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EINLEITUNG

1. EINLEITUNG

Weichteildefekte am Kérper treten haufig nach Traumen, thermischen Schadigungen,
Tumorresektionen oder angeborenen Fehlbildungen auf. Die chirurgische Wiederherstel-
lung ausgedehnter Hautweichteildefekte und dreidimensionaler Strukturen wie Ohrmu-
schel und Nase stellen eine besondere Herausforderung fir Plastische Chirurgen dar.
Bei der Indikationsstellung und Planung rekonstruktiver Eingriffe zur Deckung dieser
Gewebsdefekte sind prinzipiell atiologische Faktoren, Begleitverletzungen, Begleiter-
krankheiten sowie funktionelle und asthetische Langzeitergebnisse zu berlcksichtigen.
Fir die exakte funktionelle und &sthetische Wiederherstellung eines dreidimensionalen
Gewebsdefektes ist haufig eine interdisziplindre Kooperation erforderlich. Neben den
medizinischen verschiedenen Fachgebieten kénnen dabei auch Biologie, Chemie, Phy-
sik sowie Materialforschung notwendig sein [68, 134, 173, 176].

Der freie mikrovaskulare Gewebetransfer reprasentiert, insbesondere in der Traumato-
logie, Orthopéadie und Plastischen Chirurgie, eine etablierte Technik zur Deckung von
Weichteil- und ggf. auch ossaren wie knorpeligen Defekten [18, 133, 176].

In der plastischen und rekonstruktiven Mikrochirurgie stellen prafabrizierte Gewebelap-
pen eine Weiterentwicklung dieser Technik dar. Das Prinzip prafabrizierter Lappen be-
ruht auf der Umwandlung eines zuvor nicht axial perfundierten Gewebeareals in einen
axial versorgten Lappen mittels Implantation eines GefaBstieles. Der gréBte Vorteil die-
ser Technik ist, dass préafabrizierte Lappen unabhangig von der anatomischen Blutver-
sorgung, im Hinblick auf die entsprechende Dicke oder Dimension des Defekibereiches
an beliebiger Stelle am Koérper hergestellt werden kénnen, damit wird die Hebedefek-
morbiditdt minimiert. Dieses Prinzip ermdglicht dadurch eine deutliche asthetische Ver-
besserung der Endergebnisse [1, 109, 133, 137].

Knochen- und Knorpeldefekte, insbesondere in Verbindung mit Hautweichteilverlusten
sind fur den rekonstruktiven Chirurgen eine groBe Herausforderung. Prinzipiell stehen
als Ersatz fir diese Strukturen verschiedene synthetische oder biologische Materialen
zur Verfugung. Der Nachteil synthetischer Materialien besteht darin, dass diese poten-
tiell zu toxischen oder allergischen Reaktionen mit konsekutiver Entziindung fuhren und
gaf. auch eine Entfernung des verwendeten Materials erfordern kénnen. Bei der Ver-
wendung von allogenem Gewebe ist die immunologische Unvertraglichkeit eine wesent-
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liche Gefahr. Zudem ist grundsétzlich auch das Risiko der Ubertragung von Infektions-
krankheiten gegeben. Ein weiteres Problem ist darin begriindet, dass durch Konservie-
rungs- bzw. Sterilisationsverfahren die Gefahr des Vitalitdtsverlustes der Transplantate
resultieren kann [15, 24, 125, 173].

Bei der Rekonstruktion der oben beschriebenen Defekte werden die besten Ergebnisse
bei Verwendung von autologem Material erzielt [2, 105, 156]. Die Anwendung autologer
Transplantate ist jedoch anatomisch begrenzt. Um diese Grenzen zu erweitern, wurde
ein Konzept entwickelt, das eine Synthese zwischen in vitro Techniken des Tissue Engi-
neering und in vivo Techniken der Lappen-Préafabrikation herstellt [7, 191]. Auf dem Bo-
den dieses Verfahrens kdnnen prinzipiell exakte Form, GréBe und mechanische Charak-
teristika der autologen prafabrizierten Transplantate den rekonstruktiven Erfordernissen
angepasst werden. Durch die Transplantation solcher préfabrizierten Gewebelappen in
mikrochirurgischer Technik kénnten komplexe Defektdeckungen vorgenommen werden,
die mit den bislang bekannten herkémmlichen Verfahren nicht méglich sind. Grundsatz-
lich ermdglicht dieses Konzept erstmals, eine Vielzahl von etablierten in vitro Methoden
des Tissue Engineering in vivo zu testen und ggf. klinisch anzuwenden.

Zum gegenwartigen Zeitpunkt sind uns in der Literatur keine Verdéffentlichungen be-
kannt, die Uber den klinischen Einsatz von durch Tissue Engineering hergestellten Bio-
material-Konstrukten in Kombination mit neovaskularisierten Gewebelappen zur Defekt-
rekonstruktion berichten.

In der vorliegenden Untersuchung soll einerseits die Neovaskularisation in prafabrizier-
ten Hautlappen und andererseits die Verwendungsméglichkeit dieser Lappentechnik in
Verbindung mit geziichteten Knorpelzell-Biokonstrukten zur Herstellung freier neovasku-
larisierter dreidimensionaler Gewebslappen untersucht werden.
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2. AKTUELLER STAND DER FORSCHUNGSARBEIT

2.1. Hautdefektrekonstruktion

Die Haut

Die Haut spielt eine ganz wichtige Rolle im Schutz des Kérpers vor mechanischen,
chemischen oder physikalischen Schadigungen. Sie ist Aushangeschild und Ausdruck
unseres Befindens. Die Haut verkdrpert Erfolg, Glick, Gesundheit und tragt in hohem
MaBe zu einer Kommunikation mit der Umwelt und zu einem positiven Selbstwertgefihl
bei.

Struktur
Anatomisch kann die Haut im Wesentlichen in drei Schichten eingeteilt werden (Abb. 1
und Abb. 2). Die duBerste Schicht, die Oberhaut (Epidermis), entwickelt sich aus dem

auBeren Keimblatt, dem Ekto-

derm. Darunter liegen Leder- |
haut (Dermis) und Unterhaut e
(Subkutis), die beide aus dem
Mesoderm hervorgehen. Die
Epidermis besteht zu etwa
90% aus Keratinozyten und (hntaparbs
differenziert sich in verschie-
dene Abschnitte: das Stratum

corneum, die Strata lucidum

Unterhaut
Fetigewehe

und granulosum, und das Stra-

tum germinativum. Die Dermis  app. 1. Aufbau der Haut (nach der Vereinigung der
besteht aus dem Stratum papi- Deutschen Plastischen Chirurgen; 2002)

lare, das reich mikrovaskulari-

siert ist und Haarwurzeln, Talg- sowie SchweiB3driisen beherbergt. Das Stratum papillare
ist Trager des Nervensystems der Haut und enthalt zusatzlich mobile Zellen des Ent-
zlUndungs- und Immunsystems (Makrophagen, Mastzellen, Lymphozyten). Die Subkutis
besteht zum gréBten Teil aus Fettzellen und Bindegewebe (Abb. 7). Die Festigkeit der
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Verbindung zu der darunter liegenden Kérperfaszie bestimmt im wesentlichen die Ver-
schiebbarkeit der Haut. Die Subkutis umfasst beim Menschen etwa die Halfte bis zwei
Drittel der Gesamtfettmasse [115, 203].

Blutversorgung der Haut und Hautlappen

Das GefaBsystem der Haut besteht aus Arterien, Venen, Blutkapillaren und Lymphgefa-
Ben. Dieses GefaBnetz bildet ein tiefes (fasziales), ein oberflachliches (kutanes) und ein
subepitheliales GefaBnetz, welches durch perforierende, senkrecht verlaufende Arterien
und Venen die jeweilige Hautschicht versorgt (Abb. 2). Obwohl der Anteil am Gesamt-
blutfluss mit ca. 4,5% relativ gering ist, regelt die Haut jedoch durch Spasmen und Dila-
tationen der Mikrozirkulation sowie durch arterio-venése Shunts in den Hautschichten im
wesentlichen die Kdrpertemperatur und in gewissem MaB den Blutdruck. Der minimale
Blutfluss flr das Hautiiberleben wird auf etwa 0,04 ml Blut/min fir ein Gramm Hautge-
webe geschatzt [163, 179].

Die Art der GefaBversorgung in einem solchen Hautlappen kann nach McCarthy 1990
[121] in vier Gruppen verteilt werden (Abb. 3). Die erste Gruppe ist der randomisierte
Hautlappen, in dem Aste der gréBeren GefaBe sich direkt in dem dariiber liegenden
dermalen GefaBplexus fortsetzen. Die zweite Gruppe ist der fasziokutane Hautlappen, in
dem groBe GefaBe in den tiefen intermuskularen Septen liegen und von hier Aste an die
Faszie und das dariber liegende sub-

kutane Gewebe abgeben. Ein typi-
sches Beispiel fiir diesen fasziokuta-

Oberhaut
nen Hautlappen ist der Radialis Lap-
pen, der von Yang und Mitarbeiter im Lederhaut
Jahr 1981 [206] entwickelt wurde. Der

Unterhaut

arterielle Hautlappen bildet die dritte

Gruppe, in der die septokutanen Arte-

rien parallel zur Haut verlaufen und

wie in der Art eines Tannenbaums Abb. 2. Drei Schichten der Haut und Blut-
Seitenéste abgeben. Klassische Bei- versorgung (Vereiningung der Deutschen
spiele fur diese Art sind der von Ba- Plastischen Chirurgen; 2002)

kamijan 1965 beschriebene Deltopec-

torallappen [9] und der von McGregor und Mitarbeiter 1972 vorgestellte Leistenlappen

[122]. Die letzte Gruppe ist der myokutane Hautlappen, bei dem groBe GefaBe im Mus-
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kel verlaufen und von hier viele kleine perforierende GefaBe abgeben, welche die dar-
Uber liegende Faszie und Haut versorgen. Typische Beispiele fir dieses Muster sind der
von Baudet und Mitarbeiter 1976 berichtete Latissimus dorsi Hautmuskellappen [12] und
der von Pennington und Mitarbeiter 1982 beschriebene rektus abdominis Hautmuskel-

lappen [147].

Randomisierter Lappen

Fasziokutaner Lappen

Abb. 3. Vier Gruppen der Blutversorgung der Haut nach McCarthy (1990).

Innervation

Die Innervation der Haut erfolgt durch sensible und vegetative Nerven. Die vegetativen
Nerven reichen &hnlich den BlutgefédBen in die Subkutis und Lederhaut. In der Epidermis
sind zusatzlich noch sensible Nerven. Beide Nervenarten stellen das Tastorgan der Haut
dar und lassen sich morphologisch in Druck- und Berihrungsempfanger, Schmerzrezep-
toren und Temperaturrezeptoren einteilen [163, 203]. (Siehe Abb. 1)
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Hautdefektdeckung in der rekonstruktiven Chirurgie

Hautweichteildefekte am Kérper kénnen durch verschiedene Ursachen wie Trauma, Un-
fall, thermische Schadigung, Tumor, Krankheit wie Diabetes mellitus, arterieller Ver-
schluss oder angeborene Fehlbildung entstehen. Sie stellen ein ausgepragt belastendes
Problem fiir Betroffene mit sozioékonomischen und beruflichen Folgen dar.

Die chirurgische Rekonstruktion von Hautweichteildefekten, insbesondere bei ausge-
dehnten Defekten mit freiliegenden tiefen Strukturen wie Gelenken, Knochen oder Seh-
nen ist schwierig. Bei der Wiederherstellung derartiger Hautdefekte missen zusatzlich
sowohl funktionelle Erfordernisse als auch &sthetische Bedurfnisse durch die Verwen-
dung von geeigneten Materialien hinsichtlich Textur, Farbe, Dimension, Dicke und Be-
schaffenheit entsprechend dem benachbarten Hautgewebe der Defekte von Plastischen
Chirurgen bertcksichtigt werden. Hautdefekirekonstruktionen stellen deshalb eine groBe
Herausforderung in der rekonstruktiven Chirurgie dar.

Zur form- und funktionsgerechten Rekonstruktion von Hautweichteildefekten am Korper
steht heute ein groBes Spektrum verschiedener Wiederherstellungsverfahren, entspre-
chend der GréBe und Beschaffenheit der jeweiligen Kérperregion wie Hauttransplantat,

lokale Hautlappen und Fernhautlappen zur Verfligung.

- Hauttransplantate

Chirurgen des 19. Jahrhunderts wie Bunger (1823) in Marburg, Reverdin (1869) in Paris
haben kleine diinne Hautteile, die in erster Linie aus Epidermis und geringen Korium-
manteilen bestanden, auf granulierende Wundflachen Ubertragen [68]. Als nachstes ha-
ben Pjassetzki (1870) in Moskau, Wolfe (1875) in Glasgow, Thiersch (1886) in Leipzig
Hauttransplantationen in der Klinik durchgefiihrt. Die Verwendung von Spalthauttrans-
plantaten durch Blair und Brown (1929) sowie die Herstellung eines Dermatomes von
Padgett und Hood (1939) verhalf diesem Verfahren zu einer gréBeren Verbreitung in der
Entwicklung der Hauttransplantation [26, 38, 68].

Das Spalthauttransplantat 1&sst sich aus fast allen Kérperregionen gewinnen und zeigt
eine gute Anheilungstendenz. Die Spenderregion wird selbst reepithelisiert und heilt
spontan. Ein Nachteil dieses Verfahrens besteht darin, dass die Indikation zwingend mit
einem gut vaskularisierten Wundbett verbunden ist. Diese Prozedur ist deshalb bei den
stark traumatischen Wunden, wie z. B. Dekubitalulkus oder bei freigelegten Sehnen,
Knochen, Knorpel usw. in der Regel nicht indiziert. Ein weiteres Problem bei Spalthaut-
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transplantaten stellt die relativ groBe Schrumpfungstendenz und die Ausbildung von Hy-
perkeratosen am Rande des Transplantats, insbesondere an hohen mechanischen Be-
lastungsregionen wie an der FuBsohle dar. Wegen der h&ufig abweichenden Haut ist

dieses Verfahren kosmetisch nicht zufriedenstellend.

- Lokale Hautlappenplastiken

Hautlappenplastiken umfassen einen Abschnitt der Haut und des Unterhautgewebes mit
ausreichend zu- und abfuhrender Blutversorgung, welche freiprapariert, von seiner Un-
terlage abgehoben und an einer neuen Empfangsstelle transplantiert werden. Die Blut-
versorgung (Lappenstiel) spielt eine entscheidende Rolle fur die Lappenvitalitdt und
muss deshalb die wichtigsten BlutgeféBe (mit oder ohne Nerven) des Hautlappens ent-
halten [26].

Aufgrund des anatomischen Aufbaus des Hautweichteilmantels wurden lokale Hautlap-
penplastiken schon sehr friih vor allem in der Rekonstruktion von kleinen und mittleren
Hautgewebsdefekten eingesetzt [105]. Grundsétzlich kdnnen lokale Hautlappen in Ver-
schiebelappen, Rotationslappen, Transpositionslappen und Insellappen gegliedert wer-
den. Eine zusétzliche Technik zur lokalen Hautdefektdeckung stellt die Hautexpansion

dar.

Verschiebehautlappen

Verschiebehautlappen werden als U-Plastik
haufig am Rumpf oder den Extremitdten ver-
wendet. Das Ulkus wird zuerst in einem quad-
ratischen Defekt umgeformt. An der Seite, wo
die Haut am beweglichsten ist, wird ein Haut-
streifen gebildet und nach vorne verschoben.
Als eine modifizierte Art des Verschiebehaut-

lappens wurde die Methode des Raupenlap- Z .
pens beschrieben (Abb. 4). Bei dieser Technik S o

wird ein Hautlappen von entsprechender Lan-

ge in der Richtung der Langsachse des Defek-  app. 4. Verschiebehautlappen (A) und
tes umschnitten und abgehoben. Der Lappen  Raupenlappen (B) nach Burian [1978]

wird dann umgeklappt und sein Ende zusammengenaht. In der zweiten Sitzung wird der



AKTUELLER STAND: HAUTDEFEKTREKONSTRUKTION

Lappen aufgeklappt und Uber den Defekt ausgebreitet, um den Defekt zu verschlieBen.
Diese Modifikationstechnik wird jedoch heute kaum angewendet [26, 104].

Rotationslappen

Bei Rotationslappen wird ein Hautbereich ro-
tiert, um einen Defekt zu verschlieBen. Dieses
Grundprinzip wird wirkungsvoll an Stellen elas-
tischer Haut und haufig im Gesicht und am
Hals angewendet. Der Rotationslappen um-
schreibt einen Bogen von etwa 180°, wobei die
Basis doppelt so breit wie der Defekt sein soll-
te. Der ganze Bogen wird minimiert und die
Haut nach vorn verlagert. Um einen gréBeren
oder mehr rechteckigen Defekt zu verschlie-

Ben, kdnnen doppelte Rotationslappen ver-

det werden (Abb. 5).
wendet werden ( 2 Abb. 5. Rotationslappen

(nach Kaufmann, 1987)

Transpositionslappen

Transpositionslappen dienen dazu, einen Defekt durch einen Lappen aus den angren-
zenden Geweben zu decken. Diese Technik kann zur Rekonstruktion kleiner bis mittel-
groBer Defekte in allen Kérperregionen ange-
wendet werden. Der Transpositionslappen
kann nach Bedarf unterschiedliche Formen be-
sitzen. Es ist wichtig, die Operation exakt zu
planen, damit der Hebedefekt mdglichst priméar
verschlossen werden kann.

Bei der einfachsten Form des Transpositions-

lappens wird der Hautlappen um etwa 90° ver-

lagert und der Hebedefekt priméar verschlossen.
Der doppelte Transpositionslappen erlaubt die
Verlagerung eines verhaltnismaBig groBen Ge- Abb. 6. Transpositionslappen
webestiicks um 180°, wahrend der Stiel nur um (nach Kaufmann, 1987)

90° gedreht wird (Abb. 6). Der Hauptnachteil des doppelten Rotationslappens liegt darin,

dass eine groBe und l&ngliche Narbe entsteht, weshalb dieser Lappen klinisch seltener
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angewandt wird. Ein Beispiel eines doppelten dreieckférmigen Transpositionslappens
sind Z-Plastiken, bei dem zwei dreieckige Hautlappen gegeneinander versetzt werden.
Mittels Z-Plastik kénnen kontraktile Narben um bis zu 75% verlangert werden. Zudem
wird die Richtung des Narbenverlaufes auch gedndert. Als Alternative zu Transpositions-
lappen werden Brickenlappen Uber die Schadelwdlbung zum Ersatz der Hautbede-
ckung des Kinns verwandt, bei denen jeder Lappenstiel ein temporales GeféaBbindel
enthalten kann [26, 104].

Ahnlich wie bei Verschiebelappen und Rotationslappen kénnen die Transpositionshaut-
lappen auch keine definierte GeféBversorgung besitzen, sondern Uber den dermalen
und subkutanen GefaBplexus im Sinn eines ,random-pattern flap“ ernéhrt werden. Um
eine volle Durchblutung des Transplantates und somit ein komplikationsloses Anwach-
sen sicherzustellen, muss ein spezielles Langen- und Breitenverhéltnis des Lappens
eingeplant werden. Dieses Verhéltnis variiert durch die unterschiedlichen AusmafBe der
Blutversorgung nach jeweiliger Kérperregion und dirfte im Prinzip 3 : 1 im Bereich des
Gesichtes und 2 : 1 im Bereich des Rumpfes und der Extremitéten nicht Ubersteigen [26,
66].

Insellappen

Der Begriff “Insellappen® wurde
erstmalig von J. F. Esser 1918 nach
seinen anatomischen Untersuchun-
gen von verschiedenen gefaBgestiel-
ten Lappen im Kopf-Hals-Bereich
genannt. Littler verdffentlichte 1954

seine Methode des gestielten Insel-

lappens zur neurovaskularen Fin-

gertransposition. Im gleichen Jahr . o

_ Abb. 7. Plantaris medialis Insellappen
stellte E. Moberg auch seinen neu-
rovaskularen Insellappen zur Resensibilisierung des Daumens vor (original zit. bei. Geis-
hauser 1995).
Insellappen sind Hautlappen, die nur an einem gebildeten GeféBstiel hangen. Diese
Lappen werden dann zur Defekideckung eingeschlagen. Eine Modifikation dieser Me-
thode stellt der Insellappen mit subkutanem Stiel dar [26]. Bei dieser modifizierten Tech-

nik wird die Epidermis am Lappenstiel entfernt und der subkutane Stiel in der Richtung
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Ihrer Blutversorgung hin so weit abprépariert, dass der Insellappen danach zur Defekt-
deckung transponiert werden kann.

Insellappen erfordern in der Regel einen axialen GeféBstiel oder ein ausreichendes Ge-
faBnetz im Subkutangewebe, wie es z. B. im Gesicht, an der Hand oder am FuB3 vor-
handen ist. Im Gesicht kdnnen Insellappen von betrachtlicher Gr6Be an der Stirn, der
Schlafe und am Scheitel (Arteria temporalis) gebildet werden. An der Hand und am FuB
sind genaue Kenntnisse Uber die Anatomie der GeféB- und Nervenversorgung sowie
exakte Operationstechniken erforderlich, um eine erfolgreiche Durchfiihrung zu ermdgli-
chen. In diesen Regionen kénnen Insellappen im Bereich der Hohlhand und Handrlicken
bzw. FuBsohle und FuBricken gehoben werden. Alternativ kann ein Finger oder eine
Zehe filetiert und diese Weichteile sodann als Insellappen verwendet werden. Beispiele
von Insellappen in diesen Regionen sind der neurovaskulare Unterarmlappen, versorgt
durch das radiale GefaBblndel, und der neurovaskulare plantaris medialis Lappen (Abb.
7), die zur Wiederherstellung von Defekten an der Hand oder der Ferse angewandt wer-
den [68, 164].

Hautexpansion

Wenn ein Gewebeverlust nicht durch Mobilisierung des benachbarten Gewebes gedeckt
werden kann oder der Verschluss mit einem lokalen Lappen zu einer stérenden Narben-
bildung am Hebedefekt fihrt, kann die GewebsvergréBerung durch Hautexpansion eine
gute Lésungsalternative sein. Durch die Hautexpansion kénnen groBe Defekte bei idea-
ler Anpassung der Farbe, Dicke und Hautbeschaffenheit primér geschlossen werden.
Nachteile dieser Prozedur bestehen darin, dass der Expander unbedingt Uber einer fes-
ten, flachen Oberflache wie dem Schadel, der Stirn oder dem Nacken liegen muss. Au-
Berdem sind die Notwendigkeit von zwei Eingriffen und die hohe Komplikationsrate bei
der langsamen Hautexpansion die groBten Nachteile dieses Verfahrens [8, 105, 136].

- Fernlappenplastiken

Die Einfilhrung von Fernlappen zur Weichteilrekonstruktion leitete eine neue Ara in der
Wiederherstellungschirurgie ein. Hamilton beschrieb 1854 erstmals die erfolgreiche Re-
konstruktion von Hautweichteildefekten am Bein mit einer gekreuzten Lappenplastik.
1874 wandten Billroth und Czerny dieses Verfahren an. Unabhéngig voneinander er-
kannten Filatov in Russland (1917) und Gillies in England (1920), dass durch das Ver-
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nédhen der Wundrander der Lappenstiele bei diesem oben genannten Verfahren das Ri-
siko der Infektionen am Stiel deutlich verringert wurde [68].

Mit diesen sogenannten ,Rundstiellappen” ist es méglich, Gewebe, z.B. am Bauch oder
Thorax, vor der Transplantation zundchst ortstdndig zu praformieren. Bei der Verwen-
dung von Rundstiellappen als Fernlappen missen diese zunachst auf einen Zwischen-
trager, meist den Unterarm verpflanzt werden, um letztendlich den Hautweichteildefekt
am FuB, distalen Ende des Unterschenkels oder im Gesicht decken zu kénnen. Der
Begriff “cross foot* wurde erstmalig von Mir 1954 beschrieben, der den Weichteillappen
der nichtgewichttragenden Sohle des MittelfuBes zur Sohlenweichteilrekonstruktion des
verletzten FuBes verwendete [68,127]. Die Entwicklung der axialen Lappen in Verbin-
dung mit mikrochirurgischen Techniken hat in den letzten Jahrzehnten (seit 1973) De-
ckungsmaéglichkeiten von Fernlappen revolutioniert.

Fernlappenplastiken kdnnen in direkte italienische Stiellappen, Rundstiellappen und freie
axiale Lappen unterteilt werden.

Direkter ltalienischer Stiellappen

Der direkte ltalienischer Stiellappen wurde urspriinglich aus dem Arm gebildet, kann je-
doch von jeder Kérperregion enthommen werden (Abb. 8). Voraussetzung fir die Lap-
penplanung ist, dass der Lappen dem Defekt direkt angenahert werden kann; so kann z.
B. ein Nasendefekt mit einem Lappen

aus dem Arm rekonstruiert werden.
Wenn der Defekt sich an einer Extre-
mitat befindet, muss diese Prozedur
sorgfaltig geplant sein. Hierflr ist es
notwendig, die beiden Korperteile

spannungsfrei zu fixieren und ohne

Gewalt dem Rumpf oder einem ande-
ren Kérperglied anzulegen. Das beste Abb. 8. Italienischer Lappen am Ober-
Verhéltnis zwischen Lange und Breite schenkel (Burian 1978)
eines solchen Lappens ist 2 : 1. Der
offene Teil des Stieles kann nach der Lappenhebung durch ein Hauttransplantat gedeckt
werden, oder ein Rundstiellappen zur Vermeidung einer Infektion gebildet werden [26,

104].

11
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Eine Modifikation dieses Lappens ist der gedoppelte Lappen. Dieser Lappen wurde von
zwei ltalienischen Lappen, wie z. B. an der Oberarm-Thorax oder Oberarm-Unterarm
Region, gebildet. Bei dem Oberarm-Thorax gedoppelten Lappen wird der thorakale Stiel
nach 14 Tagen durchtrennt und danach ein Defekt im Gesicht rekonstruiert [26].

Rundstiellappen (Filatov, Gillies)

Bis zum Jahre 1973 war der Rundstiellappen die wichtigste Methode der Fernlappen-
plastiken (Abb. 9).

Prinzipiell werden Rundstiellappen als Brickenlappen und aus Haut-Fett-Gewebe gebil-
det, deren Rander zusammengenaht werden und so ein Rohr bilden. Beim Lappende-
sign soll das Verhaltnis von Lange zu Breite 2 : 1 bis 3 : 1 sein. Die Achse des Lappens
sollte an der Entnahmestelle entlang der Blutstrémung liegen, wobei die arterielle und
vendse Durchblutung berlcksichtigt werden sollte. Der Hebedefekt kann nach Hautmo-
bilisation in Ublicher Weise durch eine primare Naht verschlossen werden. Neben ober-
flachlichen Wiederherstellungen der Hautweichteildefekte kénnen Rundstiellappen alter-
nativ fir die Obliteration von Héhlen mittels der Epidermisentfernung angewandt wer-
den [162].

Rundstiellappen sind wegen ihrer unvollkommenen Sensibilitdt jedoch sehr vulnerabel.

Druck, Biegen oder Verdre-
hen kénnen die Blutzufuhr
verlegen und dadurch eine
partielle oder totale Nekrose
verursachen. AuBerdem koén-
nen Rundstiellappen bei be-

sonders ausgedehnten Haut-

weichteildefekten hdufig nicht

gentigend Gewebe zur De-  Abb. 9. Rundstiellappen zur Unterschenkelre-
fektdeckung liefern. Zusatzlich konstruktion (Burian, 1978)

betragt die Behandlungsdauer

der Gewebetransplantation, z. B. am Bauch oder Thorax zur unteren Extremitat, von der
ersten Operation bis zum endgiiltigen Defektverschluss durchschnittlich 5,8 Monate, mit
neun Narkosen und einer Andsthesiedauer von insgesamt 21 Stunden. Entsprechend

dem Verfahren sind die Behandlungskosten auch relativ hoch [68].

12
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Die italienischen Lappen und Rundstiellappen sind fiir Patienten, Arzte und Pflegeper-
sonal auBerordentlich belastend. Diese Lappen stellten jedoch Uber ein Jahrhundert bis
zur Mikrochirurgieentwicklung mit freien Lappentransplantationen (1973) die Grenzen
der rekonstruktiven Chirurgie bei ausgedehnten Hautweichteildefekten am FuB, Unter-
schenkel und im Gesicht dar. Heute werden sie wegen der bekannten Nachteile nur im
Ausnahmefall verwendet werden [68].

Freie mikrovaskulédre Lappentransplantation
Die klinische Anwendung von freien Gewebslappen unter Verwendung mikrochirurgi-
scher Techniken revolutionierte die rekonstruktive Chirurgie von ausgedehnten Haut-
weichteildefekten am Kérper. Voraussetzung fir die erfolgreiche mikrovaskulare Haut-
lappentransplantation ist die Existenz eines anatomisch definierten GefaBstieles zur
Blutversorgung des Transplantatgewebes [133].

Abb. 10. Rekonstruktion eines ausgedehnten Hautweichteildefektes mit offener Tibia-
Fraktur am Unterschenkel durch einen freien mikrochirurgischen VRAM-Lappen: Lap-
pendesign (1); Nach der Abpraparation (2); préaoperative Bilder (3) und 12-Monate post-
operative Ergebnisse (4).
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Der erste mikrochirurgische Eingriff wurde wahrscheinlich von T. S&misch (Bonn, 1876)
mit einer binokularen VergréBerungsvorrichtung fir die Chirurgie durchgefuhrt. Zwanzig
Jahre spater stellte Axenfeld (1899) ein bewegliches Lupensystem mit Stirnbandbefesti-
gung und 5- bis 6-facher VergroBerung vor. Wegen seines erheblichen Gewichts hat
dieses Lupensystem keine weitere Verbreitung gefunden. Im Jahr 1912 entwickelte Rohr
(Jena) die ersten Lupenbrillen mit zweifacher VergréBerung, die von der Firma Carl
Zeiss hergestellt wurden, und vor allem in der Ophthalmologie benutzt wurden (origina-
les Zitat bei. Weber 1993).

Bereits 1921 wandten Nylen und Holmgren (Stockholm) ein binokulares Mikroskop mit
etwa 10-facher VergréBerung bei Operationen am Mittelohr an. Die Benutzung vergré-
Bernder Optiken ermdglichte die prazise Manipulation kleinerer anatomischer Struktu-
ren. Allerdings vergingen noch vierzig Jahre, bis Jacobson und Suarez (1960) erstmals
GeféaBe der GroBe von Millimetern mit dem Mikroskop Opmi 1 erfolgreich anastomosier-
ten. Es fehlte zunéachst entsprechende mikrochirurgische Instrumente, weshalb am An-
fang Uhrmacherpinzetten genommen und Haare mit metallinisierten Spitzen als Faden
verwendet wurden [68]. Die Mikrochirurgie der peripheren Nerven ist mit den Namen von
James Smith, Chaffee und Numoto Anfang der 60er Jahre verbunden und durch die
spateren Arbeiten von Samii gepragt [202].

Durch die Optimierung der mikrochirurgischen Instrumente und Techniken wurde die
Anastomosierung kleiner GefaBe ermdglicht [18]. Im Jahr 1965 gelang Komasu und
Tamai [102] die erste Replantation eines komplett abgetrennten Daumens durch Ver-
wendung mikrochirurgischer Techniken, welche erst im Jahr 1968 publiziert wurde. Den
ersten freien experimentellen Zehentransfer beim Rhesusaffen fihrte Harry Buncke
(1966) erfolgreich durch und verfolgte danach mit groBem Interesse freie mikrochirurgi-
sche Gewebetransplantationen [25].

