterile gauze paid. Subsequently, S. 
aureus- and S. epidermidis-contaminated fragments were 
rolled out onto chocolate blood agar plates, whereas C. 
acnes-contaminated fragment onto anaerobic blood agar 
plate. Each fragment was then placed in thioglycolate 

Table 1 Study group demographics

Variable − 23 °C − 80 °C P value

8 9

67.5 (58; 77.5) 71 (53; 76) n.s

4 (50%) 5 (55.5%) n.s

2 (25%) 4 (44.5%) n.s

1 (12.5%) 2 (22.2%) n.s

0 (0.0%) 0 (0.0%) n.s

129.5 (122; 210) 125 (120; 160) n.s

N

Age (median, Q1; Q3)

Males

Traumatic Brain injury

Skull fracture

Preoperative infections prior to DC

Duration of surgery (median, Q1, Q3)

Postoperative infections after DC 4 (50%) 4 (44.5%) n.s
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longer period at − 23  °C vs. − 80  °C (13.5  months vs.
7 months, p = 0.003)

No microorganisms were detected at the normal bacte-
rial culture. After active contamination of our skull flaps 
(A, B and C), all samples showed similar bacterial growth 
curve of above-mentioned pathogens.

Discussion
Despite the surgical simplicity of cranioplasty, this proce-
dure is related to an unusually high rate of early and late 
complications up to 51% [11–13]. One of the most com-
mon complication is secondary bone infection (7–22%) 
[3, 14, 15]. Skull bone infections are still observed, even 
in the case of additional sterilization or various antimi-
crobiological methods prior to reimplantations of the 
explanted cryostored skull flaps, like autoclaving. Fan 
et  al. cryopreserved 989 bone flaps in liquid Nitrogen, 
thus − 196 °C, using dimethyl sulfoxide as a cryoprotect-
ant, and still found an infection rate of 4.06% after crani-
oplasties. Wui et  al. sterilized the at − 70  °C preserved
explanted skull flaps additionally by autoclaving before 
reimplantation; nevertheless, an infection rate of 38.5% 
was documented [17]. Tahir et  al. placed the at –  26 ℃ 
cryopreserved autologous bone flaps in a solution of nor-
mal saline, hydrogen peroxide and povidone iodine solu-
tion mixed with antibiotics before reimplantation but still 
3.4% of the patients showed postoperative infections [18].

To date, several factors have been identified to asso-
ciate with a higher probability of postoperative bone 
infection, namely younger age, reimplantation of multi-
fragmented skull flaps, a ventriculoperitoneal shunt man-
datory hydrocephalus, multiple skull operations or long 
cryopreservation of the explanted skull flaps [9, 19–22].

A suboptimal temperature during storage of the bone 
flap may also be speculated as a cause of increased risk 
for postoperative infections. Since large prospective 
clinical trials allow cryostorage of patients’ material only 
at temperatures equally or lower than − 80 ℃ in order
to limit the cell metabolic activities and therefore cell 
damage, some may also anticipate lower infection rates 
of reimplanted skull flaps, which have been preserved 
at − 80 ℃ rather than – 23 ℃. Given the paucity of rel-
evant prospective studies, only retrospective studies on 
patients’ series are available to handle this theme. How-
ever, also these studies are not eligible to investigate for 
the optimal temperature of storage, since no statistically 
powerful comparisons between series treated at differ-
ent institutes with disparate patterns of skull flaps storage 
are feasible due to the selection and treatment bias. Since 
no reasonable comparisons between series of differ-
ent institutes can be made, the current literature simply 
documents postoperative infections after cranioplasties 
regardless of the chosen temperature of storage [23, 24]

