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1 EINLEITUNG

Mit der Entwicklung der mikrovaskuldren Transplantationstechnik vor 40 Jahren steht uns
heute ein groRes Arsenal kdrpereigener Gewebe flir die Rekonstruktion aller erdenklichen
Defektkonstellationen zur Verfligung. Doch diese Technik ist auf das Vorhandensein zuver-
Iassiger Anschlussgefale vor Ort angewiesen. Ablative Operationen, schwere Traumen,
Verbrennungen, Fehlbildungen oder GefalRerkrankungen kénnen dazu fihren, dass ada-
quate Anschlussgefalle fehlen und eine freie Gewebetransplantation unmdglich wird. Zwar
existieren eine Reihe von Reservemethoden, doch sind diese Techniken mit teils erheblichen
Nachteilen verbunden und flihren in der Regel zu schlechteren funktionellen und astheti-

schen Ergebnissen.

Durch Fortschritte in der Transplantationsmedizin ist heute die mehrtagige Vitalkonservie-
rung von Organen (HOSGOOD UND NICHOLSON 2011; NICHOLSON UND HOSGOOD 2013;
HOSGOOD UND NICHOLSON 2014) und Geweben (MAYER et al. 1994; MULLER et al. 2013) Uber
einen extrakorporalen Kreislauf mdglich. Zudem ist bekannt, dass ausreichend vaskularisier-
te Gewebebldcke innerhalb kurzer Zeit in einen Defekt einheilen und dort unabhangig von
den urspringlich versorgenden Blutgefallen werden kdnnen (BALLANTYNE et al. 1980;
MUCKE et al. 2011BLACK et al. 1978; WOLFF et al. 2009). Aus der Kombination dieser beiden
Feststellungen eréffnet sich eine interessante neue Therpiemdglichkeit: die Transplantation
freier, extrakorporal perfundierter Gewebe ohne mikrovaskuldren Gefaflanschluss. Die Blut-
versorung musste dann Uber den Zeitraum aufrechterhalten werden, den das Gewebe bend-

tigt um in den Defekt einzuheilen und dort zu autonomisieren.

Unsere Arbeitsgruppe konnte bereits die Eignung eines solchen Systems als Trainingsmo-
dell fir die Ausbildung rekonstruktiv tatiger Chirurgen durch Simulation lebensechter Prapa-
rationsverhaltnisse an Kadavern demonstrieren (WOLFF et al. 2014) und in einer Pilotstudie
erste erfolgreiche Replantationen epigastrischer Lappen im Rattenmodell nach mehrstindi-
ger extrakorporaler Perfusion mit einer friheren Version des in dieser Arbeit verwendeten

Systems erzielen (MUCKE 2013).

Die vorliegende Studie beschéftigt sich in einem ersten Teil mit der Entwicklung eines neuar-
tigen membranoxygenierten extrakorporalen Miniaturperfusionssystems fur den Vitalerhalt
freier Lappen im Kleintiermodell sowie mit der in vitro Evaluation dieses Systems an muri-
nem und humanem Vollblut. Im zweiten, und eigentlichen Hauptteil der vorliegenden Arbeit
wird die in vivo Anwendung des entwickelten Systems zur Vitalerhaltung epigastrischer Lap-
pen in der Ratte beschrieben und die Vorgange innerhalb des Lappens und innerhalb des

Perfusats wahrend extrakorporaler Perfusion analysiert.



1.1 REKONSTRUKTIVE THERAPIEMOGLICHKEITEN

Ausgedehnte Tumorresektionen und Traumata resultieren haufig in groRen, teils entstellen-
den weichteiligen oder kndchernen Defektsituationen, die eine Rekonstruktion erforderlich
machen. Die rekonstruktive Chirurgie bietet heute eine grofRe Auswahl an Rekonstruktions-
methoden, deren detaillierte Beschreibung den Rahmen dieser Arbeit sprengen wirde. Doch
selbst heute stoRen wir trotz der groflen Fortschritte in der rekonstruktiven Mikrochirurgie

nach wie vor in manchen Fallen an unsere Grenzen.

Als Entscheidungshilfe fur die Wahl der korrekten Operationsmethode im Einzelfall bedient
sich der rekonstruktiv tatige Chirurg haufig der ,rekonstuktiven Leiter® (Abb. 1.1A). Dabei
handelt es sich um ein gedankliches Stufenmodell, das die zur Verfigung stehenden rekon-
struktiven Therapiemdglichkeiten geordnet nach der Komplexitat und Invasivitat der Methode
(bzw. des Defekts) darstellen soll. Historische Beschreibungen beginnen meist mit Wundver-
schluss mit sekundarer Intention, gefolgt von direktem Wundverschluss, lokalen Lappenplas-
tiken und Fernlappen. Mit den technischen und chirurgischen Weiterentwicklungen sind heu-
te weitere Sprossen zur rekonstruktiven Leiter hinzugekommen. Manche dieser Neuerungen
wie klnstliche Hauttransplantate, Vakuumtherapie oder Gewebeexpansion, die heute gele-
gentlich Anwendung finden, lassen sich nicht eindeutig zuordnen (Abb. 1.1). Bei der Ent-
scheidung welche Methode in welcher Situation geeignet ist, kann jedoch nicht streng nach
einem Stufenschema erfolgen, sondern es missen zahlreiche Faktoren bei der Planung der
Rekonstruktion beriicksichtigt werden. Dazu zahlen die Lokalisation und Art der Wunde, der
Allgemeinzustand des Patienten, das gewlinschte funktionelle Ergebnis, Erfahrung und Fa-
higkeiten des behandelnden Chirurgen, die zur Verfiigung stehenden personellen, raumli-
chen und 6konomischen Mdéglichkeiten peri- und postoperativ sowie die Wiinsche des Pati-
enten und dessen Bereitschaft sich einer langen Operation und mehrwdchigen post-
operativen Rehabilitation zu unterziehen (JANIS et al. 2011). Im Folgenden sollen die wich-
tigsten zur Verfugung stehenden rekonstruktiven Methoden in ihren Grundzigen be-

schrieben werden.

Beim sekundaren Wundverschluss, oder Wundverschluss mit sekundarer Intention (/at. sa-
natio per secundam intentionem) wird die Wunde nicht operativ versorgt, sondern sauber
und infektfrei gehalten, klinisch beobachtet und eine Wundheilung Uber die Bildung von Gra-
nulationsgewebe oder Epithelisierung vom Wundrandbereich bzw. ber Hautanhangsgebilde
abgewartet. Die Heilung erfolgt narbig, erfordert viel Zeit und nicht selten ist eine operative
Versorgung im Intervall notwendig. Diese Methode kommt beispielsweise bei Schurfwunden,
nach Spalthautentnahme oder nach Resektionen der Mukosa am harten Gaumen (mit Ein-

gliederung einer Gaumenplatte) zum Einsatz.



Beim primaren Wundverschluss werden die Wundrdnder nach Wundreinigung und ggf.
Wundumschneidung adaptiert und mit Nahten oder Klammern fixiert. Der primare Wund-
verschluss ist mit der geringsten Narbenbildung verbunden und stellt die Methode der Wahl
beim Verschluss einfacher Verletzungen (z.B. Schnittwunden) oder Operationswunden ohne

Defektzone dar.

C

Perforanslappen
Lappen ppe

Haut-
transplantate

Gewebeexpansion

Dermale Matrizen

Vakuumtherapie

Primarer
Wundverschluss

Sekundérer
Wundverschluss

Freie Freie Freie Freie
‘ Lappen Lappen Lappen ' Lappen

Abb. 1.1: Die rekonstruktive Leiter. Die rekonstruktive Leiter ist ein gedankliches Modell, das die rekonstrukti-
ven Therapiemdglichkeiten geordnet nach deren Komplexitat darstellen soll. In der Regel wird ein Vorgehen
Sprosse fiir Sprosse von unten nach oben von der am wenigsten invasiven zu immer invasiveren Methoden emp-
fohlen. (A) Neuere Wundversorgungsmaoglichkeiten wie Gewebeexpansion, Unterdruck-Wundtherapie und Haut-
matrix-Verbande verdienen heute ebenfalls eine Sprosse auf der therapeutischen Leiter. Schematische Darstel-
lung modifiziert nach JaNis et al. (2011). (B) Die grof3en Erfolge in der Mikrochirurgie spiegeln sich in vielen Kilini-
ken auch in der Wahl der rekonstruktiven Methoden wieder. (C) Der ,Lappenmann*: Darstellung wichtiger mikro-
chirurgischer Lappen, mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. Dr. K.-D. WoLFF, Klinik fir Mund-Kiefer-
Gesichtschirurgie, Klinikum rechts der Isar, Miinchen.

Lasst sich die Wunde durch Adaptation der Wundrander selbst nach Mobilisierung der
Wundrander nicht oder nur unter Spannung verschlieRen, kommen lokale Lappenplastiken in
Betracht (Abb. 1.2A und B). Hierbei wird das umliegende Gewebe mobilisiert und in den De-
fekt verschoben (Verschiebelappen), rotiert (Rotationslappen) oder transponiert (Transpositi-
onslappen). Da sich lokale Lappenplastiken dem Gewebe der unmittelbaren Umgebung des
Defekts bedienen und Hautmaserung und Colorit daher meist dem urspringlichen Zustand
des zu ersetzenden Gewebes entsprechen, fihrt diese Methode in der Regel ebenfalls zu
guten &sthetischen Ergebnissen. Nach dem vaskuldren Versorgungsmuster werden zwei
Typen lokaler Lappen unterschieden. Lappen, deren Gefallversorgung aus einem zufallsver-

teilten Gefallnetz der regionaren Haut erfolgt, werden als ,random pattern flaps“ bezeichnet.
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Bei der Hebung darf ein Langenbreitenverhaltnis von etwa 2:1, im gut durchbluteten Ge-
sichtsbereich von 3:1 nicht Uberschritten werden, um die vaskulare Versorgung eines ,rand-
om pattern flaps“ nicht zu gefahrden (DAVID H. SONG et al. 2007). Deshalb sind solche Lap-
pen nur flr kleinere Defektareale geeignet. Typische Bespiele solcher Lappen sind Z-
Plastiken, VY-Plastiken und U-Lappen (J.-E. HAUSAMEN et al. 2012). Davon unterschieden
werden lokale Lappen, die auf einem definierten Gefald beruhen, sog. ,axial pattern flaps®.
Das Angebot solcher Lappen ist begrenzt, daflir sind ,axial pattern flaps“ von den Dimensi-
onsbegrenzung der ,random pattern flaps“ nicht betroffen und entsprechend vielseitig ein-
setzbar (BLONDEEL et al. 1997; DAVID H. SONG et al. 2007; HAYDEN UND NAGEL 2013). Der
auf der A. temporalis superficialis basierende Temporalislappen wurde 1963 als erster sol-
cher ,axial pattern flap® fiir die Rekonstruktion der Mundhoéhle nach Resektion von Mundhoh-
lenkarzinomen beschrieben (MCGREGOR 1963). Ein zweiter haufig verwendeter ,axial pattern
flap“ ist der von AYMARD 1917 erstmals beschriebene und 1965 nach Verwendung fir die
pharyngooesophageale Rekonstruktion nach Laryngopharyngektomie durch BAKAMJIAN po-
pular gewordene Deltopektorallappen. Der auch als ,Bakamijian flap“ bekannte Lappen war
zur Zeit seiner Beschreibung eine Sensation, da er die Zuverlasslichkeit des Temporalislap-
pens mit einer geringeren Hebemorbiditat verbindet, zumal die Entnahmestelle nicht im Ge-
sicht, sondern auf der Schulter lokalisiert ist (HAYDEN UND NAGEL 2013). Ein weiteres wichti-
ges Beispiel ist der auf der A. supratrochlearis basierende Stirnlappen, der flir Rekonstrukti-

onen der aulleren Nase einen hohen Stellenwert hat.

Oberflachliche Defekte mit gut perfundiertem Wundgrund in asthetisch weniger kritischen
Bereichen lassen sich auch mit freien Hauttransplantaten decken. Man unterscheidet Spalt-
hauttransplantate, bestehend aus der Epidermis und Vollhauttransplantate, bestehend aus
Epidermis und Teilen der Dermis (J.-E. HAUSAMEN et al. 2012). Reine Hauttransplantate kon-
nen ohne Gefallanschluss transplantiert werden. Wahrend Spalthautentnahmestellen ver-
gleichbar mit Schirfwunden in der Regel folgenlos abheilen (/at. restitutio ad integrum), mus-
sen Vollhautenthahmestellen primar verschlossen werden und hinterlassen Narben. Beide
Methoden neigen in unterschiedlichem Ausmal zu Gewebeschrumpfung und sind lokalen
Rekonstruktionsmallinahmen &asthetisch unterlegen. Zudem setzen beide Methoden ein si-
cheres, gut durchblutetes Wundbett voraus und sind zur Rekonstruktion gro3er gemischtge-

webiger Defekte ungeeignet.

Mit der Beschreibung unabhangiger myokutaner vaskularer Territorien des Koérpers 6ffneten
MCCRAW et al. 1977 die Tur zur Entwicklung einer neuen Generation axial gestielter Lappen,
den gestielten myokutanen Fernlappen (z.i. HAYDEN UND NAGEL 2013). Die breite Adaptation
dieser Stiellappen, allen voran des gestielten Pectoralis-major-Lappens (ARIYAN 1979)

brachte Ende der 1970er Jahre voribergehend sogar die klinische Anwendung mikrochirur-
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gischer Techniken nahezu zum Erliegen (HAYDEN UND NAGEL 2013). Weitere, in der Mund-
Kiefer-Gesichtschirurgie heute noch relevante Beispiele sind der Trapeziuslappen (CONLEY
1972) und der Latissimus-dorsi-Lappen (QUILLEN et al. 1978). Da die Hautinsel vollstandig
umschnitten werden kann, werden diese Lappen auch als Insellappen bezeichnet. Diese
myokutanen ,Insellappen” sind zuverlassig, schnell und einfach zu heben und lassen sich
ohne mikrochirurgische Fahigkeiten transplantieren. Der kurze Siegeszug myokutaner
Stiellappen in der Kopf-Hals-Chirurgie endete Anfang der 1980er Jahre als klar wurde, dass
eine rein weichteilige Deckung einer Rekonstruktionsplatte nach Unterkieferkontinuitatsre-

sektion zu keinem langfristigen Erfolg fihrt (HAYDEN UND NAGEL 2013).

Freier Lappen Perforanslappen

Abb. 1.2: Lokale und freie Lappen. (A) Random-pattern flap. Die Blutversorgung kommt von keiner definierten
Arterie, sondern von zahlreichen namenlosen kleinen Gefalten. Viele lokale Hautlappen fallen unter diese Kate-
gorie. (B) Axial-pattern flap. Die Blutversorgung erfolgt Gber eine definierte Arterie. Die meisten Muskellappen
verfligen Uber eine axiale Versorgung. (C) Freier Lappen. Freie Lappen sind definiert als Transfer von Gewebe
unter temporarer Durchtrennung der Gefaltversorgung und Wiederherstellung der Gefalversorgung am Zielort.
(D) Perforanslappen. Die versorgenden Geféle sind isolierte Perforansgeféfe aus dem tiefen GefalRsystem, die
durch die Muskulatur oder intermuskulédre Septen an die Oberflaiche gelangen. Modifiziert aus CHAN UND CHAN
(2014).

Die wichtigste therapeutische Neuerung der letzten Jahrzehnte und gleichzeitig die oberste
Sprosse der rekonstruktiven Leiter (Abb. 1.1A bis C und Abb. 1.2C) ist die Méglichkeit der
Transplantation mikrovaskular anastomosierter freier Lappen. SEIDENBERG et al. (1959) fuhr-
ten die Technik der freien Gewebetransplantation ein, wobei sie ein freies Jejunumsegment

fur die Rekonstruktion eines pharyngooesophagealen Defekts verwendeten. Die Technik der



freien Gewebetransplantation erlaubt das Verpflanzen unterschiedlich zusammengesetzter
gesunder Gewebe (engl. ,composite flap®“) aus defektfernen Kdrperregionen in ein kompro-
mittiertes Wundbett, wodurch optimale Wundheilungsbedingungen geschaffen werden
(BALASUNDARAM et al. 2012). Je nach geweblicher Zusammensetzung des Lappens lassen
sich reine Weichteillappen (fasziokutan, septokutan, myokutan) und knécherne Lappen (rein
ossar, osteomyokutan etc.) unterscheiden. Die heutzutage in der Mund-Kiefer-
Gesichtschirurgie gebrauchlichsten freien Lappen fir rein weichteilige Defekte sind der ,radi-
al forearm flap“, oder Radialislappen (YANG et al. 1997) und der anterolaterale Oberschen-
kellappen (SONG et al. 1984). Fur ausgedehnte kndcherne Rekonstruktionen bieten sich das
mikrovaskulare Fibulatransplantat (CHEN UND YAN 1983), der o&ssare Skapulalappen
(SILVERBERG et al. 1985) oder der mikrovaskulare Beckenkamm (TAYLOR UND WATSON 1978;
SANDERS UND MAYOU 1979) an. (Abb. 1.1C). Eine ausfihrliche Aufstellung der wichtigsten
mikrovaskularen Lappen findet sich in WOLFF UND HOLZLE (2011). Die hohe Erfolgsrate und
das hohe funktionelle und asthetische Ergebnis mikrovaskularer Rekonstruktionen spiegeln

sich in vielen Kliniken auch in der Wahl der rekonstruktiven Methoden wieder (Abb. 1.1B).