Nach diesen bekannten Publikationen wurde der mikrovaskuldre freie Lappentransfer
klinisch an verschiedenen Zentren begonnen. Im Jahr 1969 berichtete Cobbett Gber den
freien klinischen Zehentransfer [37]. Im September 1972 wurde ein freier behaarter
Skalplappen von einer Temporalregion auf die Gegenseite mit GefaBanschluss von Harii
in Tokio durchgefiihrt [75]. Ein Jahr spéter publizierten Daniel und Taylor (1973) sowie
O’Brien den erfolgreichen freien Leistenlappentransfer zur Hautweichteilrekonstruktion
am FuB [41, 139]. Dieser freie Leistenlappen hatte jedoch wesentliche Nachteile, auf-
grund seines anatomisch variablen GefaBstiels, war er nur teilweise erfolgreich und flhr-

te deshalb dazu, nach anderen Lappenalternativen zu suchen.
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Im Jahr 1975 beschrieben McGraw und Furlow den Dorsalis pedis Lappen als einen ge-
stielten oder freien Fasziokutanlappen zur Defekideckung [122]. Im gleichen Jahr ver-
wendeten Harii, Ohmori und Torii [76] den neurovaskuldren Muskellappen des Musculus
gracilis erstmalig als mikrovaskularen Muskeltransfer zur funktionellen Wiederherstel-
lung einer Gesichtslahmung. In der Folgezeit wurden verschiedene freie Lappen als
Muskel-, Haut-, und Knochenlappen publiziert, wie der Latissimus dorsi Muskellappen
(Baudet und Mitarbeiter 1976), Radialis Hautlappen (Yang und Mitarbeiter 1981), Rectus
abdominis Muskellappen (Pennington und Mitarbeiter 1982), Scapular und Parascapular
Hautlappen (Dos Santos 1984), laterale Oberarmhautlappen (Katsaros und Mitarbeiter
1984), Fibularknochenlappen (Taylor und Mitarbeiter 1975) und Beckenkammknochen-
lappen (Taylor und Mitarbeiter 1979) [66].
Freie Lappen kénnen entweder nur aus einem Gewebetyp wie Haut, Faszie, Muskel ge-
bildet werden oder sind aus mehreren Gewebsbestanteilen zusammengesetzt. Dazu
gehoéren die freien fasziokutanen Lappen, die freien myokutanen Lappen, die freien
osteomyocutanen Lappen sowie deren zahlreiche Abwandlungen [18, 68, 133]. Es zeig-
te sich nach Einflhrung der freien Lappen, dass im Vergleich zu Rundstiellappen freie
mikrochirurgische Hautlappen folgende Vorteile haben:
- weniger Zeitaufwand, Komplikationen und Kosten fiir den Patienten.
- fast unabhangig von lokalen Gegebenheiten zu transplantieren.
- Gewebe mit spezifischen Eigenschaften (z. B. haartragende Haut, funktionelle
Muskel, Knochen usw.) kann verpflanzt werden.
- eine FrOhmobilisation ist méglich.
- Relative kurze postoperative Ruhigstellung, dadurch ist das Verfahren auch far
altere Patienten geeignet.
- unauffélligerer Hebedefekt, da dieser meist an weniger exponierter Lokalisation
liegt.
Als Nachteile dieser Methode gelten die langere Operationszeit und ein erhdhtes
Thromboserisiko im Bereich des GeféBanschlusses. Dieses Thromboserisiko kann ggf.
durch entsprechende Erfahrung der Mikrochirurgen deutlich verringert werden. Fir er-
fahrene Mikrochirurgen haben axiale und freie Lappen fast die gleiche Sicherheit [66].
Aufgrund technologischer Fortschritte im Bau von Mikroskopen, mikrochirurgischer In-
strumente und entsprechender klinischer Erfahrung stellen freie Hautgewebslappen heu-
te bei ausgedehnten Hautweichteildefekte eine absolute Indikation dar, insbesondere im

Bereich der Hand, des FuBes, Unterschenkels und des Gesichts.
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2.2. Prafabrizierte Hautlappen

Die anatomisch vorhandenen Hautlappen am Menschen stellen jedoch nicht immer die
ideale Lésung fur einen betroffenen Defekt dar. Die Verflgbarkeit von Gewebeblécken
mit entsprechendem anatomischen GefaBverlauf sind am menschlichen Kérper limitiert
oder kdnnen durch vorausgegangene Verletzungen reduziert sein. Haufig ist die
Entnahme solcher Transplantate nur unter Hinterlassung eines funktionell oder
asthetisch unginstigen Hebedefektes maglich (Abb. 17). Darlber hinaus ist die
Rekonstruktion eines sehr ausgedehnten Weichteildefektes am Unterschenkel, FuB, an
der Hand oder im Gesicht mit Verwendung freier Lappen aufgrund anatomisch
definierter Lappenblutversorgung ungiinstig. Die chirurgischen Anforderungen zur
Wiederherstellung von diinnen Strukturen, wie z. B. im Gesicht, an der Hand, am FuB
oder dreidimensionalen Strukturen wie dem Ohr oder der Nase, sind wegen des meist

s o T

Abb.11. Ungtinstige Ergebnisse nach freier Lappentransplantation: (1 und 2) Lappen
war zu dick und plump; (3 und 4) Ausgepragte Spendermorbiditat.
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Abb.12. Schwierige Herausforderungen fur die chirurgische Rekonstruktion
Ausgedehnter Gewebsverlust des gesamten posterioren Unterschenkels (1);
Angeborene Ohrmalformation (2).

dicken Subkutangewebes zu plump und deshalb auch nicht ideal (Abb. 117).

Forschritte in der Plastischen und Wiederherstellungschirurgie, insbesondere durch die
Prafabrikation von axial perfundierten Gewebelappen ermdglichten es, dieses klinische
Problem zu reduzieren. Die Grundidee prafabrizierter Lappen ist es, gestielte Lappen
unabhéngig vom anatomischen GeféBverlauf, in entsprechenden Regionen durch die
Implantation eines GeféBtragers herzustellen. Durch diese Technik kénnen einfache
freie Hautlappen oder freie kombinierte Transplantate mit entsprechend niedriger
Hebedefektmorbiditdt und entsprechend den Erfordernissen des klinischen Bedarf
gebildet werden. Damit ist die Prafabrikation sehr groBer Hautlappen oder feiner
dreidimensionaler Strukturen wie eines Ohres oder einer Nase mit Hilfe entsprechender
GerUstsubstanzen denkbar (Abb. 12). Diese préafabrizierten Lappen werden dann in
ublicher Weise gestielt oder mit mikrovaskularem Anschluss frei transplantiert.

Prinzipiell lassen sich vier Mdglichkeiten der préfabrizierten Hautlappen unterscheiden:
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- Prafabrizierung durch Delay-Verfahren: (Lappenumschneidung)

Dieses Verfahren wurde entwickelt, um komplett fehlende Kérperteile wie Nase, Ohr,
Knochen oder Knorpel an einer fern vom Defekt liegenden Region vorzuformen. Diese
prafabrizierten Gewebslappen werden danach “en-bloc® in  einem zweiten
Operationsschritt an das Empfangsareal mikrochirurgisch oder gestielt transplantiert.
Das Delay-Verfahren wurde experimentell und Kklinisch von zahlreichen Autoren
beschrieben. Am experimentellen Modell des Kaninchens flihrten H6érl und Mitarbeiter
[91] im Jahr 1994 die Implantation eines porésen Blockes Proplast Il in einen
Leistenlappen mit direktem Kontakt zur Arteria und Vena epigastrica superficialis durch.
Nach 6 Wochen wurde der kombinierte Proplast Il Block-Leistenlappen gehoben. In der
Zwischenzeit waren von A. V. epigastrica superficialis ausgehend, Bindegewebe und
GefaBe in den porésen Kunststoffblock eingewachsen. In einem zweiten
Operationsschritt wurden Hauttransplantate auf den vaskularisierten, préafabrizierten,
gefaBgestielten Kunststoffblock aufgebracht. Es zeigte sich, dass Hauttransplantate auf
einem zuvor neovaskularisierten und durch einen definierten GefaBstiel durchbluteten
porésen Kunststoff angehen und Uberleben kénnen. Der porése Kunststoff erfiillt dabei
eine Doppelfunktion: Einerseits formgebendes und tragendes Gerlstmaterial und
andererseits Ernahrungs- und Aufnahmelager fir deckende Hauttransplantate.

In dem klinischen Anwendungsbereich fallen auch Lappenplastiken, bei denen durch
Transplantation von Spalt- oder Vollhaut auf die Unterseite des Lappens ein
bestehender Gewebelappen zum zusammengesetzten Transplantat prafabriziert wird,
wie z. B. die intraorale Epithelschicht imitiert werden sollte. Ein ausgezeichnetes Beispiel
fir dieses Konzept wurde von Holle und Mitarbeitern 1996 [87] vorgestellt, in dem sie
osteointegrierte Implantate in einen osteokutanen Skapularlappen far die
Oberkieferrekonstruktion eingebracht haben. Der Vorteil dieser Methode liegt darin, dass
unmittelbar nach Transplantation dieses prafabrizierten Lappens mit der Anpassung der
Zahne begonnen werden und damit in klrzester Zeit postoperativ eine Kaufunktion
wiederhergestellt werden kann [67].

Bei diesem Verfahren erfolgte eine verstérkte Blutzufuhr und Zirkulation im gehobenen
Hautlappen Uber die verbleibende Lappenstielung, daraus resultierte eine signifikant
héhere Vitalitat als in einem nicht chirurgisch konditionierten Gewebelappen.
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- Prafabrizierung durch Praexpansion:

Bei dieser Prozedur wird prinzipiell ein axial gestielter Hautlappen praexpandiert, so
dass die Flache dieses Hautlappens erheblich vergréBert werden kann. Die
Praexpansion durch Expander beruht auf der Beobachtung, dass alle lebenden Gewebe
dynamisch auf mechanische Einwirkungen reagieren und sich adaptieren. Wahrend der
Expansion bleiben die Funktion und Gewebseinheiten des darlber liegenden
Hautlappens intakt. Die Wundheilung lauft physiologisch ab.

Grundsétzlich scheint die Flachengewinnung bei der Praexpansion von zwei Quellen
gespeist zu werden. Zum einen wird die Haut von benachbarten Hautgebieten rekrutiert.
Zum anderen deutet die tatsadchliche Neubildung auf die expandierte Epidermisschicht
hin [23].

Technisch wird der Expander bei der Praexpansion eines fasziokutanen Lappens unter
der Faszie eingesetzt. Obwohl der Expander eine flachige signifikante VergréBerung
und eine dinnere Lappendicke in den ersten Wochen erzeugt, ist jedoch der
expandierte Hautlappen extrem gut vaskularisiert und kann dadurch zuverldssiger
transplantiert werden. Im Vergleich zum direkt gehobenen Lappen steigerte die
Expansion das gesamte GefaBnetz im Gewebe bis auf 117% [33].

Die klinischen Anwendungen dieses Verfahrens wurden in der Literatur publiziert [62,
67]. Als ein gutes Beispiel hierfir war die erfolgreiche Anwendung des im Hals
hergestellten PIE-Lappens (Prafabrizierte Induzierte Expansion) von Germann G. und
Mitarbeiter 1998 [67] zur Defektdeckung nach der Resektion von multiplen Basaliomen
und Spinaliomen der Wange.

- Prafabrizierung durch Umformung der Gewebeart: Die Umformung eines
Gewebes in die gewlinschte Form stellt die dritte Méglichkeit dar. Mit Hilfe von den
sogenannten “Tissue Transforming Factors* bestehend aus dem osteoinduktiven Faktor,
Osteogenin und der demineralisierten Knochenmatrix, berichteten Khouri R.K. und
Mitarbeiter im Jahr 1991 bei Ratten Uber eine experimentelle Transformation vom
Muskelgewebe zu vaskularisiertem Knorpel- und Knochengewebe in geeigneten Formen
[107]. Diese Methode befindet sich bis heute jedoch noch im experimentellen Stadium.
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- Prafabrizierung durch neovaskularisierten Hautlappen:

Dieses Verfahren reprasentiert derzeit die interessanteste Méglichkeit. Die
Lappenpréafabrikation erfolgt durch Implantation eines GeféBstieltrdgers in die als
zukinftiges  Spendergebiet  ausgewahlte  Hautregion, welches mittels der
Neovaskularisation in einen axial gefaBgestielten Gewebelappen umgewandelt wird.
Durch dieses Verfahren kénnen neue transplantationsfahige Gewebslappen geschafft
werden, die am Kérper anatomisch so vorher nicht existierten.

Grundséatzlich kénnen verschiedene GefaBstieltrager angewendet werden:

Das Omentum majus mit einem ausgiebigen GefaBnetz als GefaBtrager fir die
Lappenprafabrikation wurde von verschiedenen Autoren klinisch und experimentell
beschrieben [50, 52, 101, 198].

In der klinischen Routine publizierten McLean und Buncke (1972) erstmalig die klinische
Verwendung vom Omentum majus mit dartber liegendem Hauttransplantat zur Deckung
eines gréBeren Skalpdefekts [123]. Im Jahr 1981 berichtete Shen auch Uber die
erfolgreiche Anwendung von préafabrizierten Lappen aus dem Omentum majus, um
schwere Verbrennungsverletzungen im Kopf-, Brust- und Kniebereich zu rekonstruieren
[165].

Die experimentelle Arbeitsgruppe von Erol und Spira (1978, 1980, 1981) flhrte bei
Schweinen die Herstellung der prafabrizierten Gewebslappen aus dem Omentum majus,
autologen Rippenknorpeln, Ohrknorpel und Beckenknochen als Gerustmaterial sowie
deckenden Hauttransplantaten mit anschlieBender freier Transplantation durch. Zhang
(1994) verlagerte experimentell das Omentum majus unter die Bauchhaut und setzte die
Flache des GefaBtragers in Relation zur Flache des neovaskularisierten Hautlappens,
um Rickschlisse auf die maximale Ausdehnung der Uberlebenden Hautflachen zu
ziehen. Er ermittelte eine etwa doppelt so groBe Hautfliche im Verhdltnis zu dem
darunter liegenden Durchblutungstrager [208].

Obwohl das Omentum majus ein ideales Bett fir das Anwachsen von Haut-, Knorpel-
und Knochenimplantaten darstellt, wird die Lappenprafabrikation wegen des
aufwendigen Operationsverfahrens klinisch selten verwendet. Einerseits erfordert dieses
Verfahren die Bauchhéhle zu erdffnen, was geféhrliche intraoperative Risiken und
postoperative Komplikationen verursachen kann. Andererseits gibt es zur Zeit
verschiedene GefaBtrageralternativen mit minimaler Hebedefektmorbiditat.
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Die vaskularisierte Faszie als GefaBtrager zur Lappenprafabrikation wurde von vielen
Autoren beschrieben [67]. Das Prinzip dieses Verfahrens ist die Implantation eines axial
gefaBgestielten Faszienlappens unter die Dermis, um so einen neuen fasziokutanen
Hautlappen herzustellen. Als bestes klinisches Beispiel hierfir wurde die Prafabrikation
eines temporalen Faszienlappens von Khouri (1991) vorgestellt. Der Autor und seine
Mitarbeiter transplantierten bei einem 12 Jahre alten Kind einen gefaBgestielten
temporalen Faszienlappen durch Anastomosierung an die Arteria und Vena dorsalis
pedis am FuB und legten diesen Lappen um das Zehengrundgelenk. Nach 6 Wochen
wurde das prafabrizierte Transplantat aus dem geféBgestielten Temporalis-
Faszienlappen und neovaskularisiertem Zehengrundgelenk erfolgreich zur Hand
transplantiert. Die Anastomosierung der GefaBe erfolgte an Arteria und Vena ulnaris.
Das Verfahren erscheint eine zuverlassige Methode zur Lappenprafabrikation zu sein,
da eine Neovaskularisation im Lappen auf jeden Fall sicher erfolgt. Der Hauptnachteil
dieser Methode besteht darin, dass die Prafabrikationstechnik sehr schwierig ist. Ferner
ist der prafabrizierte LappengefaBstiel abhangig vom FaszienlappengefaBstiel gewesen.

Der arterio-venése GefdBstiel stellt eine interessante und hervorragende
GeféaBtragervariante zur Herstellung eines neovaskularisierten Hautlappens dar. Die
Verwendung wurde in zahlreichen experimentellen und klinischen Studien bereits
nachgewiesen.

Die experimentelle Hautlappenprafabrikation wurde erstmalig von Schechter und
Mitarbeiter im Jahre 1969 publiziert [161]. Am Modell des Hundes implantierten sie
GefaBtrager aus Arteria und Vena femoralis mit unterschiedlichen Modellen in die
Subkutis an der Oberschenkelregion und beschrieben potentielle Méglichkeiten fir eine
zukunftige Anwendung. Shen (1981) implantierte das mobilisierte arterio-vendse
GeféaBbundel des Kaninchenohres in einen gerollten Hautlappen am Hinterhaupt und
erzeugte so einen axial gefaBgestielten prafabrizierten Hautlappen [165]. Wenige Jahre
spater entwickelten Hirase und Mitarbeiter (1987-1989) mehrere experimentelle Modelle
zur Konstruktion eines prafabrizierten Hautlappens aus einem GeféBstiel in Kombination
mit Haut-, Muskel-, Knochen- und Knorpelgewebe [83-86]. Zur Neovaskularisation der
verschiedenen Gewebsarten benutzte er Uberwiegend Arteria und Vena epigastrica
superficialis inferior der Ratte. Duffy und Mitarbeiter (1993) beschrieben die
Neovaskularisation eines Hautareals des Kaninchens durch Implantation eines vom

AuBenohr entnommenen arterio-venésen GefaBblindels [46]. Nach verschiedenen
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Verweilzeiten konnte er dann die entstandenen geféBgestielten Hautlappen erfolgreich
zum AuBenohr zuricktransplantieren. Am Modell der Ratte berichteten Tanaka und
Mitarbeiter (2003), Neumeister und Mitarbeiter (2006) in jlingster Zeit Uber den
erfolgreich neovaskularisierten Gewebslappen im Inguinalbereich in Verbindung mit
Gewebsregenerierung durch die Implantation eines arterio-vendsen GefaBstieles aus
Arteria und Vena femoralis.

Uber die klinischen Anwendungen eines neovaskularisierten Hautlappens wurden von
verschiedenen Autoren berichtet. Hyakusoku (1987) publizierte Uber einen erfolgreich
prafabrizierten Haarinsellappen durch Implantation des ipsilateralen arterio-vendsen
temporalis superficialis GefaBstieles im Haarbereich des Kopfes, um hiermit die
Oberlippe zu rekonstruieren. Im Jahre 1992 beschrieben Iltoh und Arai [100] die
erfolgreiche Rekonstruktion eines Nasenfligels mit einem préafabrizierten freien
Hautlappen. Sie praparierten die Arteria und Vena thoracodorsalis und verlegten diese
unter die Haut der ipsilateralen Supraclavicularregion des Patienten. Zwei Wochen
spater wurde der kombinierte, prafabrizierte Lappen aus Haut und GefaBstiel zur
Rekonstruktion eines Nasenfligels im Gesicht transplantiert. Der LappengefaBstiel
wurde an A. V. facialis angeschlossen. Pribaz und Mitarbeiter (1994) berichteten in einer
Veréffentlichung Gber eine Teilnekrose des préafabrizierten Hautlappens wegen
unzureichender Neovaskularisation bei der Rekonstruktion eines kombinierten Stirn- und
Nasenweichteildefektes unter lokaler Implantation der ipsilateralen A. V. thoracodorsalis
am lateralen Oberarm [150]. Morrison und Mitarbeiter (1997) beschrieben die
Transplantation ~ dinner  préfabrizierter ~ Hautlappen  durch  arterio-vendse
GeféaBstielimplantation mit Endligatur aus A.V. inferior epigastric, A.V. thoracodorsalis
und A.V. temporalis superficialis zur Defektrekonstruktion im Knie- und Gesichtbereich
mit glnstigen postoperativen Ergebnissen [129]. Die Arbeitsgruppe von Pribaz und
Mitarbeiter (1999) berichtete auch Uber ihre Erfahrungen bei der klinischen Anwendung
von neovaskularsierten Hautlappen zur Hautdefektdeckung im Hals- und
Gesichtsbereich [151]. Von ihren 17 klinisch hergestellten neovaskularisierten
Hautlappen wurden 15 Lappen in 12 Patienten (88,2%) erfolgreich transplantiert.

Diese klinischen Verdéffentlichungen haben bewiesen, dass das Prinzip von
prafabrizierten Hautlappen am Menschen mdglich ist. Die klinischen Fallverluste zeigten
jedoch das Fehlen eindeutiger experimenteller Untersuchungen zur Neovaskularisation
in prafabrizierten Hautlappen nach GefaBstielimplantation.
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Um diese Technik in der Kklinischen Routine zuverlassig etablieren zu kdénnen, sollten
weitere experimentelle Arbeiten hinsichtlich Standardisierung und Optimierung der
Neovaskularisation in prafabrizierten Hautlappen mit  unterschiedlichen

GeféBstielvarianten durchgefihrt werden.
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2.3. Tissue Engineering von Knorpelzellen

- Tissue Engineering: Geschichte und aktueller Stand

Das junge sich rasch entwickelnde Forschungsgebiet “Tissue Engineering” (TE) basiert
auf einer interdisziplindren Zusammenarbeit der Bereiche Biomaterialentwicklung,
Zellbiologie und Zellkulturtechnik zum Zwecke der Herstellung lebender, bioartifizieller
Ersatzmaterialien fir die funktionelle Wiederherstellung, Erhaltung und Verbesserung
des menschlichen Gewebes.

Obwohl der Begriff “Tissue Engineering“ erstmalig von Vacanti C.A. und Mitarbeiter
1991 im Artikel “Functional Organ Replacement: The New Technology of Tissue
Engineering® in the “Surgical Technology International* vorgeschlagen wurde, war die
Grundidee des Tissue Engineerings im wesentlichen seit langem bekannt [191]. Die
erste experimentelle Untersuchung zu diesem Thema stammte aus den frihen 1970’er
von W.T. Green aus Amerika [191]. Am Nacktmausmodell generierte der Untersucher
neues Knorpelgewebe unter Verwendung von aus einem kleinen Knochensporn
stammenden Chondrozyten, welche er in vivo replantierte. Obwohl diese Experimente
nicht erfolgreich waren, vermutete der Autor jedoch bereits, dass mit zuklnftigen
technologischen Fortschritten die Herstellung von neuen funktionellen artifiziellen
Geweben durch die Zellregenerierung und Zellbesiedlung in geeigneten Biokonstrukten
mdglich sein wird.

Der Schlisselpunkt in der Entstehung des Begriffes “Tissue Engineering” war bereits
1988, als J. Vacanti und Langer R. die erfolgreiche Herstellung eines aus synthetisch
biokompatiblem und bioabbaubarem Polymer stammenden Biokonstrukts mit Zellen
entwickelt hatten [191]. Durch dieses Vorgehen lasst sich die Méglichkeit realisieren, mit
einer minimalen Menge autologer Zellen Uber die Zellvermehrung und Zellbesiedlung
einen maximal groBen Gewebeblock zu schaffen. Aufgrund des Verfahrens erscheint es
maoglich, verschiedene Gewebe bzw. Organsysteme durch eine labortechnische
Amplifikation der entsprechenden Zellen ersetzen zu kdénnen. Diese aussichtsreichen
Perspektiven, im Hinblick auf die potenzielle Ersatzmdglichkeit humaner lebender und
funktioneller Organe, haben bis heute Forscher in vielen Zentren der Welt mit Hochdruck
vorangetrieben.

Prinzipiell konnte die Gewebezichtung von verschiedenen lebenden Organen wie Haut-,
Fett-, Muskel-, Knochen-, Knorpel-, Nerven- und GeféaBzellen usw. durchgefihrt werden.
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Zwischenzeitliche Schwerpunkte an der Herstellung von “tissue-engineerten“ Geweben,
die von Forschungsgruppen im Labor untersucht werden, sind die Zichtung von
Knorpel-, Knochen-, Fett- und Nervengewebe sowie Angiogenesen und verschiedenen
humanen Organen wie Herzklappen oder artifizielle Dinndarmsegmenten [191].

Heute gibt es bereits kommerziell erhaltliche Produkte der Gewebezlichtung, die auch
gegenwartig klinische Anwendungen in der Dermatologie finden, wie z. B. Dermagraft
(Dermistransplantat) und Intergra® (artifizieller Dermisersatz, Kollagen-Glucosamino-
Glycan-Matrix) fur die Verbrennungsbehandlung oder Apligraft® (allogene Epidermis auf
fibroblastenbesiedelte Kollagenmatrix) fiir die Behandlung chronischer Wunden.

Die klinische Anwendung der gezlchteten Gewebe blieb hinter der anfénglichen
Erwartung zurlck. Vacanti und Mitarbeiter (1991) publizierten die erste klinische
Verwendung von einem synthetischen Polymerkonstrukt mit gezlichteten Knorpelzellen
zum Ersatz des Sternums bei einem jungen Patienten mit Poland-Syndroms, bei dem
das Brustbein fehlgebildet war [191]. Im Jahr 2001 berichteten Shin’oka und Mitarbeiter
[167] in Tokio Uber die klinische Verwendung einer gezichteten Lungenarterie. Ronga
und Mitarbeiter (2006) beschrieben die Meniskusrekonstruktion bei einem 40 Jahre alten
Patienten unter Verwendung von auf einer Kollagenmembran implantierten autologen
Chondrozyten mit guten postoperativen Ergebnissen [154]. Hollander und Mitarbeiter
[86] berichteten im Jahr 2006 Uber die erfolgreiche klinische Anwendung von autologen
gezlchteten Knorpelzellen fir die Rekonstruktion verletzter osteoarthritischer Humaner
Knie bei 23 Patienten. Diese Beispiele haben einerseits potenzielle
Anwendungsmaéglichkeiten des Tissue Engineering vom Knorpelgewebe bewiesen, und
andererseits fordern weitere experimentelle Untersuchungen zur Verbesserung der
Zellkulturtechnik und Konstruktherstellung fur eine effektive klinische Anwendung in der
Zukunft.

- Tissue Engineering von Knorpelgewebe

Tissue Engineering von Knorpelgewebe stellt zwischenzeitlich einen Schwerpunkt bei
der Gewebezliichtung dar. Zur Schaffung eines gezlichteten Knorpelgewebes ist die
stabile Verbindung zwischen in vitro gezichteten Knorpelzellen und entsprechendem
kompatiblen Zelltrdger von entscheidender Bedeutung. Zusétzlich kénnen heute
verschiedene biologische Faktoren wie Bioreaktor oder Wachstumsfaktoren angewendet
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werden, um eine Verbesserung der Qualitat von in vitro gezlchteten Knorpelzellen und
eine Verkurzung der Kulturzeit zu erzielen [173].

Physiologie der Nativen Knorpelzellen

Das Knorpelgewebe kommt sowohl in Gelenken, im Rippenbogen als auch im Atemtrakt
vor. Funktionell zeichnet es sich durch Druckelastizitdt und die Fahigkeit, Gewicht zu
tragen, Stutzformgewebe und das Gleiten zu erméglichen aus. Histologisch besteht
Knorpelgewebe aus Chondrozyten, extrazellularer Matrix und dem Perichondrium.

Die Chondrozyten sind in isogenen Gruppen von bis zu zehn Zellen angeordnet und von
einer Chondroitinsulfatkapsel sowie einem Zellhof aus kollagenen Fasern umgeben. Die
jungen Chondrozyten sind flach, die reifen sind rund und die &lteren sind oft
hypertrophiert. Lichtmikroskopisch werden diese Komplexe als Chondrone bezeichnet.
Diese Chondrone geben dem Knorpelgewebe seine wesentliche Druckelastizitat [125].
Die extrazellulare Matrix ist als Kittsubstanz fir die Stabilitat und Elastizitdt des Knorpels
verantwortlich. Nach unterschiedlicher extrazelluldrer Matrix wird das druckfeste
Stitzgewebe in einen hyalinen (wie z. B. Rippen-, Gelenk-, Tracheal- und
Nasenknorpel), elastischen (wie z. B. Ohrmuschel, Larynx) und Faserknorpel (wie z. B.
Symphysis pubica, Discus intervertebralis) unterteilt [125].

Ublicherweise setzt sich die extrazellulare Matrix aus Kollagen, Wasser und
verschiedene Proteoglykanen zusammen. Das Kollagen mit Uberwiegendem Kollagen
Typ-ll. macht einen groBen Teil des Trockengewichts des Knorpels aus. Die
Proteoglykane als ein Produkt der Chondrozyten bestehen aus einer Proteinstruktur und
Heteroglykanketten, die als Glykosaminoglykane (GAGs) bezeichnet werden. Beim
GAGs dominieren Hyaluronsaure, Chondroitin-4-Sulfat und Keratansulfat, wobei
Chondroitin-4-Sulfat bis zu 40% des Trockengewichtes von Knorpelgewebe ausmacht
[125].

Das Perichondrium ist ein dichtes Bindegewebe und besteht aus Fibrozyten und
Bindegewebsfasern. Es dient dem Wachstum und dem Erhalt des avaskuldren
Knorpelgewebes mit Ausnahme des Gelenkknorpels. Aus diesem Grund kann der
Gelenkknorpel nicht regeneriert werden [176].

Die Regenerationsfahigkeit des Knorpels ist insgesamt eingeschrénkt. Bei einer
Knorpelldsion nach Wachstumsabschluss wird diese Stelle mit perichondrialen
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Bindegewebszellen aufgefillt. Diese kdnnen sich jedoch nur zu einem kleinen Teil
metaplastisch zu Knorpelzellen umwandeln [125, 173].

Das Knorpelgewebe ist regelhaft nicht vaskularisiert. Die Erndhrung des Knorpels, als
ein bradytrophes Gewebe, erfolgt durch Diffusion Uber die extrazellulare Matrix.
Nahrstoffe gelangen Uber das geféBreiche Perichondrium zum Knorpelgewebe [157].

In vitro geziichtete Knorpelzellen

Zur Zuchtung von Knorpelgewebe kénnen verschiedene Zellquellen verwendet werden.
Seit langerem bekannt ist die Nutzung von Chondrozyten [2, 23, 158, 175, 23] oder
Perichondrium [142, 148, 187]. Ein aktueller Ansatz ist die Verwendung von
mesenchymalen Stammzellen und embryonischen Vorlauferzellen [131, 171, 191]. Im
Hinblick auf die klinische Anwendung scheint jedoch das Tissue Engineering von
autologem Knorpel mit differenzierten Chondrozyten eine sehr vielversprechende und
praktische Methode zu sein.

Zur Zichtung unter Verwendung von differenzierten Chondrozyten werden die Zellen
durch eine kleine Gewebebiopsie (z. B. aus Gelenk, Rippe, Nasenseptum, Ohrmuschel)
gewonnen. Diese Zellen werden enzymatisch aus ihrem Zellverband isoliert und
anschlieBend in der Monolayerkultur amplifiziert. In der Regel lassen sich aus 100.000
isolierten Zellen nach 3 — 4 Passagen bis zu 40 Millionen Zellen zlchten [2, 125, 173].
Bei der Amplifikation werden die Zellen Ublicherweise dedifferenziert, wobei die
Chondrozyten einerseits ihre Morphologie von runden, in spindelige Zellen verandern
und andererseits ihr Expressionsmuster von knorpelspezifischem Kollagen Typ II, zu
bindegewebstypischem Kollagen Typ | umstellen [13, 119, 176, 197].

Wenn diese dedifferenzierten gezlichteten Zellen wieder in einen dreidimensionalen
Zelltrager eingebracht werden oder durch den Zusatz von Wachstumsfaktoren wie TGF-
beta usw. [24, 125] kommt es zu einer Redifferenzierung und Reexpression von
knorpelspezifischen Proteinen entsprechend dem nativen Knorpel. Im Hinblick auf die
Ausrichtung der extrazellularen Matrix und die daraus erwachsende Binnenarchitektur
sind die gezlichteten Knorpelzellen jedoch weniger differenziert [3, 13, 29, 35].

Biomaterial-Zell-Konstrukte

Zur Zellbesiedlung gibt es verschiedene Tragermaterialien, die durch ihre Eigenschaften

fir die Zelltransplantation geeignet sind. Grundvorraussetzungen betreffen hierbei die

27



AKTUELLER STAND: T.E. VON KNORPELGEWEBE

Biokompatibilitdt, Biodegradierbarkeit, Konsistenz, strukturelle Eigenschaften und
Sterilisierbarkeit [2, 24, 170, 176].

Obwohl die Frage nach dem idealen Biomaterial im Bereich der Knorpelztichtung noch
nicht abschlieBend geklart ist, kénnen praktisch verschiedene aus biologischen und
synthetischen Substanzen stammende Zelltrdger im Rahmen des Tissue Engineering
verwendet werden. Auch die Kombination beider Biomaterialien wurde in der Literatur
beschrieben [173].

Die biologischen Materialien haben Vorteile, da sie eine homogene dreidimensionale
Verteilung der Chondrozyten erméglichen und somit die Redifferenzierung der Zellen
begiinstigen. Limitationen bei der Verwendung sind haufig eine mangelnde
mechanische Stabilitdt und deutliche Schrumpfungstendenzen.