A different approach to give more insights into the role 
of skull flaps storage in the risk of postoperative skull 
bone infections would be a direct analysis of the skull 
flaps themself, i.e. whether the flaps are already infected 
or colonized priorly to their reimplantation. However, 
such studies have been published only sporadically. 
Chan et al. performed bacterial cultures on 18 explanted 
skull flaps, which were cryopreserved at − 80  °C for
4–55  months [10]; a positive bacterial growth was 
observed in 27.8% of the cases. Similarly, Cho et al. exam-
ined 47 explanted skull flaps, which were cryopreserved 
at − 70  °C for 9–161  months and carried out a bacte-
rial culture without bacterial growth [23]. Bhaskar et al. 
examined 25 explanted skull flaps, which were cryopre-
served at − 20 C° for more than 6 months and carried out
the bacterial culture with a positive culture rate of 20% 
[24]. Noteworthy, none of the above studies have ana-
lyzed the infection potential of the explanted skull flaps 
after active contamination with specific microorganisms 
and of course all skull flaps studied were preserved at the 
same temperature.

To the best of our knowledge, there has been no analy-
sis to date that compared the microbiological profile and 
infection potential of skull flaps stored at different tem-
peratures at the same institution. Such a comparison 
would limit various sources of bias observed in stud-
ies conducted at different institutions; i.e. differences in 
the surgical management (indications and timing of DC 
and cranioplasty, surgical techniques, performance and 
surgeons) and in the patterns of storage (steps of mate-
rial collection and sterilization, temperature and time of 
storage). In our study, we were able to conduct a bacterial 
culture of skull flaps explanted and preserved at the same 
institution with sole difference the store temperature (−
23 °C vs.− 80 °C). No differences of the bacterial growth
have been observed. Furthermore, the above-mentioned 
differently cryopreserved skull flaps and CAD (sub-
group C) were additionally compared for their infection 
potential, as their bone fragments were secondary con-
taminated in a suspension with specific pathogens; we 
similarly observed no differences of the growth patterns 
of pathogens between the subgroups.

In conclusion, our study failed to identify a different 
infectious behavior of skull flaps stored either at − 23 °C
or − 80 °C. Large prospective studies are needed to shed
more light on this topic.

Limitations

1. The retrospective nature of the study and the limited
study population does not allow for far reaching con-
clusions. Larger prospective studies are needed.
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2. Skulls flaps of group B were longer preserved than
those of group A, however no bacterial growth has
been observed in none of the groups.
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Abstract: Background: Reimplantations of autologous skull flaps after decompressive hemicraniec-
tomies (DHs) are associated with high rates of postoperative bone flap resorption (BFR). We histo-
logically assessed the cell viability of explanted bone flaps in certain periods of time after DH, in
order to conclude whether precursors of BRF may be developed during their storage. Methods: Skull
bone flaps explanted during a DH between 2019 and 2020 were stored in a freezer at either −23 ◦C
or −80 ◦C. After their thawing process, the skulls were collected. Parameters of bone metabolism,
namely PTH1 and OPG, were analyzed via immunohistochemistry. H&E stain was used to assess the
degree of avital bone tissue, whereas the repeated assays were performed after 6 months. Results: A
total of 17 stored skull flaps (8 at −23 ◦C; 9 at −80 ◦C) were analyzed. The duration of cryopreserva-
tion varied between 2 and 17 months. A relevant degree of bone avitality was observed in all skull
flaps, which significantly increased at the repeated evaluation after 6 months (p < 0.001). Preservation
at −23 ◦C (p = 0.006) as well as longer storage times (p < 0.001) were identified as prognostic factors
for higher rates of bone avitality in a linear mixed regression model. Conclusions: Our novel finding
shows a clear benefit from storage at −80◦ C, which should be carefully considered for the future
management and storage of explanted skull flaps. Our analysis also further revealed a significant
degree of bone avitality, a potential precursor of BFR, in skull flaps stored for several weeks. To this
end, we should reconsider whether the reimplantation of autologous skull flaps instead of synthetic
skull flaps is still justified.