Seit der Einfuhrung sog. Perforanslappen durch KOSHIMA UND SOEDA im Jahre 1989 wurde
das Spektrum der zur Verfligung stehenden freien Lappen durch eine Vielzahl solcher, in der
Regel aus Haut und subkutanem Fettgewebe bestehenden Lappen erweitert (z.i. FICHTER et
al. 2014, Abb. 1.2D). Die Versorgung dieser zusammengesetzten Lappen basiert auf einem
oder mehreren Endstromgefalien, sog. Perforatoren oder Perforansgefallen (/at. perforare =
durchbohren). Der Name der Perforansgefale ist der Tatsache geschuldet, dass diese auf
ihrem Weg vom Hauptgefald in ihr Endstromgebiet eine Faszie, seltener einen Muskel perfo-
rieren (J.-E. HAUSAMEN et al. 2012). Der groRRe Vorteil dieser Transplantate liegt in der, im
Vergleich zu konventionellen freien Lappen, geringeren Hebemorbiditat, da Faszien, Nerven

und Muskelgewebe in der Spenderregion erhalten werden kénnen (z.i. FICHTER et al. 2014).

Damit stehen heute praktisch flr jeden erdenklichen Defekt ein oder mehrere geeignete Re-
konstruktionsmethoden zur Verfligung. Die Rekonstruktion komplexer, insbesondere kno-
cherner oromandibulérer Defekte bleibt jedoch mikrochirurgischen Methoden vorbehalten.
Allerdings kdnnen Vorerkrankungen des Patienten, Voroperationen, schwere Traumata oder
Bestrahlungen zu einer Defektkonstellation fihren, bei denen selbst modernste mikrochirur-

gische Techniken an ihre Grenzen stof3en.



1.2 DiE GRENZEN DER REKONSTRUKTIVEN MIKROCHIRURGIE

Das Vorhandensein von Anschlussarterien und -venen mit einem adaquaten Durchmesser
und ausreichendem Blutfluss innerhalb der Nachbarschaft der Defektregion ist ausschlagge-
bend fur den Erfolg der mikrovaskularen Chirurgie mit freiem Gewebetransfer (z.i. STURTZ et
al. 2012). Ablative Operationen und Bestrahlungen in der Kopf-Hals-Region aber auch
schwere Traumen, Verbrennungen, Fehlbildungen oder Gefallerkrankungen kénnen dazu
fuhren, dass adaquate Anschlussgefaf3e fehlen und ein mikrovaskularer Lappentransfer nicht
oder nur Uber Umwege moglich ist. Haufigste Ursache flr eine Verarmung der HalsgefalRe
sind die Neck Dissection und Bestrahlungen bei Tumorpatienten (JACOBSON et al. 2008;
MUCKE et al. 2012b).

1.2.1 NECK DISSECTION UND VOROPERATIONEN AM HALS

Die bei invasiven Karzinomen der Mundhéhle standardmafig durchgeflhrte Neck Dissection
kann das rezidivfreie Uberleben verlangern (FASUNLA et al. 2011). Im Rahmen dieser
Halslymphknotenausrdumung werden jedoch arterielle und vendse Gefalie unterbunden, die
fur einen spateren GefalRanschluss nicht mehr verwendet werden kénnen. HEAD et al. (2002)
fanden im Rahmen von Sekundaroperationen und Salvageoperationen in einem grof3en Pa-
tientenkollektiv in nur 39% nach erfolgter Neck Dissection brauchbare Anschlussgefalie fir
einen mikrovaskularen Lappentransfer auf der ipsilateralen Halsseite. Nach radikaler oder
modifiziert radikaler Neck Dissection lie3en sich nahezu keine brauchbaren Anschlussgefa-
Re mehr finden (z.i. STURTZ et al. 2012), sodass in diesen Fallen auf die kontralaterale Hals-
seite ausgewichen werden musste. Bei beidseitig voroperiertem Hals ist dieses Vorgehen
nicht moglich. Im voroperiertem Hals kommt erschwerend hinzu, dass durch Fibrosierungs-
und Narbenprozesse die unterschiedlichen Gewebeschichten nicht mehr vollstandig ab-
grenzbar sind, was schnell zu einer versehentlichen Gefallverletzung potentieller Anschluss-

gefale fuhren kann (STURTZ et al. 2012) und ein erhebliches Blutungsrisiko darstellt.

1.2.2 STRAHLENTHERAPIE UND WUNDHEILUNG

Ebenso wie die heute routinemafig durchgefihrte elektive Neck Dissection hatte die Einflh-
rung der adjuvanten Radio-(Chemo-)Therapie bei der Behandlung von Kopf-Hals-Tumoren
einen positiven Einfluss auf das rezidivfreie Uberleben (COOPER et al. 2004). Die Bestrah-
lung hat jedoch weitreichende Folgen auf das bestrahlte Gewebe wie ausgedehnte Fibrosie-
rungen und eine eingeschrankte Wundheilung, wodurch haufig Komplikationen auftreten, die
ihrerseits wieder eine chirurgische Therapie bendtigen (FUJIOKA 2014). Eine detaillierte Be-
schreibung der Bestrahlungsfolgen auf das Gewebe aus pathophysiologischer Sicht liefern
HAUBNER et al. (2012). Erschwert wird die chirurgische Therapie im bestrahlten Hals durch

die risikoreiche Praparation im postradiogen vernarbten Gewebe und dem erhdhten Risiko



der Verletzung moglicher Anschlussgefalle (FUJIOKA 2014). Die Bestrahlung fuhrt darlber
hinaus zu endothelialen Veranderungen wie Intimafibrose wodurch Arteriosklerose begiins-
tigt und das Gerinnungssystem aktiviert wird (KIENER et al. 1991; MOMENI et al. 2011;
CHERIEX et al. 2013; FUJIOKA 2014; TALL et al. 2014). Eine strahleninduzierte chronische
Endothelio-Angiits der Empfangergefalle wird als ein Faktor diskutiert, der zu einer erhdhten
Thrombosegefahr fuhrt (RUDOLPH et al. 1982; TALL et al. 2014), die mitverantwortlich fur eine
signifikant erhdhte Komplikations- und Verlustrate freier Lappen nach Bestrahlung ist (TALL
et al. 2014). Mit zunehmender Anzahl radio-(chemo-)therapierter Patienten steigt auch die
Anzahl postradiogener Komplikationen. SAKURABA et al. (2013) sehen in der Bereitstellung
entsprechender therapeutischer Maflnahmen zur Versorgung solcher Komplikationen die

nachste groRe Herausforderung fir die rekonstruktive Chirurgie.

In diesem Zusammenhang verdient das Krankheitsbild der Osteoradionekrose besondere
Erwdhnung. Diese radiogen induzierte Knochennekrose des Unterkiefers gilt als typische
Spéatfolge nach Bestrahlungen in der Kopf-Hals-Region (LYONS UND GHAZALI 2008). Die The-
rapie der Osteoradionekrose besteht zunachst in der Dekortikation der betroffenen Areale
unter antibiotischer Begleittherapie. Nicht selten ist im Verlauf der Erkrankung jedoch eine
Unterkiefer(teil)resektion erforderlich (MUCKE et al. 2012a; CHERIEX et al. 2013). Die Rekon-
struktion der Unterkieferdefekte gestaltet sich in diesen Fallen aufgrund fehlender An-
schlussgefafe und reduzierter Wundheilung besonders schwierig. Die Kombination aus ge-
stielten Lappen und Rekonstruktionsplatte zur Rekonturierung des Unterkiefers bringt haufig
nur einen kurzfristigen Heilerfolg und die Patienten leiden haufig an den ausgepragten funk-

tionellen und &sthetischen Einschrankungen (MUCKE et al. 2012a; CORBITT et al. 2014).

1.2.3 VESSEL DEPLETED NECK

Rezidive, Zweittumoren, operative oder postradiogene Komplikationen aber auch der
Wunsch des Patienten nach lebensqualitdtsverbessernden Mallnahmen erfordern haufig
weitere operative Schritte. Wurde bei dem Patienten eine Neck Dissection oder Radiatio im
Halsbereich durchgeflhrt, kann es in der Folge zu einem Verlust geeigneter Anschlussgefa-
3e fur einen erfolgreichen Lappentrasfer kommen (HANASONO et al. 2009; BOURGET et al.
2011; MUCKE et al. 2012b). Das Vorhandensein von Arterien oder Venen mit suffizientem
Kaliber im Bereich der Defektregion ist jedoch unabdingbar fir den Erfolg mikrovaskularer
Lappenchirurgie. Dies erklart, warum die Erfolgsquote je nach Ausgangssituation deutlich
variiert; durchschnittlich werden Werte zwischen 74% und 95% in der Literatur angegeben
(VILLARET UND FUTRAN 2003; SUH et al. 2004). In der maximalen Auspragung, also bei volli-
gem Fehlen relevanter Anschlussgefal3e in der Halsregion, spricht man von einem gefalver-
armten Hals (STURTZ et al. 2012) oder auch ,frozen neck“ oder ,vessel depleted neck®

(HANASONO et al. 2009) (Abb. 1.3). Etwa 7% aller Tumorpatienten, die eine rekonstruktive
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Operation in der Kopf-Hals-Region bendtigen weisen einen solchen gefalverarmten Hals auf
(JACOBSON et al. 2008). Unter Inkaufnahme asthetischer oder funktioneller Einbuf3en lassen
sich in vielen Fallen durch alternative Strategien, auf die im Folgenden eingegangen werden
soll, noch zufriedenstellende Ergebnisse erzielen. Insbesondere die knécherne Rekonstruk-
tion des Unterkiefers stellt in diesem Patientengut ein bisher ungeléstes Problem dar, sodass

dem Wunsch des Patienten nach asthetischer oder kaufunktioneller Rehabilitation oft nicht

Folge geleistet werden kann.

,. o ) - . . "
b B - o B ~

Abb. 1.3: GefaBverarmter Hals. (A und B) Klinisches Erscheinungsbild eines Patienten mit ,vessel depleted
neck” nach multiplen Voroperationen und erfolgter Bestrahlung aufgrund eines Mundhdhlenkarzinoms. Fir eine
mikrovaskulare Rekonstruktion des fehlenden Unterkiefers und Verschluss der intra-extraoralen Fistel sub-
mandibulér links (B) fehlen die notwendigen zervikalen Anschlussgefalle.

1.3 THERAPIEMOGLICHKEITEN IN CHIRURGISCHEN GRENZBEREICHEN

Das hohe Indikationsspektrum, die hohe Erfolgsrate und die im Vergleich zu anderen Metho-
den unvergleichbar guten funktionellen und asthetischen Ergebnisse freier Lappen lassen
den rekonstruktiv tatigen Chirurgen gelegentlich vergessen, dass auch andere rekonstruktive
Methoden existieren (Abb. 1.1B). In Féllen, in denen in Folge ablativer Operationen, Bestrah-
lungen, Verbrennungen, Traumen oder anderer Griinde die notwendigen Anschlussgefalie
fur einen freien Lappen fehlen, missen alternative Rekonstruktionsmethoden gefunden wer-
den. In vielen Fallen lasst sich durch Verwendung besonders langer Gefalistiele (JACOBSON
et al. 2008), alternativer Anschlussgefalie (HANASONO et al. 2009) oder Gefaldinterponate
(MILLER et al. 1993) unter Inkaufnahme einer erhohten Lappenverlustrate eine mikrovaskula-
re Rekonstruktion erzielen. In anderen Fallen kann es hilfreich sein auf der Suche nach al-
ternativen Rekonstruktionsmethoden ein, zwei Sprossen auf der rekonstruktiven Leiter (Abb.

1.1A) herabzusteigen oder auf ein konservatives Konzept mit entsprechend langer Heilungs-
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phase und reduziertem funktionellen Endergebnis auszuweichen. Ohne Anspruch auf Voll-
standigkeit sollen im Folgenden die wichtigsten Behandlungsalternativen in schwierigen re-

konstruktiven Sitationen in der Kopf-Hals-Region erldutert werden.

1.3.1 DIE REKONSTRUKTIVE LEITER RUCKWARTS

1.3.1.1 Gestielte Muskellappen

Freie Lappen werden heute als Goldstandard flir die Rekonstruktion komplexer Defekte in
der Kopf-Hals-Region eingesetzt. In Situationen, in denen freie Lappen aufgrund fehlender
Anschlussgefalie fur den mikrovaskuldren Gewebetransfer oder aus allgemeinmedizinischen
Grinden nicht zur Anwendung kommen kénnen, empfehlen sich gestielte muskulokutane
Fernlappen. Diese stellen ebenfalls gesundes Gewebe aus nicht-bestrahlten Kérperregionen
in ausreichender Menge zur Verfiigung. Zudem lassen sich solche Muskellapen in der Regel
schnell und unkompliziert heben und erfordern keinen mikrovaskularen Gefallanschluss, so
dass sie aufgrund der reduzierten Operationszeiten auch in kardiopulmonal vorbelasteten
Patienten eingesetzt werden kdnnen. Der Pectoralis-major-Lappen soll hier als Vertreter der
gestielten muskulokutanen Fernlappen gesondert erwahnt werden, da er in der rekonstrukti-
ven Kopf-Hals-Chirurgie einen wichtigen ,Rettungsanker® in schwierigen Situationen dar-
stellt. Weitere erwadhnenswerte Vertreter, auf die hier nicht genauer eingegangen werden
soll, sind der gestielte Latissimus-dorsi-Lappen und der gestielte Trapeziuslappen (HAYDEN

UND NAGEL 2013).

Pectoralis-major-Lappen

Im Jahre 1979 beschrieb ARIYAN den gestielten myokutanen Pectoralis-major-Lappen flr
Rekonstruktionen in der Kopf-Hals-Region. Der Lappen gewann schnell an Popularitat und
entwickelte sich zu einem ,Arbeitspferd“ der rekonstruktiven Kopf-Hals-Chirurgie (TEO et al.
2013). Der M. pectoralis major besteht aus zwei Anteilen: einer pars clavicularis, die dem
mittleren Drittel der Clavicula entspringt und an der Tuberositas major des Humerus inseriert
und einer pars sternalis, die vom Sternum an die oberen sechs Rippenknorpel und die Obli-
quus-externa-Aponeurose zieht (TEO et al. 2013). Die Blutversorgung erfolgt je nach geho-
bender Portion des Lappens lber verschiedene Aste der A. thoracoacromialis oder lber die
A. thoracica lateralis (z.i. TEO et al. 2013). Zahlreiche unterschiedliche Varianten des Pecto-
ralis-major-Lappens mit unterschiedlichem Risiko- und Einsatzspektrum wurden bisher be-
schrieben (TEO et al. 2013). Der Pectoralis-major-Lappen wird als vielfaltig einsetzbar und
verlasslich beschrieben und gilt als gute Alternative nach mikrovaskuldrem Lappenverlust
(TEO et al. 2013). Im Gegensatz zu freien Lappen ist die Lappenhebung einfach und erfor-
dert keine mikrovaskularen Kenntnisse. Der Lappen bietet eine grofl3e Hautflache, und durch

den Pectoralmuskel ausreichend Volumen zur Ausformung der Halskontur und Abdeckung
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der groRen HalsgefalRe (TEO et al. 2013). Die Spenderseite lasst sich in der Regel primar
verschlielRen. Haufige Verwendung findet der Lappen in der Defektdeckung im Bereich der
Mundhdhle, Oropharynx und Laryngopharynx (z.i. TEO et al. 2013). Auch Rippenknochen
kann fir Unterkieferrekonstruktionen in den Lappen integriert werden (z.i. TEO et al. 2013),

allerdings wird dies nach Bestrahlung nicht empfohlen (FUJIOKA 2014).