Der Vorteil der synthetischen Materialien ist ihre Formstabilitat. Limitierend ist jedoch,
dass der schnelle Abbau in vivo zu einem saurem Milieu flihrt, was fiir die Zellen
zytotoxisch ist. Aufgrund dieser dargestellten Limitationen muss es noch weiter versucht

werden, geeignete synthetische Biomaterialien herzustellen [156, 173].
Einige Charakteristika von biologischen und synthetischen Materialien:

Biologische Substanzen

- Hyalurons&urederivat: hochmolekulares Mukopolysaccharid, naturlicher
Bestandteil der Knorpelmatrix, gute Gewebevertraglichkeit, erhéhte hydrolytische
Stabilitat durch synthetische Veresterung, als Folie, Vlies oder Gel verflgbar.

- Kollagen: meist dermales Kollagen | und lll, verschiedener Spezies, z. B. equin, als

nicht gewebtes Flies oder Gel verfugbar.

- Fibrin, Gelsystem: Verfestigung bei Raumtemperatur, Schrumpfung der Struktur

beginnt bereits nach 3 Tagen bis Wochen.

Synthetische Substanzen

- Polycaprolacton: Schmelzpunkt 58° - 63°C, hydrophob, Hydrolyse Uber instabile
aliphatische Esterbindungen, Degradationszeit ca. 2 Jahre. Gute Formschdumung

und Eignung fir das 3D-Printing.

28



AKTUELLER STAND: T.E. VON KNORPELGEWEBE

- Polyglycolsdure (PGA): Schmelzpunkt 185°-225°C, gute thermische Stabilitat,
I6slich in organischen Lésungsmitteln, Verlust der mechanischen Stabilitét (50%)
innerhalb von 2 Wochen, komplette Resorption innerhalb von 4 - 6 Monaten.

- Polylactonsdure (PLA): Schmelzpunkt 170° - 180°C, hydrolytischer Abbau
innerhalb von 2 - 12 Monaten, jedoch stark von der Geometrie und Besiedlung

abhangig.

Additive Faktoren

Der Ansatz von unterschiedlich biologischen mechanischen Faktoren wie
Wachstumsfaktor oder Bioreaktoren scheint eine viel versprechende Methode zu sein,
um die Morphologie der gezlichteten Konstrukte zu verbessern.

Wachstumsfaktoren

Zur Verklrzung der Kultur- und Besiedlungszeit oder zur Erzeugung einer in vitro
Redifferenzierung der geziichteten Zellen kdnnen entsprechende Wachstumsfaktoren
angewendet werden. Beim Tissue Engineering sind verschiedene Wachstumsfaktoren
bekannt, welche regulatorisch auf die Verbesserung der Qualitdt von Chondrozyten
einwirken. Insulin-like-Growth-Factor (IGF) steigert z. B. die Synthese von extrazellularer
Matrix (ECM) und stimuliert die Proliferationsrate [125, 158]. Fibroblast-Growth-Factor
(FGF) ist ein Proliferationsfaktor und verbessert die Chondrozytendifferenzierung aus
mesenchymalen Stammzellen [119, 141, 173]. Der Transforming-Growth-Factor-p (TGF-
B) wirkt auf die Proliferation, Differenzierung und Syntheseleistung [125, 196]. Um
Effekte von Wachstumsfaktoren zu nutzen, werden Wirksubstanzen wie z. B. IGF-I
wahrend der Koagulation im Fibringel eingebettet und somit einen langeren Zeitraum
vom Konstrukt freigesetzt. Die Freisetzung von Wirksubstanzen kann Uber einen
Zeitraum von Tagen bis Monaten kontrolliert werden.

Bioreaktoren

Im Tissue Engineering vom Knorpelgewebe zeigen sich wahrend der Kultivierung in vitro
Abschnitte ohne Matrixsynthese [24, 29, 119, 173]. Um die Qualitdt des in vitro
gezichteten Knorpels zu steigern und eine bessere Ausgangsposition fur die
nachfolgenden in vivo Verhaltnisse zu schaffen, sollte die Verteilung der Zellen innerhalb

der Konstrukte optimiert werden.
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Rotierende Bioreaktoren mit verschiedenen kommerziellen Modellen fiithren zur
Verbesserung der Verteilungsqualitdt der von in vitro gezlchtetem Knorpelzellen in
Biokonstrukte, wie von vielen Autoren bestéatigt werden [19, 201].
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3. ZIELSETZUNG UND FRAGESTELLUNG

Zielsetzung

- Die klinischen Anwendungen von prafabrizierten Hautlappen haben gezeigt, dass es
nach wie vor an klaren Untersuchungen fehlt, die hinsichtlich der Standardisierung der
Neovaskularisation im Hautlappen, wie der Beeinflussung durch den Blutfluss im
GefaBstiel, die Zeitdauer bis zur ausreichenden Neovaskularisation nach
GefaBstielimplantation und AusmaB des dann gut vaskularisierten Areals Ergebnisse
liefern.

Das erste Ziel dieser Arbeit ist es, die Neovaskularisation in prafabrizierten Hautlappen
mittels GefaBstielimplantation bzw. freier neovaskularisierter Lappentransplantation
experimentell zu standardisieren, um diese Technik in die klinische Routine zuverlassig
einsetzen zu kdnnen.

Zweitens sollte die Neovaskularisation durch die Verwendung von unterschiedlichen
implantierten GefaBstielvarianten wie arterio-vendsem GefaBstiel mit minimalem
Blutfluss durch endstandige Ligatur, arterio-venésem GefaB3stiel mit maximalem
Blutfluss durch endstédndige Anastomose, isolierter arterialisierter vendser
GefaBschlinge, isolierter arterieller GefaBschlinge und arterio-vendsem GefaBstiel in
Kombination mit Gewebe-Expandern direkt verglichen werden, um eine Optimierung
oder Beschleunigung der Neovaskularisation zu erzeugen.

- Mit Hilfe des Tissue Engineering erdffnet sich die Mdglichkeit, vitales Gewebe mit
dreidimensionalen Strukturen entsprechend den klinischen Anforderungen mdglichst
originalgetreu bereitzustellen. Obwohl vorhergehende Arbeiten des Tissue Engineerings
vielversprechende Perspektiven zeigen, ist es bisher nicht als eine etablierte
Behandlungsmethodik in die klinische Routine eingeflossen.

Zusétzlich stellt beim Tissue Engineering die Neovaskularisierung von gezlchtetem
Gewebe bzw. die Herstellung von artifiziellen Gewebebldcken mit axialem GeféaBstiel zur
mikrochirurgischen freien Transplantation ein zentrales kritisches Problem dar. Die
Frage, wie man groBe gezlchtete Gewebevolumina mit eigener GefaBversorgung -
unabhéngig von den anatomischen GefaBstielen und Transplantationsstrecken -
versorgt, ist eine bis heute noch ungeldste Problematik.
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ZIELSETZUNG UND FRAGESTELLUNG

Das darauf basierende Ziel bestand darin, im Tiermodell diese offenen Fragen des

Tissue Engineerings hinsichtlich der Neovaskularisierung und der Fahigkeit der freien

mikrochirurgischen Transplantation bestehender Verbundhautlappen aus

Lappenpréafabrikation und geziichteten Knorpelzell-Biomaterialkonstrukten zu erarbeiten,

um so die Technik in naher Zukunft des klinischen Alltages zu etablieren.

Fragestellung

I. Die Abhangigkeit der Neovaskularisation prafabrizierter Gewebelappen von der

Implantation nachfolgend aufgefihrter Varianten des GefaBstiels zu untersuchen:
1. Arterio-vendse GefaBstiele mit endstandiger Ligatur (Modell 1)

2. Arterio-venfse GefaBstiele mit endstandiger Anastomose (Modell 2).

3. Isolierte arterialisierte vendse GefaBschlinge (Modell 3)

4. Isolierte arterielle GefaBschlinge (Modell 4)

5. Arterio-vendse GeféaBstiele in Kombination mit Gewebe-Expandern (Modell 5).

Die Verwendungsmadglichkeit von implantierten GefaBstielen zur Herstellung
prafabrizierter Gewebelappen tierexperimentell zu standardisieren und zu

optimieren.

Die Neovaskularisation, Formbestandigkeit, Gewebsintegration sowie -vitalitat von in
einen  préafabrizierten  neovaskularisierten  Bauchhautlappen  implantierten
gezichteten Knorpelkonstrukten zu testen, um die Verwendungsmdglichkeit der
kombinierten Zellzlichtung-Lappenpréafabrikation zu erweitern.

Auf dem Boden der unter | — Ill gewonnenen Erkenntnisse neue chirurgische
Strategien zu entwickeln, welche die Kklinische Anwendung préafabrizierter
Gewebelappen in Kombination mit dreidimensionalen durch Tissue Engineering
hergestellten Zellen-Biomaterialkonstrukten ermdéglichen.
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4. MATERIAL UND METHODE

4.1. STUDIE I: Neovaskularisation in prafabrizierten Hautlappen

4.1.1. Versuchstier

In der Versuchsreihe wurden weibliche Chinchilla-Bastard Kaninchen, im Alter von 9 - 12
Monaten mit Kérpergewichten zwischen 3000 bis 4500 Gramm verwendet. Die Tiere
stammten aus einer Versuchstierzucht (Charles River GmbH, Sulzfeld, Deutschland)
und wurden etwa eine Woche vor dem OP-Termin angeliefert. Sie wurden in
Einzelkafigen auf Lochblech gehalten und aus hygienischen Grinden dreimal
wochentlich umgesetzt. Die Lufttemperatur betrug 20° bis 23° Celsius bei einer relativen
Luftfeuchtigkeit von 50% bis 70%.

4.1.2. Operationsvorbereitung und Anasthesie

Einen Tag vor dem Operationstermin wurde eine Allgemeinuntersuchung der Tiere
insbesondere auf das Allgemeinverhalten, den Ern&hrungszustand sowie die Atmung
sorgfaltig durchgefiihrt, um Komplikationen bei der Narkose zu vermeiden.

Am Operationstag wurde dem Tier zuerst eine Narkose-Einleitung aus Ketamin
(Ketatnest®, 40 mg/kg, Chassot, Lyssach, Schweiz) und Xylazin (Rompun®, 4 mg/kg,
Vetoquinol AG, Bern, Schweiz) intramuskuldr (i.m.) appliziert. AnschlieBend wurde die
Bauchhaut des rechten wund linken Abdomens sowie die Dbeidseitigen
Oberschenkelinnenseiten sorgféltig geschoren und mit einem Antiseptikum gereinigt.
Nach der trachealen Intubation wurde das Tier auf dem Rlcken mit lockerer Fixierung
der Vorder- und Hinterlaufe in Spreizstellung gelagert.

Um einem Auskihlen wahrend der bis zu sechsstiindigen Operation entgegenzuwirken,
wurde eine Heizmatte mit einer Temperatur von ca. 40° Celsius unter den Ricken
gelegt. Zum Schutz des Auges wurde Augensalbe (Bepanthen®Nasen- und
Augensalbe, Hoffmann LaRoche Grenzach, Schweiz) auf Cornea und Konjunktiven
aufgetragen. Zusétzlich wurde den Tieren Sauerstoff mit einem Fluss von zwei Litern pro
Minute verabreicht. Durch Einbringen einer Verweilkanile (Venflon®2, Ohmeda,
Helsingborg, Schweden, Durchmesser 0,8/25 mm) in die Ohrvene erfolgte dann die
intraven6se Weiterfilhrung der Andasthesie, wobei 2 ml aus Ketamin und Xylazin des
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oben genannten Mischungsverhéltnisses in 8 ml NaCl-Lésung 0,9% (DAB 7 Braun,
Deutschland; 1 ml far ca. 15 min.) appliziert wurde.
Die Vorbereitungen schlossen mit sorgfaltiger Desinfektion und steriler Abdeckung des

OP-Feldes in Ublicher Weise ab. Alle Operationen erfolgten unter sterilen Kautelen.

4.1.3. Operationstechnik

Am rechten Abdomen des entsprechenden Versuchstieres wurde ein lateral gestielter
Bauchhautlappen inklusive Panniculus Carnosus der Gr6B8e 8 x 15 cm geplant und
gehoben (Abb. 13 - 17). Zur Vermeidung einer GefaBeinsprossung aus dem Wundgrund
wurde eine Silikonfolie (LPI®, Firma Laboratoire Perouse Implant, Bornel, Frankreich) mit
Dimension von 8 cm x 15 cm x 0,25 mm entsprechend der Abmessung des Lappens auf
der Bauchwandfaszie mit monofilen Faden der Starke 3/0 (Nylon 3/0, Ethicon,
Norderstedt, Deutschland) in fortlaufender Nahttechnik fixiert.

Abb. 13. Anatomische Darstellung der A. V. femoralis und saphena magna (1, 2) und
Praparation des Bauchhautlappens mit Silikonfolie (3) und GefaBsystem (4) beim
Kaninchen.

34



MATERIAL UND METHODE: STUDIE I: NEOVASKULARISATION IN P.L.

AnschlieBend erfolgte die Praparation der Arteria und Vena femoralis. Dazu wurde von
der zuvor angelegten queren Leisteninzision eine weitere Hautinzision nach kaudal
entlang der medianen Achse der Oberschenkelseite bis zur Bifurkation der Arteria und
Vena saphena magna gelegt. AnschlieBend wurden Arteria und Vena femoralis
einschlieBlich der A. und V. poplitea und der A. und V. saphena magna sorgfaltig
prapariert. Wichtig hierbei war die Belassung einer diinnen Schicht des periadventitiellen
Gewebes zum Schutz der Vasa Vasorum des GefaBbundels. Dies geschah zur
Erhaltung eines minimalen Restblutflusses und im Hinblick auf die spétere
Neovaskularisation aus dem implantierten GefaBstiel. Die Seitenaste des GefaBstieles
wie A. und V. profunda, A. und V. epigastrica superficialis inferior usw. wurden ligiert
oder koaguliert und durchtrennt. Eine ischdmiebedingte Komplikation der unteren
Extremitat war nicht zu erwarten und eine ausreichende Durchblutung des Beines blieb
durch kollaterale GefaBanschlisse gesichert. Nach der Abpraparation entstand ein
GefaBstiel von ca. 12 cm Lange vom Leistenband bis zur Bifurkation der A. und V.
saphena magna (Abb. 13).

Im n&chsten Schritt erfolgte die Gestaltung verschiedener Modellvarianten des aus der
Arteria und Vena saphena magna stammenden GeféaBstieles:

4.1.3.1. Modell 1: Endstandige Ligatur des arterio-vendsen GefaBstieles (minimaler
A.V. Blutfluss).

Das GeféaBstielende der Arteria und Vena saphena wurde endsténdig mit monofilem
Nylon der Starke 8/0 (Ethicon, Norderstedt, Deutschland) unterbunden, durchtrennt und
einfach unter dem Bauchhautlappen fixiert (Abb. 14).

Abb.14. Schematische Darstellung des Modells 1 (Ligatur): Das GeféaBstielende wurde
einfach ligiert und unter dem Bauchhautlappen fixiert.
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4.1.3.2. Modell 2: Endstandige mikrovaskulare arterio-vendése Anastomose des
GefaBstieles (maximaler A.V. Blutfluss)

Unter Verwendung des Operationsmikroskopes JHK 1403 (ZEISS, Deutschland) mit 4 -
12-maliger Vergr6Berung wurde das distale GefaBstielende der Arteria und Vena
saphena magna auf 1,5 cm Lange prapariert und voneinander separiert.

Die mikrochirurgische Anastomosierung zwischen Arterie und Vene (Durchmesser etwa
0,6 - 0,8 mm) erfolgte unter Verwendung einer GeféaBdoppelklemme nach Biemer in
End-zu-End Einzelknopftechnik mit monofilem Nylon der Stérke 10/0 (Ethicon,
Norderstedt, Deutschland) unter Verwendung des Operationsmikroskopes JHK 1403 mit
15-facher VergrdBerung. Nach Offnen der Doppelklemme wurde die Anastomose
sorgfaltig auf Dichtigkeit und Durchgéngigkeit gepruft (Abb. 15).

Abb.15. Schematische Darstellung des Modells 2 (Anastomose): Arteria und Vena
saphena magna des distalen GefaBstielendes wurden end-zu-end anastomosiert und
unter dem Bauchhautlappen fixiert.

4.1.3.3. Modell 3: Isolierte arterialisierte venése GefaBschlinge

Zunachst wurden Arterie und Vene des GefaBstiels auf der ganzen Lange voneinander
separiert. AnschlieBend wurde der arterielle Anteil des GefaBstieles entfernt. Der
verbleibende ventése Stumpf wurde unter Vermeidung der Torsion nach oben
umgeschlagen und mit der A. femoralis am Leistenband End-zu-End Einzelknopftechnik
mit monofilem Nylon der Starke 10/0 (Ethicon, Norderstedt, Deutschland)
mikrochirurgisch anastomosiert, um eine isolierte arterialisierte venése GeféBschlinge
herzustellen (Abb. 16).
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Modell 3

Abb. 16. Schematische Darstellung des Modells 3 (vendse Schlinge): (1) Lappendesign;
(2) Herstellung einer isolierten arterialisierten vendsen GefaBschlinge; (3) GeféaBschlinge
wurde unter dem Bauchhautlappen fixiert; (4) Verschluss aller Hautinzisionen.

1761 €1 #17 £ @1 dEasE e

Abb. 17. Schematische Darstellung des Modells 4 (arterielle Schlinge): (1)
Lappendesign; (2) Herstellung einer isolierten arteriellen GeféaBschlinge; (3)
GeféBschlinge wurde unter dem Bauchhautlappen fixiert; (4) Verschluss aller
Hautinzisionen.
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4.1.3.4. Modell 4: Isolierte arterielle GefaBschlinge

Zunachst wurden Arterie und Vene des GefafBstiels wie beim Modell 3 auf der ganzen
Léange voneinander separiert. Hierbei wurde aber der venése Anteil des GefaBstieles
entfernt. Der verbleibende arterielle Stumpf wurde unter Vermeidung der Torsion nach
oben umgeschlagen und mit der V. femoralis am Leistenband End-zu-End mit
monofilem Nylon der Starke 10/0 (Ethicon, Norderstedt, Deutschland) mikrochirurgisch
anastomosiert. Hierdurch ensteht eine isolierte arterielle GefaBschlinge (Abb. 17).

4.1.3.5. Modell 5: Arterio-vendse GefaBstiele mit Gewebe-Expandern

Das operative Verfahren bei diesem Modell wurde gleich wie beim Modell 2 gestaltet,
jedoch anstatt der Silikonfolie wurde ein 8 x 14 cm groBer Gewebeexpander mit einem
maximalen Fillungsvolumen von 250 ml (Radovan® Tissue Expander, MENTOR H/S,
Irving, Texas, USA) auf der Bauchwandfaszie eingesetzt und mit Einzelknopfndhten an
der Bodenplatte und am Fulllungsport fixiert. Es bestand intraoperativ eine Vorfullung mit
40 ml steriler NaCl-Lésung (DAB 7 Braun, Deutschland) (Abb. 18).

Abb. 18. Schematische Darstellung des Modells 5 (Expander) beim Kaninchen: Im
Modell 5 wurde der arterio-venbése GeféBstiel mit maximalem Blutfluss in kombination
mit einem 8 x 14 cm groBer Gewebeexpander (Fillungsvolumen von 250 ml) gestaltet.
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AnschlieBend wurde der neue GefaBstiel unabhangig vom GefaBstielmodell bei allen
Tieren abknickungs- und rotationsfrei nach kranial umgeschlagen und unter dem
Bauchhautlappen entlang der Mittellinie mit Vicryl 8/0 (Ethicon, Norderstedt,
Deutschland) fixiert.

In Vorversuchen hatte sich gezeigt, dass es bei direktem Kontakt der von Adventitia
freipréaparierten GeféaBanastomose mit dem Silikon zu einer erhéhten Thromboserate
kam. Zum Schutz und zur Vermeidung von Thrombosen wurde deshalb die Anastomose
bei allen mikrochirurgischen Anastomosen mit einem kleinen Stlick der Muskulatur und
einem Stlck der Faszie (2 x 2 cm), entnhommen aus dem ipsilateralen Oberschenkel,
umhlit.

Die Operation wurde mit dem schichtweisen Verschluss aller Hautinzisionen (Vicryl 4/0
und Nylon 3/0, Ethicon, Norderstedt, Deutschland) beendet. AbschlieBend erfolgte die
Anlage eines  dauerelastischen Sprihverbandes und eines Schlauchverbandes
(Lohmann® tg- grip, 12 cm, Lohmann-25 Therapie-Systeme, Andernach, Deutschland).
Intraoperativ wurde bei allen Versuchstieren 1000 |.E. Heparin i.v (Heparin-Natrium
25000-ratiopharm, Ratiopharm, Ulm, Deutschland) zur Thromboseprophylaxe des
GeféaBstieles verabreicht. Zur Prophylaxe von GefaBspasmen wurde Xylocain
(Ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland) 0,05% 2 ml lokal verwendet. Zusétzlich wurde
1,0 ml Enrofloxacin 2,5% (Baytril® 5 mg/kg, Provet, Lyssach, Schweiz) zur
Infektionsprophylaxe perioperativ (i.m.) injiziert. Zur Stabilisierung der Kreislauffunktion
wurde den Tieren im Verlauf der Operation ca. 100 - 120 ml Ringerlactat (DAB 7 Braun)
und 40 - 60 ml Rheomacrodex 10% (Rheomacrodex®, Pharmalink, Schweden) i.v.

infundiert.

4.1.3.6. Kontrollgruppe

In der Kontroligruppe erfolgten alle Hautschnitte genauso wie in der
Untersuchungsgruppe, es wurden jedoch hierbei keine GefaBstiele in Bauchhautlappen
implantiert. Die Kontrollgruppe diente zur Bestimmung der physiologisch vorhandenen
GeféaBmuster und Morphologie im Bauchhautlappen.

4.1.4. Postoperative Therapie und Beobachtungszeitraume

- Postoperativ wurden bei allen Versuchstieren ein Analgetikum (Buprenorphin 0,05
mg/kg KGW, Temgesic®, Essex, Minchen, Deutschland) und ein Antibiotikum (Baytril®
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5 mg/kg, Provet, Lyssach, Schweiz) subkutan fir 3 Tage injiziert. Als
Thromboseprophylaxe wurde allen Tieren 2-mal taglich 500 |.E Heparin s.c.
(Ratiopharm, Ulm, Deutschland) fir 7 Tage verabreicht. Futter und Wasser wurden ad
libidum gegeben. Bei Wasseraufnahme unter 120 ml/Tag in den ersten drei
postoperativen Tagen wurde die notwendige Restmenge subkutan infundiert.

Beim Modell 5 (Préfabrizierte Lappen in Kombination mit Gewebeexpander) wurde der
Expander ab dem flnften Tag p. o. mit taglichen 20 ml-Injektionen von steriler
Kochsalzlésung (Ringer- Laktat- Losung, Delta- Pharma, Pfullingen, Deutschland) bis
zum maximalen Volumen von 250 ml angefiihrt. Die postoperative Behandlung erfolgte
in gleicher Weise wie bei den anderen Gruppen.

- Die Beobachtungszeitraume der GefaBstielimplantation wurde bei allen Modellen in 4,
8, 12, 16 und 20 Tage gestaffelt. Nach Ablauf der entsprechenden Verweilzeit wurden
die Untersuchungen Uber die Ausdehnung und Dichte der Neovaskularisation im
praformierten Bauchhautlappen durchgefiihrt (s.u.). Am Ende wurden die Versuchstiere
mit einer Uberdosis Narcoren (160mg/Kg i.v., Merial, Hallbergmoos, Deutschland)
getotet.

4.1.5. Untersuchungsparameter
Nach gestaffelten Zeitrdumen von 4, 8, 12, 16 und 20 Tagen wurden die Versuchstiere

hinsichtlich folgender Parameter untersucht:

4.1.5.1. Makroskopische Beurteilung und gestielte Lappentransplantation

Die makroskopische Kontrolle erfolgte hinsichtlich der Vitalitdt des Lappens, lokaler
Infektionszeichen sowie sonstiger Veranderungen am Lappen und GefaBstiel wie z. B.
Schwellung, Serome oder Nekrosezeichen.

Nach 20 Tagen wurden die prafabrizierten Bauchhautlappen in gleicher Dimension (8 x
15 cm) unter Erhalt des neu implantierten GeféBstiels umschnitten, als Insellappen
gehoben und dann in situ zuriickgenaht. Die Vitalitat dieser gehobenen Lappen wurde
taglich unter Beachtung von Farbe, Aussehen, Haarwachstum, Vitalitdt und Wundheilung
Uber einen Zeitraum von 2 Wochen beobachtet.
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4.1.5.2. Blutbilduntersuchungen
Zur Bestimmung der Veranderungen der Blutbilder vor und nach GeféBstielimplantation
wurden die Blutparameter gemessen. Dazu wurde ca. 1 ml arterielles Vollblut aus der

Ohrarterie entnommen. Folgende Parameter wurden untersucht:

* Klinisch - chemische Parameter. (1306 pH/Blood Gas Analysen Gerat):

- pH (arterieller pH - Wert) Normalwerte: 7,21 -7,57 log
- PaO; (arterieller p O) 70,4 -79,6 mmHg
- PaCO; (arterieller p CO,) 33,4-43,3 mmHg
- HCO; (aktuelles Bicarbonat) 16,8 -26,9 mmol/l
* Hédmatologische Parameter: (BAKER SYSTEM 9000 Gerat):
- WBC (White blood cells): Leukozyten. Normalwerte: 9 -11 Tsd/mm
- RBC (Red blood cells):Erythrozyten 4-7 mio./mm
- HGB (Hamoglobin) 10 - 15,5 g/dl
- HCT (Hamatokrit) 36-48 %
-MCV (Mean cell volume) 59 - 75 cu microns
- MCH (Mean corpuskular hemoglobin) 19,5-24,7 picog
- MCHC (Mean corpuskular hemoglobin concentration) 31,1 - 34,8 g/l
- Lymph: (Lymphozyten) 30 - 80 %
- GRAN: Granulozyten 20-75%

4.1.5.3. Szintigraphische Untersuchungen

Durch die chemische Ahnlichkeit (ahnliche lonenradien; identische Ladung) des
Thallium-lons (Gruppe llIA Metall) zum Kalium-lon I&sst sich vor allem die intrazellulére
Aufnahme Uber die Na-K-Pumpe der Zellmembran darstellen. Diese intrazellulare Auf-
nahme qilt als MaB flr die Vitalitdt von Zellen und wird zusatzlich von der initiativen
Anflutung, d. h. von der lokalen Verflgbarkeit des Radiopharmakons bestimmt. Thl-201
Chlorid wird aus diesen Grinden in der nuklearmedizinischen Diagnostik zur
myokardialen Perfusionsszintigraphie und zur Vitalitatsbestimmung von préafabrizierten
Hautlappen benutzt. Der Vorteil der Szintigraphie gegenuber radiologischen Verfahren
besteht vor allem in der relativ einfachen Quantifizierung der Ergebnisse Uber eine
Bestimmung der Impulszahl.

Die Thallium-201 Chlorid Szintigraphie erfolgte je nach Gruppe am 4., 8., 12., 16. und
20. Tag. Die Tiere wurden in Rickenlage fixiert. Nach systemischer Vollheparinisierung
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(3000 I.E. Heparin i.v.) und unter Allgemeinnarkose (siehe Kapitel 4.1.2) wurde der
GeféaBstiel aus Arteria und Vena femoralis im Leistenbereich dargestellt. Arteria und
Vena femoralis wurden auseinander prapariert und angeschlungen. Die Arterie wurde
anschlieBend ligiert, er6ffnet und katheterisiert (Venen-Katheter, Durchmesser 0,5 x 0,9
mm, Lange 25 cm; B. BRAUN, Melsungen AG, Deutschland). Unmittelbar nach
Kanulierung und Unterbindung der proximalen Arterie wurde die Spulung fur 30 Minuten
mit einer auf 37°C erwarmten Rheomakrodexlésung 10% (Pharmalink, Schweden) bis
zum wasserklaren Ruckfluss aus der Vena femoralis des GeféaBstieles, durchgefiihrt.

In der Thallium-Szintigraphischen Untersuchung wurden 3 Phasen dargestellt:

Phase 1: Pra-Injektionsmessung der Spritzen

Eine Gammakamera (Picker Dyna DC5, Conneticut) maB Uber einen ultrafeinen
Kollimator (Low-Energy-All-Purpose-Collimator, Nordfort, Conneticut, USA) die
radioaktiven Impulse des Thallium-201 Chlorid und wandelte diese Uber einen
Photomultiplier in Impulse fir den Rechner um. Initial wurden die Aktivitditen der mit
Thallium-201 Chlorid gefillten Spritzen (Gesamt-Count-Zahl pro Spritze) gemessen.
Dadurch konnte ein Korrekturfaktor zwischen den gemessenen Aktivitdten am
Aktivimeter (in MBq) und den an der Gammakamera unter den gegebenen
geometrischen und gerétetechnischen Verhaltnissen (Kollimator, etc.) erzielten
Impulsraten gefunden werden. Zugleich wurden samtliche folgenden Messungen auf
diesen “100%-Standard” bezogen.

Phase 2: Dynamische Szintigraphie der Lappenperfusion

Durch die Injektion von ca. 18,3 MBq Thallium 201-Chlorid Gber den Zugang der Arteria
femoralis innerhalb einer Minute verteilte sich das Isotop Uber den GefaBstiel und die
neugebildeten GefaBe im Hautlappen. Je nach Anzahl der GefaBe verblieb mehr oder
weniger Radioaktivitat im Lappen, der Rest verteilte sich tber die V. femoralis in den
gesamten Korper. Unmittelbar nach Injektion des Radiopharmakons folgte die
dynamische Datenakquisition. Die dynamischen Aufnahmen teilten sich folgendermafBen
auf: 60 Bilder pro 1 sec, dann 45 Bilder pro 2 sec, 25 Bilder pro 30 sec und
abschlieBend 15 Bilder pro 16 sec (Gesamtdauer 30 min). Die Auswertung der
dynamischen Szintigraphie erfolgte Uber ein kommerzielles Programm, das in der
klinischen Routine zur Auswertung von Nierenfunktionsszintigraphien (Captopril-
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Nierenprotokoll) verwendet wurde. Mit einer Iso-Contour-Technik wurde auf dem 3
Minutenbild eine standardisierte Region of Interest (ROI) definiert, mit deren Hilfe
folgende Parameter errechnet wurden:
+ GroBe des aktivitatstragenden Areals nach 3 min; Size (pix)
+ Zeitaktivitatskurve mit Bestimmung von:
« Zeitpunkt der maximalen Aktivitat (Tmax in min)
« Zeitpunkt der Halfte der maximalen Aktivitat (T%zmax in min)
« Relative Kurvenhdhe in % der maximalen Aktivitat (min)

Phase 3: Spétstatische Aufnahmen der Lappen

In der Auswertung der spétstatischen Aufnahme des Hautlappens wurden die ROl und
die GroBe des aktivitatsbelegten Areals Uber der Iso-Count-Linie (50% der maximalen
Aktivitat) bestimmt. Dabei wurden alle Counts auf die Spritzenaktivitat (in % der
injizierten Counts) und auf die relative Kurvenhéhe in % des Maximums nach 4 Minuten
(rH 4 min), 8 Minuten (rH 8 min) 12 Minuten (rH 12 min) 16 Minuten (rH 16 min) und 20
Minuten (rH 20 min) bezogen.

4.1.5.4. Selektive Mikroangiografie

Bei der untersuchten Gruppe wurde bei allen Tieren die selektive Mikroangiografie
zur Auswertung von Geschwindigkeit, Ausdehnung und Form der Neovaskularisation im
prafabrizierten Hautlappen unmittelbar nach den szintigraphischen Untersuchungen
durchgeflhrt.

Zur selektiven Mikroangiografie wurde die A. femoralis des implantierten GeféBstieles
durch den kanilieten Katheter von einer kérperwarmen  Bariumsulfat-
Rheomacrodexlésung im Mischungsverhaltnis 2 : 1 (Mikropaque 30% : Rheomacrodex =
2 : 1) unter physiologischen Druck von ca. 100 - 120 mmHg fur 45 Minuten perfundiert,
wobei wahrend der letzten 15 Minuten die V. femoralis abgeklemmt wurde, um eine
maximale Perfusion des Mikropaques im Bauchhautlappen zu erzielen.