Keywords: decompressive hemicraniectomy; skull bone flaps; storage; skull bone avitality; bone
flap resorption

1. Introduction

Cranioplasty is defined as the reimplantation of either previously removed autologous
skull flaps after a decompressive hemicraniectomy (DH) or implantation of a synthetic
flap (SF) and is performed after regress of the malignant brain swelling at an interval of
several weeks to months following DH [1,2]. Although the surgical procedure is regarded
as one of the simplest in neurosurgery, it is associated with an unusually high rate of
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early and/or secondary postoperative complications [1,3–7]. Overall cranioplasty related
complications are significantly higher after the reimplantation of an autologous bone flap
(ABF) compared to an SF, mostly because of the development of bone flap resorption (BFR),
which is only seen after cranioplasty with ABFs [6,8]. BFR, which is also called aseptic
bone necrosis or osteonecrosis, has been long recognized as the most common ABF-specific
cranioplasty complication with an estimated pooled incidence of 15% to almost every
second patient, according to recently published clinical systematic reviews [3,4,6,8]. Further
specific volumetric studies on ABFs identified much higher rates of BFR, namely from
77 to 90% [9,10]. Spake et al. reported a rate of 82% for clinically relevant BRF depicted
on cranial CT among their cohort, whereas BRF progressed over the years in a linear and
continuous manner [11].

To date, several factors have been associated with a higher probability of postoperative
BFR, namely younger age [1,3,10,12,13], reimplantation of multi-fragmented skull flaps
after traumatic brain injury [1,3–5,12,13], multiple skull operations [3,8,12] or the longer
duration of surgical procedures [3,12].

In order to identify further potential sources of secondary aseptic bone necrosis after
ABF cranioplasty, in particular to answer the question whether the process of necrosis
begins directly after the DH and is ongoing during the storage of the skull flaps and
whether the temperature (−23 ◦C vs. −80 ◦C) and duration of storage may influence this
procedure, we conducted our clinical trial DRKS00023283 (www.drks.de, accessed on 26
October 2020). In this regard, we carried out a histological analysis of the disparately
cryopreserved skull flaps and assessed via H&E staining the degree of bone avitality, a
precursor of aseptic bone necrosis, in two different periods of time after DH, namely at
the initial index time and after 6 months. Further parameters of bone metabolism, namely
parathyroid hormone 1 receptor (PTH1) and osteoprotegerin (OPG) were analyzed via
immunohistochemistry.

2. Methods
2.1. Patients

The clinical trial DRKS00023283 (http://www.drks.de, accessed on 26 October 2020).
aimed to clarify whether different patterns of storage of explanted skull flaps after DH, in
particular storage at different degrees of ◦C, may prognosticate late complications after
cranioplasty, among others infection and aseptic bone necrosis of the skull flap implants. To
this end, we analyzed explanted skull flaps of only deceased adult patients, who underwent
a DH for an acute malignant brain swelling in our department between June 2019 and
October 2020. The trial was approved by the local ethics committee of the University of
Muenster (ethic votum: 2020-340-f-S). Informed consent for inclusion in the research and
publication was obtained by their legal representatives.

In our analysis, we included explanted skull flaps of 17 deceased patients; 8 skulls
were preserved at −23 ◦C (group A) and 9 at −80 ◦C (group B). The specific parameters
of demographics, surgical procedure and storage, i.e., age (years), sex (m/w), cause of
malignant brain swelling (stroke vs. severe traumatic brain injury (sTBI)), additional skull
fracture (yes/no), infection prior to DH (yes/no), duration of DH (minutes), duration
(months) and temperature of storage (23 ◦C vs. −80 ◦C) were included as potential
prognostic factors in our statistical analysis.