Die Hauptnachteile der Verwendung gestielter Fernlappen sind wie folgt. Durch die fixierte
Position und limitierte Stielldnge solcher Lappen ist die Rotationsmdglichkeit eingeschrankt
und damit auch die Uberbrickbare Entfernung zum Defekt (SAKURABA et al. 2013). Maxillare
Rekunstruktionen sind daher mit dieser Methode praktisch unmdglich (SAKURABA et al.
2013). Ein weiterer Nachteil myokutaner Stiellappen kann die unzureichende Blutversorung
der Hautinsel sein, was zu einer hohen Komplikationsrate fuhrt (z.i. SAKURABA et al. 2013).
Auch kénnen knécherne Rekonstruktionen, wie die Wiederherstellung des Unterkiefers, zu-
mindest im bestrahlten Kiefer, nicht durchgefliihrt werden. Die Komplikationsrate (partielle
oder Totalnekrose, Fisteln, Dehiszenz etc.) sind héher als unter Verwendung mikrovaskula-
rer Transplantate, insbesondere nach erfolgter Bestrahlung (KRUSE et al. 2011). Vor allem
die Deckung von exponiertem Knochen bei Osteoradionekrose scheint problematisch zu sein
(ZBAR et al. 1997). Auch die Kombination aus gestieltem Lappen und Rekonstruktionsplatte
fuhrt meist nur zu einem kurzfristigen Heilungserfolg (HAYDEN UND NAGEL 2013). Als weiterer
grofRer Nachteil gestielter Lappen ist auch das im Vergleich zu mikrovaskularen Rekonstruk-
tionen beeintrachtigte funktionelle (Sprache und Schluckvorgang) und &sthetische Operati-
onsergebnis zu nennen (MUCKE et al. 2012a; CORBITT et al. 2014). Gerade bei Frauen kann
der Lappen aufgrund einer Verziehung der weiblichen Brust nur in Ausnahmefallen empfoh-

len werden (KRUSE et al. 2011).

1.3.1.2 Lokoregionare Lappen

Das lokale Gewebe reicht bei Patienten mit gefallverarmtem Hals meist nicht fir eine De-
ckung aus (JACOBSON et al. 2008). Lokale Hautlappenplastiken (random pattern flaps, Abb.
1.2) werden nach erfolgter Strahlentherapie zudem nicht empfohlen, da es aufgrund der La-
ge des Gewebes im Strahlenfeld in der Regel zumindest zu einer Teilnekrose (FUJIOKA
2014) und damit zur Wunddehiszenz kommt. Hauttransplantate sind im bestrahlten Gebiet
wegen der nahezu hundertprozentigen Verlustrate ebenfalls nicht sinnvoll (z.i. FUJIOKA
2014). Es existieren jedoch eine Reihe lokoregionarer, vorwiegend axial gestielter faszioku-
taner Lappen, die auch im vorbestrahlten und voroperierten Hals im Zeitalter der Mikrochi-
rurgie einen festen Platz haben (COLLETTI et al. 2012; CHAN UND CHAN 2014). Wichtigster
Vertreter ist der Deltopectorallappen (CHAN UND CHAN 2014), der hier neben dem faszioku-
tanen Temporalislappen, dem Supraskapularlappen und dem myokutanen Platysmalappen

gesondert Erwahnung finden soll. In dieses Kategorie fallt auch der myokutane Platysmalap-
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pen (FUTRELL et al. 1978), der jedoch mit Komplikationsraten zwischen 10 und 40% gerade
nach neoadjuvanter Chemotherapie (VERSCHUUR et al. 1998) oder Bestrahlungen (SzUDEK
UND TAYLOR 2007) als unsicher gilt (z.i. SZUDEK UND TAYLOR 2007), und daher fur das in die-
ser Arbeit thematisierte Patientengut ungeeignet ist. Andere lokoregionare Lappen, deren
Anwendung im vorbestrahlten voroperierten Patienten beschrieben wurden, sind der Wan-
genlappen (PEPPER UND BAKER 2013), der Zungenlappen (CERAN et al. 2013) der laterale
Halslappen (KUMMOONA 2010), der submentale Lappen (z.i. HAYDEN UND NAGEL 2013) und
der muskulomukosale A. facialis (FAMM) Lappen (z.i. HAYDEN UND NAGEL 2013).

Deltopectorallappen

Der Deltopectorallappen ist auch unter dem Namen ,Bakamijian flap“ bekannt, benannt nach
dem 2010 verstorbenen Pionier der plastischen Chirurgie Vahram Y. BAKAMJIAN, der die An-
wendung dieses Lappens zur Rekonstruktion eines pharyngooesophagealen Defekts nach
Laryngopharyngektomie beschrieb. Der auf der A. thoracica interna basierende, fasziokutane
Lappen gilt als geschmeidig und formbar und stimmt in Colorit und Textur hervorragend mit
der Haut in der Kopf-Hals-Region Uberein (CHAN UND CHAN 2014). Im Gegensatz zu dem
weiter unten beschriebenen Temporalislappen liegt die Entnahmestelle nicht im Gesicht,
sondern auf der Schulter (HAYDEN UND NAGEL 2013) und damit in der Regel aulRerhalb des
Strahlenfensters, in einem &asthetisch glnstigeren Bereich. Zahlreiche Variationen zur He-
bung des Deltopectorallappens wurden in den letzten Jahrzehnten beschrieben, wodurch die
Vielseitigkeit des Lappens erhéht wurde. Der Deltopectorallappen ist fir Rekonstruktionen
des unteren Gesichts, der Mundhdhlenmukosa, zur Rekonstruktion durchgehender Wangen-
defekte sowie des Halses geeignet und kann fur komplexere Situationen mit dem Pectoralis-
major-Lappen kombiniert werden (CHAN UND CHAN 2014). Das durch die Lappenhebung ent-
stehende funktionelle Defizit ist minimal (CHAN UND CHAN 2014), allerdings lasst sich die
Spenderregion nicht primar verschlie®en, sondern erfordert in der Regel eine Deckung mit
Hauttransplantaten (CHAN UND CHAN 2014). Der Lappen galt lange als ,Arbeitspferd® der
rekonstruktiven Kopf-Hals-Chirurgie, bis er durch moderne mikrochirurgische Techniken ver-
drangt wurde (CHAN UND CHAN 2014). Seine heutige Aufgabe ist eher die eines ,Rettungsan-
kers®, also einer Reservemethode in Fallen, in denen keine mikrochirurgische Lappen ange-
wendet werden kénnen. KRIJGH UND MUREAU (2013) beschreiben die erfolgreiche Anwen-
dung des Deltopectorallappens in drei Patientenfallen, bei denen aufgrund von Voroperatio-
nen und Bestrahlung kein freier Lappen verwendet werden konnte. Die Autoren beschreiben
den Deltopectorallappen als sicheren, verlasslichen und einfach zu hebenden Lappen, der
auch in der heutigen Zeit in der Behandlung komplexer rekonstruktiver Herausforderungen

einen Stellenwert habe (KRIJGH UND MUREAU 2013).
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Temporalislappen

Der Temporalislappen wurde 1963 von MCGREGOR flir die Rekonstruktion der Mundhdhle
nach Resektion von Mundhéhlenkarzinomen beschrieben. Die vaskulare Versorung des fas-
ziokutanen Lappens basiert auf der A. temporalis superficialis. Der Lappen kann als gestiel-
ter oder als Insellappen gehoben werden (z.i. COLLETTI et al. 2012). Vorteile des Lappens
sind die relativ lange Stiellange und die Méglichkeit, den Lappen als ,composite flap“ zu he-
ben (COLLETTI et al. 2012). Der Lappen gilt als vielseitig und ermdglicht Rekonstruktionen im
Bereich von Skalp, Stirn, Obergesicht, Mundwinkel und Mundhéhle. COLLETTI et al. (2012)
beschreiben die Verwendung eines pralaminierten, autonomisierten fasziokutanen Tempora-
lislappens zur Rekonstruktion eines ausgedehnten durchgehenden Wangendefekts nach
vorangegangenem Verlust eines mikrovaskularen Transplantats. Die Autoren empfehlen
lokoregionare Lappen als Rekonstruktionsmethode nach teilweiser oder vollstandiger Nekro-
se eines mikrovaskularen Lappens und als Salvage Methode, wenn mikrovaskulare Lappen
kontraindiziert sind (COLLETTI et al. 2012). Die verzbgerte Technik der Lappenhebung erhdht
die Sicherheit des Lappens und ermdglicht die Pralaminierung der Lappenunterflache,
wodurch durchgéngige Defekte rekonstruiert werden kdnnen (COLLETTI et al. 2012). Die er-
héhte Sicherheit geht jedoch auf Kosten einer verlangerten Hostpitalisierung und der Not-
wendigkeit eines dreistufigen Operationskonzepts (COLLETTI et al. 2012). Wahrend das funk-
tionelle Resultat des Temporalislappens akzeptabel ist (COLLETTI et al. 2012), muss die Lage
der Spenderregion im Gesicht als nachteilig gewertet werden. Narben im Gesicht und eine
asthetisch stérende Einsenkung in der Schlafenregion sind die Folge. Weitere typische
Komplikationen dieses Lappens sind Alopezie und Verletzung des Stirnastes des N. facialis
mit Ptosis der Augenbraue (z.i. COLLETTI et al. 2012). Bedingt durch den anatomischen Ver-
lauf der A. temporalis besteht zudem beim Umschlagen des Lappens in kaudal gelegene

Defektregionen das Risiko den Gefallstiel abzuknicken (engl. ,kinking“) (SHIMIZU et al. 2009).

Supraclavicularlappen

Der fasziokutane Supraclavicularlappen oder Trapezius-Deltoideus-Lappen wurde erstmals
1979 von LAMBERTY beschrieben. Die axiale Gefaldversorung des Lappens basiert auf der A.
supraclavicularis, einem Abgang der A. transversa colli (COLLETTI et al. 2012). Der Lappen
bedient sich der Haut der supraclavicularen Region und Schulter und kann in GréRendimen-
sionen von bis zu 25 x 10 cm ohne die Gefahr einer Spitzennekrose gehoben werden
(HAYDEN UND NAGEL 2013). Er lasst sich als gestielter Lappen, Insellappen oder frei heben
(COLLETTI et al. 2012). Indiziert ist der Supraclavicularlappen zur Defektdeckung des Halses,
des unteren Gesichtsdrittels (CHIU et al. 2009), des Okziputs, der Mundhéhle und des Pha-
rynx (HAYDEN UND NAGEL 2013). Der Supraclavicularlappen gilt als sicher, technisch einfach

und schnell zu heben, verflugt Uber eine sensible Innervation und weist eine geringe Hebe-
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morbiditdt auf (HAYDEN UND NAGEL 2013). Die Spenderregion I&sst sich nach Entnahme von
Lappen mit einer Breite von bis zu 10 cm priméar verschlielen (COLLETTI et al. 2012). Colorit
und Textur des Lappens sind mit der Gesichtshaut vergleichbar (SANDU et al. 2012). Als
nachteilig hingegen gelten der kurze Gefafstiel (1-7 cm) und die anatomische Variabilitat
der A. supraclavicularis (LIu UND CHIU 2009). COLLETTI et al. (2012) beschreiben die erfolg-
reiche Verwendung pralaminierter Supraclavicularlappen zur Deckung zervikaler und para-
mandibularer Defekte in drei Fallen nach Verlust des mikrovaskularen Lappens. Auch im
gefallverarmten Hals hat sich der Lappen als wertvolle Alternative bewiesen (Su et al. 2013).
Problematisch ist die Verwendung des Supraclavicularlappens allerdings nach Lymphkno-

tenausrdumung in Level V im Rahmen einer Neck Dissection (HAYDEN UND NAGEL 2013).

Hauptnachteile lokoregionarer Lappen im Allgemeinen sind das fehlende Volumen und die
damit fehlende Moglichkeit tiefe mehrschichtige Defekte adaquat zu versorgen. Die Uberbrii-
ckung knécherner Defekte ist mit fasziokutanen Lappen allein nicht zu erzielen. Die Abde-
ckung einer Rekonstruktionsplatte nach Unterkiefer(teil)resektion ist aufgrund des fehlenden

weichgewebigen Polsters ebenfalls nicht sinnvoll.

1.3.1.3 Alternative chirurgische Techniken

Gewebeexpansion

Unter Gewebeexpansion versteht man die Dehnung von lokalem Gewebe durch subkutanes
Einbringen eines Expanders, dessen Volumen uber einen Zeitraum von mehrere Wochen
zunehmend erhoht wird. Expandierte Haut liefert gut perfundiertes Gewebe (FuJiOKA 2014)
und wird von einigen Autoren fir die Versorgung von Strahlenulcera verwendet (z.i. FUJIOKA
2014). Weitere Vorteile dieses Ansatzes sind die Vermeidung ausgedehnter operativer Ein-
griffe und die fehlenden funktionellen Einschrénkungen nach Lappenhebung (FUJIOKA 2014).
Anatomisch bedingt sind die Einsatzmdglichkeiten in der Kopf-Hals-Region limitiert, die Ge-
webeexpansion kénnte jedoch in Kombination mit anderen Techniken, z.B. lokoregionaren

Lappen aus der Schulter-/ Brustregion eine sinnvolle Ergdnzung darstellen.

Sekundérheilung und unterstiitzende VAC-Therapie

Auf dem Weg die rekonstruktive Leiter hinab sind wir nun wieder am Boden angekommen
(Abb. 1.1A). Scheitern alle rekonstruktiven MaRnahmen bleibt haufig als letzte Alternative die
freie Wundgranulation. Unter erheblichem Zeitaufwand lassen sich unter kontinuierlicher
Spulung und Sauberung der Wunde auf diese Weise auch gréRere Defekte verschlieen
oder zumindest ,stabile Wundverhaltnisse® erzielen. Die sekundare Wundheilung ist zeitauf-
wandig, aufgrund der offenen Wundsituation belastend fir den Patienten und anfallig fur

Komplikationen (Infektionen). Sie fuhrt zu unsicheren Ergebnissen und ist selbst bei optima-
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lem Verlauf mit ausgepragten Vernarbungen und einem entsprechend schlechten funktionel-

len und asthetischen Endergebnis verbunden.

Eine zunehmend an Popularitat gewinnende Methode, mit deren Hilfe akute und chronische
Wunden letztendlich Gber eine Induktion der sekundaren Wundheilung behandelt werden
kénnen, ist die Vacuum-Therapie oder kurz V.A.C.® -Therapy (engl. ,vacuum assisted clo-
sure”). Nachdem diese Therapieform lange Zeit aufgrund der Nahe zu den groflen Gefallen
in der Kopf-Hals-Region kontraindiziert war, weitete sich die Indikationsstellung in den letzten
Jahren deutlich aus (PALM et al. 2011). Das Prinzip dieser Therapieform besteht darin, dass
die normalerweise eng umschriebene Sogwirkung einer Drainage Uber einen offenporigen,
der Wundkontur angepassten Schwamm gleichmaRig auf die gesamte Wundoberflache ver-
teilt wird (PALM et al. 2011). Dadurch lassen sich eine Verkleinerung der Wunde durch An-
naherung der Wundrander (Wundkontraktion), eine Férderung der Wundgranulation und eine
kontinuierliche Reinigung der Wunde erzielen (PALM et al. 2011). Die V.A.C.® -Therapy darf
aufgrund des erheblichen Blutungsrisikos nicht in unmittelbarer Nahe von Blutgefélen (cave:
vorbestrahlte Halsgefalle) angewendet werden und ist bei ,maligner Tumorwunde® kontrain-
diziert (Herstellerangaben, Kinetics Concepts Inc. (KCl), San Antonio, TX, United States),
wodurch die Anwendbarkeit der Methode, zumindest vor dem Kontext des in dieser Arbeit

thematisierten, vorbestrahlten Tumorpatienten, stark eingeschrankt wird.