Nach Euthanasie des Kaninchens mit 160 mg/kg KGW Pentobarbital i.v. (Narcoren®)
Merial, Hallbergmoos, Deutschland) wurde der Hautlappen entnommen und einer
Réntgenaufnahme (Rdntgengerat Nanodor 2, Siemens, Munchen, Deutschland)

unterzogen. Die Aufnahmen wurden im standardisierten anterior-posterioren
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Strahlengang im Rdéntgengerat (Radifluor 120 - TORR Philips electronic instrument,
Munchen) unter Verwendung eines Kodak-Mammografiefiims (Kodak X: 50 — 24 x 30
cm, Kodak- Pathe, Frankreich) angefertigt. Die Réntgenbilder wurden anschlie Bend ber
einen Réntgenbildbetrachter optisch dargestellt.

Bei der Kontrollgruppe diente die mikroangiografische Untersuchung zur Bestimmung
des originalen vorhandenen GefaBsystems im Bauchhautlappen.

Bei dieser Gruppe wurde die rechte Arteria carotis und Vena jugularis freiprépariert.
Nach der Applikation von 3000 I.E. Heparin (i.v.) wurde in die Arterie ein Kunstoffkatheter
(Durchmesser 0,5 x 0,9 mm, Lange 25 cm; B. BRAUN AG, Melsungen, Deutschland)
eingefihrt und als Perfusionsmedium Ringerlactat 0,9% (DAB 7 Braun) bis zum
weitgehend reinen Rickfluss aus der gedffneten Vena jugularis infundiert. Zu diesem
Zeitpunkt wurden die Tiere mit Pentobarbital (Narcoren®, 160 mg/kg i.v. Merial,
Hallbergmoos, Deutschland) eingeschlafert. AnschlieBend wurde eine Mischung aus
Bariumsulfat  (Micropaque® flissig, Guerbet, Sulzbach, Deutschland) und
Rheomacrodex 10% (Rheomacrodex®, Pharmalink, Schweden) im Mischungsverhaltnis
2 : 1 systemisch in den gesamten Tierkreislauf infundiert. Nach Hebung des
Bauchhautlappens  wurde die  weitere  Aufarbeitung  entsprechend  der
Untersuchungsgruppe durchgefiihrt.

Bei den mikroangiografischen Untersuchungen wurden folgende Kriterien bewertet:

- Beurteilung der Lappenvitalitdt nach VerweilzeitrAumen von 4, 8, 12, 16 und 20
Tagen durch die quantitative Auswertung der Anzahl der GeféBe in prafabrizierten
Lappen im Vergleich zu der GeféaBanzahl der Kontrolllappen (ReferenzgréBe =
100%).

- Bestimmung der Richtung, Ausdehnung und Form der Neovaskularisation im
prafabrizierten Hautlappen nach GeféaBstielimplantation.

- Vergleich der Neovaskularisationsgeschwindigkeit zwischen den unterschiedlichen
GeféaBstielvarianten, um eine Optimierung der Lappenprafabrikation fir die
klinische Anwendung zu finden.
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Methode zur quantitativen Auswertung der Neovaskularisation

Auf das optimale mikroangiografische Réntgenbild mit der Dimension von 15 x 8 cm des
prafabrizierten Hautlappens wurde eine standardisierte selbstgezeichnete Strichplatte
mit gleichmaBigen 25 Strichlinien entsprechend der 15 cm Lappenlange aufgelegt.

Unter Verwendung einer Lupenbrille mit zweifacher VergréBerung wurde die vertikale
Markierung mit einer Nadel entlang der integralen Strichlinie auf eine 0,1 mm dinne DIN
A4 (Deutsches Institut fur Normung A4) Klarsichtfolie durchgefiihrt. Jede Markierung
bezeichnete den Punkt, wo ein vom Mikropaque perfundiertes Gefal3 die Strichlinie
gekreuzt hat. Die GeféBquantifikation im prafabrizierten Hautlappen wurde durch die
Zahlung der gerichteten Markierungen im Lappen berechnet. Die Quantifizierung wurde
fir jeden Lappen in der Untersuchungs- und Kontrollgruppe durchgefuhrt (Abb. 19A).

wog

A

wog

15cm

Abb. 19A. Methode zur quantitativen Auswertung der Neovaskularisation im Lappen
(1) beim arterio-vendsen GefaBstiel; (2) bei der GefaBschlinge.
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4.1.5.5. Histologische Untersuchungen

Die Hautlappen wurden nach der Angiographie in 6% Formalin fir 24 Stunden fixiert und
danach in Paraffin eingebettet. Die Schnittebenen fiir die Histologie sind in der
Abbildung 19B dokumentiert.
Die Gewebebereiche wurden mit einem Serienschnittmikrotom Leica® RM 2145 (Leica
Mikrosystem, Nussloch, Deutschland) in 7 um diinne Scheiben geschnitten. Es wurde
mit Hamatoxilin-Eosin (HE), Elastica van Gieson (EvG) und Elastica Ladewig (Eldg)
Farbungen angefertigt und in 5-, 10-, und 20-facher VergrdBerung (Durchlichtmikroskop,
Leitz, Wetzlar, Deutschland) nach folgenden Kriterien untersucht:

- Morphologie der Haut und des Subkutangewebes.

- Morphologie der Gewebezellen im Lappen.

- Morphologie der im Lappen vom Mikropaque gefiliten GefaRe.

- Kapselbildung an der Unterseite des Lappens.
Ebenso wurden in gleicher Weise histologische Untersuchungen der Kontrolllappen
zum Vergleich durchgeflhrt.
Bei den Kontrolllappen wurden Gewebeproben aus aquivalenten Bereichen entnommen,
wie oben beschrieben prapariert, geschnitten und ausgewertet.

&
|
Abb. 19B. Schnittebene der histologischen Praparate (1) Schnitt proximal des

GefaBstiels; (2) Schnitt Mitte des GefaBstiels; (3) Schnitt distal des GefaBstiels; (4)
Schnitt distaler Lappen (ohne GeféaBstiel).
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4.2. STUDIE IlI: Prafabrizierte Hautlappen in Kombination mit ge-

zuchteten Knorpelzell-Biomaterialkonstrukten

4.2.1. Versuchstier und Knorpelgewinnung

- Versuchstier

Wie in der ersten Studie wurde die Untersuchung an weiblichen Chinchilla-Bastard Ka-
ninchen (Charles River GmbH, D- Sulzfeld) im Alter von 9 - 12 Monaten mit Kérperge-
wichten zwischen 3 — 4,5 kg durchgefihrt.

- Knorpelentnahme

Unter Allgemeinnarkose (siehe Kapitel 4.1.2) wurde das linke Ohr der Kaninchen sorg-
faltig geschoren. Nach Desinfektion und steriler Abdeckung erfolgte eine Hautinzision
von 5 cm Lange. Nach der Blutstillung und vorsichtiger Abpraparation unter Belassung
der Innenhaut des Ohres wurde der Ohrknorpel freigelegt. AnschlieBend wurde ein
Knorpelstiick von 2 x 2 cm entnommen (Abb. 20) und danach der Hautschnitt mit Nylon
der Starke 4/0 (Ethicon, D- Norderstedt) unter Einzelnahtechnik verschlossen. Als die
medikamentdse Nachsorge wurden ein Antibiotikum (Baytril® 5mg/kg, CH- Lyssach)
und ein Analgetikum (Buprenorphin 0,05 mg/kg KGW, Temgesic®, Essex, D- Miinchen)
fir 3 Tage postoperativ verabreicht.

4.2.2. In vitro Zellkultivierung und Zell-Biomaterialkonstruktherstellung
4.2.2.1. Zellisolierung und Amplifikation

Zellisolierung: Nach der Explantation wurden die Knorpelstiickchen bis zur Zellisolie-
rung in Dulbecco’s Medium (Biochrom, D- Berlin) mit 10% fetalem Kalberserum (FCS,
Biochrom, D- Berlin) und 20 mg/I Gentamicin (Refobacin®, Merk, D- Darmstadt) aufbe-
wahrt.

Unter sterilen Bedingungen wurde die gereinigte Knorpelbiopsie mit dem Skalpell me-
chanisch stark zerkleinert (1 mm?® und Uber 16 Stunden in einer Kulturflasche mit
Magnetrihrer bei 37 °C im COz-Inkubationsschrank enzymatisch verdaut. Die Enzyml6-
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sung setzte sich aus Dulbecco’s Medium (Biochrom, D- Berlin), DNAse Il 0,12 mg/ml
(Paesel, D- Frankfurt), Hyaluronidase 0,08 mg/ml (Sigma, D- Deisenhofen) und Kollage-
nase Typ Il 16 mg/ml (Biochrom, D- Berlin) zusammen.

Zur Gewinnung einer reinen Zellsuspension wurde die gesamte Verdauungslésung gefil-
tert. Dazu wurden Filter mit einer PorengréBe von 70 um verwendet (Falcon, USA-New
Jersey). Die enzymatische Restaktivitdt der Suspension wurde durch die Zugabe von
DMEM gestoppt. Die Zellen werden durch Zentrifugation (1000 rpm) fir 10 Minuten vom
Medium getrennt und das hierdurch erzeugte Zellpellet wurde mit Vollmedium re-
suspendiert. Nach der Zellsuspensionphase wurden die isolierten Chondrozyten zur Be-
stimmung von Vitalitét und Zellzahl durchgefuhrt.

Die Vitalitat der Chondzyten wurde durch die Farbung mit Fluoreszin-Diazetat (FDA, 25
mg/ml in Aceton, D- Sigma) und Propidium Jodid (PIl, 1 mg/ml destilliertes H.O,, D- Sig-
ma) untersucht. Bei intakten Zellmembranen wurde FDA von Esterasen metabolisiert
und die Zellen deshalb griin gefarbt. Avitale Zellen wurden durch zerstérte Zellmembra-
nen und Bindung an die DNA dadurch rot gefarbt. Die Gesamtzellzahl wurde mit Hilfe
der Z&hlkammer (Madaus, D- Kéln) unter dem Lichtmikroskop bestimmt. Ungeféhr
300.000 bis 400.000 Zellen wurden pro Biopsie gewonnen.

Abb. 20. In vitro Versuchsablauf: (1) Knorpelprobe aus dem Ohr (2x2cm). (2) Elektro-
nenmikroskopische Aufnahme von Polycaprolacton in Form eines pordsen Tragers. (3)
In vitro Herstellung von gezichteten Knorpelzellen-Konstrukten.

Monolayerkultur und Amplifikation: Die isolierten Chondrozyten wurden in einer Kon-
zentration von 30.000 Zellen/cm? in Kulturflaschen (Becton Dickinson, D- Heidelberg) bei
37°C und 5,5% CO, kultiviert. Nach dem Anheften der Zellen wurde das DMEM-
Nahrmedium (Dulbecco Modified Eagle Medium) mit Zusatz von 4,5 g/l D-Glucose,
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1,028 g/l Glutamin, 3,79/l NaHCO?, 40 mg/l Gentamicin (Refobacin®, Merck, D- Darm-
stadt) und 10% FCS (Biochrom, D- Berlin), 2 - 3 mal pro Woche gewechselt.

Bei Konfluenz wurden die Zellen nach dreimaliger PBS-Waschung (Phosphate Buffered
Saline) mit einem Gemisch aus Trypsin und EDTA (0,05% und 0,02%) (Biochrom, D-
Berlin) abgelést und wieder in einer Ausgangskonzentration von 30.000/cm® ausgesét.
Die Vermehrungsphase betrug ca. zwei Wochen und beinhaltete im Durchschnitt 3 - 4
Passagen.

4.2.2.2. Zelltragermaterial

Unter Berlcksichtigung der Kriterien hoher Biokompatibilitdt, Bioresorbierbarkeit, und
guter Adhé&sionskapazitdt mit langer Degradationzeit und hohem interkonnektivem Po-
rennetzwerk (bis zu 90%) wurden pordse Zelltrager, bestehend aus Polycaprolacton
(Polyesterurethan, PCL-Diol, PolyMaterials AG, D- Kaufbeuren), als Biomaterialkon-
strukte in unserer Studie verwandt (siehe Kapitel 2.3). Dieses Material wurde konventio-
nell mit Dampf sterilisiert (Abb. 20).

4.2.2.3. Einbau geziichteter Knorpelzell-Biomaterialkonstrukte

Die Zellen aus der Monolayerkultur wurden auf eine Konzentration von 30 x 106 Zel-
len/ml DMEM / prozentualen Anteil eingestellt. AnschlieBend wurden die 2 cm x 2 cm X
0,5 cm groBen Zelltrdger aus Caprolacton mit ca. 20 x 10° Zellen/cm? Tragermaterial be-
siedelt. Nach drei Stunden wurden die so besiedelten Konstrukte mit DMEM-
Nahrmedium Uberschichtet und im Brutschrank circa 5 Tage bis zur Implantation kulti-
viert. Der Mediumwechsel erfolgte jeden zweiten Tag. Es wurden drei besiedelte Knor-
pelzell-Biomaterialkonstrukte fir die Implantation und ein Konstrukt ohne Zellen als Kon-
troligruppe angefertigt (Abb. 20).

4.2.3. Invivo Versuchablauf
4.2.3.1. Prafabrikation vom Bauchhautlappen
Aufgrund der in den Vorversuchen gewonnenen Erkenntnisse erfolgte die Hautlap-

penpréafabrikation entsprechend dem Modell 2 (dargestellte Variante mit endsténdiger

mikrovaskularer arterio-venéser Anastomose), mit dem eine erfolgreiche Neovaskulari-
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sation mit verkirztem operativen Zeitaufwand und einem einfachen und stabilen GeféaB-
stiel bewiesen worden war.

Die Operationsvorbereitung, Anasthesie, Lappenprafabrikation und GefaBstielherstellung
wurden in gleicher Weise mit dem Modell 2 durchgefiihrt (siehe Kapitel 4.1.2 und 4.1.3).

4.2.3.2. Implantation geziichteter Knorpelzell-Biomaterialkonstrukte

Nach der GeféBstielimplantation und Fixierung am Bauchhautlappen wurden die drei in
vitro gezuchteten Knorpelzell-Biomaterialkonstrukte an der Unterseite des préafabrizier-
ten Lappens implantiert, wobei zwei Knorpelzell-Biomaterialkonstrukte auf der lateralen
und medialen Seite des implantierten GefaBstiels und ein  Knorpelzell-
Biomaterialkonstrukt direkt auf dem implantierten GefaBstiel platziert wurde. Zusatzlich
wurde ein Biomaterialkonstrukt ohne Zellen als Kontrolle am distalen Teil des Lappens
implantiert (Siehe Abb. 21).

Nach Implantation von gezichteten Knorpelzell-Biomaterialkonstrukten und der Kontrol-
le im Lappen wurde die Wunde schichtweisen (Vicryl 3/0 und Nylon 3/0, Ethicon, D-
Norderstedt) wie oben beschrieben verschlossen.

Postoperative Medikamente wurden in gleicher Weise wie bei der Herstellung von préa-
fabrizierten Hautlappen verabreicht (siehe Kapitel 4.1.4).

Abb. 21. Schematische Darstellung des in vivo Versuchsablaufs: (1) Implantation des
arteriovendsen GefaBstiels mit endstandiger Anastomose; (2) Implantation von gezlch-
teten Knorpelzell-Biomaterialkonstrukten und Kontrolle ohne Zellen im Lappen.
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4.2.4. Beobachtungszeitraum

Der Beobachtungszeitraum dieser Studie betrug 6 Wochen. Nach Ablauf dieser Verweil-
zeit wurden die kombinierten Gewebelappen aus gezuchteten Knorpelzell-
Biomaterialkonstrukten und der Lappenpréfabrikation gemaB nach den folgenden Unter-
suchungsparametern beurteilt:

4.2.5. Untersuchungsparameter

4.2.5.1. Makroskopische Beurteilung und freie mikrovaskulare Transplantation

Neben der makroskopischen Beurteilung der Vitalitat wurde die freie mikrochirurgisch
Transplantationsmdéglichkeit von den kombinierten Konstrukt-Bauchhautlappen evaluiert.
Der préafabrizierte Bauchhautlappen wurde nach 6 Wochen unter Erhalt des implantier-
ten GefaBstieles in gleicher Dimension und Lappendesign umschnitten und als freier
Lappen gehoben. Diese kombinierten neovaskularisierten Bauchhautlappen mit geziich-
teten Knorpelzell-Biomaterialkonstrukten wurden danach wieder in situ aufgelegt und der
implantierte GeféBstiel des Lappens mikrochirurgisch re-anastomosiert. Nach der freien
Lappentransplantation wurde der Bauchhautlappen mit den geziichteten Knorpelzell-
Biomaterialkonstrukten auf Vitalitdt, Farbe, Aussehen, Kongestion sowie potentielle
Nekrosen untersucht.

4.2.5.2. Selektive Mikroangiographie

Die selektive mikroangiographische Darstellung wurde genau wie im Kapitel 4.1.5.4
durchgefuhrt. Wichtige Untersuchungsparameter bei der selektiven Mikroangiographie
waren neben der Untersuchung der Form und Anzahl des neuen GefaBsystems im pra-
fabrizierten Bauchhautlappen, die Neovaskularisierung und der GeféBverlauf in den ge-
zlchteten Knorpelzell-Biomaterialkonstrukten.

4.2.5.3. Histologische und immunhistochemische Untersuchung

Nach der Angiographie wurden konventionelle Histologie und Immunhistochemie durch-
gefihrt.
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- Histologische Untersuchung: Die konventionelle Histologie wurde genau wie im Ka-
pitel 4.1.5.5 durchgeflhrt. Wichtig hierbei war es, dass die Entnahmestellen entspre-
chend den eingebrachten gezlichteten Knorpelzell-Biomaterialkonstrukten erfafBt wur-
den. Bei der konventionellen Histologie sollten neben der Morphologie des préafabrizier-
ten Hautlappens, Stabilitat, Formbestandigkeit, Gewebeintegration und Degradation der
Konstrukte sowie die Neovaskularisierung in  den gezlchteten Knorpelzell-
Biomaterialkonstrukten untersucht werden.

- Histochemische Untersuchung: Zum Nachweis der Knorpelentwicklung mit Knor-
pelmatrix wurde eine Alcianblaufarbung verwendet.

Nach der Explantation wurden die Biomaterialkonstrukte mit fllissigem Stickstoff einge-
froren, um immunhistochemische Farbungen durchzuflihren. Nach der Fixierung in ge-
puffertem Formol (Merck, D- Darmstadt) fur 15 Minuten wurden die Schnitte kurz mit
destilliertem Wasser gespult und mit Alcianblaulésung (Chroma, D- Kéngen) fiir 60 Mi-
nuten gefarbt. Nach nochmaligem Spillen mit destilliertem Wasser erfolgte die Gegen-
farbung der Zellkerne mit Kernechtrot-Alumminiumsulfat (Chroma, D- Kdngen) fir 15
Minuten. Die Schnitte wurden in einer aufsteigenden Alkoholreihe und in Xylol (Merck,
D- Darmstadt) entwéssert und in Eukitt (Kindler, D- Freiburg) eingebettet.
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5. ERGEBNISSE

5.1. STUDIE I: Neovaskularisation in prafabrizierten Hautlappen

Insgesamt 166 Kaninchen wurden in dieser Studie operiert. Von den operierten Tieren
starben 28 Kaninchen wahrend der intraoperativen Narkose (n=11), eines wegen einem
postoperativ ausgebildeten Hamatomes (7), und eines ohne erkennbare &uBerliche
Ursache im Tierstall (10). In der Expander-Gruppe konnten 4 Kaninchen aufgrund von
Thrombosen im implantieten GeféaBstiel als Komplikation der Expansion nicht
ausgewertet werden. Bei einem Tier waren die femoralen GeféBe nicht ausgebildet, so
dass die Operation abgebrochen werden musste.

Von den 166 eingesetzten Kaninchen gelangten 134 Tiere zur kompletten Auswertung.
Von den 134 untersuchten Kaninchen wurden 19 Tiere doppelseitig, 112 Tiere einseitig
und 3 Tiere in der Kontrollgruppe operiert.

Flr jeden Beobachtungszeitraum von 4, 8, 12, 16 und 20 Tagen standen 6 Lappen fir
das jeweilige Modell (Modell 1 bis Modell 5) zur Verfigung. Insgesamt wurden 150
Lappen in den Untersuchungsgruppen ausgewertet. Zum Vergleich mit der
Untersuchungsgruppe wurden 6 entsprechende Lappen (an 3 Kaninchen) in der
Kontrollgruppe beurteilt (siehe Tabelle 1).

Tabelle 1: Ubersicht (iber operierte Versuchtstiere und Versuchtslappen in der Studie |

* Versuchstiere: Chinchilla-Bastard Kaninchen
(9-12 Mon., 3000 — 4500 Gir)
* Operierte Kaninchen: n = 166 (281/166)

h=134

v Y v
doppelseitig = 19 einseitig = 112 Kontroll =3

* 5 Modelle:
* 5 Gruppen von jedem Modell (4, 8, 12, 16, 20 Tage)
* 6 Lappen von jeder Gruppe
 Kontrolle: n = 6 Lappen
* Insgesamt:n = (5x5x6 + 6) = 156 Lappen zur Auswertung
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5.1.1. Makroskopische Beurteilungen und gestielte Lappentransplantation

- Allgemeiner Zustand

Bei keinem der operierten Kaninchen war unmittelbar postoperativ das
Allgemeinbefinden gestért. Die meisten Tiere nahmen spéatestens einen Tag
postoperativ Wasser und am zweiten Tag Futter auf. Von den 131 untersuchten Tieren
zeigten 10 Tiere wahrend der ersten drei postoperativen Tage einen schlechten
Allgemeinzustand mit vermindertem Fressverhalten. Nach der Infusion von
Ringerlactatlésung (DAB7 Braun, 60 ml x 2-mal/taglich s.c.) normalisierte sich der

Allgemeinzustand dieser Tiere wieder.

- Vitalitdt und Wundheilung des Lappens nach Préafabrikation

Bei allen Versuchstieren war das Aussehen der Lappen postoperativ unauffallig. Farbe
und Behaarung waren in allen Beobachtungszeitrdume normal. Nach einer Woche
postoperativ wuchsen die Haare auf dem Lappen wie an anderen Hautbereichen des
Kérpers. Die Wundrédnder waren gut verwachsen und die Heilungen erschienen
unaufféllig (Abb. 22). Gelegentlich wurden nach ein oder zwei Wochen p.o. kleine lokale
Wundrandnekrosen von etwa 1 x 2 cm aufgrund der Manipulation durch Kratzen der
Tiere beobachtet. Diese traten vor allem im Bereich der Wundkanten auf und hatten
keine Auswirkung auf die Gesamtvitalitat des Lappens.

Bei dem Modell 5 (Expandergruppe) war der Expander nach 16 Tagen mit dem
maximalen Endvolumen von 250 ml gefiillt worden. Der Lappenflachengewinn hatte zu
diesem Zeitpunkt zu einer durchschnittlichen LappengréBe von 13 x 16 cm gefuhrt. In
dieser Gruppe zeigte sich bei einem Tier eine partielle Nekrose von 2 x 3 cm am
Wundrand des Oberschenkels (Abb. 22).

- Kapselneubildung an der Unterseite des préafabrizierten Hautlappens

Bei allen Versuchstieren zeigte sich in der 4-Tage-Gruppe eine sehr geringe
Kapselneubildung zwischen Silikonfolie (oder Expander) und Hautlappen. Diese
Kapselneubildung nahm mit der Zeit schnell zu und war nach 8 und 12 Tagen p.o.
deutlich erkennbar. Bei der 16- und 20-Tage-Gruppe lieB sich bei Entnahme eine
deutliche Kapselbildung feststellen. Durch diese Kapsel wurde der préfabrizierte Lappen
glatt begrenzt, wobei der implantierte GeféaBstiel komplett von dem Lappen und dem
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fibrosen Gewebe der Kapsel eingehllt war (Abb. 23).

Abb. 22. Makroskopische Aufsicht der Lappenvitalitdt nach 20 Tagen p.o. (1): Modell 1
(Ligatur) und Modell 2 (Anastomose); (2): Modell 5 (Expander).

- Serom und Infektion:

In allen Modellen bildete sich bei den 12-, 16- und 20-Tage-Gruppen lokal zwischen
Lappen und Silikonfolie/Expander h&ufig ein geringes Serom von 2 ml bis 5 ml. Bei drei
Hautlappen der 20-Tage-Gruppe im Modell 5 (Expandergruppe) bestand eine
entzindliche Veranderung als Ausdruck einer Gewebereaktion, méglicherweise wegen
dem Expanderdruck. Abszessbildungen und ausgedehnte Nekrosen waren bei keinem
Versuchstier nachweisbar.

- Vitalitédt der gehobenen Insellappen

Bei 6 Kaninchen (je 3 Lappen fur das Modell 2 und Modell 3) wurden die Insellappen
durch Umschneidung in gleicher Dimension und Design unter Erhalt des neu
implantierten GeféaBstiels gehoben. Bei allen gehobenen Insellappen zeigte sich an den
ersten zwei Tagen p.o. eine geringe vendse Kongestion mit der Rétung und Schwellung
am Bauchhautlappen. Diese Kongestion bildete sich jedoch danach spontan zurlick.
Unauffallige postoperative Farbe, Aussehen, Haarwachstum und Wundheilung am
Lappenrand Uber einen Beobachtungszeitraum von 2 Wochen wurde bei allen diesen
gehobenen Insellappen festgestellt (Abb. 24).
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Abb. 23. Darstellung der Kapselneubildung an der Unterseite des Lappens. (1 und 2): In
vivo makroskopische Beurteilung des Modells 2 nach 8 Tage p.o.; (3 und 4):
Schematische lllustration von intra- und postoperativem Situs.
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Abb. 24. Vitalitdt des prafabrizierten Bauchhautlappens: (1) Lappenumschneidung, (2)
Hebung als Insellappen, (3) in situ Rickverlagerung (4) normale Wundheilung mit
unauffélliger Farbe und Haarwachstum auf dem Hautlappen im Verlauf.
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5.1.2. Blutbilduntersuchungen:

Die Blutwerte wurden praoperativ und postoperativ (am Toétungstag) bestimmt.

- Die Kklinisch-chemischen Daten lagen préoperativ bei allen Versuchstieren im
Normbereich. Eine deutliche Veranderung dieser Werte war postoperativ bei keinem
Versuchstier nachweisbar.

- Hamatologische Daten waren bei allen Versuchstieren praoperativ unauffallig. Bei den
meisten Versuchstieren zeigte sich postoperativ eine leichte Anamie mit Absenkung der
WBC, RBC, HGB, HCT und Blutzellen wie Lymph, MID, GRAN. Im Vergleich zu den
Normalwerten wiesen jedoch MCV, MCH, MCHC keine Veranderung auf.

5.1.3. Szintigraphische Untersuchungen

Die dynamische Szintigraphie mit Th-201 Chlorid konnte aus technischen Grinden nur
bei dem Modell 1 (Ligatur), Modell 2 (Anastomose) und Modell 5 (Expander)
durchgefihrt werden. Die Parameter, welche die Zeitaktivitdtskurve (ZA-Kurve)
beschrieben sowie die Gr6Be des aktivitdtstragenden Gewebes nach 3 Minuten von
unterschiedlichen Modellen sind in den Tabellen 2, 3 und 4 zusammengefasst.

Tabelle 2: GroBe des aktivitdtstragenden Gewebes 3 Minuten p.i. und Parameter der
Zeitaktivitatskurve beim Modell 1 (A.V. Ligatur) in Abhangigkeit von der Zeit nach
GeféBstielimplantation.

Size

Gruppe (pix) Tmax | T1/2 max | rH4 rH8 rH12 rH16 rH20 | 75%Tmax
pix

4 Tage 186 1,33 26 61 58 55 54 54 22

8 Tage 232 1,44 58,6 82 | 79,66 | 78,33 | 76,66 | 75,66 36

12 Tage | 238,5 1,4 67 825 | 815 | 80,5 | 78,5 775 822

16 Tage | 2655 | 1,53 - 89 | 87,5 87 86 86 -

20 Tage | 294,75 | 1,5 54,2 80 | 7725|7425 | 71,75 | 69,5 222

Size.: GroBe des aktivitédtstragenden Areals 3 min p.i. (pix)

Tmax.: Zeitpunkt des Maximums der Zeitaktivitdtskurve (min)

T1/2 max.: Zeitpunkt des Abfalls der ZA-Kurve auf 50% des Maximums (min.)
rH (min.): Relative Hdhe der Zeitaktivitatskurve in % nach 4, 8, 12, 16, 20 min.
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Tabelle 3: GroBe des aktivitédtstragenden Gewebes 3 Minuten p.i. und Parameter der

Zeitaktivitatskurve beim Modell 2 (A.V. Anastomose) in Abhangigkeit von der Zeit nach

GeféBstielimplantation.

Size
Gruppe (piX) Tmax | T1/2 max | rH4 rH8 rH12 rH16 rH20 | 75%Tmax
pix
4 Tage 187 1,33 0,3 28 26 25 26 25 12
8 Tage | 218,7 | 1,35 | 37,53 |73,75(71,75| 70 68,75 | 68,25 98,5
12 Tage | 244,6 | 1,49 43 90,33 | 86,66 | 82 78,33 | 75,33 929
16 Tage | 263,3 | 1,28 534 |84,16|80,83 | 78,33 | 76,16 | 74,83 | 83525
20 Tage | 228,5 | 1,25 31,5 73,5 70 64,5 61,5 58 110
Size.: GroBe des aktivitédtstragenden Areals 3 min p.i. (pix)
Tmax.: Zeitpunkt des Maximums der Zeitaktivitdtskurve (min)
T1/2 max.: Zeitpunkt des Abfalls der ZA-Kurve auf 50% des Maximums (min)
rH (min.). Relative Hdhe der Zeitaktivitatskurve in % nach 4, 8, 12, 16, 20 min.

Tabelle 4: GroBe des aktivitdtstragenden Gewebes 3 Minuten p.i. und Parameter der

Zeitaktivitatskurve beim Modell 5 (Expander) in Abhangigkeit von der Zeit nach

GeféBstielimplantation.

Size
Gruppe (pix) Tmax | T1/2 max | rH4 rH8 rH12 rH16 rH20 | 75%Tmax
pix
4 Tage 187 1,33 0,5 26 23 25 25 24 11,1
8 Tage | 250,3 | 1,4 41,5 60,8 | 69,2 | 67,4 66,3 66,1 102,6
12 Tage | 2738 | 1,5 48,2 86,3 | 854 | 84,2 77,8 80 940
16 Tage | 276,4 | 1,3 61,6 72,0 | 78,4 | 74,6 75,2 78,4 837,2
20 Tage | 230 1,2 56,8 62,0 | 68,7 | 59,8 57,6 54,5 103
Size.: Gr6Be des aktivitatstragenden Areals 3 min p.i. (pix)
Tmax.: Zeitpunkt des Maximums der Zeitaktivitdtskurve (min)
T1/2 max.: Zeitpunkt des Abfalls der ZA-Kurve auf 50% des Maximums (min)
rH4 (min.): Relative Héhe der Zeitaktivitatskurve in % nach 4, 8, 12, 16, 20 min.
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Thallium-201 ist ein Zyklotronprodukt, welches durch Elektroneneinfang mit einer
physikalischen Halbwertszeit von 73 Stunden zu Quecksilber-201 (Hg-210) zerfallt.
Abbildung 25 und Abbildung 26 zeigen die Anreicherung des Radiopharmakons im
Lappen 3 und 30 Minuten p.i. bei den Gruppen 4, 8, 12, 16 und 20 Tage der
endstandigen Ligatur (Modell 1) und endstandigen Anastomose (Modell 2) nach
GeféBstielimplantation.

- Perfusionsphase

Bis zu 3 Minuten p.i. wurde die Verteilung des Radiopharmakons bei allen Modellen im
wesentlichen durch die GefaBversorgung bestimmt und war damit hauptsachlich auf den
implantierten GeféBstiel beschrankt. Zu allen Beobachtungszeitrdumen floss die Aktivitat
durch endstandige A. und V. Anastomose (Modell 2 und Modell 5) beschleunigt
gegeniber endstandiger A. und V. Ligatur (Modell 1) ab, was sich in einem raschen
Abfall der Zeitaktivitatskurve und entsprechend niedrigen Werten flr die oben
dargestellten und in der Tabelle 2, 3 und 4 aufgefihrten Parameter niederschlug.