2.2. Material Collection, Patterns of Storage, Histological and Statistical Analysis

The skull bone flaps were explanted during a DH for a vascular disease, like infarct
of arteria cerebri media (ACM) or sTBI between June 2019 and October 2020. After sterile
packaging in triple plastic bags, the flaps were stored in a freezer at a temperature of either
−23 ◦C (DHs between June and November 2019) or −80 ◦C (DHs between December 2019
and October 2020). The procedures of collecting and thawing the bone fragments (cortex
and cancellous bone) were conducted as previously described [14].
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At least five centrally located bone fragments per skull flap, sized approximately
0.5 × 0.5 cm, were collected in sterile tubes filled with formaldehyde solution. Formalin-
fixed paraffin-embedded (FFPE) specimens were decalcificated and briefly, 1–2 micron-thin
sections were cut and stained with H&E according to routine protocols. Immunostaining
of PTH1R and OPG was performed using a Leica BOND-MAX autostainer and a Bond
Polymer Refine Red Detection system (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) according
to the manufacturer’s specifications. PTH1R and OPG polyclonal antibodies were used
according to the manufacturer’s protocols (PTH1R: Catalog PA1-20597, Invitrogen, dilu-
tion 1:200; OPG: bs-0431R, BIOSS). The immunoreactivity in the membrane for PTH1R
and in cytoplasm for OPG was counted. The number of positive cells (osteoclasts, os-
teoblasts) in relation to all identified cells was documented. A Zeiss Light microscope
(Zeiss Axio Imager.D2) was used for evaluation of PTH1R and OPG expression and H&E
slides (Figure 1). Additionally, H&E slides were scanned via Light Microscope (Zeiss Axio
Imager, Zeiss, Bochum, Germany. D2, Camera Zeiss Axiocam 506 color, Photography
Zen2pro at 10–50 times magnification), whereas the degree of vitality in scanned H&E-
stained images was calculated via Image J software, Version 1.53t. Avital tissue was defined
as loss of osteocytes with empty osteocytic lacunae (Figure 1b). Empty osteocytic lacu-
nae are a well-known histological sign for osteonecrosis and were detected and counted.
Other known histological features for ischemia like ghosting in the fatty and haemopoietic
marrow or proliferation of small vessels were only focally identified and not documented.

Figure 1. (a) Immunohistochemical staining in the cell membrane for PTH1R in bone fragments.
Black arrow shows the expression for PTH1R in the cell membrane. (b) H&E staining of a bone
fragment. The hashtag represents the normal osteocytes and the asterisk shows the empty osteocytic
lacunae as a histological sign for osteonecrosis.

Wilcoxon tests were applied for comparisons between the group with bone flaps
stored at −23 ◦C and the group with bone flaps stored at −80 ◦C. Log-linear mixed
regression models with random intercept were used to account for repeated measures,
i.e., expression of avital tissue of the same bone flaps, and to identify potential prognostic
factors of bone avitality. According to this, the temperature of storage and time point of
assessing avital areas were included as covariates. p-values < 0.05 were considered as
statistically significant.

3. Results

A total of 18 stored skull flaps obtained during DHs between 2019 and 2020 were
initially analyzed. After the exclusion of one outlier, 17 flaps remained for our analysis.
Eight bone flaps were stored at −23 ◦C and nine at −80 ◦C. Nine patients (53%) were male.
The median age of our cohort was 70 years; the median duration of cryopreservation was
10.5 months (2–17 months). The demographics of our cohort are shown in our previous
publication [14].
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The immunohistochemical staining was apparent in cell membrane and cytoplasm
for PTH1R and OPG, respectively. The relative values (positive/all cells) per high power
field (HPF) of PTH1 positive cells were comparable between our two subgroups, whereas
OPG positive cells were more frequently observed in skull flaps stored at −23◦ according
to our univariate analysis (PTH1R relative counts/HPF at −23 ◦C vs. at −80 ◦C, median:
1.61% vs. 2.34%, p = 0.923; OPG relative counts/HPF at −23 ◦C vs. at −80 ◦C, median:
6.91% vs. 1.32%, p = 0.039) (Table 1). After adjustment via the Poisson model for possible
confounders, namely gender and age, OPG expression remained significantly higher in the
group A.

Table 1. Expression profile of PTH1R and OPG as well as the ratio of bone avitality in both groups.