Tissue-Engineering

Trotz enormer Fortschritte auf dem Gebiet der Gewebezlchtung in den letzten Jahrzehnten
hat diese Technik vorwiegend experimentellen Charakter (CHANG et al. 2009). Der Transfer
grofer mehrschichtiger Gewebeblécke in ein kompromittiertes Wundbett ist durch Tissue-
Engineering heute noch nicht méglich. Insbesondere in dem hier dargestellten Kontext des

.vessel depleted neck” sind praformierte Zellkonstrukte ungeeignet.
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1.3.2 MIKROCHIRURGISCHE OPTIONEN TROTZ FEHLENDER LOKALER GEFARE

Auch wenn das Arsenal rekonstruktiver Methoden selbst in schwierigen Situationen mit Al-
ternativen aufwarten kann, sind diese doch mit teils erheblichen Nachteilen wie langwierigem
Heilungsverlauf und hohen Komplikationsraten v.a. nach Bestrahlung verbunden. Zudem
fuhren diese Reservemethoden in der Regel zu deutlich schlechteren funktionellen und &s-
thetischen Ergebnissen. Spatestens, wenn es um die komplexe knécherne und weichgewe-
bige Wiederherstellung langstreckiger Unterkieferdefekte geht, fehlen sinnvolle Alternativen
zur mikrovaskularen Lappenchirurgie. Es lohnt sich also in solchen Fallen nicht nur die Su-
che nach alternativen Therapiestrategien, sondern auch nach alternativen Anschlussgefa-
Ren, an die mdglicherweise doch noch ein mikrovaskulares Transplantat angeschlossen
werden kann. Im Folgenden sind wichtige Strategien zum Auffinden alternativer Gefalie und
operative Tricks aufgeflihrt, die selbst in scheinbar aussichtslosen Fallen noch einen mikro-

vaskularen Lappentransfer erméglichen sollen.

1.3.2.1 Wahl des Lappens

Die Vielzahl der heute beschriebenen freien Lappen bietet fur jeden Kopf-Hals-Defekt in der
Regel mehre mdgliche Optionen mit vergleichbaren &sthetischen und funktionellen Ergeb-
nissen. Durch Wahl eines Lappens mit entsprechend langem Gefal3stiel kann versucht wer-
den, die Gefalke der kontralateralen Halsseite oder andere alternative Anschlussgefalte zu
erreichen (HEAD et al. 2002; WONG et al. 2010).

1.3.2.2 Alternative Anschlussgefalle

Fur den arteriellen GefalRanschluss werden in der Regel Abgange der A. carotis externa wie
die A. thyroidea superior und A. facialis verwendet (HANASONO et al. 2009). Fir den vendsen
Anschluss eignen sich Abgange der V. jugularis interna oder die V. jugularis externa (WONG
et al. 2010). Fehlen alle typischen Anschlussgefalde in der Kopf-Hals-Region einer Seite
traumatisch, resektionsbedingt oder in Folge von Bestrahlungen, so kann auf eine Reihe von
ReservegefalRen ausgewichen werden. Abbildung 1.4 stellt typische und Reserveanschluss-

gefalle im Bereich des Halses dar.
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A. temporalis superficialis

A. facialis

A. carotis externa

A. thyroidea superior

A. thyroidea inferior
Truncus thyrocervicalis
A. transversa colli

A. subclavia
A. thoracoacromialis

A. thoracica interna
R. pectoralis

l

Abb. 1.4: AnschlussgefaBe in der Kopf-Hals-Region. Die gebrauchlichsten Arterien fir den mikrochirurgischen
Gefalanschluss sind grofle Abgange der A. carotis externa wie die A. thyroidea superior oder A. facialis und
gelegentlich die A. lingualis (unterstrichen). Fehlen diese Gefalle, so kommen als zweite Wahl unter anderem die
A. transversa colli oder A. thoracica interna (= A. mammaria interna) in Betracht. Wichtige Muskeln des Halses
sind schraffiert dargestellt: scm= M. sternocleidomastoideus, durchtrennt. tr= M. trapezius. omo= M.
omohyoideus. di= M. digastricus.

HANASONO et al. (2009) beschreiben einen Algorithmus zum Auffinden von Anschlussgefa-
Ben fir den mikrovaskularen GefaRanschluss zur Rekonstruktion von Kopf-Hals-Defekten
(Abb. 1.5). Bei Fehlen aller typischen Anschlussgefalle einer Halsseite empfehlen die Auto-
ren auf die kontralaterale Halsseite auszuweichen, sofern hierzu kein Interponat nowendig
ist. Alternativ bieten sich die transversen HalsgefalRe (A. und V. transversa colli) an. Lasst
sich auch auf diese Weise kein Gefallanschluss erzielen, werden Veneninterponate zur
Uberbriickung der Distanz zwischen Defekt und einem fernen AnschlussgefaR (z.B. auf der
contralateralen Halsseite) empfohlen. Fir den vendsen Anschluss bietet sich zudem die V.
cephalica an. Wird mehr als ein Lappen transplantiert, kann der Gefalistiel eines Lappens
als Anschluss fur den zweiten Lappen verwendet werden. Dies macht jedoch nur Sinn wenn
zumindest fir einen Lappen adaquate Anschlussgefalle vorliegen. Erst wenn auch auf diese
Weise kein freier Lappentransfer moglich ist, werden alternative Anschlussgefaf3e wie die A.
thoracica interna empfohlen (HANASONO et al. 2009). Im Folgenden sollen die Vor- und

Nachteile der einzelnen aufgefihrten GefalRe und weitere Alternativen diskutiert werden.
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VENOSER ANSCHLUSS

Ipsilateraler Abgang der
V. jugularis interna
oder V. jugulars externa

micht verfigbar

|

| V. transversa colll I

Contralateraler Abgang des

V. jugularis interna
oder V. jugularis externa
ohne Veneninterponat

ARTERIELLER ANSCHLUSS

Ipsilsteraler Abgang der
A. carotis interna

nicht werfOgbae

I A trarsversa colli I

|

Contralateraler Abgang der
A, carotis externa
ohne Veneninterponat

I |

nicht verfigbae

micht verfoghbar

2 Lappen? 2 Lagpen?

Seftenast des
GefaBstiels eines zweiten
frelen Lappens

Sedtenast des
Gefalistiels eines zweiten
fresen Lappens

Veneninterponat auf
die Gegensene

Transponierte
V.cephalica

Venaninterponat auf
die Gegenseite

nicht werfogbar

l A, und V. thoracica interna

Abb. 1.5: Algorithmus zur Lokalisation moéglicher AnschlussgefaBe. Algorithmus zur Auffindung moglicher
Anschlussgefafle fir den mikrovaskuldren GefaRanschluss in der Kopf-Hals-Region. Modifiziert nach HANASONO
et al. (2009).

Defektnahe Gefafe

Geféalle der Gegenseite

Finden sich auf der ipsilateralen Halsseite keine Anschlussgefal3e fiir einen freien Lappen-
transfer empfehlen HANASONO et al. (2009) auf die Gegenseite auszuweichen. In der Regel
sind Lappen mit langem Gefalistiel oder Veneninterponate notwendig, um die Distanz zwi-
schen Defekt und kontralateraler Halsseite zu Uberbricken. Wurde auf beiden Halsseiten
operiert, finden sich mdglicherweise auch auf der kontralateralen Halsseite keine adaquaten
GefaRe mehr. Die Uberquerung der Medianlinie des Halses unter vernarbtem Integument

kann zudem zur Kompression des Lappenstiels fihren (GIERLER 2013).

Geféalistiel eines zweiten mikrovaskuldren Lappens

Wird mehr als ein Lappen fur die Defektrekonstruktion verwendet, kbnnen Anschlussgefalie
eingespart werden, indem die Stielgefalde eines Lappens als Gefallanschluss fir einen zwei-
ten Lappen herangezogen werden (HANASONO et al. 2009). Dies kann entweder End-zu-End
Uber einen grélReren Gefaltkabgang der Lappenarterie oder End-zu-Seit an die Lappenarterie
selbst erfolgen (analog fur die Vene). Alternativ kbnnen zwei (oder mehr) Lappen auch in
Serie geschaltet werden, das heil3t der zweite Lappen wird an das distale Ende der versor-

genden Arterie des ersten Lappens anastomosiert. Auf diese Weise kénnen zwar An-
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schlussgefalle eingespart werden, dennoch ist zumindest fir den ersten Lappen ein ent-
sprechender GefaRanschluss notwendig. Auf dieses als ,Durchflusslappen® bekannte Prinzip
wird weiter unten detailliert eingegangen. Wurde bereits in einer friheren Operation ein mik-
rovaskularer Lappen eingebracht, kann der Gefalistiel dieses Lappens theoretisch ebenfalls
als Gefalanschluss flr einen neuen freien Lappen dienen. WOLFF et al. (2009) stellten fest,
dass selbst grol3e ,composite-flaps“ nach 18 Tagen autonom von dem versorgenden Gefal3-
stiel sind. Daher ist theoretisch selbst ein End-zu-End Anschluss an den Gefalistiel eines
bereits eingeheilten, autonomisierten Lappens denkbar — vorausgesetzt dieser weist noch

einen ausreichenden Fluss auf.

Kleine untibliche Gefalle

Auch Uber kleine, eher selten gebrauchliche Anschlussgefalle, wie die A. angularis, die A.
facialis mit enoralem Zugang oder die A. occipitalis major lassen sich, gerade im zentralen
Gesichtsbereich, auch komplexe makxillare oder naso-orbito-ethmoidale Rekonstruktionen
realisieren (GIERLER 2013). Diese Gefalie sind aufgrund der geringen Férderrate und des
kleinen Kalibers allerdings in erster Linie flr kleinvolumige Lappenplastiken geeignet
(GIERLER 2013). FUr die Praparation der Gefafie muss im Einzelfall supramikrochirurgisches
Spezialbesteck verwendet werden und bereits zur Gefal3darstellung ist die Verwendung ei-

ner Lupenbrille oder eines OP-Mikroskops unverzichtbar (GIERLER 2013).

Entfernte GefaRe

Wurden die Aste der A. carotis externa bereits geopfert, kann die Suche nach einem ada-
quaten arteriellen Gefallanschluss fir den mikrovaskularen Lappentransfer problematisch
werden. Als ReservegefalRe kdnnen in erster Linie die querverlaufenden Halsgefafle (A. und

V. transversa colli) empfohlen werden (JACOBSON et al. 2008; HANASONO et al. 2009).

Arteria transversa colli

Die A. transversa colli entspringt in der Regel dem Truncus thyrocervicalis (77%), seltener
aus der A. subclavia oder A. thoracica interna (JACOBSON et al. 2008) und fehlt in 6% aller
Falle auf der ipsilateralen Seite vollstdndig (z.i. HANASONO et al. 2009). Die zugehdrige Vene
drainiert in die V. jugularis externa oder V. subclavia (WONG et al. 2010) und ist in etwa 12%
nicht angelegt (z.i. HANASONO et al. 2009). Aufgrund der kaudalen Lage der Gefalie sind
haufig Veneninterponate notwendig. Zwar kann der Gefalstiel durch Praparation der GefalRe
nach lateral etwas verlangert werden, dieser Zugewinn gelingt jedoch auf Kosten des Gefal-
kalibers (JACOBSON et al. 2008; WONG et al. 2010). Praktisch alle Tumorpatienten mit gefaf3-
verarmtem Hals wurden im Laufe ihrer Krankheitsgeschichte in der Halsregion bestrahlt
(100% in einem grofRen Kollektiv von insgesamt 197 Tumorpatienten, JACOBSON et al. 2008).

Als weiterer Nachteil der tranversalen Halsgefdf3e muss daher deren Lage im Strahlenfeld
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gewertet werden, zumal bekannt ist, dass der mikrovaskulare GefaRanschluss an bestrahl-
ten GefalRen komplikationstrachtig ist (JACOBSON et al. 2008). HANASONO et al. (2009) emp-
fehlen die Transversa-colli-GefaRe dennoch als Reservegefalie erster Wahl, wenn die be-

vorzugten Abgange der A. carotis externa nicht mehr zur Verfiigung stehen (Abb. 1.5).

Arteria temporalis superficialis

Die A. temporalis superficialis stammt aus der A. carotis externa und zieht praaurikular in
Richtung Skalp (Abb. 1.4). Sie liegt zwischen der temporalen und temporoparietalen Faszie.
In ca. 15% fehlt die Vene (HANSEN et al. 2007). Das Kaliber der Arterie liegt zwischen 1,8
und 2,7 mm. Die Vene ist mit 2,1 bis 3,3 mm etwas kaliberstarker (z.i. WONG et al. 2010),
kann jedoch fehlen und ist relativ fragil, weshalb fir die Praparation eine Lupenbrille drin-
gend empfohlen wird (GIERLER 2013). SHIMIZU et al. (2009) beschreiben die A. temporalis als
Reserveanschlussgefal in gefaBverarmten Halsen. Die Nachteile liegen in einem mdoglich-
erweise sehr kleinen Kaliber, dem potenziell fehlenden vendésen Anschluss (HANSEN et al.
2007), der dunnen, verletzungsanfalligen GefalRwand (SHIMIzZU et al. 2009) und der unglns-
tigen Gefaligeometrie, die bei nach kaudal gerichtetem GefaRanschluss zur Abknickung
neigt (SHIMIzU et al. 2009). Auch ist die mdgliche Gefalstielldnge limitiert, weshalb sich die
Rekonstruktionsmdglichkeiten auf den Sklap und die oberen zwei Drittel des Gesichts be-

schrénken (z.i. WONG et al. 2010).

Arteria thoracoacromiales/ zephalikales System

Die A. thoracoacromialis entstammt der A. axillaris und teilt sich in die vier separaten Aste R.
pectoralis, R. clavicularis, R. deltoideus und R. acromialis (z.i. WONG et al. 2010, Abb. 1.4).
HARRIS et al. (2002) beschreiben eine Serie von elf erfolgreichen Fallen, in denen das thora-
koakromiale GefalRsystem als Anschlussgefald fir mikrovaskulare Lappen verwendet wurde.
Die Autoren resumieren, dass diese Gefalle eine zuverlassige Methode seien, wenn keine
andereren Anschlussgefalle aufgefunden werden kénnen. Wahrend die A. thoracoacromialis
als Stammgefalt mit einem Durchmesser von 1,2 bis 2,4 mm in der Regel eine gute Grélen-
koherenz zum Anschlussgefall aufweist, liegt der GefaRdruchmesser der einzelnen Aste oft
unter 1 mm. Entsprechend anspruchsvoll gestaltet sich die mikrovaskuldre Anastomose.
Haufig Iasst sich ein Kalibersprung zum Anschlussgefal® nicht vermeiden (JACOBSON et al.
2008). Der R. pectoralis ist das versorgende Gefall des myokutanen Pectoralis-major-
Lappens. Werden A. thoracoacromialis oder R. pectoralis als Anschlussgefall verwendet,
vergibt man sich damit diesen wichtigen ,Rettungsanker flr spatere Rekonstruktionen. Auf-
grund der tiefen Lage der GefédRe werden zudem Lappen mit sehr langem Gefalistiel oder

Veneninterponate flr Rekonstruktionen in der Kopf-Hals-Region bendtigt.
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Arteria thoracica interna

In seltenen Fallen, in denen sowohl die querverlaufenden Halsgefale als auch das thora-
coacromiale System nicht mehr zur Verfligung stehen, kann die A. thoracica interna fiir den
Gefalanschluss herangezogen werden. Die A. thoracica interna (im englischen Sprachge-
brauch A. mammaria interna) stammt aus der A. subclavia, wahrend die V. thoracica interna
in die V. brachiocephalica drainiert (WONG et al. 2010). Die GefalRRe verlaufen parasternal an
der Unterseite der oberen sechs Rippen (Abb. 1.4). Aufgrund der Lage unter dem Sternum,
bzw. den Rippen ist die Gefalpraparation anspruchsvoll (WONG et al. 2010). Wahrend die A.
thoracica interna in der Herzchirurgie ein beliebtes Spendergefal® als Bypass ist (NICOLINI et
al. 2014) und haufig als Anschlussgefal in der Brustrekonstruktion verwendet wird (z.i.
JACOBSON et al. 2008), sind Berichte Uber die Verwendung in der Kopf-Hals-Chirurgie spar-
lich (STURTZ et al. 2012). STURTZ et al. (2012) beschreiben eine Fallserie von zwdlf erfolgrei-
chen mikrovaskularen Lappenverpflanzungen in elf Patienten mit gefallverarmten Hals, bei
denen die A. thoracica interna als Anschlussgefal® diente. Durch die Atmung des Patienten
ist die GefaRanastomose erschwert (NINKOVIC et al. 1995). Defekte im Bereich des mittleren
und unteren Halsdrittels lassen sich auch mit einem an der A. thoracica interna gestielten
Perforanslappen ohne die Notwendigkeit einer Gefallanastomose decken (PIRGOUSIS UND
FERNANDES 2011). Unabhéangig von der Lappenart (frei oder gestielt) birgt die Verwendung
der A. thoracica interna schwerwiegenden Risiken wie iatrogenen Pneumothorax, Intercos-
talnervneuralgie, Brustwanddeformitdten und Brustwandhernie (WONG et al. 2010; STURTZ et
al. 2012) und erfordert zumindest die Resektion eines Rippenknochens flr die Gefallmobili-
sation (NINKovIC et al. 1995). Neben der mihsamen Venenpraparation (NINKOVIC et al.
1995) und der wegfallenden Verwendungsmaoglichkeit als koronoaren Bypass (JACOBSON et
al. 2008) sind der kurze Gefalistiel, der lange subkutane Verlauf mit entsprechender Kom-
pressionsgefahr und die zeitaufwandige Praparation weitere Nachteile dieser GefalRe. Auf-
grund der kaudalen Lage ist fir entfernte Defekte zudem die Verwendung eines Veneninter-
ponats unverzichtbar. HANASONO et al. (2009) verwenden die Thoracica-interna-Gefalle da-
her nur in letzter Instanz, wenn auf beiden Halsseiten weder A. carotis externa Abgange

noch die querverlaufenden Halsgefafle zuganglich sind (Abb. 1.5).