Als Beispiel sei die Abbildung 27 der Zeitaktivitdtskurven (ZA-Kurve) der Th-Szintigra-
phie 8 Tage p.o. aufgeflhrt: Das linksseitige Diagramm stellt die Anflutungsphase
wahrend der ersten 60 Sekunden dar und spiegelt damit vor allem die gleichméaBige
Injektion des Tracers Uber beide Lappen (griin: A.V. Ligatur; rot: A. V. Anastomose). Das
rechtsseitige Diagramm gibt den Verlauf der Zeitaktivitatskurve Uber 30 Minuten wieder.
Bei beiden Lappen wurde innerhalb der ersten Minuten das Kurvenmaximum erreicht.
Bei der A.V. Anastomose (Modell 2) kam es zu einem raschen Abfall (Abfluss der
Aktivitat Uber die Anastomose) wahrend bei der A.V. Ligatur der Tracer im GeféBstiel
verblieb, was sich in einem nur sehr langsamen Abfall der ZA-Kurve widerspiegelt.

Bei der Expandergruppe (Modell 5) erfolgte die Abflutung schneller und deutlich
verstarkt im Vergleich zum Modell 2, besonders in den Untersuchungszeitrdumen 16
und 20 Tage (siehe Tabelle 4).

- Anreicherungsphase (Vitalitdtsphase):

Um die in den spatstatischen Aufnahmen 32 Minuten p.i. bzw. in den letzten Zeitframes
der dynamischen Aufnahme (30 min p.i.) nachweisbaren Counts bzw. die GroBe der
dann verbliebenen aktivitdtstragenden Region zwischen verschiedenen Modellen
vergleichen zu kénnen, wurden diese Parameter auf die 3 Minuten p.i. verbliebene Akti-
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vitat normiert, um der unterschiedlichen Verflgbarkeit des Radiopharmakons Rechnung
zu tragen. 30 min p.i. bestand ein deutlicher Unterschied der verbliebenen Aktivitat
zwischen verschiedenen Modellen sowie zwischen den unterschiedlichen
Untersuchungszeitrdumen.

Bei den Gruppen 8, 12 und 16 Tage p.o. nahm die perfundierte Flache (Abb. 26) und die
normierte verbliebene Impulszahl klar mit der Verweilzeit der GefaBstielimplantation zu.
Hier war beim Modell 2 und Modell 5 (endstandige A.V. Anastomose) eine grdBere
Flache aktivitatsbelegt, was einem besseren Einwachsen entsprach, anbei (bertraf
jedoch die Expandergruppe die Foliengruppe durchweg deutlich. Zwanzig Tage p.o.
nahm der préfabrizierte Lappen vollstdndig Aktivitdt auf. Zu diesem Zeitpunkt war
zwischen allen Modellen kein signifikanter Unterschied mehr feststellbar.
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Thallium-201 Szintigraphie in vivo

3 min p.i.
Anastomose P Ligatur

Abb. 25: Die Anreicherung der Th-201 Szintigraphie, 3 Minuten nach Infusion des
Radiopharmakons in vivo in den Untersuchungszeitrdumen 4, 8, 12, 16 und 20 Tage
[rechtes Abdomen: Modell 1 (Ligatur); linkes Abdomen: Modell 2 (Anastomose)].

Thallium-201 Szintigraphie in vivo
Anastomose 30 min p.i. Ligatur

Abb. 26: Die Anreicherung der Th-201 Szintigraphie, 30 Minuten nach Infusion des
Radiopharmakons in vivo in den Untersuchungszeitrdumen 4, 8, 12, 16 und 20 Tage.
[rechtes Abdomen: Modell 1 (Ligatur); linkes Abdomen: Modell 2 (Anastomose)].
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In vivo Thallium-201 Szintigraphie
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Abb. 27: Szintigraphische Darstellung, Anflutungs- und Retentionsphase der Th-201
Szintigraphie im Lappen durch die relative Kurvenhéhe (rH) zum Zeitpunkt 4, 8, 12, 16
und 20 Minuten.
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Abb. 28: Szintigraphische Darstellung, Anreicherung der Th-201 Szintigraphie im
Lappen 32 Minuten nach Infusion der Aktivitdt (norm. Area. pix. 32 min. p.i) in den
Beobachtungszeitrdumen 4, 8, 12, 16 und 20 Tagen.
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5.1.4. Selektive mikroangiographische Untersuchungen

Zum Definieren der Richtung, Ausdehnung und Formen der Neovaskularisation im
prafabrizierten Bauchhautlappen wurde bei allen Versuchstieren die selektive
Mikroangiographie entsprechend der jeweiligen Untersuchungszeitraume von 4, 8, 12,
16 und 20 Tagen durchgefiihrt. Mit Hilfe der selektiven Mikroangiographie lasst sich
durch Auszahlen der kontrastmittelgefullten GeféaBe eine quantitative Aussage der
Lappenperfusion der jeweiligen UntersuchungszeitrAume machen.

Die Tabelle 4, 5 und Abbildung 29 zeigen die quantitativ gewonnenen Werte und
Standardabweichungen der GefaBauszahlung im préafabrizierten Hautlappen mit Hilfe
der Integralstrichplatte aus allen Untersuchungsgruppen der einzelnen Modelle im
Vergleich mit der Kontrollgruppe.

- Gruppe 4 Tage:

Die mikroangiographische Darstellung der 4-Tage-Gruppe (Abb. 30) zeigte bei allen
untersuchten Modellen keinen GefaBanschluss zwischen implantiertem GeféaBstiel und
vorhandenem GefaBsystem im Lappen. In nur wenigen Bildern (vom Modell 1 bis Modell
5) waren sehr feine, aus dem implantierten GeféBstiel in die Umgebung verlaufende
GeféBe nachweisbar. Die prozentuellen Werte der ausgezéhlten GeféBe lagen zwischen
0,8% (Modell 4) bis 1,7% (Modell 3) im Vergleich zur Kontrollgruppe (100%).

- Gruppe 8 Tage:

In den selektiven mikroangiographischen Bildern der 8-Tage-Gruppe (Abb. 37) zeigten
sich deutlich neue, aus dem implantierten GefaBstiel zum Lappen aussprossende
GeféaBe. Viele kleine GefaBe kamen zur Darstellung und in manchen Fallen,
insbesondere bei den Modellen mit maximalem Blutfluss des implantierten GefaBstiels
(Modell 2 — 5), waren sie bereits mit dem lokal vorhandenen GefaBsystem im Lappen
verbunden. Zu diesem Zeitpunkt Ubertraf die Neovaskularisation beim Modell 5
(Expander-Modell) aus der Mikroangiographie signifikant die anderen Variante. Die Zahl
der GeféaBneubildungen beim Modell 1 (Ligatur), mit minimalem Blutfluss des GeféBstiels
war deutlich niedriger. Beim Modell 1 waren GefédBanschlisse mit dem lokalen
GefaBsystem nicht nachweisbar.
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Entsprechend den selektiven mikroangiographischen Bildern zeigten sich quantitativ im
Vergleich mit der Kontrollgruppe (=100%): Modell 1: 4,3%; Modell 2: 27,1%; Modell 3:
35,5%; Modell 4: 28,7% und Modell 5: 47%.

- Gruppe 12 Tage:

Die Neovaskularisation im prafabrizierten Hautlappen in der 12-Tage-Gruppe (Abb. 32)
war bei allen untersuchten Modellen ausgepragter als in der 8-Tage-Gruppe.

In der 12-Tage-Gruppe waren sichtbare NeugefaBaussprossungen deutlich gréBer und
dichter geworden. Mit maximalem Blutfluss des implantierten GeféaBstiels (bei den
Modellen 2 — 5) erfolgten zahlreiche Anschlisse der neuen GefaBaussprossungen mit
dem bereits im Lappen bestehenden GefaBsystem. Demgegentiber war beim Modell 1
(mit minimalem Blutfluss) nur eine geringe Anzahl von neuen GefaBaussprossungen
sowie nur ein minimaler Anschluss an das bestehende GefaBsystem nachweisbar.

Die quantitative Auszdhlung der vom Kontrastmittel im préafabrizierten Lappen
angeflllten GefaBe betrug: Modell 1: 8,9%; Modell 2: 36,7%; Modell 3: 44,1%; Modell
4: 41%; Modell 5: 55,2% (Kontrollgruppe = 100%)

- Gruppe 16 Tage:

Die mikroangiographische Darstellung der 16-Tage-Gruppe (Abb. 33) zeigte, dass bei
allen Modellen neue GefaBaussprossungen mit verschiedenen GefaBgréBen und
zahlreichen Anschlisse mit originalem GefaBsystem im Lappen sich kontinuierlich
entwickelt hatten. Beim Modell 1 (minimaler Blutfluss) zeigte sich im Vergleich zu den
Ergebnissen von 12 Tagen ein signifikanter Sprung der Neovaskularisation mit
zahlreichen neuen GefaBaussprossungen und GeféaBanschlissen. Durch die Konnexion
zwischen GeféBaussprossungen und dem bereits im Lappen vorhandenen GefaBsystem
wurde ein groBer Teil des prafabrizierten Lappens zu diesem Zeitpunkt vom neuen
implantierten GefaBstiel gut perfundiert.

Die quantitativen Auszahlungen der Neovaskularisation im Lappen ergaben folgende
Prozentwerte: Modell 1: 62,5%; Modell 2: 77,4%; Modell 3: 73,3%; Modell 4: 75,1%;
Modell 5: 99,6%.
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- Gruppe 20 Tage:

Mikroangiographien der 20-Tage-Gruppe (Abb. 34) zeigten, dass die GefaBzahl und das
GefaBmuster nach 20 Tagen bei allen Modellen nahezu identisch mit dem Bild der
Kontrolllappen waren. Die Lappenperfusion resultierte nun aus GefaBverbindungen
zwischen neugebildeten GefaBen und dem im Lappen bereits bestehenden
GefaBsystem.

In diesem Zeitpunkt stellte sich kein signifikanter Unterschied der Neovaskularisation
zwischen verschiedenen Modellvarianten mehr dar. Eine ausreichende, der
physiologischen Perfusion entsprechende Durchblutung des gesamten Lappens durch
den implantierten GefaBstiel ist somit nach 20 Tage anzunehmen.

Im Vergleich zur Kontrollgruppe (Zahl der GefaBe = 100% ) betrugen die Prozentwerte
der im Hautlappen vom implantierten GefaBstiel perfundierten GefaBe bei Modell 1:
98,7%:; Modell 2: 108,6%; Modell 3: 105,6%; Modell 4: 108,8%; Modell 5: 113,6%.
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Tabelle 5: Mittelwerte und Prozente der ausgezéhlten GefaBe bei allen untersuchten Modellen nach den verschiedenen

Verweilzeiten des implantierten GefaBstieles von 4, 8, 12, 16 und 20 Tage im Vergleich mit der Kontrollgruppe (100%).

Modell Modell 1 Modell 2 Modell 3 Modell 4 Modell 5 Kontrolle
(Lig.) (Anast.) (isol. Vene) (isol. Art.) (Exp.)
Anz % Anz % Anz % Anz % Anz % Anz %

Gruppe

4 Tage 3 1,3 3,3 1,4 2,6 1,7 1,3 0,8 3,3 1,4

8 Tage 10,2 4,3 64,8 27,1 84,5 35,5 67,1 28,7 112,3 47

12 Tage 21,3 8,9 87,7 36,7 107,9 441 99,7 41,0 131,8 55,2 238,8 100

16 Tage 149,8 62,7 185 774 175,1 73,3 179,8 75,1 237,8 99,6

20 Tage 235,8 98,7 259,5 | 108,6 2523 105,6 258 108,8 271,3 113,6
Anzahl der 30 30 30 30 30 6

Lappen (6 Lap x 5G.) (6 Lap x 5G.) (6 Lap x 5G.) (6 Lap x 5G.) (6 Lap x 5G.)

Anz : Absolute Anzahl der GefaBe  Lig: Endstéandige Ligatur isol. Art:  Arterielle GefaBschlinge

% Anzahl der GeféBe in Prozent Anast: Endstandige Anastomose Exp: GeféBstiele mit Expandem.

6 Lab x 5G.: je 6 Lappen x 5 Gruppe

isol. Vene: Venése GefaBschlinge
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Tabelle 6: Standardabweichungen und Prozente der ausgezahlten Gefale

Modell
Modell 1 Modell 2 Modell 3 Modell 4 Modell 5 Kontrolle
(Lig.) (Anast.) (isol. Vene) (isol. Art.) (Exp.)
Gruppe Sd % Sd % Sd % Sd % Sd % Sd %
4 Tage 1,6 0,4 2,3 0,6 0,09 3,5 0,12 9,2 1,7 52
8 Tage 6,2 1,7 34,6 9,6 11,8 13,8 16,4 24,5 28,7 25,5
12 Tage 16,2 4,5 55,5 15,3 14,8 13,2 6,2 6,3 14,0 10,7 13 55
16 Tage 43,1 11,9 42 11,6 19,1 11 17,6 9,7 35,4 14,8
20 Tage 38,6 10,6 51,2 14,1 21,4 8,5 11,9 4,6 35,0 12,8
Sig. P < 0,05 P < 0,05 P < 0,05 P < 0,05 P < 0,05 P < 0,05
Sd: Standardabweichungen der GefaBe. Lig: Endstéandige Ligatur isol. Art:  Arterielle GefaBschlinge.
%: Prozent der Standardabweichung. Anast: Endstandige Anastomose. Exp: GeféaBstiele mit Expandern.
Sig: Signifikant unterschiedlich. isol. Vene: Vendse GefaBschlinge.
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Selektive Mikroangiographie
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Abb. 29. Graphische Darstellung der Neovaskularisation im prafabrizierten Hautlappen
nach GefaBstielimplantation in den Beobachtungszeitrdumen von 4, 8, 12, 16 und 20
Tagen bei verschiedenen Modellvarianten im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Perf. GefaBe (%): Perfundierte GeféBe im Lappen im Prozentwert
- M.1 (Lig.) :  Modell 1 (endstandige Ligatur)
- M.2 (Anas.): Modell 2 (endstandige Anastomose).
-M.3 (Ven.): Modell 3 (isolierte arterialisierte vendse GefaBschlinge).
- M.4 (Art.): Modell 4 (isolierte arterielle GefaBschlinge).
-M.5 (Exp.): Modell 5 (arterio-vendse GeféaBstiel mit Gewebe-Expander).
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Modell 1: Ligatur Modell 2: Anastomose

Modell 3: Vendse GefaBschlinge Modell 4: Arterielle GefaBschlinge

Modell 5: Expander Kontrolllappen

Abb. 30. Selektive Mikroangiographie der Gruppe 4-Tage fur alle Modellvarianten im
Vergleich mit der Kontrollgruppe.
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Modell 1: Ligatur Modell 2: Anastomose

Modell 3: Vendse GefaBschlinge Modell 4: Arterielle GeféBschlinge

Modell 5: Expander Kontrolllappen

Abb. 31. Selektive Mikroangiographie der Gruppe 8-Tage fur alle Modellvarianten im
Vergleich mit der Kontrollgruppe.
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Modell 1: Ligatur Modell 2: Anastomose

Modell 3: Vendse GefaBschlinge Modell 4: Arterielle GeféaBschlinge

Modell 5: Expander Kontrolllappen

Abb. 32. Selektive Mikroangiographie der Gruppe 12-Tage fur alle Modellvarianten im
Vergleich mit der Kontrollgruppe.
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Modell 1: Ligatur Modell 2: Anastomose

Modell 5: Expander Kontrolllappen

Abb. 33. Selektive Mikroangiographie der Gruppe 16-Tage fur alle Modellvarianten im
Vergleich mit der Kontrollgruppe
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Modell 1: Ligatur Modell 2: Anastomose

Modell 5: Expander Kontrolllappen

Abb. 34. Selektive Mikroangiographie der Gruppe 20-Tage fur alle Modellvarianten im
Vergleich mit der Kontrollgruppe.
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5.1.5. Histologische Untersuchungen:

Histologische Untersuchungen wurden bei allen Versuchslappen durchgefiihrt.

- Morphologie der Haut und des Subkutisgewebes:

Die bereits im Kapitel 5.1.1 beschriebenen Bilder der makroskopisch vitalen
Bauchhautlappen wurden durch die histologischen Untersuchungen bestatigt. Die
Morphologie der Haut in allen Beobachtungszeitrdumen von 4, 8, 12, 16 und 20 Tagen
erschien in allen Praparaten intakt und vital (Abb. 35-39). In der HE -, EvG -, und Eldg-
Farbung fand sich eine intakte Epidermis mit mehrschichtigem verhornenden
Plattenepithel. Auch das darunter liegende Stratum zeigte einen vitalen, regelrechten
Zustand und ragte der physiologischen Anatomie entsprechend mit seinen
zapfenférmigen Schleifen als Bindegewebepapillen in die Vertiefungen der Epidermis
hinein. Hier fanden sich auch zahlreiche intakte Haarfollikel, Muskelschicht, GefaBe und
Bindegewebeschicht, die das Bild eines vitalen Hautlappens vervollstandigten.

Beim Modell 5 (Expander) konnte eine leichte Abnahme des subkutanen Fetts und
Muskulaturschicht bei der 16- und 20-Tage-Gruppe histologisch beobachtet werden. Das
sukutane Fettgewebe wurde allerdings teilweise durch Kollagenfasern ersetzt.

- Kapselneubildung:

Bei allen untersuchten Modellen konnte die Kapselneubildung an der Unterseite der
Praparate, zwischen Lappen und Silikonfolie (oder Expander) 4 Tage p.o. noch nicht
deutlich erkannt werden. Nach 8 bis 12 Tagen bestand jedoch an der Unterflache des
Lappens bereits eine Kapselneubildung mit 4 - 8 linear organisierten
Fibrozytenschichten und Kollagenfasern. Diese Kapselneubildung war mit zunehmender
Verweilzeit dicker und stérker geworden. In den Zeitrdumen der 16 und 20 Tage nahm
die Anzahl der Schichten bis auf durchschnittlich 15 bis 20 Schichten zu. Durch diese
Kapselneubildung wurden der Lappen und der implantierte GefaBstiel miteinander
verbunden, so dass der GeféBstiel zwischen Lappen und Kapselneubildung zu liegen
kam (Abb. 35-39).

- Implantierter GefaBstiel:

Da unter den gegebenen technischen Bedingungen die Préparate nur in einer Breite von

1,5 cm bis maximal 2 cm zu schneiden waren, wurde beim Modell 3 (vendse
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GeféBschlinge) und Modell 4 (arterielle GefaBschlinge) oftmals lediglich ein Teil der
implantierten GefaBschlinge dargestellit.

In den oben beschriebenen Schnittebenen (Siehe Abb. 19) waren bei allen
Modellvarianten sowohl das Lumen der Arterie und Vene als auch der perivaskularen
UmgebungsgeféBe deutlich intakt mit Mikropaque geflllt erkennbar. Die implantierten
GefaBstiele zeigten ein unauffalliges morphologisches Muster.

Bei maximalem Blutfluss im implantierten GefaBstiel (Modelle 2 — 5) hatte die
Venenwand des implantierten GefaBstiels bei den Beobachtungszeitrdumen 16 und 20
Tagen etwas an Starke zugenommen.

- Vitalitét des préfabrizierten Hautlappens

Durch die Anreicherung des Kontrastmittels Uber die neuen GefaBaussprossungen zum
Lappen lieB sich im Wesentlichen die Blutperfusion aus dem neuen implantierten
GeféaBstiel bestdtigen. Die Lokalisationen der mit dem Rdntgenkontrastmittel
Bariumsulfat gefiillten GefaBe waren aufgrund der braunen, wolkigen und leicht
fluoreszierenden Darstellung unter dem Lichtmikroskop leicht auszumachen.

Bei der 4-Tage-Gruppe (Abb. 35) waren nur die GefaBe des perivaskuldren Gewebes
und Vasa vasorum mit Mikropaque gefullt. Die Zahl der vom Mikropaque geflllten
GefaBe im Lappen waren mit der Verweilzeit von 8, 12 und 16 Tage nach
GefaBstielimplantation signifikant ausgepragter. In den 20-Tage-Gruppen wurde das
GefaBnetz des gesamten Hautlappens bei allen Modellvarianten vom Kontrastmittel
ausgefiillt (Abb. 36-39).
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Modell 1: A.V. Ligatur (HE-Farbung, Modell 2: A.V. Anastomose (HE-
10x Vergr., Schnittebene 2). Farbung, 10x Vergr., Schnittebene 2).

Modell 3: Vendse GefaBschlinge (HE- Modell 4: Arterielle GefaBschlinge (HE-
Farbung, 10x Vergr., Schnittebene 1). Farbung, 10x Vergr., Schnittebene?2).

Modell 5: Expander (HE-Farbung, Kontrolllappen
10x Vergr., Schnittebene 2).

Abb. 35. Histologie der Gruppe 4-Tage von allen Modellen.
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Modell 1: A.V. Ligatur (HE-Féarbung, Modell 2: A.V. Anastomose (HE-
10x Vergr., Schnittebene 2). Farbung, 10x Vergr., Schnittebene 2).

Modell 3: Vendse GefaBschlinge (EvG- Modell 4: Arterielle GefaBschlinge (EvG-
Farbung, 10x Vergr., Schnittebene 1).  Farbung, 10x Vergr., Schnittebene 1).
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Modell 5: Expander (HE-Farbung,
10x Vergr., Schnittebene 2).

Kontrolllappen

Abb. 36. Histologie der Gruppe 8-Tage von allen Modellen.
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Modell 1: A.V. Ligatur (HE-Farbung, Modell 2: A.V. Anastomose (HE-
10x Vergr., Schnittebene 2). Farbung, 10x Vergr., Schnittebene 2).

Modell 3: Venose GefaBschlinge (EvG- Modell 4: Arterielle GefaBschlinge (EvG-
Farbung, 10x Vergr., Schnittebene 2). Farbung, 10x Vergr., Schnittebene 2).
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Modell 5: Expander (HE-Farbung, Kontrolllappen
10x Vergr., Schnittebene 2).

Abb. 37. Histologie der Gruppe 12-Tage von allen Modellen.
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Modell 1: A.V. Ligatur (HE-Farbung, Modell 2: A.V. Anastomose (HE-
10x Vergr., Schnittebene 2). Farbung, 10x Vergr., Schnittebene 2).

Modell 3: Venése GefaBschlinge (HE- Modell 4: Arterielle GefaBschlinge (HE-
Farbung, 10x Vergr., Schnittebene 2). Farbung, 10x Vergr., Schnittebene 2).
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Modell 5: Expander (HE-Farbung, Kontrolllappen
10x Vergr., Schnittebene 2).

Abb. 38. Histologie der Gruppe 16-Tage von allen Modellen.
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Modell 1: A.V. Ligatur (HE-Farbung, Modell 2: A.V. Anastomose (HE-
10x Vergr., Schnittebene 2). Farbung, 10x Vergr., Schnittebene 2).

Modell 3: Vendse GefaBschlinge (HE- Modell 4: Arterielle GefaBschlinge (HE-
Farbung, 10x Vergr., Schnittebene 2). Farbung, 10x Vergr., Schnittebene 2).

Modell 5: Expander (HE-Farbung, Kontrolllappen
10x Vergr., Schnittebene 2).

Abb. 39. Histologie der Gruppe 20-Tage von allen Modellen.
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5.2. STUDIE IlI: Prafabrizierte Hautlappen in Kombination
mit geziichteten Knorpelzell-Biomaterialkonstrukten

Im Rahmen dieser Studie wurden insgesamt 8 Kaninchen operiert. Von den operierten
Kaninchen starb ein Tier intraoperativ an einem Narkosezwischenfall und ein weiteres
Tier starb postoperativ im Tierstall ohne erkennbare Ursache.

Insgesamt kamen 6 Kaninchen mit sechs Wochen Implantationszeit zur Auswertung. Bei
diesen Kaninchen war der postoperative Verlauf problemlos.

5.2.1. In vitro Ergebnisse

5.2.1.1. Chondrozytengewinnung und —vitalitat

Nach der lIsolierung und Amplifikation in Monolayerkultur wurden die Z&ahlung und
Vitalitdtsbestimmung der gezlchteten Chondrozyten mit Hilfe einer Neubauer-
Zahlkammer und der Anfarbung mit FDA (Fluoreszin-Diazetat) und PI (Propidium Jodid)
unter dem Lichtmikroskop durchgefihrt. Vitale gezlchtete Knorpelzellen zeigten sich
grun, wohingegen avitale Knorpelzellen rot erschienen.

Im Mittelwert wurden etwa 4 x 10° vitale geziichtete Knorpelzellen pro Knorpelbiopsie
nach 3 Passagen gewonnen. Nach der dritten Passage zeigten die Knorpelzellen das
typische Muster der Dedifferenzierung, d. h. sie hatten nicht mehr den runden,
knorpelspezifischen Phanotyp, sondern eher einen sternférmigen fibroblastenahnlichen
Phéanotyp.

5.2.1.2. Gezichtete Knorpelzell-Biomaterialkonstrukte

Diese Zellen aus den Monolayerkulturen wurden konsequent auf 1 cm? groBBe Proben
von dem pordsen Polycaprolactone in einer Konzentration von 20 x 10° Zellen/pro
Kubikzentimeter des Konstruktes aufgebracht.

Die Vitalitdt durch die Anfarbungsmethode und die Adhésion der Zellen an das
Biomaterial zum Zeitpunkt der Implantation war gut und von nahezu 100% (Abb. 40).
Nach der Besiedlung standen 3 geziichtete Knorpelzell-Konstrukte und ein Konstrukt

ohne Zellen in vivo bereit zur Implantation.
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Abb. 40. Elektronenmikroskopie der Leitschiene (1) und Vitalfarbung (vitale Zelle: grun,
tote Zellen: rot) nach der Besiedelung des Polycaprolactons (2).

5.2.2. In vivo Ergebnisse
5.2.2.1. Makroskopische Beurteilung und freie mikrochirurgische Transplantation
- Préafabrizierte Bauchhautlappen

Lappenaussehen: An allen Lappen in dieser Studie erschienen auBerlich keine
Besonderheiten. Vitalitdt und Farbe des Lappens waren in der postoperativen
Beobachtungszeit unaufféllig. Das Haarwachstum auf dem ganzen Lappen,
insbesondere an dunklen pigmentierten Hautstellen, war deutlich zu sehen. Die
Wundheilung am Lappenrand war normal. Der im Lappen implantierte GeféBstiel und
Konstrukte konnten postoperativ im Lappen gut getastet werden.

Kapselneubildung: Ahnlich wie bei den prafabrizierten Hautlappen wurde an der
Unterseite des Hautlappens eine glatte Kapselneubildung ausgebildet. Durch diese
Kapselneubildung wurden der implantierte GefaBstiel und die Konstrukte komplett mit
dem fibrésen Gewebe umhdillt (Abb. 47).
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Abb. 41. Makroskopische Aufsicht an der Unterseite des préafabrizierten Lappens mit den
Konstrukten (6 Wochen p.o.).

Serom und Infektion: Bei allen Lappen bildete sich lokal zwischen Lappen und
Silikonfolie eine Serommenge von etwa 5 — 15 ml. Bei einem Versuchstier entwickelte
sich postoperativ Eiter. Diese Komplikation wurde jedoch durch die Entnahme der
Silikonfolie und eine Behandlung mit Antibiotikum (Baytril® 2,5%, 10 mg/kg) therapiert.

- Freie mikrochirurgische Lappentransplantation

Die freie Lappentransplantation unter Verwendung mikrochirurgischer Techniken wurde
an 2 Kaninchen durchgefihrt. Nach der Lappenaufhebung sowie einer klinisch freien
Hautlappentransplantation wurden die Venen und Arterien des neuimplantierten
GeféaBstiels mikrochirurgisch End-zu-End mit monofilem Nylon der Starke 10/0
anastomosiert und der Hautlappen in situ zurlickgenaht.

Die geringe vendse Kongestion des Lappens, die in den ersten zwei Tagen postoperativ
entstand, bildete sich in den nichsten Tagen spontan zuriick. Uber den
Beobachtungszeitraum von 2 Wochen zeigten diese Lappen ein unauffalliges
postoperatives Aussehen mit normaler Farbe und Behaarung. Alle Lappenwundréander
waren problemlos abgeheilt (Abb. 42).

- Geziichtete Knorpelzellen-Konstrukte

Aus makroskopischer Sicht wurden die gezlchteten Knorpelzell-Konstrukte und
Konstrukte ohne Zellen nach 6 Wochen Implantationszeit von der Kapselneubildung an
der Unterseite des Lappens komplett umhillt (Abb. 41). Durch diese Kapselneubildung
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Abb. 42. Vitalitat des préafabrizierten Bauchhautlappens in Kombination mit geziichtetem
Knorpelzell-Konstrukt (PL+KK) nach der freien mikrochirurgischen Transplantation.
(1) PL +KK 6 Wochen p.o.; (2) Lappenaufhebung als ein freier Hautlappen; (3) Nach
dem mikrochirurgischen GefaBanschluss wurde der Hautlappen in situ zurlickgenaht; (4)
unaufféllige Vitalitédt des Lappens 2 Wochen nach der freien Lappentransplantation.

waren die Konstrukte gut und stabil mit dem préafabrizierten Hautlappen verbunden. Es
lagen hier keine Hinweise auf Entzindung oder AbstoBungsprozesse vor.

Bei der Explantation wurde die mechanische Stabilitdt der implantierten Konstrukte
aufgrund des Mangels standardisierter MeBmethoden nur mit einer sterilen Pinzette
getestet. Die geziichteten Knorpelzell-Konstrukte waren mechanisch griffstabil mit einer
festen Konsistenz, welche nativem Knorpel dhnelte. Die Konstrukte ohne Zellen hatten
mechanisch die Stabilitat von Bindegewebe.

5.2.2.2. Selektive mikroangiographie

Entsprechend den makroskopischen Beobachtungen zeigte die 6-wdchige selektive
Mikroangiographie bei allen Lappen eine gute Perfusion im gesamten préafabrizierten
Bauchhautlappen durch den Blutfluss aus dem implantierten arteriovenésen GefaBstiel.
Das neue GefaBsystem im Lappen war identisch nahezu der 20-Tage-Gruppe in der

Studie |. Die im préfabrizierten Hautlappen eingebrachten gezlchteten
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Knorpelkonstrukte wurden mit einem feinen und dichten GeféBnetz gut vaskularisiert
(Abb. 43).

Mit Hilfe der Integralstrichplatte wurden die in Angiographien gewonnenen Werte
ausgewertet und waren statistisch nahezu identisch mit der 20-Tage-Gruppe der Studie |
(Siehe Tab. 7).

Abb. 43. Selektive Mikroangiographie des prafabrizierten Bauchhautlappens mit
Konstrukten (6 Wochen p.o.).

Tabelle 7: Mittelwerte der Anzahl Mikropaque gefllliter GefaBe im préafabrizierten
Lappen in Kombination mit gezlichteten Knorpelzell-Konstrukten.

Parameter Selektive Mikroangiographie

Gruppe Anz. abs. Anz. abs.-% Sd. Sd -%

Préaf. Lappen in 568 112 17 6.3

Kombination mit T.E.

Anz. abs. : Absolute Anzahl der GefaBe im Lappen.
Anz. abs.-% : Absolute Prozente der GefaBe im Lappen
Sd. : Standardabweichung

Sd.-%. :Prozent der Standardabweichung

T.E. :Tissue Engineering von Knorpelzellen
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5.2.2.3. Histologische und immunhistochemische Untersuchungen

- Histologische Untersuchungen

Bei den HE-, und EvG-Farbungen erschienen alle Hautlappen morphologisch intakt und
vital, mit unauffélligen Epidermis- und Unterhautstrukturen.

Nach 6 Wochen blieben die Konstrukte mechanisch in stabiler Form und wurden von der
unter den Lappen gebildeten bindegewebigen Kapsel umhullt. Durch diese
Kapselneubildung wurden die gezlichteten Knorpelzell-Konstrukte und der Kontrolltrager
sowie der implantierte GefaBstiel von den Lappen und der Kapselneubildung
umschlossen. In den pordsen Konstrukten zeigte die Histologie eine gute
Neovaskularisierung in allen Praparaten mit zahlreichen unterschiedlichen
GeféaBkalibern (Abb. 44 und 45).

Auf der mikroskopischen Ebene war bei allen Kontrollen (Konstrukte ohne Zellen) eine
deutliche Infiltration von Fibroblasten ohne Hinweise auf Knorpelwachstum zu erkennen.
Die unspezifische Zellinfiltration ergab jedoch keinen Hinweis auf eine spezifische
Entziindungsreaktion auf das Material (Abb. 44).