Variable −23 ◦C −80 ◦C p-Value

Median, Quartiles
(25th–75th Percentiles)

Median, Quartiles
(25th–75th Percentiles)

PTH1R 1.61% (0.91–4.46) 2.34% (0.99–4.76) p = 0.923

OPG 6.91% (3.88–12.53) 1.32% (0.99–2.44) p = 0.039

Avital areas 2.51% (1.19–4.36) 0.03% (0.00–0.09) p = 0.008

Avital areas (repeated
assays after 6 months) 13.16% (6.86–16.68) 8.34% (5.22–15.36) p = 0.470

The relative ratio of avital/total tissue surface was estimated in all specimens of
both groups at two different periods of time, namely in December 2020 and June 2021.
Surprisingly, a relevant degree of bone avitality was identified in all skull flaps, even after
storage for several weeks. After subgroup analysis, increased values of avital tissue were
observed in skull flaps stored at −23 ◦C vs. −80 ◦C at the initial evaluation but not at
the repeated analysis after 6 months. Initial evaluation, avital tissue/total tissue surface
at −23 ◦C vs. at −80 ◦C, median: 2.51% vs. 0.03%, p = 0.008; repeated evaluation, avital
tissue/total tissue surface at −23 ◦C vs. at −80 ◦C, median: 13.16% vs. 8.34%, p = 0.470.
It is noteworthy that the comparisons of repeated vs. initial measures at both –23 ◦C and
–80 ◦C, identified significantly higher values of avital areas after 6 months (p < 0.001).

Our univariate analysis identified the prolonged storage of the skull flaps as a signifi-
cant predictor of avital tissue (p < 0.001). Further epidemiologic and clinical factors, like age,
sex, cause of malignant brain swelling (stroke vs. sTBI), additional skull fracture, infection
prior to DH or the surgical duration of DH were not associated with the relative ratio of
avital tissue. Our linear mixed regression model identified storage at −23 ◦C (p = 0.006) as
well as longer storage times (p < 0.001) as independent prognostic factors for higher rates
of bone avitality (Table 2).

Table 2. Results (fixed effects) from the log-linear mixed model with random intercept.

Variable Regression Coefficients β

(95% Confidence Interval)
exp(β)

(95% Confidence Interval) p-Value

Group (−23 ◦C vs. −80 ◦C) 2.77 (0.93; 4.60) 15.96 (2.53; 99.48) 0.006

Time (initial time point vs. 6 months later) −4.26 (−6.09; −2.43) 0.01 (0.00; 0.09) <0.001

4. Discussion

Cranioplasty, although technically easily feasible, carries an extremely high rate of
short term or secondary complications, the most severe of which are surgical site infection as
well as aseptic bone necrosis with consequent bone autolysis [1,4,6,8,12,15,16]. Multiple and
long-lasting surgeries, severe traumatic brain injury with fragmented skull flaps, younger
age as well as comorbidities like hydrocephalus have been identified as prognosticators for
secondary complications after cranioplasty [1,3,4,17].
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Whether different patterns of skull flap storage may influence the course of the disease
is disputable [14,18–20]. In this regard, we conducted our clinical trial DRKS00023283 [21],
which aimed to clarify, among other things, whether storage at different degrees of ◦C,
may prognosticate late complications after cranioplasty, such as infection and aseptic
bone necrosis of the skull flap implants. In a first step, we performed sterile bacterial
cultures as well as cultures after contamination with specific pathogens and showed
similar microbiological behavior and infection potential of skull flaps stored at different
temperatures [14]. In order to conclude our second endpoint, namely the involvement
of patterns of storage in the course of aseptic bone necrosis, we carried out the present
histopathological study.

Aseptic bone necrosis is observed only after cranioplasty with ABFs, a fact that re-
sults in higher overall complications after ABF rather than SF cranioplasty [6,8]. To this
end, a relevant shift in the surgical management of the disease and the choice of mate-
rial for cranioplasty has been already initiated; SFs are increasingly replacing ABFs for
cranioplasties [5,6,13,22,23].