Arteria carotis communis und A. carotis interna

Auch ein End-zu-Seit Anschluss direkt an die A. carotis communis oder interna (!) ist prinzi-
piell mdglich. SALGARELLO et al. (2011) beschreiben die Verpflanzung eines vertikalen Rec-
tus-abdominis-Muskellappens (VRAM) bei einer Patientin mit gefallverarmten Hals direkt an
die A. carotis interna mit Hilfe eines sog. Pruitt-lanhara Carotis-Shunts. Mit dessen Hilfe las-
se sich die zerebrale Sauerstoffversorgung wahrend einer Gefallanastomose an die A. caro-

tis interna sicherstellen, indem ein Kurzschluss zwischen distaler A. carotis communis und
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proximaler A. carotis interna hergestellt wird (SALGARELLO et al. 2011). Die Ischamiezeit lag
bei etwa zwei Minuten. Auch wenn diese Methode im Einzelfall erfolgreich eingesetzt wurde,
disqualifiziert sich die Technik aufgrund der erheblichen Gefahr einer zerebralen Ischamie fur

den klinischen Routineeinsatz.

Venodse Maoglichkeiten

Wie oben beschrieben sind die normalerweise flir den vendsen Gefallanschluss in der Kopf-
Hals-Region genutzten vendsen Systeme die V. jugularis interna und externa. Sind diese
Gefalle auf der ipsilateralen Seite nicht mehr vorhanden oder flr den Gefalanschluss unge-
eignet, mussen Alternativen gefunden werden. Bei ausreichender Gefalistiellange kann die
kontralaterale Halsseite fur den Anschluss herangezogen werden (WONG et al. 2010). Feh-
len auch hier geeignete Anschlussgefalle, kdnnen zwar Veneninterponate (siehe Seite 23)
angewendet werden, aber aufgrund der doppelten Anzahl notwendiger Anastomosen erhdht
sich dadurch jedoch das Risiko eines Lappenverlusts (z.i. SALGARELLO et al. 2011, MILLER et
al. 1993; BOzIKOV UND ARNEZ 2006, z.i. WONG et al. 2010). Darlber hinaus erfordert ein sol-
cher Eingriff eine hohe mikrovaskuldre Expertise und kann nur unter erhéhtem Zeitaufwand

erfolgen.

Transposition der Vena cephalica

Eine alternative Methode stellt die Transposition der V. cephalica dar (JACOBSON et al. 2008;
HANASONO et al. 2009; VASILAKIS et al. 2009; QUILICHINI et al. 2012). Die V. cephalica zieht
von der Dorsalseite des Daumens entlang der radialen Beugersehne des Unterarms in Rich-
tung Ellenbeuge. Im weiteren Verlauf nach kranial verlduft die Vene am lateralen Rand des
M. biceps brachii entlang und mindet zwischen M. pectoralis major und M. deltoideus in der
Mohrenheimschen Grube (Trigonum clavipectorale) in die V. axillaris (z.i. WONG et al. 2010,
JACOBSON et al. 2008). Die Vene kann entlang des Armes nach kranial freigelegt und nach
oben geschlagen werden und auf diese Weise als Anschlussvene dienen. Die grol3en Vortei-
le dieses Anschlussgefélles sind das grofle Kaliber und die Stielldange (JACOBSON et al.
2008; WONG et al. 2010) sowie die Lage aulierhalb des Strahlenfeldes. Auch genlgt im Ver-
gleich zu Veneninterponaten eine Gefallanastomose (HANASONO et al. 2009). Die Nachteile
liegen in der langen Schnittfihrung am Arm und der im Vergleich zu Venen der unteren Ext-
remitaten relativ dinnen Gefallwand. Durch den unginstigen anatomischen Verlauf und die
lange subkutane Streckenfiihrung wird zudem eine Gefallkkompressionen oder -abknickung

beglnstigt (z.i. JACOBSON et al. 2008; WONG et al. 2010).
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1.3.2.3 Operationstechnische Methoden

Veneninterponate

Liegen Defekt- und Anastomoseregion so weit auseinander, dass die Gefalstiellange nicht
ausreicht um die Distanz zu Uberbriicken, bieten sich langstreckige Veneninterponate an, die
zwischen Spender- und Empfangerarterie bzw. -vene anastomosiert werden (MILLER et al.
1993). Als Veneninterponat werden typischerweise die V. saphena (CHANG et al. 2007) oder
die V. cephalica (z.i. WONG et al. 2010) herangezogen. ACLAND (1990) fordert, die Anwen-
dung solcher Veneninterponate sorgfaltig zu planen und eine Reihe technischer Details zu
beachten, da die gehobene Vene als neuer Lappenstil dienen soll. Dennoch fihrt die Ver-
wendung von Interponaten zu einem fast 4-fach erhéhten Risiko flr Lappenverlust (z.i.
SALGARELLO et al. 2011, MILLER et al. 1993; BOzIKOV UND ARNEZ 2006, z.i. WONG et al.
2010). Als weiterer Nachteil von Veneninterponaten ist die zusatzliche Hebemorbiditat zu

nennen.

Arteriovenose Loops

Temporare arterioventse Gefald-,Loops” (dt. Schlingen) bzw. ,Shunts” (dt. Fisteln oder Kurz-
schlisse) stellen eine alternative Methode zur Einbringung solcher Veneninterponate dar.
Dazu wird eine lange Vene gehoben und je ein Ende der Vene an Arterie bzw. Vene des
Transplantats anastomosiert. In einem zweiten Schritt wird der nun in einer Gefal3schlinge
blind endende (engl. ,blind loop®) Gefal3stil durch einen subkutanen Tunnel in die Anastomo-
seregion gezogen, die Schlinge durchtrennt und die beiden dadurch neu entstandenen Ge-
fakstumpfe mit Arterie und Vene der Spenderregion anastomosiert. Zwar erfordert diese
Technik analog zu konventionellen Veneninterponaten die doppelte Anzahl an Gefala-
nastomosen, ein Teil der Anastomosen kann jedoch ex vivo durch ein zweites Operations-
team erfolgen, weshalb diese Methode von manchen Autoren auch als extrakorporaler Loop
bezeichnet wird (TOPALAN et al. 2002). Eine ahnliche Methode, die zur Generierung eines
Gefalanschlusses im gefallverarmten Hals beschrieben wurde, ist der Corlett loop
(ETHUNANDAN et al. 2007). Bei dieser Methode wird die kaudal abgesetzte, nach oben ge-
schlagene V. cephalica zunachst an einen Ast der A. carotis externa der kontralateralen Sei-
te anastomosiert. Die Vene wird anschlielend geteilt und das mit der A. carotis externa ver-
bundene Segment mit der Lappenarterie anastomosiert. Das andere, in die V. axillaris drai-
nierende Segment der Vene wird an die Lappenvene anastomosiert und dient als vendser
Abfluss. ETHUNANDAN et al. (2007) gelang auf diese Weise in einem Einzelfall die Rekon-
struktion eines Unterkieferdefekts im gefallverarmten Hals mit einem mikrovaskularen Fibu-
latransplantat. Aufgrund der héheren Anzahl der Anastomosen ist jedoch bei der Verwen-
dung von Loops, analog zu konventionell eingebrachten Veneninterponaten, von einem er-

hdhten Risiko flr Lappenverlust auszugehen. Dieser Sachverhalt kédnnte durch mechanische
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Okklusion durch die subkutane Flhrung der Gefalle mdglicherweise zustatzlich negativ be-

einflusst werden.

Mega-flap

Fur komplexe Defekte mit grokem Weichteil und Knochendefizit wurde der sog. ,Mega-flap*
beschrieben (Aviv et al. 1991). Darunter versteht man einen kombinierten Skapula und La-
tissimuslappen. Beide Lappen kénnen, gestielt an der A. subscapularis als gemeinsames
Anschlussgefall als Doppellappen gehoben werden. KARLE et al. (2013) beschreiben die
erfolgreiche Verpflanzung solcher ,Mega-flaps® in drei Patienten mit gefallverarmtem vorbe-
strahltem Hals und gravierenden Wundheilungsstorungen. Der Anschluss erfolgte Uber Ve-

neninterponate an A. und V. thoracica interna.

Verldangerung des GefaRstiels

JACOBSON et al. (2008) beschreiben eine Technik, durch die eine Verlangerung der Gefal-
stiellange eines existierenden osteokutanen Lappenmodells (Skapulalappen) erreicht werden
kann. Diese Modifikation soll die Verpflanzung eines osteokutanen Skapulalappens im ge-
falkverarmten Hals ohne Veneninterponate erméglichen. Dabei wird die A. thoracodorsalis
zusammen mit dem distalen Ende der A. subscapularis sowie der daraus abgehenden, lap-
penversorgenden A. circumflexa scapulae gehoben. Im Gegensatz zum herkdmmlichen
Skapulalappen, bei dem die A. circumflexa scapulae als Anschlussgefald dient, wird bei die-
ser Modifikation die A. thoracodorsalis flir den arteriellen Gefalanschluss herangezogen.
Der arterielle Blutfluss erfolgt dann gegenlaufig durch die A. thoracodorsalis, Uber den
Stumpf der A. subscapularis in die A. circumflexa scapulae und darlber in den Lappen.
Nachteilig bei dieser Methode ist vor allem, dass durch das Miteinbeziehen der A. thoracodo-
rsalis die Mdglichkeit einer spateren Hebung eines myokutanen Latissimuslappens vergeben
wird. Zudem ist meist fir den vendsen GefaRanschluss ein Veneninterponat notwendig
(WONG et al. 2010).

Arterien mit riickwartigem Fluss

Fehlen arterielle Anschlussgefalle mit entsprechendem anterogradem Blutfluss, kann ein
arterielles Gefall mit retrogradem Fluss als Anschlussgefall verwendet werden. So weist der
paramandibulare Anteil der A. facialis durch die multiplen Kollateralkreislaufe im Gesicht ei-
nen retrograden Fluss von 76% des systemischen Blutdrucks auf, der selbst nach Ver-
schluss der gegenseitigen A. facialis nicht signifikant absinkt (HOLZLE et al. 2009). HOLZLE et
al. (2009) prasentieren eine Fallserie von 20 mikrovaskularen Perforanslappen, die nach
Anschluss an den distalen Stumpf der A. facialis Uber einen retrograden Fluss zur Einheilung
gebracht werden konnten. Der Gefalkdurchmesser von distaler Fazialisarterie und arteriellem

Perforansgefal® waren vergleichbar (ca. 1,3 mm). Die Nahe der distalen A. facialis zum De-
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fekt kompensiere fir die kurze Stiellange der Perforanslappen (HOLZLE et al. 2009). Nachtei-
lig bei Verwendung dieser Methode ist die Gefahr der Schadigung des R. marginalis
mandibulae n. facialis und die Lage der A. facialis im Strahlenfeld. Auch sind Gefaf3durch-
messer und Blutdruck flr groRere, osteomyokutane Lappen moglicherweise zu gering. Da
Patienten mit gefalRverarmtem Hals zudem in der Regel starke paramandibulare Vernarbun-
gen aufweisen, wird die Identifikation und gefalerhaltende Praparation des proximalen

Fazialisstumpfes in den seltensten Fallen erfolgversprechend sein.

Venose Lappen

Eine weitere Methode, mikrovaskulare Lappen bei begrenztem arteriellem Gefallangebot zu
transplantieren, sind sogenannte vendse Durchflusslappen, bei denen die Substratversor-
gung des Transplantats Uber eine einzelne, den Lappen durchflieBende Vene gewahrleistet
wird (MAEDA et al. 1993). Die Arterie wird im Vorfeld durch Anschluss an ein arterielles Ge-
fal ,arterialisiert, wodurch es zu charakteristischen strukturellen Anderungen der GefaR-
wand kommt und die Erfolgsrate des vendsen Lappens erhdht werden kann (TANG et al.
2008). Der genaue Mechanismus arterialisierter vendser Lappen ist noch unklar (KLEIN
2000). SAFAK UND AKYUREK (2001) beschreiben die erfolgreiche Einheilung eines an der V.
cephalica gestielten vendsen Lappens aus dem anteromedialen Oberarm in einen zervikalen
Defekt bei einem Patienten mit schwersten Verbrennungen in der Hals- und Oberkérperregi-
on. Der Hauptnachteil vendser Lappen ist die im Vergleich zu herkdmmlichen mikrovaskula-
ren Lappen deutlich erhdhte Nekroserate von bis zu 40%, vor allem bei Rekonstruktionen in
der Mundhdhle (KOVACS 1998; KLEIN 2000).

Durchflusslappen

Das Konzept eines Durchflusslappens, bei dem proximales und distales Ende des versor-
genden Gefalles anastomosiert werden, um einen Blutfluss in distale Gewebe zu ermégli-
chen, wurde 1983 von SOUTAR et al. erstmalig beschrieben (z.i. BULLOCKS et al. 2006).
SOUTAR et al. (1983) etablierten einen ungehinderten arteriellen Blutfluss zwischen A. carotis
externa und distaler A. facialis Uber einen Radialislappen. Neben dem heute am haufigsten
verwendeten Radialis-Durchflusslappen existieren zahlreiche weitere Durchflusslappen
(BULLOCKS et al. 2006), die vor allem in der Rekonstruktion ischamischer Extremitaten ein
Rolle spielen. HANASONO et al. (2009) empfehlen bei verarmtem Gefal3status und Transplan-
tation von mehr als einem mikrovaskuldarem Lappen die Verwendung eines GefalRabgangs
des Lappenstiels des ersten Lappens als Anschluss flr einen Zweiten (Abb. 1.5). Die Gestal-
tung des ersten Lappens als Durchflusslappen ware eine weitere Méglichkeit zum Einsparen
von Anschlussgefallen bei Verwendung von mehr als einem Lappen im gefallverarmten
Hals. HANASONO et al. (2009) vermeiden jedoch die serielle Anastomosierung mehrerer Lap-

pen aufgrund von Problemen wie Kaliberspriingen, insuffizientem arteriellem Blutfluss durch
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ein Steal-Phanomen und eine unglinstige Gefalstielgeometrie. Das Prinzip des Durchfluss-

lappens ist eine wichtige Grundlage fiir den im nachsten Kapitel beschriebenen ,Carrierflap*.

1.3.3 MIKROVASKULARE LAPPEN OHNE LOKALEN GEFARANSCHLUSS

1.3.3.1 Roll- und Wanderlappen

Bereits gegen Ende des Mittelalters waren Techniken zur Gewebeverpflanzung ohne Gefal-
anschluss bekannt. Gaspare TAGLIACOZzzI (1597) beschreibt in dem ersten Buch Uber Plasti-
sche und Rekonstruktive Chirurgie eine Methode der Nasenrekonstruktion mit Hilfe eines
gestielten Oberarmlappens (Abb. 1.6). TAGLIACOZzzI beschreibt darin sechs Schritte, in denen
der Oberarmlappen, damals noch ohne Anasthesie, in den vorpraparierten Nasendefekt ver-
lagert und dort fixiert wird. Der Unterarm wurde Uber eine spezielle lederne Weste mit Haube
mehrere Wochen lang auf dem Kopf des Patienten fixiert, bis eine Randomisierung des Ge-
faknetzwerkes des Gewebes im Gesicht stattgefunden hatte und der Stiel durchtrennt wer-
den konnte. Die Methode hat heute als sog. Roll- oder Wanderlappen vorwiegend historische
Bedeuteutung (DRAGU et al. 2008).