Abb. 44. Histologische Darstellung des Kontrolltragers (HE-Farbung, 5x, Schnittebene
4): (1) Prafabrizierter Lappen (P.L) und porése Konstrukt (P.K) miteinander stabil
verbunden; (2, 3, 4). Gute Neovaskularisierung und kraftige Infiltration von Fibroblasten
im Konstrukt ohne Hinweise auf Knorpelwachstum bei allen Praparaten.
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Im Gegensatz hierzu konnte die Entwicklung von knorpeldhnlichen Geweben als ein
Nachweis des Knorpelwachstums in den implantierten gezichteten Knorpelzell-
Konstrukten histologisch nachgewiesen werden. Diese knorpelahnlichen Zellen zeigten
keine Hinweise auf Zellnekrose, Gewebeuntergang oder Entziindungsreaktionen
aufgrund zytotoxischen Effekten des Biomaterials (Abb. 45).

Abb. 45. Histologische Darstellung des gezlchteten Knorpelzell-Konstruktes (HE-
Farbung, Schnittebene 3): (1) Prafabrizierter Lappen und pordéses Konstrukt miteinander
stabil verbunden (5x); (2) Gute Neovaskularisierung im Biokonstrukt aus Caprolactone
(5x); (3,4) Knorpelahnliche Zellen zeigten sich als ein Hinweis auf das Knorpelwachstum
in porésen Konstrukten 6 Wochen p.o (20x und 60x VergréBerung).

- Histochemische Untersuchungen

Bei den geziichteten Knorpelzell-Konstrukten konnten Zeichen der Bildung von
Knorpelmatrix als eine Expression des Neoknorpelgewebes im Lappen nach 6 Wochen
Implantationszeit durch die Alcian-Farbung nachgewiesen werden (Abb. 46). Bei den
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Konstrukten ohne Zellen war die Bildung von Matrixproteinen (saurer
Mukopolysaccharide) nicht nachweisbar.
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Abb. 46. Darstellung extrazellularer Matrix (ECM) mit der Alcian-Farbung als Nachweis
des Knorpelwachstums (blau) nach der Implantation von gezichteten Knorpelzell-
Konstrukten im prafabrizierten Bauchhautlappen (15x und 60x VergréBerung).
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6. DISKUSSION

6.1. Neovaskularisation prafabrizierter Hautlappen

Durch technische Fortschritte in der Plastischen Chirurgie, Traumatologie, Orthopadie,
aber auch in der Onkologie hat sich die Indikation zur Rekonstruktion von kutanen De-
fekten gewandelt. Die Entwicklung der freien Gewebetransplantation und Verwendung
mikrochirurgischer Technik représentiert einen historischen Meilenstein. Heute ist diese
Behandlungsmethode in der plastischen und rekonstruktiven Chirurgie etabliert und zu
einer klinischen Standardmethode geworden. Freie axiale Gewebelappen kénnen aus
einer einzigen oder mehreren Gewebearten wie Haut, Muskel, Fettgewebe sowie Knor-
pel und Knochen bestehen.

Es liegt auf der Hand, dass freie Gewebelappen am menschlichen Kérper anatomisch
limitiert sind. Zudem sind sie fiir die Rekonstruktion filigraner Strukturen haufig zu dick
bzw. zu plump und deshalb nicht ideal. AuBerdem besteht nach der Lappenhebung hau-
fig eine funktionell wie asthetisch ungiinstige Hebemorbiditat.

Einer Weiterentwicklung in der rekonstruktiven Mikrochirurgie reprasentieren prafabri-
zierte Lappen in Kombination mit Implantation eines GefaBstiels in ein randomisiert
vaskularisiertes Gewebsareal.

Obwohl es viele experimentelle Untersuchungen Gber prafabrizierte Hautlappen gibt [46-
56, 80-89], mangelt es jedoch an Untersuchungen tber die Neovaskularisation nach Ge-
faBstielimplantation. Ein grundsétzliches Problem ist, nach welcher Zeit die Neovaskula-
risation im prafabrizierten Hautlappen nach GeféaBstielimplantation ausreicht, um den
Lappen frei zu transplantieren. Weitere Fragen betreffen Form, Intensitét der Neovasku-
larisation und potenziell unbekannte Einflussfaktoren.

Im Folgenden werden diese Grundfragen der Neovaskularisation diskutiert.

6.1.1. Zeitliche Entwicklung der Neovaskularisation in prafabrizierten Haut-
lappen

Neovaskularisation ist ein natlrlicher Bestandteil des Wundheilungsprozesses. Obwohl

ihr Mechanismus noch nicht vollsténdig verstanden wird und es weiterer Untersuchun-
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gen bedarf, wurden bislang vorliegende Ergebnisse bereits in der rekonstruktiven Chi-
rurgie bei der Lappenpréafabrikation angewandt [48, 95].

Die notwendige Zeitdauer der Neovaskularisation zur gestielten oder freien Lappen-
transplantation - ein zentrales Thema bei der Lappenherstellung durch GeféBstielimplan-
tation - wird kontrovers diskutiert. Bis jetzt ist es nicht mdglich aus verschiedenen expe-
rimentellen Untersuchungen, die im Folgenden diskutiert werden, einen Konsens abzu-
leiten.

Im Jahr 1983 fuhrten Erk Y. und Mitarbeiter [48] experimentelle Arbeiten zur Herstellung
neovaskularisierter Lappen an Ratten, Hunden und Schweinen durch und fanden, dass
das Phanomen der Neovaskularisation nicht spezies—spezifisch ist. Sie stellten dartiber
hinaus fest, dass der Prozess der Neovaskularisation sehr eng mit der Ankoppelung des
implantierten GeféBtragers an das lokale GefaBsystem und der Anwesenheit von vasku-
laren Proliferationsfaktoren zusammenhangt. Nach Erk [48] bedarf es 4 Wochen fir eine
ausreichende Neovaskularisation im Muskellappen, bevor man den préafabrizierten Ge-
webslappen als einen freien mikrovaskuldren Lappen transplantieren kann.

Im Jahr 1987 — 1989 publizierten Hirase Y. et al. experimentelle Arbeiten zur Neovasku-
larisation mit verschiedenen Gewebearten wie Haut-, Fett-, Muskel- und Knochengewe-
be [80-86]. Sie fanden bei ihren Untersuchungen, dass die neue GefaBeinsprossung mit
der Verweilzeit an AusmaB zunahm. Nach ihren Untersuchungen waren die Blutversor-
gung zwei Wochen nach der GefaBstielimplantation fir Haut-, Fett- und Muskellappen
und 3 Wochen flr osteomyocutane Lappen in prafabrizierten Lappen ausreichend, um
sie frei transplantieren zu kénnen.

Morisson W.A. et al. [128] fuhrten 1990 experimentelle Untersuchungen an Kaninchen
zur Herstellung prafabrizierter Hautlappen mit mehreren unterschiedlichen Modellvarian-
ten des implantierten GeféBstieles durch. Sie stellten fest, dass die Neovaskularisation
im Lappen deutlich verzégerter ablief. In ihren Experimenten Uberlebten die prafabrizier-
ten Hautlappen von 2 bis 4 Wochen nach der GefaBstielimplantation nur teilweise. Eine
ausreichende Blutversorgung war erst nach 8 Wochen vorhanden. In den Beobach-
tungszeitrdumen zwischen 8 und 12 Wochen fanden die Autoren, dass unabhangig von
den unterschiedlichen GeféBstielvarianten kein wesentlicher Unterschied der Neo-
vaskularisation im Lappen beobachtet werden konnte.

Im Jahr 1993 kamen Ono H. und Mitarbeiter [140] durch ihre experimentelle Arbeit der
Neovaskularisation nach GefaBstielimplantation mit Untersuchungszeitrdumen von ein
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bis 12 Wochen zu dem Ergebnis, dass mindestens 6 Wochen bis zur ausreichenden
Blutversorgung in prafabrizierten Hautlappen notwendig sind.

Im Jahr 2000 machten Atabey A. und Mitarbeiter [7] an Ratten Experimente zur Herstel-
lung von kombinierten préafabrizierten Haut-Muskel-Faszien-Knorpellappen mittels Im-
plantation des GefaBtragers aus A.V. epigastrica superficialis inferior (S.I.E.) unter dem
Bauchhautlappen. Durch makroskopische, mikroangiographische und histologische Un-
tersuchungen stellten diese Autoren fest, dass 6 Wochen die notwendige Zeit der Lap-
penpréafabrikation zum freien Lappentransfer gewéhrleisten.

Demgegenlber berichteten Macleod und Mitarbeiter (2003) Uber eine experimentelle
dreidimensionale Hautlappenpréfabrikation unter Verwendung eines synthetischen Per-
macol-Materials als Stitzgerist am Modell der Ratten. Demnach war 2 Wochen nach
der GefaBstielimplantation der gesamte dreidimensionale Hautlappen bereits gut vasku-
larisiert [124]. Pribaz und Mitarbeiter (1999) stellten fest, dass im experimentellen Kanin-
chenmodell alle préfabrizierten Hautlappen 2 Wochen nach der Prafabrizierung problem-
los via neu implantiertem GefaBstiel lberleben konnten.

Aufgrund dieser unterschiedlichen Meinungen Uber die notwendige Zeitdauer der Neo-
vaskularisation im préafabrizierten Gewebslappen halten wir weiterfiihrende experimen-
telle Untersuchungen fur erforderlich.

In unserer Studie wurden Kaninchen als Versuchstiere ausgewahlt, weil sie aufgrund der
anatomischen Ahnlichkeit der Haut und den guten operativen Méglichkeiten zum Design
groBer Hautlappen, entsprechend den klinischen Erfordernissen sehr geeignet sind.

Auf die Unterseite eines groBen Bauchhautlappens (15 x 8 cm) wurde der zuvor skelet-
tierte GefaBstiel aus A. und V. femoralis und A. und V. saphena der ipsilateralen Seite
implantiert. Eine Silikonfolie der Dimension von 15 ¢cm x 8 cm x 0,25 mm (bzw. ein Ex-
pander mit maximalem Volumen von 250 ml beim Modell 5) wurde zur Vermeidung einer
GeféBeinsprossung aus dem Wundgrund auf der Bauchwandfaszie fixiert. Die Vitalitat
und Neovaskularisation der préfabrizierten Hautlappen wurde durch Makroskopie, Szin-
tigraphie, selektive Mikroangiographie und Histologie untersucht.

Mit den makroskopischen Untersuchungen konnte bei allen Versuchstieren eine unauf-
fallige postoperative Lappenvitalitdt mit normalem Haarwachstum und Aussehen nach-
gewiesen werden. Zur freien oder gestielten Lappentransplantation wurde an 6 Ver-
suchstieren der Bauchhautlappen der 20-Tage-Gruppe in gleicher Dimension und Lap-
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pendesign unter Erhalt des neu implantierten GefaBstiels umschnitten. Bei diesen geho-
benen Lappen wurde die Lappenvitalitdt im Hinblick auf Farbe, Aussehen, Behaarung
und Wundrandheilung Uber einen Beobachtungszeitraum von 2 Wochen beurteilt.
Makroskopischen Ergebnisse zeigten, dass die Vitalitdt und Wundheilung dieser Insel-
lappen anderen physiologischen Hautbereichen des Kdrpers entsprachen. Makrosko-
pisch war von einer sicheren Lappentransplantation, gestielt oder mikrovaskular, aus-
zugeben.

Bei den szintigraphischen Untersuchungen beschrankte sich die Verteilung des Radi-
opharmakons in der 4-Tage-Gruppe im wesentlichen auf den implantierten GeféBstiel.
Die Verteilung der Aktivitdt nahm deutlich mit der Verweilzeit der GefaBstielimplantation
zu. Zwanzig Tage postoperativ war der Lappen vollstdndig perfundiert sowie der Nach-
weis neuer GefédBaussprossungen und ihrer Verbindungen mit dem bereits im Lappen
vorhandenen GefaBsystem mdglich.

Die selektive Mikroangiographie reprasentiert zweifelsohne den entscheidenden Para-
meter zur Untersuchung der Richtung, Ausdehnung, Geschwindigkeit und Form der Ne-
ovaskularisation in den prafabrizierten Hautlappen nach der GefaBstielimplantation. Mit-
tels dieser Technik konnten neue GefaBaussprossungen aus dem implantierten Gefai-
stiel nachgewiesen werden. Diese Aussprossungen nahmen in Ausdehnung und Dichte
mit zunehmender Verweilzeit des implantierten GefaBstieles deutlich zu. Im Hinblick auf
den Blutfluss im GefaBstiel war die Neovaskularisation im Hautlappen deutlich in Model-
len mit maximalem Blutfluss mittels arterio-vendser Shuntbildung (vom Modell 2 bis Mo-
dell 5), insbesondere in Kombination mit Lappenexpansion (Modell 5) gesteigert im Ver-
gleich mit dem minimalen Blutfluss durch die endstandige Ligatur (Modell 1) (siehe Tab.
4 und Abb. 29-34).

Mit einem Prozentwert der kontrastmittelperfundierten GefaBe von 98,7% beim Modell 1;
108,6% beim Modell 2; 105,6% beim Modell 3; 108,8% beim Modell 4; und 113,6% beim
Modell 5 wurde der prafabrizierte Bauchhautlappen der 20-Tage-Gruppe in allen Model-
len nahezu physiologisch (100%) perfundiert. Folglich kann man aufgrund der mikroan-
giographischen Untersuchung davon ausgeben, dass zu diesem Zeitpunkt die Lap-
penblutperfusion in allen Modellen ein physiologisches AusmaB erreicht hatte. Mikroan-
giographisch war die Unterscheidung zwischen neu gebildeten und bereits im Lappen
vorhandenen GefaBen methodisch nicht méglich.
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Mittels den histologischen Befunden konnten im Wesentlichen die makroskopischen,
szintigraphischen und mikroangiographischen Ergebnisse bestétigt werden. In allen un-
tersuchten Gruppen erschien die Histologie physiologisch und vital. Durch die Verteilung
vom Mikropaque aus dem implantierten GeféaBstiel ins gesamte GefaBnetz des Hautlap-
pens konnte eine ausreichende Neovaskularisation nach 20 Tagen histologisch festge-
stellt werden.

Die Ergebnisse dieser Studie beweisen also, dass nach 20 Tagen der GeféaBstielimplan-
tation der prafabrizierte Hautlappen unabhangig von GefaBstielvarianten frei oder ge-
stielt transplantiert werden kann.

Unsere Ergebnisse decken sich weitgehend mit den Verdffentlichungen von ltoh Y. [99]
im Jahre 1992, der Untersuchungen zur Neovaskularisation unter Verwendung von Sili-
konfolie bei der Ratte durchfuhrte. Unter Verwendung einer auf der Bauchwand fixierten
Silikonfolie der GréBe 40 x 25 mm implantierte er A. und V. femoralis und saphena
magna (endsténdige Ligatur) auf die Unterseite eines ipsilateralen Bauchhautlappens.
Er stellte fest, dass die Neovaskularisation im prafabrizierten Hautlappen 2 bis 3 Wo-
chen nach GeféBstielimplantation meistens stabil und sicher war. Nach Itoh begann die
Neovaskularisation bereits in der ersten Woche. Mit zunehmender Verweilzeit des im-
plantierten GeféBstieles verstarkte sich die Neovaskularisation und erreichte nach 2 - 4
Wochen den Spitzenwert. Nach 4 Wochen nahm die Zahl der GefaBe im Lappen wieder
ab und war deshalb zwischenzeitlich geringer ausgepragt als in physiologisch perfun-
dierten Lappen.

Unsere Ergebnisse wurden ebenfalls durch experimentelle Untersuchungen von Takato
T. et al. [181-183] bestatigt. Demnach nahm die Neovaskularisation im prafabrizierten
Lappen nach GefaBstielimplantation beim Kaninchen sehr schnell zu. Drei Wochen p.o.
erschien als der optimale Zeitpunkt zur Neovaskularisation in prafabrizierten Gewebs-
lappen, um diese als freie Lappen transplantieren zu kénnen.

Aufgrund der sehr unterschiedlichen Zeitdauer der Neovaskularisation in prafabrizierten
Hautlappen in verschiedenen experimentellen Studien stellte sich die Frage, worin die
Ursachen hierfur begriindet sind.

Die Neovaskularisation in prafabrizierten Hautlappen wird durch verschiedene Faktoren
beeinflusst. Die unterschiedliche Zeitdauer der Neovaskularisation kann nach unseren
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Experimenten und den Ergebnissen von Morisson (1990), Ono (1993) und Atabey
(2000) von folgenden Ursachen abhéngen:

Erste Ursache des Unterschieds ist mdglicherweise die Insertion der Silikonfolie, die un-
ter den préafabrizierten Lappen auf die Bauchwandfaszie genaht wurde. Aufgrund der
Fremdkérperreaktion fuhrt Silikonfolie zu einer lokalen Entziindungsreaktion. Dieser
Entzindungsprozess kann die Dilatation lokaler GefaBe bedingen und das Wachstum
neuer GefaBe stimulieren. Zuséatzlich kann die Kapselneubildung um die Silikonfolie
durch ihr reiches Blutsystem auch indirekt die Neovaskularisation im Lappen verstarken.
Zweitens unterscheidet sich unser Untersuchsaufbau im Vergleich zu Morisson W.A. et
al. [128] durch den im Gewebelappen enthaltenen Panniculus carnosus. Hypothesen
Uber die Rolle des Panniculus carnosus bei der Neovaskularisation wurden von ver-
schiedenen Autoren aufgestellt [182, 183, 204]. Viele dieser Autoren meinen, dass der
Panniculus carnosus durch sein reiches GeféBsystem einen positiven Einfluss auf die
GefaBneubildung ausubt.

Der dritte wichtige Unterschied besteht darin, dass Morisson und Mitarbeiter die Haut-
lappen am Oberschenkel, in einem sehr mobilen Bereich wéahlten, so dass die Neo-
vaskularisation im Lappen eventuell hierdurch verzégert werden konnte.

In den experimentellen Untersuchungsarbeiten von Hirase Y. und Mitarbeiter (1987-
1989) sowie Macleod und Mitarbeiter (2003) betrug die Neovaskularisationszeit um 2
Wochen. Die mégliche Ursache hierfur ist unserer Meinung nach in der kleinen Dimen-
sion der untersuchten préfabrizierten Gewebslappen (von 2 x 3 cm bis 4 x 6 cm) be-
grindet. Die Zeitdauer zur ausreichenden Neovaskularisation im

Gewebslappen konnte dadurch deutlich verkiirzt werden.

6.1.2. Formen der Neovaskularisation in prafabrizierten Lappen

Ein wichtiges Kriterium unserer Untersuchungen sind die Art und Ausdehnung der Neo-
vaskularisation im prafabrizierten Hautlappen. Durch die angiographischen Darstellun-
gen in der vorliegenden Untersuchungsarbeit kénnen wir drei unterschiedliche Formen
unterscheiden.

Die erste Form der Neovaskularisation ist die Aussprossung neuer GefaBBe aus dem im-
plantierten GefaBstiel. Diese Form konnte relativ frih nach Silikon- und GefaBstielim-
plantation beobachtet werden und nahm sehr schnell bis zum Ablauf von 3 Wochen zu.
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Die zweite Form der Neovaskularisation sind das Wachstum und die Proliferation der
bereits im Lappen existierenden GeféBe als Reaktion auf die operative Lappenbildung
sowie auf die Ischamie im Lappen (durch dreiseitige Lappenumschneidung).

Die dritte Form der Neovaskularisation besteht in der Verbindung zwischen neugebilde-
ten GefdBen aus dem implantierten GefaBstiel und dem bereits im Lappen vorhandenen
GefaBsystem. Diese Form wurde in der ersten bis zur dritten Woche nach GefaBstielim-
plantation beobachtet.

Ahnliche Ergebnisse verdffentlichten Falco N.A. et al. [55] und ltoh Y. [99] Giber die Ne-
ovaskularisation in prafabrizierten Lappen durch arterio-vendse GefaBstielimplantation.
Im Gegensatz zu unseren Beobachtungen beschrieb Shen T.Y. [165] die Neovaskulari-
sation in 2 Formen. Die erste Form war das Wachstum der neuen, direkt aus dem Ge-
faBstiel ausgehenden GefaBe. Die zweite Form war das Wachstum und die Proliferation
der neuen GeféBe. Der Unterschied zwischen Shen T.Y. und unseren Beobachtungen
ist méglicherweise in der Verwendung der Silikonfolie begriindet.

6.1.3. Einflussfaktoren auf den Neovaskularisationsprozess in prafabrizier-
ten Hautlappen

- Blutstrémung

Eine wichtige Rolle fir den Prozess der GefaBneubildung bzw. Kapillareinsprossung bei
der Herstellung von préfabrizierten Hautlappen spielt die Blutstrbmung bzw. das im im-
plantierten GeféBstiel an einem Ort der potentiellen Angiogenese lokalisierte Blutvolu-
men.

Die fortschreitende Neovaskularisation im prafabrizierten Gewebslappen in Abhangigkeit
vom Blutfluss des arterio-venésen GefaBstiels wurde von vielen Autoren beschrieben
[53, 54, 61, 73, 112, 184]. Nach Ansicht dieser Verfasser ist der verstarkte arterio-
vendse Blutfluss im implantierten GefaBstiel ein wichtiger Faktor fir die Geschwindigkeit
der Neovaskularisation in prafabrizierten Haulappen.

Diese schnellere Geschwindigkeit und Ausdehnung der Neovaskularisation in prafabri-
zierten Gewebslappen mit maximalem Blutfluss im implantierten GeféBstiel wurde auch
von Zhou Z.Y. und Mitarbeiter [209] beschrieben. Sie berichteten am Modell der Ratte
Uber die Neovaskularisation eines Muskelhautlappens durch die Implantation eines aus
den SchwanzgefaBen hergestellten arterio-vendsen Shunts. Sie fanden, dass sich die
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Neovaskularisation im prafabrizierten Lappen mit endstandiger arterio-vendser Shunt-
neubildung (maximaler Blutfluss) deutlich besser und schneller als bei endsténdiger ar-
terio-vendser Ligatur (minimaler Blutfluss) entwickelt. Sie unterstrichen, dass der maxi-
male Blutfluss des implantierten GefaBstieles ein wichtiger Bestandteil zur erfolgreichen
Neovaskularisation im préafabrizierten Gewebslappen darstellt.

Diese Ergebnisse kdnnen im wesentlichen durch unsere experimentellen Untersu-
chungsarbeiten bestatigt werden.

In der vorliegenden Studie wurden 5 verschiedene Modellvarianten des implantierten
GeféBstiels mit minimalem Blutfluss durch endstandige A.V. Ligatur (beim Modell 1) und
maximalem Blutfluss durch mikrovaskulare A.V. Anastomosen (vom Modell 2 bis Modell
5) getestet. In den untersuchten Beobachtungszeitrdumen von 8, 12, 16 und 20 Tagen
waren Ausdehnung, Form und Geschwindigkeit der Neovaskularisation sowie die quanti-
tative Anzahl der vom Mikropaque im Lappen perfundierten GeféBe im Modell 2 bis Mo-
dell 5 (maximaler Blutfluss) deutlich schneller und ausgepréagter als im Modell 1 (minima-
ler Blutfluss nur Uber die Vasa vasorum).

Die Auswertung der vorliegenden Studie zeigt, dass das Neovaskularisationspotenzial
im Modell mit maximalem A.V. BlutfluB deutlich gréBer als bei minimalem A.V. BlutfluB
ist. Bei der Verwendung der arteriovendsen Shuntbildung ist die cardiale Belastung mit
potentiellen Symptomen der Arrhythmie und Kreislaufinsuffizienz kritisch zu berlcksich-
tigen. Nach der Meinung von Inada Y. et al. [97] kénnen cardiale Probleme entstehen,
wenn 20 - 50% des Herzvolumens durch den arterio-venésen Shunt flieBen. Bei Patien-
ten ohne zusatzliche Erkrankungen stellte cardiale Arrhythmie und Kreislaufinsuffizienz
bei einem temporaren arterio-venésen Shunt jedoch kein wesentliches Risiko dar. In der
klinischen Routine reprasentiret die temporare arterio-venése Shuntbildung zur Herstel-
lung des maximalen Blutflusses in einem implantierten GefaBstiel, unsere Meinung
nach, eine erfolgreiche und einfache Technik zur Optimierung einer schnelleren und si-
chereren Neovaskularisation in prafabrizierten Hautlappen. Zur Vermeidung potentieller
langfristiger Komplikationen sollte die arterio-venése GefaBschlinge nach der Lappen-

transplantation jedoch ligiert werden.
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- Blutiger Kontakt zwischen GefédBstielimplantation und Lappen

Der direkte blutige Kontakt zwischen implantiertem GefaBstiel und Hautlappen ist zwei-
felsohne eine wichtige Voraussetzung fiir die Neovaskularisation in prafabrizierten Haut-
lappen.

Aus unseren Beobachtungen folgern wir, dass der GeféaBneubildungsreiz nicht nur vom
Bauchhautlappen (Wirtsgewebe) ausgeht, sondern auch vom implantierten GefaBstiel
selbst. Der Kontakt des TragergefaBes mit dem Wirtsgewebe scheint auf jeden Fall not-
wendig zu sein.

Dieser Standpunkt wird von vielen Autoren bestatigt [17, 34, 46]. Khouri R.K. et al. [108,
109] stellten fest, dass sich die Neovaskularisation in préfabrizierten Gewebelappen
nach TragergefaBimplantation schneller entwickelte, wenn der Oberflaichenkontakt zwi-

schen Lappen und GefaBtrager vergréBert wurde.

- Die Rolle des periadventitiellen Gewebes

Die wichtige Rolle des den implantierten GeféBstiel umgebenden periadventitiellen Ge-
webes bei der Neovaskularisation wurde bereits von vielen Autoren beschrieben [193,
204, 207]. Nach Valauri F.A. et al. [193] traten im implantierten GeféBstiel hdufig Throm-
bosen auf, wenn das perivaskulare Gewebe des implantierten GefaBstieles vollstandig
abprépariert wurde. Wilson Y.T. et al. [204] kommen in ihren Untersuchungen am Ka-
ninchen Uber die Anwendung von Veneninterponaten als GeféafBstiel in prafabrizierten
Hautlappen zu dem Ergebnis, dass das perivaskulare Gewebe ein wichtiger Faktor zur
Sicherheit der Durchgéangigkeit der Anastomose und der Neovaskularisation im Lappen
darstellt. Yap-Legaspi E.C. et al. [207] betonten in ihren Untersuchungen ebenso, dass
bei der Herstellung prafabrizierter Hautlappen durch GefaBstielimplantation das peri-
vaskulare Gewebe um den GefaBstiel unbedingt geschitzt werden muss, um die Neo-
vaskularisation im Lappen sicherer zu gestalten.

Auch nach unserer Meinung ist das perivaskuldre Gewebe am GefaBstiel, besonders
bei der Anwendung von Silikonfolie oder Expander ein notwendiger Bestandteil, um Ne-
ovaskularisation und Durchgangigkeit der Anastomose im Lappen erfolgreich zu ge-

wahrleisten.

97



DISKUSSION

- Die Rolle angiogenetischer Faktoren

Ein wichtiger Punkt bei der Herstellung prafabrizierter Hautlappen ist die Rolle der angi-
ogenetischen Faktoren. Nach Beyer M. et al. [17] kbnnen angiogenetische Faktoren, wie
z. B. das allgemeine chemische und physikalische Milieu, die Umgebungstemperatur,
die Konsistenz des umgebenden Mediums, mechanische Einwirkungen sowie Stoff-
wechsel und Zirkulation maBgeblichen Einfluss auf die GefaBneubildung haben. Aus
den Ergebnissen unserer Untersuchung kénnen wir hierzu jedoch keine Aussage ablei-

ten.

- Die Rolle der Ischdmie

Obwohl der genaue Wirkungsmechanismus der Ischamie im Rahmen der Neovaskulari-
sation in prafabrizierten Hautlappen noch nicht vollstandig aufgeklart ist, wird der be-
gunstigende Einfluss der Ischemie von vielen Autoren postuliert.

Zahlreiche Verfasser [45, 46, 48, 55, 116, 128] bestatigten in ihren Publikationen die be-
deutende Rolle von Ischdmie und Entziindung zur Neovaskularisation in Lappen. Nach
diesen Autoren verstéarkt die Ischamie deutlich den Prozess der Neoangiogenese. Dem-
entsprechend stellten Kostakoglu N. und Mitarbeiter [113] fest, dass Ischamie einen
wichtigen Einfluss auf die Neovaskularisation in prafabrizierten Lappen auslbt, indem
die Verminderung des Blutflusses im Lappen eine vermehrte Proliferation von neuen
GeféBen induziert.

Im Jahre 1993 fihrten Im M.J. und Mitarbeiter [95] an Ratten Untersuchungen Uber den
Einfluss der Innervation sowie freier Sauerstoffradikale in Relation mit Ischamie in Lap-
pen zur Neovaskularisation durch. Sie fanden, dass Neovaskularisation als ein Teil des
Wundheilungsprozesses anzusehen ist. Unter der Einwirkung von Wachstums- und An-
giogenesefaktoren, die aus Entziindungszellen, wie z. B. Lymphozyten, Neutrophilen
und Makrophagen stammen, wird der Neovaskularisationsprozess initiert. Dabei spros-
sen Endothelzellen zur Angiogenese aus préexistierenden Kapillaren aus. Die Autoren
betonten, dass die Einwanderung von kapillaren Endothelzellen aus den GefaBwanden
ein Schllsselereignis der Neovaskularisation in vivo darstellt.

Dieser Standpunkt wurde auch von Morisson W.A. und Mitarbeiter [128] bestatigt. Diese
Autoren meinten, dass Ischamie und Entziindungsreaktion die Neovaskularisation in
Lappen stimulieren. Makrophagen, als wichtiger Faktor bei Entziindungs- und Wundhei-

lungsprozessen, sezernieren Angiogenesefaktoren zur Neovaskularisation in Lappen.
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Weitere Untersuchungen beziglich der Rolle der Ischamie zur Neovaskularisation und
des Mechanismus von angiogenetischen Prozessen sind nach unserer Meinung von

groBer Bedeutung.

6.1.4. Vorgange der GefaBneubildung

Nach Folgmann (1985) erfolgt die Bildung neuer GefédBe immer im gleichbleibenden
Schema. Auf einen angiogenen Stimulus hin setzen die kapillaren Endothelzellen einen
plasminogenen Aktivator und Kollagenase frei. Durch die konsekutive Lyse der Basal-
membran der GefaBe migrieren die Endothelzellen in den perivaskuldren Raum. In die-
sen Endothelzellen beginnt eine Mitose von DNA, woraufhin sich die kapillaren Knospen
zu echten GefaBen verldngern. Gleichzeitig findet die Lumenbildung statt. Die kapillaren
Aussprossungen zweigen sich an der Spitze auf und die Aste anastomosieren miteinan-
der. Nach der Bildung dieser Loops setzt der Blutfluss ein und es wird eine neue Basal-
membran synthetisiert.

Mastzellen kénnen die Migration der Endothelzellen beschleunigen, indem sie die Matrix
(vermutlich mittels langsamer Freisetzung von Heparin) so praparieren, dass die kapilla-
ren Aussprossungen leichter durchdringen.

Wenn der angiogene Stimulus sistiert, bilden sich die Kapillaren zurlck. Die Mitochond-
rien in den Endothelzellen schwellen an, Blutplatichen haften sich an das Endothel und
es kommt zu einer vaskularen Stase, woraufhin die Endothelzellen degenerieren und
von eingewanderten Makrophagen entsorgt werden.

6.1.5. Quantifizierung der Neovaskularisation im Lappen

Die entscheidende Voraussetzung fur eine erfolgreiche freie Lappentransplantation nach
der Préafabrikation ist die ausreichende Neovaskularisation im Lappen durch die voll-
standige Blutperfusion aus dem neu implantierten GefaBstiel. Die ausreichende Neo-
vaskularisation in prafabrizierten Lappen kann im Prinzip angenommen werden, wenn
das gesamte GefaBnetz identisch in Form und Anzahl zum physiologischen Kontrolllap-
pen perfundiert wird.

Obwohl zahlreiche experimentelle Untersuchungen mit nicht quantifizierten Angiogram-
men sowie zahlreiche erfolgreiche klinische Anwendungen von préafabrizierten Hautlap-
pen bekannt sind, wurde bislang jedoch Uber keine standardisierte Methode zur Quanti-
fizierung der Neovaskularisation bzw. zur wissenschaftlichen Auszahlung der perfundier-
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ten GeféBe in prafabrizierten Hautlappen berichtet. Bei der Auswertung von (ber 250
englisch- und deutschsprachigen Publikationen fand sich keine Arbeit Gber die Methode
bzw. die Ergebnisse der quantitativen Auszahlung der Neovaskularisation aus angi-
ographischen Aufnahmen.