To date, we are aware that younger age [1,3,10,12,13], traumatic brain injury [4,17], size
and thickness [24,25], reimplantation of multiple bone fragments [1,3,12,13] and surgical
site infection [5] are well established prognostic factors for the development of aseptic
bone necrosis [3,4,16,17]. The subsequent bone lysis may in turn initiate issues regarding
cosmesis, protection, cranioplasty failure and reoperation as well as rare situations, like
sinking skin syndrome [3,16,26]. Our current histological analysis aims particularly to
answer the question whether the process of necrosis is already apparent and ongoing
during the storage of the skull flaps and whether the temperature (−23 ◦C vs. −80 ◦C) and
duration of storage may influence this procedure. To this end, we recognized unusually
high rates of avital tissue areas in our explanted skull flaps compared to reference values
for bone. Further, those skull flaps being stored for a longer period of time as well as those
stored at −23 ◦C expressed significantly higher bone avitality. A repeated analysis of the
same skull flap after 6 months showed even higher values of bone avitality.

The potential association of a longer duration of storage and reduced viability of a
biological material has been discussed before [27]. Although, cryopreservation at −80 ◦C
is in principle thought to preserve the viability and function of living cells and tissues
for a long period of time, since cells enter into the phase of quiescence, a lethargic living
state characterized by low metabolism [28,29], there are some research groups that report
diminished viability of biological materials after longer durations of storage [16,18,27].
Sugimoto et al. analyzed the bone differentiation and proliferation capacities of 15 samples
of human bone tissue-derived mesenchymal stromal cells after cryopreservation of 1 to
20 years and found an inverse correlation between the proportion of viable cells and
the number of years of cryopreservation [27]. Bhaskar et al. conducted bone studies on
explanted skull flaps supporting the notion that skull flaps stored at −30 ◦C for more
than 6 months are not viable [18]. Chan et al. conducted an osteoblast culture on 18 skull
flaps stored at –80 ◦C for 4 to 55 months and found no viable osteoblast population [30].
A similar osteoblast culture was performed on 47 skull flaps stored at −70 ◦C for 9 to
161 months without identification of viable osteoblast growth [31].

Whereas the possible relationship between a longer duration of storage and reduced
bone viability has previously been speculated on, no associations between the temperature
of storage and bone viability have been reported, yet. Our study provides novel robust
data about the superiority of storage at −80 ◦C rather than −23 ◦C, which appears to be a
more protective method of storage against the development of avital tissue, perhaps due to
the entrance of the cell into quiescence. The design of our study, i.e., the direct comparison
of storage at −23 ◦C vs. −80 ◦C for the first time at the same institution following the same
management protocols (indications for DH and CP as well as surgical technique, timing of
CP, preparation and remaining storage patterns of ABFs, etc.) allows for such far reaching
conclusions, since it eliminates the selection bias which would be apparent if similar studies
had been performed at various institutes at different locations. To date, we lack established
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protocols regarding the optimal storage of explanted skull flaps after DH [15,19]. ABFs are
kept frozen at various temperatures mainly from −20 ◦C to −80 ◦C [19]. Our novel finding
shows the clear benefit of storage at −80 ◦C and should be carefully considered for the
future management and storage of ABFs.

PTH1R and OPG, two key players of bone metabolism, were additionally analyzed in
our study. Increased PTH1R expression promotes the bone resorption rate via the activation
of osteoclasts, whereas OPG protects the bone from resorption by binding to RANKL and
TRAIL, thus inhibiting osteoclastogenesis [30]. The low levels of PTH1R and OPG observed
in our study reflect a dramatically diminished but still present bone metabolism, as a
consequence of cell freezing. In accordance with the notion that ABF cells stored at −80 ◦C
demonstrate decreased metabolism, they also express lower OPG levels.