Abb. 1.6: Extremitdtenbasierte Lappen. Parallelen zwischen historischen und modernen Rekonstruktionsme-
thoden in schwierigen Fallen der Gesichtsrekonstruktion. Links: Die ,italienische Methode” der Nasenrekonstruk-
tion mit Hilfe eines gestielten Oberarmlappens nach Gaspare TAGLIACOZzzI (1597). Rechts: Knécherne und weich-
gewebige Rekonstruktion des Kiefers mit Hilfe eines Carrier-Lappens bestehend aus einem mikrovaskularen
anterolateralen Oberschenkellappen und einem mikrovaskularen Fibulalappen, die, in Reihe geschaltet, Uiber ein
.Carrier*-Gefall am Handgelenk (A. radialis) temporar versorgt werden. Bildausschnitt aus WOLFF et al. (2009).
Beide Methoden basieren auf der Autonomisierung des in den Gesichtsdefekt eingebrachten Gewebes.

1.3.3.2 Carrier-Lappen

Als mikrochirurgische Weiterentwicklung des oben beschriebenen Wanderlappens kann der
sog. ,Carrierflap® (deu. Tragerlappen) verstanden werden (Abb. 1.6). Hierbei wird ein defekt-
fernes, mikrovaskuldres Transplantat gehoben und an ein Tragergefallbiindel in einer de-
fektnahen bzw. -ndherbaren Region angeschlossen. AnschlieRend wird der Lappen ver-
gleichbar mit einem gestielten Lappen mit den stielfernen Gewebeanteilen in den Defekt ein-

genaht und solange Uber die Tragergefalle perfundiert, bis aus der Peripherie des Defekts
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eine autonome GefalRversorgung etabliert wurde. WOLFF et al. (2003; 2009) beschreiben die
knécherne und weichgewebige Unterkieferrekonstruktion in einem Patientenfall mit ,vessel
depleted neck® mit Hilfe eines seriellen Doppellappens (Durchflusslappen) aus mikrovaskula-
rer Fibula und anterolateralem Oberschenkellappen Uber einen Carrier am Handgelenk. Auf
diese Weise war die Transplantation zweier gro3er zusammengesetzter Gewebeblécke ohne
lokalen Gefallanschluss maéglich. Das verpflanzte Gewebe war am 18. postoperativen Tag
autonom vom versorgenden Gefalistiel am Handgelenk, so dass dieser abgesetzt werden
konnte. Der hohe operative Aufwand und die betrachtliche Spenderseiten-Morbiditat missen
als Nachteile dieser Methode gewertet werden. Die Carrierlappen-Methode erfordert mindes-
tens zwei Spenderregionen (eine fir den Gewebelappen und eine weitere fur die Gefalver-
sorgung). Die tagelange Fixation der Arms in Uberkopfstellung ist zudem mit einem hohen
Risiko der Schultergelenksversteifung verbunden (GIERLER 2013). Aufgrund der Ausrissge-
fahr des Lappens, umstandlichen Verbandswechseln, Lagerung sowie der Gefahr der Schul-

tergelenkeinsteifung gilt diese Methode als Reserveverfahren (GIERLER 2013).

1.3.3.3 Extrakorporale Perfusion von mikrovaskuldren Transplantaten

Der oben beschriebene ,Carrierlappen” schlagt nicht nur die Briicke zwischen historischen
Methoden der Gewebeverpflanzung ohne GefaRanschluss und modernen mikrochirurgi-
schen Techniken, sondern kann auch als direkte gedankliche Vorarbeit zu der in dieser Ar-
beit thematisierten extrakorporalen Lappenperfusion (ECP, extrakorporale Perfusoin) ver-
standen werden. Wie der historische Rolllappen ermdglicht der Carrierlappen eine Gewebe-
verpflanzung ohne lokalen GefalRanschluss und basiert ebenfalls auf der Autonomisierung
des eingebrachten Gewebes im Defekt. Die Kenntnis der Technik freier Lappenverpflanzun-
gen ermoglicht jedoch Uber einen direkten Zugang zu den versorgenden Gefal3en auch die
Verpflanzung grol3er gemischter Gewebeblécke. WOLFF et al. (2003; 2009) konnten zeigen,
dass auf diese Weise transplantiertes Gewebe innerhalb von 18 Tagen unabhangig von dem
Carriergefal} ist und nach Ligatur des GefaRstiels einheilte. Als logische technologische Wei-
terentwicklung dieser operativen Methode liee sich eine Maschine konstruieren, mit deren
Hilfe ein Gewebetransplantat ohne die Notwendigkeit einer temporaren Versteifung von Ge-
lenken so lange Uber einen extrakorporalen Kreislauf vital erhalten werden kann, bis das
Gewebe in den Defekt eingeheilt ist und die Perfusion beendet werden kann. Unabhangig
von der lokalen Gefafsituation liel3e sich auf diese Weise die Transplantation mikrovaskula-
rer Lappen auch ohne GefalRanschluss realisieren, wodurch die rekonstruktive Therapie um
ein machtiges Therapieinstrument in schwierigen Fallen erganzt wirde. Die theoretischen
therapeutischen und wissenschaftlichen Anwendungsmdglichkeiten eines solchen Systems
sind jedoch wesentlich vielfaltiger, worauf in der Diskussion ausfuhrlich eingegangen werden
soll (siehe Kapitel ,,Ausblick” ab Seite 132).
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1.4 ZIELSETZUNGEN DER VORLIEGENDEN ARBEIT

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung und Evaluation eines Systems zur extrakor-
poralen Perfusion von Geweben im Kleintiermodell sowie die in vivo Anwendung dieses Sys-
tems. Aufgabe des Systems war der Vitalerhalt des Gewebes durch Aufrechterhaltung még-
lichst physiologischer Verhaltnisse im Gewebe. Der Aufbau des Systems sollte dabei in sei-
nen Grundzuigen einer miniaturisierten Variante einer modernen Herz-Lungen-Maschine ent-
sprechen. Wie aus der Herzchirurgie und Transplantationsmedizin bekannt ist, fihren ver-
gleichbare, wenngleich deutlich aufwandigere und auf groRere Volumina ausgerichtete Sys-
teme zu einer progredienten mechanischen Schadigung korpuskularer Blutbestandteile
(Hamolyse). Erschwerend kommt hinzu, dass das Wissen auf dem Sektor der extrakorpora-
len Gewebeperfusion limtiert ist. Grundlegende Informationen zu Druckverhaltnissen, Volu-
mina, Zusammensetzung eines optimalen Perfusats sind bisher ebenso unbekannt wie die

Veranderungen im Gewebe wahrend einer solchen extrakorporalen Perfusion.

In einem ersten Schritt sollten daher zunachst folgende grundlegenden Fragen geklart wer-

den:

o Welche Volumina bendtigt das zu perfundierende Gewebe unter physiologischen Be-
dingungen?

e In welchem Zeitraum und in welchem Ausmal} ist im Rahmen einer extrakorporalen
Perfusion mit dem von uns entwickelten System mit Hamolyseerscheinungen zu

rechnen?

In einem zweiten Schritt sollte anschlieRend das extrakorporale Perfusionssystem in vivo zur
.warmen“ Preservierung (Zimmertemperatur) mikrovaskuldrer Transplantate im Tiermodell
Uber einen Zeitraum angewendet werden, den das Gewebe bei Lagerung unter analogen
Bedingungen jedoch ohne Perfusion nicht tolerieren wirde. Als Tiermodell wahlten wir das
epigastrische Lappenmodell in der Ratte (STRAUCH UND MURRAY 1967), mit dem unser Team
bereits hinreichend Erfahrungen gesammelt hatte (MUCKE et al. 2011; 2013; FICHTER et al.
2014)
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Folgende Fragen sollten im Rahmen der in vivo Untersuchungen geklart werden:

e Lasst sich in dem gewahlten Tiermodell eine extrakorporale Lappenperfusion etablieren

und Uber einen Zeitraum von acht Stunden aufrechterhalten?

e Ist eine Vitalerhaltung diinner Hautlappen Uber einen Zeitraum von acht Stunden mit Hil-

fe des extrakorporalen Perfusionssystems moglich?

o Ist eine Vitalerhaltung dinner Hautlappen Uber einen Zeitraum von acht Stunden ohne

Hilfe des extrakorporalen Perfusionssystems unmdglich? (Negativkontrolle)

¢ Heilen Hautlappen nach extrakorporaler Perfusion Gber einen Zeitraum von acht Stun-

den nach anschlieliender Transplantation ein?

o Welche phyiologischen Vorgaénge spielen sich wahrend extrakorporaler Perfusion im

Lappen bzw. im verwendeten Perfusat ab?
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2 MATERIAL UND METHODIK

2.1 STUDIENAUFBAU

Die vorliegende Studie gliedert sich inhaltlich in zwei Abschnitte. Im ersten Abschnitt werden
die Entwicklung des Perfusionssystems sowie die in vitro Evaluation des Systems beschrie-
ben. Diese Vorversuche umfassen Flussmessungen an GefalRen der Ratte zur Festlegung
adaquater Perfusionseinstellungen sowie Analysen der Blutzusammensetzung (Blutgasana-
lyse, klinisch-chemische Untersuchungen, Bestimmung von Hamolyseparametern) von muri-
nem und humanem Vollblut wahrend mehrstindiger Zirkulation durch das System. Da die
Ergebnisse dieser Vorversuche fir den zeiten, und eigentlichen Hautpteil der Arbeit von es-
sentieller Bedeutung sind, beinhaltet der Methodikteil, entgegen gangiger Konventionen,
neben methodischen Aspekten auch Ergebnisse und weiterflihrende inhaltliche Diskussio-

nen.

Im zweiten Teil wird die in vivo Anwendung des Perfusionssystems zur Vitalerhaltung mikro-
vaskularer Lappentransplantate im Tiermodell beschrieben. Als Tiermodell wird der epigast-
rische Lappen der Ratte gewahlt, der mikrochirurgischer Lappen gestielt an den superfiziel-
len epigastrischen Gefallen der Ratte (STRAUCH UND MURRAY 1967) gehoben wird (siehe
Kapitel 2.3.3 ,Versuchsmodell und Anatomie* auf Seite 43).

Der Begriff Vorversuch ist dabei inhaltlich zu verstehen, zumal die im ersten Teil beschriebe-
nen Flussmessungen und Untersuchungen zur Hadmolyse zum Teil parallel zu den in vivo
Versuchen stattfinden und sich dem Kollektiv der Kontrollgruppen bedienen. Weiterflihrende
Informationen zu den verwendeten Versuchstieren und Haltungsbedingen finden sich daher
erst im zweiten Teil bei der Beschreibung der Tierversuche (siehe Kapitel 2.3 ,Vitalerhaltung

mikrovaskularer Lappen im Rattenmodell* auf Seite 42).
2.2 VORVERSUCHE

2.2.1 ENTWICKLUNG EINES PERFUSIONSSYSTEMS ZUR GEWEBEERHALTUNG

Erste Pilotversuche zur Perfusion muriner Hautlappen erfolgen in Kooperation mit den Kolle-
gen des Deutschen Herzzentrums Minchen, an einem fir die Perfusion isolierter Organe in
der Ratte entwickeltem Perfusionssystem (THEIN et al. 2001). Das System besteht aus einem
temperierten Reservoir (37°C), einem Membranoxygenator, einem Hamofilter, einer Blasen-
falle, einer Rollerpumpe und ein Schlauchsystem mit einer Gesamtlange von 4,5 Metern
(Abb. 2.1A). THEIN et al. (2001) konnten zeigen, dass dieses System (bei kontinuierlicher
Zirkulation ohne Anschluss eines Organs) Uber einen Zeitraum von 90 min keinen negativen
Einfluss auf die Zusammensetzung vollheparinisierten humanen Vollblutes (Zellzahlung,

Thrombozytenaktivierung, Komplementaktivierung) hatte. Untersuchungen zur Organperfu-
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sion wurden in diesem Zusammenhang nicht durchgefiihrt, da das Perfusat im Fokus der

Fragestellung stand (THEIN et al. 2001).

A B .

Abb. 2.1. Perfusionssysteme zur Perfusion von Organen im Kleintiermodell. (A) Perfusionssystem der 1.
Generation (3D-Modell) bestehend aus Rollerpumpe (a), Reservoir (c), Membranoxygenator (b), Blasenfalle (d)
und einer Schale fiir die Lagerung des Transplantats und zum Auffangen und Reperfundieren von austretendem
Blut. (B) Perfusionssystem 2. Generation (3D-Modell) mit zusatzlichem Druckausgleichschenkel (h), stufenweise
regulierbarer Pumpleistung (k), Barometer mit Digitalanzeige (i) und einem Unterdrucksystem zum Aufbau eines
justierbaren Sogs im vendsen System (I). Teilbild B modifiziert nach MUcKe 2013, mit freundlicher Genehmigung
vom Autor.

Mit Hilfe dieses Systems gelingt die Vitalerhaltung epigastrischer Lappen der Ratte lber
mehrere Stunden unter Verwendung vollheparinisierten (25 IE/ml) verdinnten murinen Voll-
blutes (Abb. 2.2, unverdffentlichte Daten). Allerdings beobachten wir bereits nach einer
Stunde Perfusionszeit eine deutliche Volumen- und Gewichtszunahme des Lappens durch
ausgepragte Odembildung sowie einen unkontrollierten Blutverlust aus der Peripherie des
Lappens. Die Ursachen flir diese Beobachungen sehen wir in der (1) Zusammensetzung des
(hochdilutierten) Perfusats (50% Ringer-Lésung, 50% Vollblut), in der durch die (2) Vollhepa-
rinisierung verursachten Blutungsneigung und in (3) unkontrollierten Blutdruckspitzen die
durch das vorgebene Flussvolumen bei fehlender Druckkontrolle entstehen. Die Odembil-
dung wird zudem durch einen (4) gestérten vendsen Abfluss unterstitzt. Ursachen hierflr
sehen wir zum einen in der fehlenden Sogwirkung im Niederdrucksystem und zum anderen
in einer moglichen Stérung der Mikrozirkulation durch Blutdruckspitzen und Verlegung der

Endstrombahn durch Mikrothromben im Rahmen von Hamolyseprozessen.
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Abb. 2.2. Erstes Perfusionssystem im Einsatz. Lappenhebung vor den ers-
ten in vivo Pilotversuchen mit dem Perfusionssystem der ersten Generation.
Mit freundlicher Genehmigung von PD Dr. Dr. Miicke, Klinik fir Mund-Kiefer-
Gesichtschirurgie, Klinikum rechts der Isar, Miinchen.

Zu (1): Hamodilution fuhrt gemal des Hagen-Poiseuille-Gesetzes zu einer Steigerung des
Blutflusses. Gleichzeitig wird jedoch Uber eine Verschiebung der Starling-Krafte die
Odementstehung begiinstigt (KLINKE UND SILBERNAGEL 1996). So bedingt der prozentual
hohe Anteil von kristalloidem FlUssigkeitsersatz (Ringer) an dem von uns verwendeten Per-
fusat durch Senkung des kolloidosmotischen Drucks die Entstehung von Odemen im Gewe-
be. In Hinblick auf die Reduktion dieser unerwiinschten Odembildung beobachten wird nach
Testung verschiedener Perfusatzusammensetzungen die besten Ergebnisse bei Verwen-
dung eines weniger verdunnten Vollblutgemischs mit zustatzlicher Beimischung eines Plas-
maexpanders. Auf das Perfusat wird in Kapitel 2.2.3.2 ,Perfusionsdriicke und Perfusatzu-

sammensetzung“ ab Seite 38 genauer eingegangen.

Zu (2): Kontakt von Blut mit artifiziellen Oberflachen fihrt zu Zell- und Komplementaktivie-
rung (SUNDARAM et al. 1994; BAKSAAS et al. 1999, z.i. THEIN et al. 2001). Dies kann zu Zella-
dherenz und Uber eine Aktivierung des Gerinnungssystems zu Thrombenbildung in dem
verwendeten Schlauchsystem sowie zu Stérungen der Mikrozirkulation des perfundierten
Organs/ Lappens fuhren (THEIN et al. 2001). Eine Antikoagulation ist daher weiterhin zwin-
gend erforderlich. Allerdings lasst sich die Heparindosierung von 25 IE/ml auf 10 IE/ml redu-

zieren, ohne eine Thrombenbildung innerhalb des Schlauchsystems auszuldsen.

Zu (3): Blutdruckkrisen fuhren zu Schadigung von Endorganen (FEIHL et al. 2009). Dies ist
bei der extrakorporalen Perfusion eines Endorgans (in unserer Studie die Haut) von beson-
derer Bedeutung, da keine Umgehungskreislaufe existieren und sich Blutdruckspitzen nicht

auf verschiedene Organe verteilen, sondern direkt auf das perfundierte Gewebe einwirken.
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Wir tragen dieser Uberlegung Rechung, indem wir in die Konstruktion der nachsten Pum-
pengeneration einen Regulator integrieren, durch den sich eine Blutdruckobergrenze festge-

legt werden kann.