Die Quantifizierung der in Lappen vom Mikropaque perfundierten GefaBbaume, die aus
GefaBneuaussprossungen, dem bereits vorhandenen GefaBsystem und ihren zahlrei-
chen GefaBanschlissen bestehen, stellt eine besondere Herausforderung dar. In der
vorliegenden Studie wurde erstmalig eine neue quantitative Auszéhlungsmethode zur
Quantifizierung der Neoangiogenese mittels Angiogrammen entwickelt. Die quantitative
Auswertung der in Hautlappen von Kontrastmittel geflllten GefaBe erfolgte mit Hilfe ei-
ner standardisierten Integralstrichplatte mit gleichmaBigen 25 Strichlinien entsprechend
der 15 cm Lappenlange unter Verwendung einer Lupenbrille mit zweifacher VergréBe-
rung (Abb. 19A). Die Zahlung der gesamten Anzahl von gekreuzten Markierungen zwi-
schen der Strichlinie und den im Lappen vom Mikropaque perfundierten GeféaBen wurde
sorgfaltig bei jedem untersuchten Angiogramm durchgefiihrt. Mit dieser Auszahlungsme-
thode lieB sich die Anzahl der neu gebildeten GeféBe in prafabrizierten Hautlappen und
Kontrolllappen exakt bestimmen.

Nach dieser Methode kdnnten theoretisch modifizierte Integralstrichplatten in jeder
GréBe und Erfordernis der jeweils untersuchten Lappendimension hergestellt werden.
Aufgrund der gleichen Dimension von préafabrizierten Hautlappen und Kontrolllappen
bleibt bei jeder modifizierten GroBe oder Strecke der Integralstrichplatte nach wie vor
das vergleichbare Verhaltnis im Hinblick auf das Ergebnis bestehen.

Die quantitative Auswertung der Angiogramme in der vorliegenden Studie konnte besté-
tigen, dass bei Verwendung der Silikonfolie der Zeitraum von 20 Tagen nach der Gefa-
stielimplantation “die minimale Zeitdauer” fiir eine ausreichende Neovaskularisation in
Hautlappen darstellt. Danach kann eine gestielte oder mikrovaskulédre Lappentransplan-
tation unabhangig von der verwendeten GeféBstielvariante durchgefiihrt werden.

6.2. Verwendungsmoglichkeit von GefaBstielvarianten zur Lap-
penherstellung

Nach der experimentell vorliegenden Studie stehen verschiedene GefaBstielvarianten
zur Hautlappenprafabrikation zur Verfligung. Bei Auswahl des GeféaBstiels sollten prinzi-
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piell neben der ausreichenden Neovaskularisation im Hautlappen auch stets die Zeit-
dauer und Hebedefektmorbiditat berlicksichtigt werden.

Im Folgenden werden die klinischen Verwendungsmdglichkeiten der jeweilig implantier-
ten GefaBstieltypen diskutiert.

6.2.1. Arterio-vendser GefaBstiel mit endstandiger Ligatur

Die Verwendung arterio-venéser GeféBstiele mit endstandiger Ligatur wurde in zahlrei-
chen experimentellen Untersuchungen und klinischen Anwendungen publiziert [1, 14,
108, 137, 151].

Ein Vorteil der Verwendung dieses GefaBstieltyps ist zunédchst die leichte Praparation,
sowie die schnelle und sehr einfache GeféaBstielhebung. Potentielle klinische Applikati-
onsformen sind z. B. A. und V. temporalis, A. und V. radialis, A. und V. cubitalis, A. und
V. epigastrica inferior, A. und V. circumflexa iliaca superficialis, A. und V. circumflexa
femoralis lateralis, A. und V. tibialis anterior, A. und V. dorsalis pedis u.a. Ein weiterer
Vorteil besteht darin, dass bei der ersten Operation eine mikrovaskulare Anastomose
nicht notwendig ist.

Der wesentliche Nachteil dieses GefaBstieltyps stellt die mdglicherweise langsamere
und unsichere Neovaskularisation im prafabrizierten Hautlappen dar. Dementsprechend
ist deshalb bei der klinischen Anwendung die Verlangerung der Prafabrikationszeitdauer
mit konsekutiv erheblichem Personalaufwand, Behandlungskosten und Belastung far
Patienten zu bertcksichtigen.

Dartber hinaus wird bei diesem GefaBstieltyp das vermehrte Auftreten einer postopera-
tiven venésen Kongestion diskutiert. Im Jahr 1997 berichteten Morrison und Mitarbeiter
[129] Uber die klinische Anwendung préafabrizierter Hautlappen mit diesem GefaBstieltyp
aus A. und V. epigastric inferior, A. und V. thoracodorsalis und A. und V. temporalis su-
perficialis zur Defekirekonstruktion im Gesichts- und Kniebereich bei drei Patienten. Im
Rahmen des postoperativen Verlaufs entwickelten 2 Patienten eine erhebliche venése
Kongestion im Hautlappen. Die venése Kongestion konnte durch den Einsatz von Blut-
egeln klinisch Uberbriickt werden. Pribaz und Mitarbeiter (1999) berichteten ebenso Gber
ihre 10-jahrigen klinischen Erfahrungen mit diesem GeféBstieltyp. Nach der Hautlap-
penpréafabrikation konnten 15/17 Hautlappen erfolgreich transplantiert werden. Auch die-
se Autoren beobachteten in den ersten 36 bis 48 postoperativen Stunden eine erhebli-
che vendse Kongestion bei den meisten ihrer prafabrizierten Hautlappen [151].
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In der vorliegenden Studie fuhrten wir die Lappentransplantation in Form eines gestiel-
ten Insellappens bei 6 prafabrizierten Hautlappen des Modells mit maximalem Blutfluss
mittels arterio-vendser Anastomose (Modell 2 und 3) durch. Im postoperativen Verlauf
wurde jedoch nur eine geringe vendse Kongestion beobachtet.

Nach unserer Meinung konnte die vendse Kongestion im Lappen durch den verstarkten
BlutfluB im implantierten GeféaBstiel deutlich verringert werden. Demgegeniber ist der
vendse Abfluss bei dem GefaBstiel mit endstandiger Ligatur aufgrund der verlangsamten
Blutsstromung im GeféBstiel (nur Gber Vasa vasorum) erheblich benachteiligt.

6.2.2. Arterio-vendser GefaBstiel mit endstandiger Anastomose

Zeitdauer und Sicherheit der Neovaskularisation bei der Lappenherstellung spielen we-
gen den entsprechenden Behandlungskosten und individuellen soziodkonomischen Be-
lastungen sowohl fiir den Patienten als auch fir den Chirurgen eine wichtige Rolle. Bei
der klinischen Anwendung der Hautlappenpréafabrikation sollten daher die vorhandenen
Ressourcen maximal genutzt werden.

Obwohl in zahlreichen Publikationen Uber die klinische Anwendung préafabrizierter Haut-
lappen mittels arterio-vendser GefaBstielimplantation berichtet wurde, sind zum gegen-
wartigen Zeitpunkt keine Verdffentlichungen Uber die klinische Verwendung von arterio-
vendsem GefaBstiel mit endstandiger Anastomose bekannt. Relativ haufig hingegen
wurden jedoch arterio-vendse GeféaBstiele mit endstandiger Ligatur klinisch verwendet.
In der vorliegenden Arbeit zeigten Szintigraphie, selektive Mikroangiographie und Histo-
logie, dass die Neovaskularisation in prafabrizierten Bauchhautlappen mit maximalem
Blutfluss durch endstandige A.V. Anastomose signifikant friihzeitiger, groBflachiger und
sicherer im Vergleich zu minimalem A.V. Blutfluss durch endstandige Ligatur war. Im
Hinblick auf die schnellere und sicherere Neovaskularisation im préafabrizierten Hautlap-
pen sind wir der Meinung, dass der arterio-vendse GeféBstiel mit endstandiger mikro-
vaskuldrer Anastomose deutlich vorteilhafter ist.

Es ist bekannt, dass fiir erfahrene Mikrochirurgen die mikrochirurgische GefaBanasto-
mosierung keine Schwierigkeit darstellt und der erforderliche Zeitaufwand begrenzt ist.
Auch fir den Fall, dass sich p.o. eine Thrombose an der Anastomosenstelle enwickelt,
kann man annehmen, dass sich die Neovaskularisation im prafabrizierten Hautlappen
wie bei einer endstandigen Ligatur weiter entwickeln wird. Aus diesen Grinden sind wir

der Meinung, dass die klinische Anwendung von préafabrizierten Gewebslappen mit end-
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standiger Anastomose des arterio-vendsen GefaBstieles in der Zukunft weitere Verbrei-
tung finden wird.

6.2.3. Isolierte arterialisierte vendse GefaBschlinge

Aufgrund der beschleunigten Ausdehnung und Geschwindigkeit der Neovaskularisation
bei Verwendung einer isolierten arterialisierten vendsen GefaBschlinge (Modell 3) eignet
sich dieser GeféaBstieltyp hervorragend fur die klinische Anwendung.

Der GefaBstiel in Form einer Venenschlinge wurde experimentell bereits von verschie-
denen Autoren beschrieben [61, 73, 86]. Nach Komuro Y. [112] sowie Takato T. [182]
konnte eine Venenschlinge den Hautlappen ausreichend neovaskularisieren.

Die wesentlichen Vorteile dieses GefaBstieltyps bestehen in der Lappenherstellung,
Lappentransplantation sowie der minimalen Hebedefektmorbiditat.

Die isolierte vendse GefaBschlinge ist einer der einfachsten zur Verfliigung stehenden
GefaBstiele und kann prinzipiell als sehr langer Stiel entnommen werden. Darlber hin-
aus kann der GefaBstiel aufgrund der ausreichenden L&nge fast immer ohne Problem
mit gesunden und geeigneten SpendergefaBen anastomosiert werden.

Bei Verwendung einer Venenschlinge sind Venen mit ausreichend groBem Kaliber ins-
besondere im Extremitatenbereich fast immer vorhanden, so dass die mikrovaskulare
Transplantation im Rahmen der freien Lappen zweifelsohne viel einfacher und zuverlas-
siger durchzuflihren ist.

Aufgrund der konstanten Anatomie des subkutanen Venennetzes bedingt die Entnahme
einer vendsen Schlinge in der Regel keine Blutflussstérungen. Ebenso sind nur minima-
le Sensibilitatsstérungen oder Einschrankungen der Gelenkbeweglichkeit im Bereich des
Hebedefektes zu erwarten.

Die Herstellung préfabrizierter Gewebslappen mittels Implantation einer isolierten arte-
rialisierten vendsen GefaBschlinge befindet sich gegenwartig noch im experimentellen
Stadium. Eine klinische Anwendung dieser GefaBstielvariante ist uns aus der Literatur
bis heute nicht bekannt. Nachfolgend berichten wir Gber den ersten klinischen Fall, bei
dem dieses Modell durchgefiihrt und getestet wurde.
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Fallbericht:

Im April 2003 stellte sich in der Abteilung fiir Unfallchirurgie, Orthopédie und Plastische
Chirurgie am Univ.-Klinikum Nr. 108 in Hanoi, Vietnam ein 19-jdhriger Patient erstmal
vor. Anamnestisch hatte er 1996 im Rahmen eines Verkehrsunfalls Verletzungen am lin-
ken Unterschenkel und Ful} erlitten. Zu diesem Zeitpunkt war er 6-mal in verschiedenen
Krankenhéusen operiert worden. Klinisch lag ein ausgedehnter Weichteilverlust mit Ver-
narbung am gesamten hinteren Unterschenkel bis zur Ferse, eine Unterschenkelverkiir-
zung von 8 cm sowie eine SpitzfuBdeformitdt mit Sprungsgelenkseinsteifung vor (siche
Abb. 47.1a—-47.1c).

Nach sorgfiltiger Untersuchung und Uberlegung wurde entschieden, den operativen Ein-
griff in zwei Schritten zu gestalten. Zuerst sollte das gesamte geschrumpfte Narbengewe-
be durch einen grolen freien Hautgewebslappen ersetzt werden. Anschlieend sollte eine
Sprunggelenksversteifung in funktioneller Stellung bei gleichzeitiger Verldngerung des
Unterschenkels mittels Fixateur externe durchgefiihrt werden.

Unter den bekannten mikrovaskuldren Lappen stand jedoch kein konstanter und ausrei-
chend grofler Hautlappen fiir den Weichteildefekt in einer Dimension von von etwa 30 x
15c¢m mit minimaler Hebedefektmobiditit zur Verfiigung.

Im Kenntnis der Vorteile der Lappenprifabrikation mittels der isolierten arterialisierten
vendsen GefiBschlinge wurde dieses Modell ausgewdhlt. Zunichst wurde ein préfabri-
zierter Hautlappen der GroB3e 30 x 15 cm mit medialer Basis an der Leistenregion herge-
stellt. Auf dem Wundgrund wurde eine diinne Silikonfolie LPI® (Laboratoire Perouse
Implant - Frankreich) entsprechend den Lappenabmessungen (30 x 15 cm) mit fortlau-
fender Naht (Ethilon 3/0) fixiert. Am linken Oberschenkel wurde die Vena saphena
magna dann auf eine Linge von 30 cm vom Leistenband bis zum Knie pripariert. Nach
der Préparation wurde die mikrovaskulidre Anastomose zwischen dem distalen Venen-
stumpf und dem Gefid3stumpf der A. circumflexa femoris lateralis in End-zu-End Einzel-
knopftechnik mit monofilem Nylon der Stirke 9/0 (Ethicon) durchgefiihrt. Auf diese
Weise entstand eine isolierte arterialisierte vendse GefiBschlinge aus der Vena saphena
magna. Als néichster Schritt wurde diese Gefidl3schlinge nach kranial umgeschlagen und
unter dem vorbereiteten Hautlappen implantiert. Die Operation wurde mit dem Hautver-
schluss beendet (sieche Abb. 47.2a — 47.2e).

Gemil der experimentellen Studie und aufgrund fehlender klinischer Erfahrungen wurde
der prifabrizierte Hautlappen 6 Wochen nach der Herstellung als Insellappen unter Erhalt

der Gefidl3schlinge umschnitten und dann zuriickgenéht. Nach einer postoperativen Beo-
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bachtungszeit von 2 Monaten waren der prifabrizierte Hautlappen und alle Hautinzisio-
nen unauffillig abgeheilt (siche Abb. 47.3a — 47.3d).

Im zweiten Operationsschritt wurde der préafabrizierte Hautlappen nach dem Debridement
des vernarbten und geschrumpften Weichteilgewebes an der gesamten Ferse zur Weich-
teildeckung frei transplantiert. Die mikrovaskulidre Anastomose der implantierten Gefdl3-
schlinge wurde an die A. tibialis posterior in End-zu-Seit Technik und an die V. saphena
parva in End-zu-End Technik mit monofilem Nylon der Stérke 9/0 (Ethicon) angeschlos-
sen. Die Spenderstelle an der Leistenregion konnte nach der Lappenhebung primér ver-
schlossen werden.

Im postoperativen Verlauf zeigte sich eine unauffillige Wundeinheilung mit normaler
Farbe und Aussehen des prifabrizierten Hautlappens. Interessant war hierbei, dass nur
eine ganz geringe vendse Kongestion am Hautlappen postoperativ zu beobachten war.
Die Narbe im Bereich der Leiste war klinisch unauffillig (siche Abb. 47.4a — 47 4e).
Sechs Monate nach der freien Lappentransplantation wurde bei diesem Patient der zweite
Operationsschritt mit Sprunggelenkversteifung in funktioneller Stellung und Unterschen-
kelverlingerung von 8 cm mittels Fixtateur externe erfolgreich durchgefiihrt. Der Patient
war mit dem klinischen Ergebnis sehr zufrieden, da er ohne Kriicken und orthopiddischem
Schuhwerk gehen und seinen Beruf als Elektriker wieder ausiiben konnte.

Im Rahmen der Behandlung dieses Falls wurde in vivo eine selektive Mikroangiographie
nach der Hautlappenprifabrizierung und freien Transplantation vorgenommen. Durch die
in vivo dargestellten Angiogramme konnten die GefiBBneuaussprossungen und ihre zahl-
reichen Anschliisse mit dem bereits im Lappen vorhandenen GefiB3system entsprechend

den experimentellen Ergebnissen nachgewiesen werden (siehe Abb. 47.5a- 47.5¢).
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Abb. 47.3

Abb. 47.4
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Abb. 47.5

Abb. 47.

* 47.1a — 47.1b: Prioperative Ansicht des ausgedehnten vernarbten Hautweichteildefekts
an der Ferse mit Unterschenkelverkiirzung von 8 cm; 47.1c: Praoperative Rontgenauf-
nahme.

* 47.2a — 47.2e: Pridoperatives Design eines prifabrizierten Hautlappens in der Leistenre-
gion unter Verwendung einer isolierten arterialisierten vendsen GefiBschlinge aus der
Vena saphena magna (2a-2b); Priparation und Hebung der isolierten Vena saphena
magna (2c); Herstellung einer arterialisierten vendsen Gefid3schlinge durch mikrochi-
rurgische Anastomose am Leistenband zwischen dem distalen Venenstumpf und dem
Gefdlstumpf der A. circumflexa femoris lateralis in End-zu-End Einzelknopftechnik
(2d); die Implantation der hergestellten vendsen Gefdl3schlinge an der Unterseite des
Hautlappens an der Leistenregion (2¢e).

* 47.3a — 47.3d: Lappenhebung als ein Insellappen unter Erhalt der implantierten Gefal3-
schlinge (3a-3b); in situ Wiedereinndhen nach der Lappenhebung (3c); unauffillige
Hautlappenvitalitidt mit physiologischer postoperativer Wundheilung nach der Lappen-
hebung (3d).

* 47.4a — 47 4e: Ergebnis nach Hautlappenrekonstruktion und Unterschenkelverldngerung
von 8 cm (4a-4c); Minimale Hebedefektmorbiditéit nach primdrem Wundverschluss; die
Narbe kann gut durch einen Slip verdeckt werden (4d-4e).

* 47.5a —47.5¢: in vivo selektive Angiographie: 1 Woche nach der Prifabrikation (5a); 4
Wochen nach der Prifabrikation (5b); 2 Monate nach der freien Transplantation (5c).
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6.2.4. Isolierte arterielle GefaBschlinge

Obwohl zahlreiche experimentelle Untersuchungen bekannt sind, wurde jedoch bislang
die Herstellung von groBen préafabrizierten Hautlappen unter Verwendung einer reinen
isolierten arteriellen GefaBschlinge nicht beschrieben. Im Jahr 1990 flhrten Morrison
und Mitarbeiter [128] in Melbourne umfangreiche experimentelle Untersuchungsarbeiten
zur Hautlappenprafabrikation mit Dimensionen von 2 x 3 cm, 3 x 4 cm, und 4 x 5 cm
durch, in denen die Autoren Uber die Verwendung von subkutanen arteriellen GefaB-
schlingen (Gruppe 3 des Experiments) als GefaBstielimplantation berichteten. Diese ar-
terielle GefaBschlinge wurde jedoch mit einem Veneninterponat aus dem Ohr verléngert,
so dass sich die Neovaskularisation im Lappen nach unserer Meinung im Wesentlichen
in gleicher Weise wie mit einem arterio-vendsen GeféBstiel entwickeln konnte. Die Klini-
sche Anwendung einer isolierten arteriellen GefaBschlinge zur Hautlappenprafabrizie-
rung ist uns aus der Literatur nicht bekannt.

Im Rahmen der vorliegenden Studie konnten wir die Verwendung einer isolierten arte-
riellen GefaBschlinge zur ausreichenden Neovaskularisation in prafabrizierten Hautlap-
pen nachweisen. Der Vorteil dieses GefaBstieltyps im Vergleich mit der vendsen Gefai-
schlinge liegt darin, dass die Durchfihrung aufgrund der dickeren und stabilen GefaB-
wand sicherer ist. Der wesentliche Nachteil ist seine hohe Hebedefektmorbiditat und die
Limitierung der Spenderareale von Arterien. Nach unserer Meinung kann die Indikation
zur Verwendung einer isolierten arteriellen GefaBschlinge im Gegensatz zur vendsen

GefaBschlinge nur in streng ausgewahlten Fallen gestellt werden.

6.2.5. Arterio-vendser GefaBstiel mit Gewebe-Expander

In den letzten dreiBig Jahren hat sich die Gewebsexpansion zu einer sehr populéaren
Modalitéat in der Plastischen und Rekonstruktiven Chirurgie entwickelt. Diese Methode
ermdglicht dem rekonstruktiven Chirurgen groBe Hautlappen mit idealen funktionellen
und asthetischen Charakteristika entsprechend den Erfordernissen des lokalen Hautde-
fekts im Hinblick auf Sensibilitdt, Farbe und Dicke, was durch andere chirurgische Ope-
rationsverfahren unmdglich, ist, zu produzieren.

Die Hautexpansion wurde klinisch erstmals von Morestin (1913) angewandt, allgemein
von C.G. Neumann (1957) eingefihrt und von C. Radovan (1984) verbessert [original
zit. bei Kastenbauer]. Hautexpander und Injektionsport werden Ublicherweise Uber eine
Inzision in die N&dhe der Empfangerstelle eingebracht. Der Expander wird anschlieBend
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Uber einen Zeitraum von etwa 6 Wochen allm&hlich mit Kochsalzlésung gefillt, bis die
Haut an der Spenderstelle auf zirka die doppelte Flache gedehnt ist. Im Jahr 1987 be-
richtete Sasaki Uber die “rasche” intraoperative Hautexpansion [160]. Diese Methode
sollte jedoch nur angewendet werden, wenn in einem Schritt kleine Defekte primar nicht
anders verschlossen werden kénnen. Bei der raschen intraoperativen Expansion kann
nur eine OberflachenvergréBerung von bis zu 30% gegentber der VergréBerung um ca.
135% bei der traditionellen und langsamen Expansion erreicht werden [105].

Die Hauptnachteile der Hautexpansion sind in der relativ hohen Komplikationsrate in
Folge von Traumen, Infektionen und ausgedehnten Vernarbungen begriindet. Die Kom-
bination zwischen Hautexpansion und préafabrizierten Lappen gibt den rekonstruktiven
Chirurgen die Mdglichkeit, die Herstellung wiinschenswerter Hautlappen entsprechend
den klinischen Anforderungen an GrdBe, Dicke und Farbe unabhangig von benachbar-
ten Geweben des lokalen Hautweichteildefekts zu realisieren.

Trotz der vielversprechenden Potenz dieses Verfahrens wurden jedoch bis zum gegen-
wartigen Zeitpunkt keine experimentellen oder klinischen Untersuchungsarbeiten zu die-
ser Methode in der Literatur verdffentlicht.

In der vorliegenden Studie konnte erstmalig die Untersuchung der Neovaskularisation in
prafabrizierten Hautlappen mittels arterio-vendser GefaBstielimplantation mit endstandi-
ger Shuntbildung in Kombination mit Hautlappenexpansion durchgefiihrt werden.

Im Vergleich mit nichtexpandierten Hautlappen wurde die Neovaskularisation mit Hilfe
eines Expanders bei allen Beobachtungszeitrdumen signifikant verstarkt. Darlber hin-
aus konnte die Flachengewinnung des expandierten prafabrizierten Hautlappens bis zu
einer durchschnittlichen GréBe von 13 x 16 cm = 208 cm? (173%) im Vergleich mit der
Praexpansion von 15 x 8 cm = 120 cm? (100%) erreicht werden. Vier Kaninchen in der
Studie wurden aufgrund von Thrombosen im implantierten GefaBstiel ausgeschlossen.
Nach unserer Meinung ist diese Komplikation mdglicherweise Folge des Expansions-
drucks.

Aufgrund des Herstellungsverfahrens eignet sich der expandierte préfabrizierte Hautlap-
pen sowohl als freies mikrovaskulares Transplantat als auch als gestielter Lappen her-
vorragend zur groBen und dinnen Hautweichteildefektrekonstruktion im Gesicht, Hals,
FuB oder an der Hand. Auch bei adipésen Patienten kann diese Lappentechnik in ent-
sprechenden Hautarealen verwendet werden.
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Wesentliche Nachteile des Verfahrens sind mégliche Komplikationen des Expanders wie
die Perforation, Infektion in der Umgebung des Expanders sowie mdgliche Thrombosen
im GefaBstiel aufgrund des Expansionsdrucks. Ein weiterer Nachteil ist die verlangerte
ambulante Behandlungszeit wahrend der Expanderfillung.

Unter Berlcksichtigung der Vorteile sollte der expandierte prafabrizierte Hautlappen da-
durch als eine wertvolle und praktikable Lésung in ausgewahlten Féllen zur Rekonstruk-
tion ausgedehnter Hautweichteildefekte mit minimaler Spenderbezirksmorbiditat ange-

sehen werden.

6.3. Prafabrikation freier neovaskularisierter Hautlappen in Kombina-
tion mit geziichteten Knorpelzell-Biomaterialkonstrukten

6.3.1. In vitro geziichtete Knorpelzell-Biomaterialkonstrukte

Voraussetzung flir die Herstellung eines dreidimensional gezichteten Knorpelzell-
Biomaterialkonstruktes ist eine ausreichende Zellzahl, um das benétigte Gewebevolu-
men mit der gewebetypischen Zelldichte auszufillen. Zu diesem Zweck mlssen im ers-
ten Schritt die isolierten Zellen aus den Knorpelbiopsien im Monolayer-Kultursystem ver-
mehrt werden. AnschlieBend werden die vermehrten Zellen in einen dreidimensionalen
Zelltrager Gbertragen und weiterkultiviert.

Das Hauptproblem der Monolayerkultur ist durch das Phanomen der Dedifferenzierung
gekennzeichnet, d. h. der Verlust ihrer morphologischen, biochemischen und physiologi-
schen Eigenschaften. Die Chondrozyten verlieren nach wenigen Tagen in der Monolay-
erkultur ihre runde Form und nehmen fibroblastenférmige Gestalt an. Hierbei wird die
Synthese des knorpelspezifischen Kollagens Typ |l abgeschaltet. Stattdessen produzie-
ren die Zellen groBe Mengen des véllig knorpeluntypischen Kollagen Typ I. Grinde far
den Dedifferenzierungsprozess sind vermutlich die Anheftung der Zellen an ein unge-
eignetes Substrat, eine ungeeignete Mediumversorgung, das flachenhafte Zellwachstum
und die fehlende Ausbildung einer dreidimensionalen extrazelluldren Matrix [24].

Fir die Knorpelgewebeherstellung missen jedoch die vermehrten Knorpelzellen in ei-
nen Zelltrdger gebracht und anschlieBend zu Chondrozyten mit typischen Eigenschaften
zurlickgebildet werden. Benya und Schaffer (1982) berichteten erstmalig, dass in Agaro-
se eine Redifferenzierung von zuvor dedifferenzierten Chondrozyten hinsichtlich Zell-
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form und Kollagensynthese mdglich ist. Auch andere Autoren [23, 28, 35, 132] sind der
Meinung, dass der Phanotyp von Chondrozyten durch Veranderung der Kulturbedingun-
gen gesteuert werden kann. Durch eine Zellbesiedlung in dreidimensionalen Konstruk-
ten wird die Zellvermehrung gehemmt und die Ausbildung einer gewebstypischen Matrix
gefordert [24].

Fir die dreidimensional geziichtete Knorpelgewebeherstellung missen, neben der ent-
sprechenden Zellanzahl und Zelldichte, geeignete Zelltrager zur Zellbesiedlung ange-
wendet werden. Zur Vermeidung einer Verformung und der Gewahrleistung stabiler
Einsatzmdglichkeiten sollte der Zelltrager eine gewisse mechanische Stabilitat besitzen.
Weiterhin sollte das Leitschienen-Material nur minimale Fremdkdrperreaktion auslésen,
damit sich eine neue interzellulare Matrix ungehindert entwickeln kann und die negativen
Auswirkungen eines Konstrukizerfalls minimiert werden [72, 119, 157].

Gegenwartig steht zur Generierung von gezlchteten Knorpelzellen ein breites Spektrum
von Zellbiokonstrukten mit unterschiedlicher Zusammensetzung und Architektur zur Ver-
figung. Unabhangig der verwendeten Biokonstrukte sind verschiedene Forschergrup-
pen Ubereinstimmend zum Ergebnis gelangt, dass bei der Verwendung eines Biokon-
struktes immer die Interaktion zwischen Biokonstrukten und dem Gewebe oder Zellen
steht. Bei der Anwendung eines Biokonstrukis ist es wichtig, dass die Knorpelzellen bei
der Anhaftung ihre runde Form und phanotypische Entwicklung der neu synthetisierten
extrazelluldren Matrix behalten [24, 29, 132].

Eine Vielzahl von Autoren haben berichtet, dass die Deposition der extrazellularen Mat-
rix bevorzugt an der Peripherie von Biokonstrukten stattfindet. Dahingegen ist die zent-
rale Region des gezlchteten Gewebes eher arm an Zellen und Matrix [173, 176, 191].
Nach Matin (2006) wird dieses Phdnomen auf die ungleichméaBige Zellbesiedlung inner-
halb der Konstruktporen bzw. auf Diffusionslimitierungen bei den Zellen im Innenbereich
des Biokonstruktes zurtickzufihren sein [119].

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung zeigten die Chondrozyten in vitro eine gute
Vermehrungsfahigkeit mit einem Mittelwert von etwa 4 x 10° vitalen geziichteten Knor-
pelzellen nach 3 Passagen. Bereits nach der Monolayerkultur verédnderten die Zellen ihr
Erscheinungsbild von runden zu mehr sternférmigen fibroblastenéhnlichen Zellen. Wenn
die vermehrten Zellen auf dreidimensionale Zelltrdger aus Caprolactone Ubertragen
wurden, kam es jedoch wieder zu einer Redifferenzierung der Zellen. Die Zellen waren
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nach dem Redifferenzierungsprozess vor der in vivo Implantation in der Lage, ihre knor-
pelzelldhnliche Form zuritickzubilden.

Die in vitro Ergebnisse der Herstellung von Knorpelzell-Biokonstrukten zeigten, dass die
Adhasion der Zellen an Biomaterialkonstrukte aus Caprolactone gut war und die Vitalitat
der gezuchteten Knorpelzellen im Konstrukt bei nahezu 100% eruiert wurde.

In dieser Studie zeigte sich, wie in anderen Studien [155, 157] Uber die “in-vitro-
Herstellung von gezlichtetem Knorpelgewebe® auch, dass der Einsatz von Wachstums-
faktoren nicht absolut notwendig ist. Der Nachteil der dargestellten Methode besteht je-
doch darin, dass sie mit hohem Zeit- und Personalaufwand verbunden ist. Im Rahmen
des Tissue Engineering gibt es heute Hinweise auf einen positiven Effekt von Wachs-
tumsfaktoren, wie z. B. von IGF-1 und TGF-B, im Hinblick auf eine schnellere Vermeh-
rung von gezlchteten Chondrozyten [5, 125, 142]. Dariiber hinaus wird eine Verbesse-
rung der Zellverteilung in porésen Biokonstrukten durch rotierende Bioreaktoren von vie-
len Verfassern bestétigt [191, 201]. Nach unserer Meinung sind bei der in-vitro-
ZellzGchtung und Knorpelzell-Konstrukt-Herstellung weitere tierexperimentelle Untersu-
chungen mit rotierenden Bioreaktoren und Zusatz von Wachstumsfaktoren von groBer

Bedeutung.

6.3.2. In vivo prafabrizierte Hautlappen-Knorpelzell-Biomaterialkonstrukte
Das Ubergeordnete Ziel der zweiten hier dargestellten experimentellen Untersuchung ist
die Transplantation von vitalen neovaskularisierten gezlchteten Knorpelgeweben zur
dreidimensionalen Rekonstruktion bzw. Reparatur von Knorpeldefekten beim Menschen.
Die Neovaskularisierung gezichteter Knorpelzell-Biokonstrukte stellt nach wie vor eine
besondere Herausforderung fir den rekonstruktiven Chirurgen dar. Die Vaskularisierung
gréBerer dreidimensionaler gezlichteter Gewebevolumina — unabhangig von den Spen-
derarealen — konnte in der vorliegenden Arbeit mittels Lappenprafabrikation im autolo-
gen Modell realisiert werden. Diese vital hergestellten Verbundgewebelappen kénnen im
Prinzip nach der ausreichenden Neovaskularisation im Hautlappen und in den Biokon-
strukten an die Empféngerstelle zur Knorpeldefekirekonstruktion frei oder gestielt trans-
plantiert werden.