Synoptically, the current surgical management of cranioplasties includes implantation
of both ABFs as well as SFs, according to each institute’s policy. Although, SFs are increas-
ingly replacing ABFs, in particular in younger patients, after traumatic brain injury with
multiple bone fragments, ABFs are still used mainly due to their lower costs [5,6]. A secure
statement whether the reimplanted ABFs are viable or not is not possible. Even if some
researchers failed to extract osteoblast from cultures of ABFs stored for an extremely long
time [30–33], no data have yet been published for ABFs frozen only for several months.
Furthermore, we cannot exclude that ABFs that appear non-viable at the time of their thaw,
will undergo bone remodeling secondarily after their reimplantation and gain viability later.
Our microscopical analysis did evaluate such ABFs, i.e., stored for several weeks or some
months, and revealed relevant but not life restrictive modifications of the cell microarchitec-
ture, as also supported by similar studies in fibular and rabbit models [34,35]. Further, these
results are in line with the conclusions of Goettsche et al. [36]. They recently performed a
histological analysis of osseous samples from aseptic bone necrosis of 11 ABFs, which had
been stored after DH at −80 ◦C, reimplanted to the individuals and again explanted in the
context of aseptic necrosis. The mean time between reimplantation of ABFs after DH and
re-explantation of ABFs due to necrosis was more than 12 months, which left sufficient time
for potential bone regeneration [36]. Although their microscopical investigation showed
prominent structural changes, like loss of differentiation of cortical and cancellous bone,
they still observed remodeling in terms of a build-up of vital bone tissue in some areas of
bone. However, they also describe, in the tissue of the aseptic bone necrosis, high rates of
avital osteocyte cavities, as we also do, and predominantly fibrotic and necrotic marrow
spaces. Avital osteocytes are linked to local BRF, since the necrotic tissue recruits osteoclasts
to engulf the apoptotic osteocytes and initiate bone autolysis [37–40].

Therefore, our study demonstrates that the reimplanted ABF may initially function
as a biocompatible scaffold with minimal or no cell viability. However, the presence of
adjacent healthy bone tissue could potentially stimulate bone regeneration (referred to as
osteoconduction). The extensive presence of avital osteocytes though, which are inductors
of osteoclast-regulated resorption, may act as source of bone regeneration failure and hinter
graft incorporation leading to aseptic bone necrosis and bone lysis.

Our study is subject to various limitations, such as its retrospective character and
the limited quantity of studied material, hindering a robust statistical analysis, which
however are attributed to the nature of the disease. The present clinical trial, though,
includes for the first time a direct unbiased comparison of different methods (temperature)
of freezing for explanted skull flaps as well as an analysis of their bone metabolisms and
bone cell architecture.

5. Conclusions

With regard to our new findings, we should think carefully before we reimplant ABFs
that demonstrate high rates of avital areas. In our study, ABFs stored at −23 ◦C and for long
periods of time >3 months, showed unusually high bone avitality, thus should preferentially
not be used as material for cranioplasty and SFs should be implanted instead. Further, we
should carefully reconsider whether reimplantations of ABFs in general are worth their
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high risk of aseptic bone necrosis with all their consequences, since according to our results
avital tissue, even in smaller amounts, is already developed also in ABFs cryostored for
only several weeks.
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Abbrevations

CP
DH
BFR
DRKS
PTH1
OPG
H&E
SF
ABF
CT
◦C
sTBI
ACM
FFPE
HPF

Cranioplasty
Decompressive hemicraniectomies
Bone flap resorption
Deutsches Register Klinischer Studien (German Clinical Trials Register)
Parathyroid hormone 1 receptor
Osteoprotegerin
Hematoxylin and Eosin
Synthetic flap
Autologous bone flap
Computer tomography
Celsius
Severe traumatic brain injury
Arteria cerebri media
Formalin-fixed paraffin-embedded
High power field

RANKL Receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand
TRAIL Tumor necrosis factor related apotosis-inducing ligand
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