Zu (4): Wahrend arterialisiertes Blut durch das verwendete Perfusionssystem problemlos in
den Lappen gepumpt wird und sich typische klinische Zeichen einens vitalen Lappens be-
obachten lassen (Rekapillarisierungsphanomen, Blutaustritt aus feinsten Gefallen der Lap-
penperipherie), zeigt sich praktisch kein vendser Ruckfluss. In der Literatur ist diese Be-
obachtung als ,no reflow“ Phanomen (CHAIT et al. 1978; MAY et al. 1978; ROSEN et al. 1985;
WANG et al. 1996) und kann Ausdruck eines gestdrten Metabolismus sein. Typische Zeichen
einer vendsen Stauung, wie Livideverfarbung der Hautinsel fehlen jedoch ebenfalls, was sich
durch den niedrigen Hb des hochdilutierten Perfusats und durch den hohen Blutverlust aus
der Peripherie des Transplantats erklaren lasst. Die nachste Pumpengeneration soll daher
so konstruiert werden, dass ein regulierbarer Sog auf das vendse System ausgelibt werden

kann, um den vendsen Ruckfluss zu stimulieren.

Die oben beschrieben Uberlegungen sind die Grundlage fiir die Entwicklung eines neuen
Perfusionssystems, das nach unseren klinischen Vorstellungen von einem Ingenieur tech-
nisch umgesetzt wird (Abb. 2.1B, MUCKE 2013). Neben den oben beschriebenen Elementen
verfugt das Perfusionssystem der zweiten Generation Gber Mechanismen zur Druckregulati-
on und zum Aufbau eines Sogs im vendsen System. Die Druckregulation ist durch ein Blei-
gewicht im Boden des Resevoirs verwirklicht, das sich ab einem durch das Gewicht vorge-
gebenem nicht justierbarem Druck (120 mmHg) hebt, wodurch sich ein Kurzschlusskreislauf
zwischen Rollerpumpe und Reservoir 6ffnet. Der aktuelle Druck im System wird mit Hilfe
eines Barometers (Fa. GHM Messtechnik GmbH, Regenstauf) gemessen (Abb. 2.1B,i). Der
Sog auf das vendse System erfolgt Gber eine Wassersaule, vergleichbar mit einer Thora-

xdrainage.

Obwohl erste Pilotversuche mit dem neuen System in Bezug auf Odementstehung und Blut-
verlust vielversprechende Ergebnisse zeigen und auch erste Replantationen nach mehrstin-
diger extrakorporaler Perfusion gelingen (MUCKE 2013), weist das System eine Reihe
schwerwiegender technischer Schwachpunkte auf, die uns in der Folge zum Verlassen des
Systems bewegen. Zum einen birgt das System durch die fehlende Méglichkeit der Sterilisa-
tion der mit Blut in Kontakt kommenden Teile eine erhéhte Infektionsgefahr — ein Hauptprob-
lem bei der extrakorpralen Perfusion von Geweben laut MAYER et al. (1992b). Die Pilotversu-
che mit diesem Perfusionsystem zeigen zum anderen, dass die Druckregulation nicht, wie
gewdinscht, Uber einen langeren Zeitraum funktioniert. Das bewegliche Bleigewicht verklebt

oder verkeilt haufig, wodurch die Druckregulation ausfallt. Oder es entwickelt sich ein per-
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manenter Kurzschlusskreislauf, der das Abklemmen des Shunt-Schenkels erforderlich

macht, womit das Element der Druckregulation zwecklos wird.

Fur die in dieser Abeit beschriebenen in vivo Untersuchungen wird also ein drittes Perfusi-
onssystem entwickelt, das mit einer elektronisch gesteuerten Druckregulation ohne anfallige
bewegliche Teile ausgestattet ist und die Sterilisation und sterile Anbringung aller mit Blut in

Kontakt kommenden Teile ermdglicht. Dies System soll im Folgenden beschrieben werden.

2.2.2 AUFBAU DES VERWENDETEN PERFUSIONSSYSTEMS

Der Aufbau des Perfusionssystems ist in Abbildung 2.3 dargestellt. Das System ist so kon-
struiert, dass alle mit Blut in Kontakt kommenden Einzelteile (Schldauche, Konnektoren, Re-
servoire, Membranoxygenator) steril zusammengesetzt, befillt und anschlielend mit dem
Perfusionssystem verbunden werden kénnen. Das Herzstlck des Perfusionssystems bildet
eine Uber einen Gleichstromgetriebemotor betriebene Rollerpumpe (Ing. Biro Humbs, Val-
ley). Uber einen Membranoxygenator (MO) kann das Blut wahrend der Perfusion mit Sauer-
stoff (Raumluft oder Sauerstoffflasche) angereichert werden. Der Membranoxygenator be-
steht aus zwei gefrasten Epoxidharzblécken, die auf der Innenseite mit je einem heraus-
nehmbaren Silikondichtungsring versehen sind. Beide Epoxidharzblécke lassen sich Uber
eingefrdste Gewinde mit Schrauben nahtlos aufeinander setzen. Zwischen beiden Epoxid-
harzblécken wird eine Oxygenatormembran (Typ Oxyphan PP50/280, Fa. Membrana GmbH,
Wuppertal) befestigt. Uber zwei mit Metallréhrchen versehene Bohrungen gelangt Blut in den
Innenraum und kann — nach Passage der Oxygenatormembran — auf der gegenlberliegen-
den Seite wieder aus dem MO austreten. Der MO wird zwischen Rollerpumpe und arterielles
Reservoir geschaltet. Die Reservoire bestehen aus gefrdsten Polyoxymethylen-Zylindern
(Ing. Buro Humbs, Valley), auf die sich sterile, handelsubliche, zuvor mit einem Skalpell zu-
rechtgeschnittene 5 ml (arterielles Reservoir) bzw. 10 ml (vendses Reservoir) Einwegsprit-
zen (B. Braun Melsungen AG, Melsungen) aufstecken lassen. Je drei mit Metallréhrchen
versehene Bohrungen an der Basis des Reservoirs ermdéglichen den Zufluss, Abfluss und
Druckausgleich zwischen beiden Reservoiren. Beide Reservoire fungieren als Blasenfénger.
Neben dem unterschiedlichen Fullvolumina (5 ml vs. 10 ml) unterscheiden sich arterielles
und venoses Reservoir dadurch, dass das venose Resevoir Uber einen Silikonschlauch mit
einem Unterdrucksystem verbunden ist, iber den ein Sog auf den vendsen Schenkel ausge-
Ubt werden kann. Das arterielle System hingegen ist Gber einen Silikonschlauch mit einem
Barometer (Panasonic Electric Works SUNX Co., Ltd. Kasugai City, Aichi, Japan) verbun-
den, der die Druckverhaltnisse im Schlauchsystem in mmHg angibt. Um unkontrollierte Blut-
druckspitzen zu vermeiden, sind arterielles und vendses System Uber einen Shunt miteinan-
der verbunden. Dieses Schlauchsegment ist in einer Vorrichtung (Abb. 2.3g) eingeklemmt,

die den Shunt bei normalen Druckverhaltnissen abklemmt. Steigt der Druck Uber eine frei
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definierbare Schwelle, wird der Blutstrom durch den Shunt solange freigegeben, bis sich die
Druckverhaltnisse normalisiert haben. Auf diese Weise wird der Druck im arteriellen Schen-
kel niemals oberhalb der gewahlten Druckschwelle liegen, da sich sonst ein Shunt-Kreislauf
ergeben wirde. Auf der anderen Seite darf die maximale Druckvorgabe nicht zu niedrig ge-
wahlt werden, da sonst durch den entstehenden permanenten Kurzschlusskreislauf kein Blut
mehr in den arteriellen Schenkel gepumpt wirde. Die verwendeten Schlduche bestehen aus
platinvernetztem Silikon (USP Klasse IV, FDA-Zulassung) und weisen einen Auliendurch-
messer von 1,6 mm und einen Innendurchmesser von 0,8 mm auf. Die Gesamtschlauchlan-
ge betragt 2,5 Meter. Als Konnektoren zwischen den einzelnen Schlauchsegmenten dienen

standardisierte Luer-Lock-Anschlisse aus Polypropylen.

Abb. 2.3. Modifiziertes Perfusionssystem. (A) Perfusionssystem der 3. Generation (3D Modell) mit steril an-
bringbarem Schlauchsystem, (B) Schematische Darstellung. (a) Steuereinheit, (b) Rollerpumpe, (c) Memb-
ranoxygenator, (d) arterielles Reservoir, (e) Lappentransplantat, (f) ventses Reservoir, (g) Druckausgleichs-
schenkel, (h) vendser Sog, (i) Blasenfanger und Druckmessschenkel, (j) Moglichkeit der Sauerstoffzufuhr.

Schlauche, Konnektoren und Oxygenatorenmembranen sind Einwegartikel und werden nach
jeder Anwendung verworfen. Das Gehduse des Membranoxygenators mit den Dichtungsrin-
gen sowie das arterielle und vendse Reservoir werden nach jeder Anwendung in lhre Einzel-
teile zerlegt und unter flieBendem Wasser von Hand gereinigt. Vor jeder Anwendung am Tier

werden alle verwendeten Materialien dampfsterilisiert.
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2.2.3 IN VITRO EVALUATION DES PERFUSIONSSYSTEMS

2.2.3.1 Flussmessungen am Gefal

Um das Foérdervolumen der Pumpe auf physiologische Werte justieren zu kénnen, bedarf es
der Kenntnis des in vivo Blutflussvolumens durch die den Lappen versorgenden Zu- und
Abflussgefalle, die an das Perfusionssystem angeschlossen werden sollen. Da sich diesbe-
ziglich in der Literatur keine konkreten Aussagen finden, fihren wir diese Messungen im
Vorfeld am Tiermodell durch. Als Versuchstiere dienen 12 Fischer-344-Ratten (Fa. Charles
River Wiga (Europe) GmbH, Kilegg) aus den Kontrollgruppen K1 und K2 des im nachsten
Kapitel beschriebenen Tierversuchs (siehe Kapitel 2.3 ,Vitalerhaltung mikrovaskularer Lap-

pen im Rattenmodell* auf Seite 42).

s

Reflektor

Abb. 2.4: Funktionsweise einer Ultraschall-Flusssonde. (A) Ansicht der ,V*-
Flusssonde von vorne; das von dem ersten Wandler ausgesandte Ultraschall-Signal
wird Uber einen Reflektor auf der gegeniiberliegenden Gefallwand auf einen zweiten
Wandler reflektiert. Ebenso sendet der zweite Wandler Signale aus, die nach Reflek-
tion vom ersten Wandler empfangen werden. Die Laufzeitdifferenzen, die sich durch
den flieBenden Blutstrom ergeben, dienen zur Berechnung der Blutflussgeschwin-
digkeit bzw. der Durchflussvolumina. (B) Ansicht von schrag seitlich, modifiziert aus
www.wikipedia.de (WIKIPEDIA 2014).

Mit Hilfe eines ,noninvasiven®, d.h. die Gefallwand umgreifenden, jedoch nicht perforieren-
den Ultraschall-Durchflussmessers, einem sog. ,clamp-on transit time flowmeter® (Transit
Time Perivascular Flowmeter TS420, Transonic Systems Inc., Ithaca, New York, USA) und
der zugehdrigen Sonde (Flow Probe 1,5 mm, Katalognummer MA1PRB, Transonic Systems
Inc., Ithaca, New York, USA) ist es méglich, Flussmessungen direkt an den epigastrischen
und femoralen GefalRen der Ratte durchzufiihren. Das Prinzip der Durchflussmessung beruht
auf der Messung von Laufzeitdifferenzen zwischen einzelnen Dopplerimpulsen und auf der
Frequenzverschiebung des Doppler-Effekts. Die in unserem Versuchsaufbau verwendete

.V“-Sonde enthalt zwei Ultraschallwandler, die sowohl als Sender, als auch als Empfanger
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fungieren kdnnen (Abb. 2.4). Der erste Wandler emittiert ein Ultraschallsignal, das von einem
Reflektor auf der gegeniberliegenden GefalRwand ,V*-férmig zuriickgeworfen und von dem
zweiten Wandler ausgeslesen wird. Dieser Vorgang funktioniert in beide Richtungen. Fir die
Berechnung von Flussgeschwindigkeiten und daraus der Berechnung von Durchflussvolumi-
na werden Laufzeitdifferenzen zwischen den ausgesandten Ultraschallimpulsen in und ge-
gen die Flussrichtung herangezogen und die Frequenzverschiebung des Dopplereffekts er-

fasst.

Flussmessungen werden an epigastrischen und femoralen Gefallen von 12 Versuchstieren
nach Freilegung der Gefalke zu den Zeitpunkten (1) vor Lappenhebung und (2) nach Lap-
penhebung durchgeflihrt. Die Versuchstiere stammen aus dem Kollektiv der Kontrollgruppen
K1 und K2 (siehe Kapitel 2.3.1.1 ,Experimentelle Gruppen“ ab Seite 42). Details zum opera-
tiven Vorgehen finden sich in Kapitel 2.3.5 ,Operative Methoden® auf Seite 49.

2.2.3.2 Perfusionsdriicke und Perfusatzusammensetzung

Das von uns verwendete Perfusionssystem (Abb. 2.3) erlaubt eine stufenlose Einstellung
des gewtlnschten Foérdervolumens. Die Vorgabe eines gewlnschten Perfusionsdrucks ist
hingegen nur indirekt moéglich. Um Gewebeschadigungen, durch unkontrollierte Blutdruck-
spitzen bedingt durch temporare Vasospasmen, Thromben oder anders begriindete periphe-
re Widerstandserhéhungen zu vermeiden, ist die Vorgabe eines Maximaldrucks maoglich.
Wird dieser Uberschritten, 6ffnet sich elektronisch gesteuert ein Shunt-Kreislauf zwischen
arteriellem und vendsem Reservoir, der solange aufrechterhalten wird, bis der Druck im
Schlauchsystem wieder unter die vorgegebene Druckobergrenze gefallen ist. Der vorgege-
bene Maximaldruck bezieht sich auf den Druck innerhalb des Schlauchsystems oder konkre-
ter auf den arteriellen Schenkel des Schlauchsystems und entspricht nicht zwingend den

Druckverhaltnissen im arteriellen Gefald bzw. im Lappen.

Wird der maximale Druck zu hoch gewahlt, besteht die Gefahr einer Druckschadigung in der
Endstrombahn. Wird der maximale Druck hingegen deutlich zu niedrig gewahlt, entsteht ein
permanenter Shuntkreislauf auf Mitteldruckniveau, wodurch die Gefahr besteht, dass kein
Blut mehr Uber den arteriellen Schenkel geférdert wird oder sogar retrograd in das System
zuruckflie3t. Der Blutdruck der Ratte wird in der Literatur bei 84—134 mmHg systolisch und
60 mmHg diastolisch angegeben (WOLFENSOHN UND LLOYD 2003). Fur die in vivo Untersu-
chungen legen wir die Druckobergrenze bei 130 mmHg systolisch und damit auf relativ ho-
hem physiologischem Niveau fest. Das Blutflussvolumen wird auf 2,20 ml/min fest einge-
stellt, was gemaR unserer Flusmessungen an den Femoralgefallen ebenfalls hochnormalen

Werten entspricht (siehe Kapitel 3.1.1 ,Flussgeschwindigkeit® ab Seite 65).
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Um auch bei der Wahl des Perfusats maoglichst physiologische Rahmenbedingungen zu
schaffen, wird in allen Versuchen vollheparinisiertes Vollblut verwendet. In erster Linie auf-
grund der relativ geringen Blutmenge (wenige Milliliter), die von einer Ratte gewonnen wer-
den kann, wird zur Reduzierung der notwendigen Versuchstierzahl fur die in vivo Untersu-
chungen auf verdiinntes Vollblut ausgewichen. In den oben beschriebenen Vorversuchen zur
Entwicklung des Perfusionssystems (siehe Kapitel 2.2.1 auf Seite 31) wurde Ringer Lésung
als Dilutor verwendet. Dies fiihrte jedoch zu einer ausgepragten Odembildung und — in Kom-
bination mit der notwendigen Vollheparinisierung — zu einem intolerabel hohen Blutverlust
aus dem Transplantat. Daher entscheiden wir uns fir die folgenden Tierversuche zusatzlich
zu dem kristalloiden (Ringer) noch einen kolloidalen Plasmaersatz zu verwenden. Die Wahl
fiel auf Hydroxyethylstarke (HES), ein Starkepraparat, das durch Hydroxyethylierung vor dem
Abbau durch das kdrpereigene Enzym Alphaamylase geschiitzt ist. Aufgrund seiner hohen
Wasserbindungsfahigkeit gilt HES als Plasmaexpander. Durch den Zusatz von HES soll die
Extravasation und damit die Odembildung reduziert werden. Gemal des Hagen-Poiseuille-
Gesetzes (KLINKE UND SILBERNAGEL 1996) wird durch Hamodilution Uber eine Herabsetzung
der Viskositat des Blutes der Blutfluss erhéht. HES fuhrt zu einer verminderten Thrombozy-
tenaggregation (BOLDT et al. 1993). Von anderen kolloidalen Plasmaersatzmitteln ist zudem
eine Reduktion des Thromboserisikos nach Mikroanastomosen bekannt (z.i. ROBITzKY
2015). Unsere Arbeitsgruppe beobachtete nach HES-Gabe eine Reduktion der Nekroserate
perforatorbasierter Hauttransplantate im Rattenmodell (RoBITzKY 2015). Die Tageshdchst-
dosis des von uns eingesetzten HES Praparats (Molekulargewicht 130 kD, Volulyte®, Fa.
Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg v.d.H.) liegt bei 50 ml/kg KGW (STRIEBEL
2012). Aufgrund des Nebenwirkungsprofils wird die ,Anwendung hydroxyethylstarkehaltiger

Infusionslésungen® am Menschen mittlerweile nicht mehr empfohlen (BfArM 2013).