Experimentelle in-vivo-Untersuchungen des Tissue Engineering von Knorpelgeweben
wurden in der Literatur bisher meist an Nacktmausen durchgeflihrt, die ein unzureichen-
des Immunsystem besitzen [29, 35, 60, 69, 98, 192]. Um die experimentellen Arbeiten
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nédher an klinische Anwendungen heranzuflihren, wurde in dieser Studie autologes
Knorpelgewebe verwendet. Das Ziel in der Studie Il der vorliegenden Arbeit war es, die
Prafabrikation und Neovaskularisierung eines axial vaskularisiert vitalen dreidimensiona-
len Verbundgewebslappens, bestehend aus in vitro autologen gezichteten Knorpelzell-
Biomaterialkonstrukten in Verbindung mit prafabrizierten Hautlappen mittels GeféaBstiel-
implantation zu untersuchen. Am Modell des Kaninchens wurde das porése Biomaterial-
konstrukt aus Caprolactone mit einer Degradationszeit von ca. 2 Jahren verwendet. Die
makroskopische Beurteilung der Studie zeigt, dass eine freie mikrovaskulare Transplan-
tation dieser autologen Verbundgewebslappen experimentell méglich ist. In diesem Ver-
bundhautlappen wurden alle gezlichteten Knorpelzell-Biomaterialkonstrukte gut und sta-
bil gelagert ohne Hinweis auf Entzindung oder AbstoBungsprozesse. Mechanisch wa-
ren die gezuchteten Knorpelzell-Konstrukte im Lappen griffstabil nahezu identisch mit
nativem Knorpelgewebe. Demgegenuber zeigten sich die Konstrukte ohne Zellen me-
chanisch von bindegewebigen Konstrukten. Die selektive Mikroangiographie zeigte,
dass die gezichteten Knorpelzell-Konstrukte gut Uber ein feines und dichtes GeféaBnetz
vaskular integriert waren. Histologisch zeigte sich eine gute Neovaskularisierung in den
gezichteten Biokonstrukten mit stabiler Formbestandigkeit und Gewebeintegration.
Durch Alcian-Farbung konnte die Knorpelneubildung in den gezilchteten Biokonstrukten
histochemisch nachgewiesen werden.

Zusammenfassend haben die experimentellen Untersuchungsergebnisse gezeigt, dass
Biokonstrukte aus Caprolactone ein geeignetes Biomaterial zur Herstellung knorpelarti-
ger Strukturen darstellen. Darlber hinaus konnte eine Kombination von préafabrizierten
Hautlappen mittels GefaBstielimplantation und der Implantation von in vitro gezichteten
Knorpelzell-Biokonstrukten zur Herstellung funktioneller Knorpeltransplantate in einem
autologen Modell experimentell realisiert werden und damit in entsprechender Situation

klinisch gestellt werden.

6.4. Ausblick und Perspektiven in der rekonstruktiven Chirurgie

+ Experimentelle und klinische Untersuchungen haben gezeigt, dass sich unterschiedli-

che Gewebe im Zuge der Neovaskularisierung bei der Wundheilung verbinden. Dabei
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kénnen unterschiedliche Gewebe aus der Umgebung oder von einem implantierten Ge-
faBstiel vaskularisiert werden [54, 84, 133].

In der vorliegenden tierexperimentellen Studie hat sich die Neovaskularisation nach der
GefaBstielimplantation bewéahrt und kann als eine alternative und effektive Methode fir
die Weichteildefektrekonstruktion im klinischen Alltag betrachtet werden. Unabhangig
von GefaBstielvarianten hat das dargestellte Herstellungsverfahren prafabrizierter Haut-
lappen mittels GefaBstielimplantation folgende Vorteile:

1. Jedes Gewebeareal am menschlichen Kérper, ohne Beachtung der physiologischen
vaskuldren Anatomie, kénnte durch GeféaBstielimplantation in einen freien axial vaskula-
risierten Hautlappen umgewandelt werden. Auf diese Weise lasst sich die Wahl der
Spenderstelle sehr flexibel gestalten. Zusétzlich kénnte ein sehr groBes, diinnes oder
filigranes Lappengewebe entsprechend den klinischen Anforderungen hergestellt wer-
den.

2. Reduktion der Hebedefektmorbiditat durch flexiblere Wahl des Spenderareals mit den
Mdoglichkeiten des primaren Wundverschlusses.

3. An Stelle eines mdglicherweise anatomisch kleinen und unsicheren GeféaBstieles des
Hautlappens kénnte ein sicherer transplantierbarer GefaBstiel geschaffen werden. Die
mikrovaskulare Transplantation von prafabrizierten Hautlappen kann dadurch viel einfa-
cher und zuverlassiger werden. Als interessante Beispiele sind Leisten- und Bauchhaut-
lappen zu nennen. Trotz seiner geringen Hebedefektmorbiditat besitzt der freie Leisten-
hautlappen haufig eine sehr dicke subkutane Fettschicht. Der GefaBstiel ist kurz, weist
h&ufig anatomische Variationen auf und die GefaBkaliber sind klein (A. circumflexa iliaca
superficialis, V. commitans). Die freie Transplantation ist deshalb schwierig und kompli-
kationstrachtig. Der Bauchhautlappen ist hdufig zu dick und die Bauchwand kann durch
die Mitnahme des Rectus abdominis Muskels erheblich geschwacht werden. Die freie
Transplantation des Leisten- oder Bauchhautlappens kénnte jedoch durch Anwendung
der préfabrizierten Lappentechnik mittels Implantation einer definierten GeféBschlinge
viel einfacher, glinstiger und sicherer werden.

4. Durch GeféBstielimplantation in unauffalligen Bereichen (wie z. B. Leistenbereich, e-
pigastrischer Bereich) wird der dsthetische Aspekt prafabrizierter Hautlappen signifikant

verbessert.
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Die Nachteile dieser Prozedur bestehen darin, dass die Operationsmethode unbedingt in
zwei Operationsschritten durchgefiihrt werden muss und eine zusatzliche unerwinschte

Narbe an der GefaBentnahmestelle hinterlasst.

¢ Diese experimentelle Untersuchungsarbeit hat auch gezeigt, dass ein Zeitraum von 3
Wochen nach GefaBstielimplantation als die minimale Zeitdauer flr eine ausreichende
Neovaskularisation in prafabrizierten Hautlappen angesehen werden kann, um Lappen
im zweiten Schritt der Operation zuverlassig frei oder gestielt zu transplantieren. In der
klinischen Anwendung, kénnte die Neovaskularisation in prafabrizierten Hautlappen auf-
grund unterschiedlicher biologischer Eigenschaften zwischen Tier und Mensch langsa-
mer als im Tierversuch ablaufen [85, 99]. Dementsprechend sollte deshalb die Zeitdauer
der Lappenpréafabrikation in der klinischen Routine etwas verlangert werden.

Um diese Technik im klinischen Alltag zu etablieren, stellt sich damit die Frage, wie der
Verlauf der ausreichenden Neovaskularisation im prafabrizierten Hautlappen zu verkir-
zen ist?

Unsere experimentellen Untersuchungen zeigten, dass bei Verwendung einer Silikonfo-
lie die Neovaskularisation in prafabrizierten Hautlappen schneller und sicherer war. Zu-
satzlich verhinderte die Silikonfolie bzw. der Expander die Neovaskularisation aus dem
GefaBbett unter dem Lappen und erlaubte, den prafabrizierten Hautlappen einfacher
und schneller von seiner Unterlage abzuheben.

Weiterhin konnte die Neovaskularisation in prafabrizierten Hautlappen mit maximalem
Blutfluss im implantierten GefaBstiel erheblich verstarkt werden. Der maximale Blutfluss
im GeféBstiel durch arterio-vendse Anastomose spielt zuséatzlich eine wichtige Rolle zur
Verhinderung der Thrombosebildung. Zur Vermeidung potenzieller langfristiger Kompli-
kationen (wie z. B. Kreislaufinsuffizienz, cardiale Arrhythmie) kann die GefaBschlinge
nach ausreichender Neovaskularisation im Lappen ligiert werden.

Im Laufe der Neovaskularisation in prafabrizierten Hautlappen mit maximalem Blutfluss
zeigte das Modell 5 (arterio-venése Anastomose + Expander) die am starksten ausge-
pragte Neovaskularisation, gefolgt von Modell 2, 3 und 4. Da in der Praxis nur begrenzt
Material fUr reine arterielle GefaBstiele (Modell 4) zur Verfigung steht und Expander
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(Modell 5) das Risiko von Druckthrombosen durch den Expander mit sich bringen, kom-
men eindeutig Modell 2 und 3 fur die klinische Weiterentwicklung in Frage.
Die vendse Abflussstauung in den klinischen Berichte von Morrison (1997) und Pribaz
(1999) ist méglicherweise von der endstandigen Ligatur des implantierten GefaBstiels
abhéngig. Unsere Untersuchungen haben gezeigt, dass die vendse Kongestion durch
eine neue arterio-vendse Shuntbildung deutlich verringert werden konnte.

Prafabrizierte Hautlappen, hergestellt entsprechend den klinischen Bedtirfnissen (diinne,
besonders groBe, plastisch formbare Gewebelappen) mit minimaler Hebedefektmorbidi-
tat, stellen fir rekonstruktive Chirurgen eine neues erfolgreiches Werkzeug im Bereich

der plastischen und rekonstruktiven Chirurgie dar.

+ Ein wichtiger Fortschritt in der rekonstruktiven Chirurgie reprasentiert die Herstellung
dreidimensionaler kombinierter Hautlappen mit Integration eines Stitzgeriistes. Diese
kann aus autologen oder homologen Knochen, Knorpel oder aus alloplastischen Materi-
alien bestehen. Im Rahmen der rekonstruktiven Chirurgie herrscht ein groBer Bedarf an
Knorpelersatzmaterialen nach Trauma, thermischen Schadigungen, Tumorresektion o-
der angeborenen Fehlbildungen. Die Herstellung autologer Knorpeltransplantate mit Hil-
fe des Tissue Engineering bietet die Mdglichkeit, vitale funktionelle Transplantate in ge-

eigneten Umfang bereitzustellen.

Die Schaffung von Knorpelkonstrukten mit Hilfe von isoliert geziichteten Knorpelzellen
scheint aufgrund seiner guten Vorraussetzungen mit geringem Hebedefekt durch kleine
Knorpelbiopsie fur die klinische Anwendung von groBer Bedeutung zu sein. Der Nachteil
der Methode besteht darin, dass sie technisch schwierig und mit hohem Zeit- und Per-
sonalaufwand verbunden ist. Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass die nétige Zeit
zwischen der Entnahme kleiner Teile von autologen Spendermaterial und dem Einbau
des geziichteten Knorpelzell-Biokonstruktes mindestens 3 Wochen betragt [119, 155].

Bis heute wurden Konzepte fir das Tissue Engineering von Knorpelgewebe vorwiegend
in tierexperimentellen Studien untersucht. Wenn gezlichtete Knorpelzellen zur Knorpel-
defektversorgung in die klinische Anwendung eingefliihrt werden sollen, muss die Gene-
rierung nicht nur technisch reproduzierbar und standardisiert sein, sondern auch einfach
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und kostengtinstig. Dies spricht flir die Entwicklung von Systemen zur Rationalisierung,
Uberwachung, Kontrolle und Automatisierung der verschiedenen arbeitsintensiven
Schritte, um die Kulturtechnik sicher und zuverlassig zu etablieren.

Um die Zuchtung und Verteilung von in vitro gezuchteten Knorpelzellen innerhalb der
Konstrukte zu verbessern, sollten perfektionierte Kultursysteme und rotierende Bioreak-
toren entwickelt und verwendet werden [146, 201]. Dariber hinaus kdnnte der Zusatz
von Wachstumsfaktoren zur Verkirzung der in vitro Zichtungsdauer sowie zur Erh6-

hung der Vermehrungsgeschwindigkeit von groBer Bedeutung sein [142].

In bisherigen experimentellen Studien wurde als Medium hauptsachlich fetales Kélber-
serum verwandt. Im Hinblick auf die potenzielle klinische Anwendung von Tissue Engi-
neering, sollte auf fetales Kélberserum aufgrund méglicher Ubertragung spezifischer
Krankheiten unbedingt verzichtet werden. Versuche mit humanem Serum zeigten, dass
im Vergleich zum fetalen Kélberserum gleiche oder sogar héhere Proliferationsraten der
Chondrozyten erreicht werden kénnen [70]. Eine andere Alternative wére der Einsatz

von serumfreien Medium [118].

¢ In der vorliegenden Studie wurde gezeigt, dass die Herstellung und freie mikrovasku-
lare Transplantation eines préafabrizierten Verbundhautlappens aus geziichteten Knor-
pelzell-Biokonstrukten und Lappenprafabrikation mittels GeféBstielimplantation experi-
mentell mdglich ist. In ausgewahlten klinischen Fallen zur Knorpelrekonstruktion bei An-
wendung dieser Methode sollten die Patienten praoperativ Uber die nétigen Operations-
schritte sowie die Zeitdauer der Neovaskularisation im Hautlappen und den erforderli-
chen Zeitaufwand fir die Herstellung der gezlichteten Knorpelzell-Biomaterialkonstrukte
besonders aufgeklart werden. In Hinblick auf die Verkirzung des Zeitaufwands konnten
nach unserer Meinung beide Vorbereitungsverfahren (Lappenpréafabrikation und Knor-
pelziichtung) gleichzeitig durchgefihrt werden.

Die Herstellung von prafabrizierten Hautlappen in Kombination mit Tissue Engineering
von Knorpelzellen befindet sich gegenwartig noch weitgehend im experimentellen Stadi-
um. Die klinische Anwendung und weitere experimentelle Untersuchungen sind abzu-

warten.
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7. ZUSAMMENFASSUNG

Die Prafabrikation von axial perfundierten Hautlappen reprasentiert in der Plastischen

Chirurgie eine Methode, welche nicht mit den Nachteilen limitierter Verflgbarkeit,

suboptimaler anatomischer Eignung und hoher Hebedefektmorbiditat konventioneller

Weichteillappen behaftet ist. Die Grundidee besteht darin, gestielte Hautlappen

unabhéngig vom anatomischen GefaBverlauf an beliebiger Stelle durch die Implantation

eines GefaBtragers entsprechend den klinischen Erfordernissen herzustellen. Mittels

“Tissue Engineering” lassen sich vitale dreidimensionale Strukturen originalgetreu

,zuchten®.

Ziel der ersten Studie war es, standardisierte Untersuchungen zur Neovaskularisation

von préafabrizierten Hautlappen nach Implantation verschiedener GeféBstielvarianten als

Grundlage fur die klinische Etablierung durchzufihren.

Ziel der zweiten Studie war, im Tiermodell die Neovaskularisation von Kombinationen

aus prafabrizierten Hautlappen und Knorpel-Zell-Biomaterialkonstrukten zu studieren

und die Eignung solcher Verbundgewebebdcke zur freien mikrochirurgischen

Transplantation zu untersuchen.

In der ersten experimentellen Studie wurden bei 134 Chinchilla-Bastard Kaninchen mit

156 Bauchhautlappen untersucht. Diese wurden am rechten Abdomen in einer GréBe

von 8 x 15 cm unter Mitnahme des Panniculus camosus mit lateralem Hautbasis

gehoben. Zur Vermeidung einer Neovaskularisation aus dem Wundgrund wurde

entweder eine Silikonfolie (Modell 1 — 4) oder ein Gewebeexpander (Modell 5)

eingebracht. Der GefaBstiel aus A. femoralis und V. saphena magna wurde in den

nachfolgenden Modellen variiert:

Modell 1: Endstandige Ligatur des arterio-venésen GefaBstieles

Modell 2: Endstandige mikrovaskulare arterio-vendse Anastomose des GeféBstieles

Modell 3: Isolierte arterialisierte vendse GefaBschlinge

Modell 4: Isolierte arterielle GefaBschlinge

Modell 5: Endstéandige mikrovaskulare arterio-venése Anastomose des GefaBstieles in
Kombination mit Hautgewebsexpansion

Nach 4, 8, 12, 16 und 20 Tagen wurde die Neovaskularisation in den Hautlappen

hinsichtlich Ausdehnung, Form, Dichte und Geschwindigkeit untersucht.
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Bei allen Versuchstieren konnte makroskopisch nach 8, 12, 16 und 20 Tagen eine
Kapselneubildung zwischen Lappen und Silikonfolie sowie szintigraphisch mit
Thalliumchlorid GefaBaussprossungen aus dem GefaBstiel und vaskulare Verbindungen
mit dem bereits im Hautlappen vorhandenen GefaBsystem nachgewiesen werden.
Mittels mikroangiographischer Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass nach
Implantation eines skeletierten GeféBstieles in ein minderdurchblutetes Gewebsareal
zeitabhangig neue GeféBaussprossungen unabhangig von den GefaBstielvarianten
entstehen. Die Minimalzeit fir eine ausreichende Neovaskularisation betrug bei allen
Modellvarianten 20 Tage. Dabei war die Geschwindigkeit der Neovaskularisation vom
jeweiligen Blutfluss im GeféaBstiel abhangig. Die beste Neovaskularisation war im Modell
5 (maximaler Blutfluss in Kombination mit Hautexpansion) gefolgt von den Modellen 2,
3, und 4 (maximaler Blutfluss) zu beobachten; die langsamste Neovaskularisation fand
im Modell 1 (minimaler Blutfluss) statt.

Die angiographischen Befunde konnten histologisch bestéatigt werden.

Der Einsatz der Silikonfolie war sowohl im Hinblick auf eine Beschleunigung der
Neovaskularisation als auch eine technische Vereinfachung der Abpréparation im
zweiten Operationsschritt vorteilhaft.

Insgesamt lieB sich die am starksten ausgepragte Neovaskularisation mit Modell 5
erzielen, gefolgt von den Modellen 2, 3 und 4. Da in der Praxis die Verfligbarkeit rein
arterieller GefaBstiele (Modell 4) sehr begrenzt ist und Expander (Modell 5) ein groBes
Komplikationsrisiko mit sich bringen, bietet sich klinisch primé&r der Einsatz von Modell 2
und 3 an.

Im zweiten Teil der Studie wurden 6 Chinchilla Bastard Kaninchen Knorpelbiopsien aus
dem Ohr entnommen, in Monolayerkulturen vermehrt und anschlieBend in einem drei-
dimensionalen Zelltrager aus Polycaprolactone besiedelt. Die 3D-Kultur auf
Polycaprolactone bewirkte eine Redifferenzierung der in Monolayerkultur eingetretenen
Dedifferenzierung.  Diese Knorpelzellkonstrukte wurden an der Unterseite von
prafabrizierten Hautlappen mit endstandiger Anastomose implantiert und nach 6
Wochen Prafabrikationszeit als Verbundgewebelappen gehoben wund in situ
mikrochirurgisch reimplantiert.

Die makroskopische Beurteilung ergab ein normales und unauffalliges Aussehen.
Mechanisch wiesen die Hautlappen-Zell-Konstrukte eine feste Konsistenz auf, welche
mit normalem Knorpel vergleichbar war. Mikroangiographisch konnte bei allen Lappen
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eine gute Perfusion Uber den neu implantierten GefaBstiel nachgewiesen werden. Die
Knorpel-Zell-Konstrukte waren tber ein feines und dichtes GefaBnetz vaskularisiert.
Histologisch konnte die gute Neovaskularisation und die Bildung von knorpeldhnlichem
Gewebe bestatigt werden. Die knorpeldhnlichen Zellen zeigten eine gute Zelladh&sion
ohne Hinweis auf Zellnekrose oder Entziindungsreaktionen.

Zusammenfassend konnte mit der Kombination von Tissue Engineering und freier
prafabrizierter Hautlappen ein vielversprechender Ansatz fir den klinischen Einsatz
geliefert werden. In gleicher Weise hat die Hautlappenprafabrikation mit
GefaBstielimplantation ein groBes klinisches Potential.
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Aufbau der Haut (nach der Vereinigung der Deutschen Plastischen
Chirurgen; 2002)

Drei Schichten der Haut und Blutversorgung (Vereiningung der Deutschen
Plastischen Chirurgen; 2002).

Vier Gruppen der Blutversorgung der Haut nach McCarthy (1990)
Verschiebehautlappen (A) und Raupenlappen (B) nach Burian [1978].
Rotationslappen (nach Kaufmann, 1987)

Transpositionslappen (nach Kaufmann, 1987).

Plantaris medialis Insellappen

Italienischer Lappen am Oberschenkel (Burian 1978)

Rundstiellappen zur Unterschenkelrekonstruktion (F.Burian 1978)
Rekonstruktion eines ausgedehnten Hautweichteildefektes mit offener Tibia-
Fraktur am Unterschenkel durch einen freien mikrochirurgischen VRAM-
Lappen: Lappendesign (1); Nach der Abpraparation (2); praoperative Bilder
(3) und 12-Monate postoperative Ergebnisse (4).

Ungunstige Ergebnisse nach freier Lappentransplantation: (1 und 2) Lappen
war zu dick und plump; (3 und 4) Ausgepragte Spendermorbiditat.
Schwierige Herausforderungen fiir die chirurgische Rekonstruktion:
Ausgedehnter Gewebsverlust des gesamten posterioren Unterschenkels (1);
Angeborene Ohrmalformation (2).

Anatomische Darstellung der A. V. femoralis und saphena magna (1, 2) beim
Kaninchen, und Praparation des Bauchhautlappens mit Silikonfolie (3) und
GefaBsystem (4) beim Kaninchen.

Schematische Darstellung des Modells 1 (Ligatur): Das GefaBstielende
wurde einfach ligiert und unter dem Bauchhautlappen fixiert.

Schematische Darstellung des Modells 2 (Anastomose): Arteria und Vena
saphena magna des distalen GefaBstielendes wurden end-zu-end
anastomosiert und unter dem Bauchhautlappen fixiert.
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Abb.16:

Abb.17:

Abb.18:

Schematische Darstellung des Modells 3 (vendse Schlinge): (1)
Lappendesign; (2) Herstellung einer isolierten arterialisierten vendsen
GefaBschlinge; (3) GefaBschlinge wurde unter dem Bauchhautlappen fixiert;
(4) Verschluss aller Hautinzisionen.

Schematische Darstellung des Modells 4 (arterielle Schlinge): (1)
Lappendesign; (2) Herstellung einer isolierten arteriellen GeféBschlinge; (3)
GeféaBschlinge wurde unter dem Bauchhautlappen fixiert; (4) Verschluss aller
Hautinzisionen.

Schematische Darstellung des Modells 5 (Expander) beim Kaninchen: Im
Modell 5 wurde der arterio-vendse GefaBstiel mit maximalem Blutfluss in
kombination mit einem 8 x 14 cm groBer Gewebeexpander (Flllungsvolumen
von 250 ml) gestaltet.

Abb.19A: Methode zur quantitativen Auswertung der Neovaskularisation im Lappen (1)

beim arterio-vendsen GeféaBstiel; (2) bei der GefaBschlinge.

Abb.19B: Schnittebene der histologischen Praparate (1): Proximaler Schnitt des

Abb.20:

Abb.21:

Abb.22:

Abb.23:

Abb. 24:

GeféBstiels; (2): Mittlerer Schnitt des GeféBstiels; (3): Distaler Schnitt des
GeféBstiels; (4): Distaler Schnitt des Lappens (ohne GefaBstiel).

In vitro Versuchablauf :1. Knorpelprobe aus dem Ohr (2 x 2 cm).
Elektronenmikroskopische Aufnahme von Polycaprolacton in Form eines
pordsen Tragers. In vitro Herstellung von gezlchteten Knorpelzellen-
Konstrukten

Schematische Darstellung des in vivo Versuchsablaufs: (1) Implantation des
arteriovendsen GefaBstiels mit endstandiger Anastomose; (2) Implantation
von gezlchteten Knorpelzell-Biomaterialkonstrukten und Kontrolle ohne
Zellen im Lappen.

Makroskopische Aufsicht der Lappenvitalitdt nach 20 Tagen p.o. 1: Modell 1
(Ligatur) und Modell 2 (Anastomose); 2. Modell 5 (Expander).

Darstellung der Kapselneubildung an der Unterseite des Lappens. (1 und 2):
In vivo makroskopische Beurteilung des Modells 2 nach 8 Tage p.o.; (3 und
4): Schematische lllustration von intra- und postoperativem Situs.

Vitalitat des prafabrizierten Bauchhautlappens: (1) Lappenumschneidung, (2)

Hebung als Insellappen, (3) in situ Rickverlagerung (4) normale
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Abb. 25:

Abb. 26:

Abb.27:
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Wundheilung mit unauffélliger Farbe und Haarwachstum auf dem Hautlappen
im Verlauf.

Die Anreicherung der Th-201 Szintigraphie, 3 min. nach Infusion des
Radiopharmakons in vivo in den Untersuchungszeitrdumen 4, 8, 12, 16 und
20 Tage [rechtes Abdomen: Modell 1 (Ligatur); linkes Abdomen: Modell 2
(Anastomose)].

Die Anreicherung der Th-201 Szintigraphie, 30 min. nach Infusion des
Radiopharmakons in vivo in den Untersuchungszeitrdumen 4, 8, 12, 16 und
20 Tage [rechtes Abdomen: Modell 1 (Ligatur); linkes Abdomen: Modell 2
(Anastomose)].

Szintigraphische Darstellung, Anflutungs- und Retentionsphase der Th-201
Szintigraphie im Lappen durch die relative Kurvenhdhe (rH) zum Zeitpunkt 4,
8, 12, 16 und 20 Minuten.

Szintigraphische Darstellung, Anreicherung der Th-201 Szintigraphie im
Lappen 32 Minuten nach Infusion der Aktivitédt (norm. Area. pix. 32 min. p.i)
in den Beobachtungszeitraumen 4, 8, 12, 16 und 20 Tagen.

Graphische Darstellung der Neovaskularisation im prafabrizierten Hautlappen
nach GefaBstielimplantation in den Beobachtungszeitraumen von 4, 8, 12, 16
und 20 Tagen bei verschiedenen Modellvarianten im Vergleich zur
Kontrollgruppe.

Selektive Mikroangiographie der Gruppe 4-Tage fir alle Modellvarianten im
Vergleich mit der Kontrollgruppe.

Selektive Mikroangiographie der Gruppe 8-Tage fir alle Modellvarianten im
Vergleich mit der Kontrollgruppe.

Selektive Mikroangiographie der Gruppe 12-Tage fir alle Modellvarianten im
Vergleich mit der Kontrollgruppe.

Selektive Mikroangiographie der Gruppe 16-Tage fir alle Modellvarianten im
Vergleich mit der Kontrollgruppe.

Selektive Mikroangiographie der Gruppe 20-Tage fir alle Modellvarianten im
Vergleich mit der Kontrollgruppe.

Histologie der Gruppe 4-Tage von allen Modellen.

Histologie der Gruppe 8-Tage von allen Modellen.
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37:
38:
39:
40:

41:

42:

43:

44.

45:

46:

Histologie der Gruppe 12-Tage von allen Modellen.

Histologie der Gruppe 16-Tage von allen Modellen.

Histologie der Gruppe 20-Tage von allen Modellen.

Elektronenmikroskopie der Leitschiene (1) und Vitalfarbung (vitale Zelle:
griin, tote Zellen: rot) nach der Besiedelung des Polycaprolactons (2).
Makroskopische Aufsicht an der Unterseite des prafabrizierten Lappens mit
den Konstrukten (6 Wochen p.o.).

Vitalitat des prafabrizierten Bauchhautlappens in Kombination mit
gezichtetem Knorpelzell-Konstrukt (PL+KK) nach der freien
mikrochirurgischen Transplantation. (1) PL +KK 6 Wochen p.o.; (2)
Lappenaufhebung als ein freier Hautlappen; (3) Nach dem
mikrochirurgischen GefaBanschluss wurde der Hautlappen in situ
zurtckgendht; (4) unauffallige Vitalitat des Lappens 2 Wochen nach der
freien Lappentransplantation.

Selektive Mikroangiographie des préafabrizierten Bauchhautlappens mit
Konstrukten (6 Wochen p.o.).

Histologische Darstellung des Kontrolltragers (HE-Farbung, 5x, Schnittebene
4): (1) Prafabrizierter Lappen (P.L) und porése Konstrukt (P.K) miteinander
stabil verbunden; (2, 3, 4). Gute Neovaskularisierung und kraftige Infiltration
von Fibroblasten im Konstrukt ohne Hinweise auf Knorpelwachstum bei allen
Praparaten.

Histologische Darstellung des geziichteten Knorpelzell-Konstruktes (HE-
Farbung, Schnittebene 3): (1) Prafabrizierter Lappen und pordses Konstrukt
miteinander stabil verbunden (5x); (2) Gute Neovaskularisierung im
Biokonstrukt aus Caprolactone (5x); (3, 4) Knorpelahnliche Zellen zeigten
sich als ein Hinweis auf das Knorpelwachstum in pordsen Konstrukten 6
Wochen p.o (20x und 60x VergrdBerung).

Darstellung extrazellularer Matrix (ECM) mit der Alcian-Farbung als Nachweis
des Knorpelwachstums (blau) nach der Implantation von gezlichteten

Knorpelzell-Konstrukten im prafabrizierten Bauchhautlappen (15x und 60x

VergréBerung).
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Abb. 47:

*47.1a —47.1c: Préoperative Ansicht des ausgedehnten vernarbten
Hautweichteildefekts am HinterfuB mit Unterschenkelverkiirzung von 8 cm und die
praoperative Réntgenaufnahmen.

* 47.2a — 47.2e: Praoperatives Design eines prafabrizierten Hautlappens an der
Leistenregion unter Verwendung der isolierten arterialisierten vendsen
GeféBschlinge aus der Vena saphena magna (2a-2b); Die Préparation und
Hebung der isolierten Vena saphena magna (2c); Herstellung einer arterialisierten
vendsen GeféBschlinge durch die mikrochirurgische Anastomose am Leistenband
zwischen der distalen GefaBende der Vena saphena magna und dem
GefaBstumpf der A. circumflexa femoris lateralis in einer End-zu-End
Einzelknopftechnik (2d); die Implantation der hergestellten venésen GefaBschlinge
an der Unterseite eines Hautlappens am Leistenband zur Lappenpréafabrikation
(2e).

* 47.3a —47.3d: Lappenhebung als Insellappen unter Erhalt des implantierten
GefaBstiels (3a-3b); in situ Zurlicknaht nach der Lappenhebung (3c); unauffallige
Hautlappenvitalitat mit physiologischer postoperativer Wundrandheilung nach der
Lappenhebung (3d).

* 47.4a — 47 .4e: Ergebnisse nach der Hautlappenrekonstruktion und
Unterschenkelverlangerung von 8 cm (4a - 4c); Minimale Morbiditéat an der
Spenderstelle durch den primaren Wundverschluss und die gute
Versteckungsmdglichkeit des Narbenareales (4d - 4e).

* 47.5a —47.5c: in vivo selektive Angiographie: 1 Woche nach der Herstellung (5a);
4 Wochen nach der Herstellung (5b); 2 Monate nach der freien Transplantation
(5¢).
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10. TABELLENVERZEICHNIS

Tab.
Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.
Tab.

. Ubersicht iiber operierte Versuchtstiere und Versuchtslappen in der Studie |

. GroBe des aktivitadtstragenden Gewebes 3 min p.i. und Parameter der

Zeitaktivitatskurve beim Modell 1 (A.V. Ligatur) in Abhangigkeit von der Zeit
nach GeféBstielimplantation.

. GroBe des aktivitadtstragenden Gewebes 3 min p.i. und Parameter der

Zeitaktivitatskurve beim Modell 2 (A.V. Anastomose) in Abhangigkeit von der
Zeit nach GefaBstielimplantation.

. GroBe des aktivitatstragenden Gewebes 3 Minuten p.i. und Parameter der

Zeitaktivitatskurve beim Modell 5 (Expander) in Abhangigkeit von der Zeit nach
GeféBstielimplantation.

. Mittelwerte und Prozente der ausgezahlten GefaBe bei allen untersuchten

Modellen nach den verschiedenen Verweilzeiten des implantierten
GeféaBstieles von 4, 8, 12, 16 und 20 Tage im Vergleich mit der Kontrollgruppe
(100%)).

. Standardabweichungen und Prozente der ausgezéhlten GeféaBe

. Mittelwerte der Anzahl Mikropaque geflliter GefaBe im préafabrizierten Lappen

in Kombination mit gezlichteten Knorpelzellen-Konstrukten.
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