2.2.3.3 Aufbau des Systems und Ablauf der in vitro Untersuchungen

Verwendet wird das in Abbildung 2.3 dargestellte Perfusionssystem. Das Schlauchsystem
wird jedoch so modifiziert, dass ein geschlossener ,Shunt“-Kreislauf entsteht. Hierzu werden
arterieller und venoéser Schenkel des noch unbeflllten Schlauchsystems Uber einen Drei-
wegehahn miteinander verbunden. Etwa 30 Minuten vor Beginn der Untersuchungen wird
das Schlauchsystem mit Heparin-versetzter (Heparin-Natrium, Fa. ratiopharm GmbH, Ulm)
Ringerlésung (Fa. DeltaSelect, Dreieich) gefillt, die Pumpleistung auf 5 ml/min reguliert und

so das Schlauchsystem durchgespdlt.

Ringerldsung 10 ml

Heparin-Natrium 100 IE
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Die nachfolgend beschriebenen Blutuntersuchungen werden sowohl mit murinem als auch
mit humanem Vollblut durchgefihrt. Der Versuchsaufbau ist in beiden Fallen gleich. Das
humane Blut entstammt acht freiwilligen Spendern (Doktoranden, Studenten im Praktischen
Jahr und Mitarbeitern unserer Abteilung). Zur Beflillung des Systems werden 10 ml vollhepa-

riniertes humanes vendses Vollblut verwendet (1 IE Heparin/ml Blut).

Das murine Blut entstammt den Spendertieren aus den im Kapitel 2.3.1.1 ab Seite 42 be-
schriebenen in vivo Versuchen. Zur Beflullung des Systems werden ca. 4 ml vollheparinisier-
tes (1 IE Heparin/ ml Blut) murines Misch-Vollblut aus der Bauchaorta sowie der V. femoralis
oder der Schwanzvene entnommen. Weiterfihrende Informationen zu Narkose und operati-
vem Vorgehen bei der Blutabnahme finden Sie in Kapitel 2.3.5 ,Operative Methoden® ab
Seite 49. Informationen zu Tierstamm und Haltungsbedingungen entnehmen Sie bitte Kapitel
2.3.2 ,Versuchstiere und Haltung* auf Seite 43. Der Vorgang der Blutentnahme wird in Kapi-
tel 2.3.6.3 ,Blutentnahme Ratte® auf Seite 56 im Detail beschrieben.

Anschlielend wird der Inhalt des Schlauchsystems Uber einen Dreiwegehahn geleert, das
vendse Reservoir mit dem entnommen Blut befullt und letzteres mit einer Geschwindigkeit

von 5 ml/min durch das Schlauchsystem zirkuliert.

Unmittelbar nach Abnahme, sowie in stindlichen Abstanden Uber einen Zeitraum von acht
Stunden, werden Blutproben mit einer Kapillare enthommen und eine Blutgasanalyse sowie
eine Hamolysediagnostik durchgefihrt. Die einzelnen technischen Verfahren und Parameter

werden nachfolgend erklart.

2.2.3.4 Bestimmung der Hamolyseparameter

Rollerpumpen und andere Pumpsysteme, Membranoxygenatoren und bereits der Kontakt
von Blut mit Fremdkdrpern kénnen zu Hamaloyse fihren (MAYER UND KAEMPFER 1996;
THEIN et al. 2001). Mit zunehmender Hamolyse nimmt die Fahigkeit des Blutes Sauerstoff zu
transportieren ab. Zudem kdnnen zerfallene Erythrozytenbestandteile im hdmolytischen Blut
zur Verlegung mikrovaskularer GefaRe fiihren und so das Uberleben des Lappens gefahr-
den. Eine Grundvoraussetzung fir den Erfolg einer extrakorporalen Vitalerhaltung von Ge-
weben ist ein System, das nicht oder nur in sehr geringem Ausmaf zu Hamolyse fuhrt, zu-
mindest Uber einen langeren Zeitraum bis ohnehin das Perfusat gewechselt werden muss.
Als Hamolyseparameter werden Laktatdehydrogenase (SUEDKAMP et al. 2004; KATO et al.
2006) und Haptoglobin (MARCHAND et al. 1980; SHIH et al. 2014) herangezogen.

Das Enzym Laktatdehydrogenase (LDH) kommt in vielen Geweben vor und katalysiert die
Oxydation von Laktat zu Pyrovat. Erhéhte Serum-LDH-Spiegel finden sich in erster Linie bei
Erkrankungen, die einen erhdhten Zellzerfall zur Folge haben, wie disseminierte Malignome,

Schock, megaloblastische Anamie, Muskelerkrankungen, Herzinfarkt und hamolytischer
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Anamie. Die LDH-Bestimmung erfolgt indirekt durch Bestimmung der Enzymaktivitat mit Hilfe
eines UV-Tests. Bei der durch LDH katalystierten Oxydation von Laktat zu Pyrovat wird NAD
zu NADH reduziert. Die Bildungsgeschwindigkeit von NAD ist direkt proportional zur LDH-
Enzymaktivitat und kann photometrisch bestimmt werden. Referenzwerte liegen beim Men-
schen bei 135-225 U/I (LORENTZ 1995) und bei Ratten bei 135 + 58 U/I (ZUR 2005).

Haptoglobin wird zur Beurteilung des Schweregrads und Stadiums einer intravasalen Hamo-
lyse eingesetzt (MARCHAND et al. 1980; SHIH et al. 2014). Dabei handelt es sich um ein Gly-
koprotein, das zu den Transport- und Aktive-Phase-Proteinen gezahlt wird. Es bindet freies
Hamoglobin im Serum, das bei intravasalen Hamolysevorgangen aus Erythrozyten freige-
setzt wird und einen stabilen Haptoglobin-Hamoglobin-Komplex bildet. Ein erniedrigter Hap-
toglobinspiegel weist somit auf eine intravasale Hamolyse hin. Erhdhte Haptoglobinspiegel
werden hingegen bei Entziindungsvorgangen beobachtet. Die Haptoglobin-Bestimmung ba-
siert auf dem Prinzip der immunologischen Agglutination. Der Test ist spezifisch fir humanes
Haptoglobin, weshalb dieses Nachweisverfahren nicht fir die Hamolysebeurteilung des
murinen Blutes eingesetzt werden kann. Die Referenzwerte beim Menschen liegen zwischen
30-200 mg/dl.

Die Messungen werden wie im vorangegangen Kapitel beschrieben zu Beginn, am Ende und
in stindlichen Intervallen Uber acht Sunden wéahrend der Zirkulation des Blutes durch das
Perfusionssystem erhoben. Die Analyse erfolgt mit Hilfe eines Laboranalysegerats (cobas®

8000 modular analyzer, Hoffmann-La Roche AG, Basel, Schweiz).
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2.3 VITALERHALTUNG MIKROVASKULARER LAPPEN IM RATTENMODELL

2.3.1 EXPERIMENTELLES PROTOKOLL

2.3.1.1 Experimentelle Gruppen

Folgende vier Versuchsgruppen werden untersucht und sollen weiter unten im Detail be-

schrieben werden:

Gruppe Operationsmethode Perfusion Ischamie Transfer Anzahl
K1 Kontrollgruppe 1: ,Sham-Operation® 0 0 - 8
K2 Kontrollgruppe 2: Ischdmie 0 8 + 8
K3 Kontrollgruppe 3: in vivo Perfusion 8 0 + 8
ECP Extrakorporale Perfusion 8 0 + 8

2.3.1.2 Zeitlicher Ablauf

Der zeitliche Ablauf der in vivo Versuchsreihe ist in Abbildung 2.5 dargestellt. Das operative
Vorgehen und die angewandten Untersuchungsmethoden werden in den folgen Kapiteln

ausfuhrlich erlautert.
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Abb. 2.5: Zeitlicher Ablauf der Versuchsserie. Auf der oberen Zeitleiste ist der gesamte Versuchsablauf in
Tagen dargestellt. In der unteren Zeitleiste ist der zeitliche Ablauf des operativen Eingriffs (schwarz) und der
Perfusion (rot), sowie die Zeitpunkte der Datenerhebung abgebildet. In Gruppe K1 (Sham Operation) endet der
Versuch nach vollstdndigem Heben und Zurliickndhen der Hautinsel bereits zum Zeitpunkt 1 (untere Zeitleiste).
Ein Perfusatwechsel wurde nur dann durchgefiihrt, wenn das System leer ist oder ein kritischer pH-Wert erreicht
wird.
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2.3.2 VERSUCHSTIERE UND HALTUNG

Als Versuchstiere werden 64 mannliche Fischer-344-Ratten (Fa. Charles River, KiRlegg)
zwischen 250 und 300 g verwendet. Alle Tiere werden gemaf der EU-Richtlinien behandelt.
Das Tierversuchsvorhaben ist gemafy § 8 des Deutschen Tierschutzgesetzes durch die Re-
gierung von Oberbayern genehmigt (Aktenzeichen 55.2-1-54-253-86-08) worden. Die Hal-
tung der Tiere erfolgt in Umsetzung der in der EU-Richtlinie 86/609 festgelegten Bedingun-
gen. Die Ratten werden in Gruppen von 2-3 Tieren in Standard Makrolon® Typ IV Kafigen
bei einem kinstlichen 12 h Tag-Nacht-Rhytmus gehalten. Als Einstreu dienen Weichholzfa-
sern (Altromin International, Laage). Die Reinigung der Kafige erfolgt wochentlich. Pellets
(Altromin International, Laage) und Wasser werden ad libitum bereitgestellt. Die Haltung der
Ratten erfolgt in einem speziellen Tierstall mit einer relativen Luftfeuchtigkeit von 55-65%
und einer konstanten Raumtemperatur von 21-23°C. Die Tiere werden wdchentlich gewo-
gen und taglich werden Putzverhalten, Aktivitat, Automutilationszeichen und Zeichen fir In-
fektionen oder Entziindungen beurteilt. Nach Lieferung wird den Tieren eine Eingewdh-

nungszeit von sieben Tagen vor Versuchsbeginn gewahrt.

2.3.3 VERSUCHSMODELL UND ANATOMIE

Bei dem flur die in vivo Versuche verwendeten epigastrischen Lappen, oder auch Leisten-
beugelappen oder ,groin flap“ handelt es sich um einen standardisierten frei transplantierba-
ren Hautlappen, der von den epigastrischen Gefallen versorgt wird (OESTERWITZ et al.
2014). In der vorliegenden Studie wird dieser Lappen wie von STRAUCH UND MURRAY (1967)
beschreiben als mikrovaskuldres Transplantat auf Basis der superfiziellen epigastrischen
Gefalken gehoben. Dieses Gefallblindel besteht aus einer Arterie und einer Vene und ver-
sorgt die Haut und das subkutane Gewebe der Leistenbeuge sowie die unteren Zweidrittel
des Abdomens (OESTERWITZ et al. 2014). Eine detaillierte Beschreibung des operativen

Vorgehens findet sich in Kapitel 2.3.5.2.2 “Hebung des epigastrischen Lappens” ab Seite 51.

2.3.4 EVALUATIONSMETHODEN

2.3.41 Klinische Beobachtungen

Die Vitalitat des Lappens wird wahrend des gesamten Versuches engmaschig durch Beurtei-
lung der Hautfarbe und des kapillaren Refills klinisch evaluiert und die Beobachtungen
schriftlich und fotographisch (Nikon D700, Fa. Nikon Corp., Chiyoda, Tokyo, Japan) festge-

halten.

2.3.4.2 Blutgasanalyse und laborchemische Untersuchungen
Die Blutgasanalyse (BGA) ist heute integraler Bestandteil der medizinischen Diagnostik und
dient der Messung der Gasverteilung (Sauerstoff- und Kohlenstoffdioxidpartialdruck) sowie

der Bestimmung des Saure-Base-Haushalts im Kdrper. Moderne Laboranalysegerate erlau-
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ben darlber hinaus die Bestimmung von Hamoglobinglobingehalt, Elektrolythaushalt, Meta-

boliten wie Glukose und Laktat und zahlreicher anderer Parameter.

Wahrend der extrakorporalen Membranoxygenation von Gewebelappen im Tiermodell
(Gruppe ECP) werden zu standardisierten Zeitpunkten laborchemische Untersuchungen
durchgefihrt: Das Probenmaterial fir die Analysen wird unmittelbar nach Abnahme des Blu-
tes fir die Herstellung des Perfusats (Basiswert), sowie in 15-30 Minutenschritten wahrend
der achtstiindigen Perfusion direkt aus dem Perfusat mit einer Kapillare entnommen und
dem Analysegerat (RAPIDLAB® 348, Siemens Sector Healthcare, Erlangen) zugefiihrt. Fol-
gende Paramter gehen in die spéatere statistische Analyse ein: pH, Kalium (K'), Sauer-
stoffsattigung (SO,), Sauerstoffpartialdruck (pO.), Kohlendioxidpartialdruck (pCO,), Bicarbo-
nat-Puffer (HCO3") und Hamoglobingehalt (Hb). Eine Glukose- und Laktatbestimmung ist aus

technischen Grinden mit diesem Gerat nicht mdglich.

2.3.4.3 Gewebe-Photospektrometrie

Die Gewebe-Photospektrometrie kombiniert zwei optische Techniken, die Weilllichtspektro-
metrie und die Laser-Doppler-Spektroskopie. Die technischen Grundlagen dieser Technik
werden an anderer Stelle im Detail beschreiben (LOEFFELBEIN 2003; HOLZLE et al. 2006;
KRUG 2007) und sollen hier nur grob skizziert werden (Abb. 2.6).

Uber eine Sonde wird sowohl Licht eines kontinuierlichen Spektrums (Weillicht), als auch
Licht einer spezifischen Wellenlange (Laserlicht) in das Gewebe eingestrahlt. Als Weildlicht-
quelle dient eine Halogenlampe (21W). Das eingestrahlte Weilllicht wird zum einen an den
Mitochondrien gestreut, wodurch sich Intensitdt und Wellenldnge des Lichts andern. Zum
anderen trifft das Licht auf Erythrozyten, deren Blutfarbstoffe (v.a. das Hamoglobin) in Ab-
hangigkeit von der Sauerstoffsattigung Licht absorbieren und damit zu einer Veranderung
der Wellenlange (und damit der Farbe) des Lichts fihren. Die reflektierten Lichtstrahlen wer-
den von einem Detektor ausgelesen und ermdglichen Uber die Messung von Wellenlan-
gendifferenzen die Berechnung der Sauerstoffsattigung (SO;) und Uber eine Absorptions-

messung die Bestimmung der relativen Hamoglobinkonzentration (Hb) (KRUG 2007).

Zur Bestimmung der BlutflieRgeschwindigkeit (Velocity) und des Bluttflussvolumens (Flow)
macht sich die Technik den Doppler-Effekt zu Nutze. Der Doppler-Effekt geht auf den Physi-
ker und Mathematiker C. J. Doppler zurtick, der bereits 1842 das Phanomen beschrieb, dass
sich die Frequenz einer Schallwelle durch die relative Bewegung von Schallquelle und Emp-
fanger andert. Bewegen sich Sender und Empfanger aufeinander zu kommt es zu einem
Frequenzanstieg, im umgekehrten Fall zu zu einem Frequenzabfall. Bewegen sich Sender
und Empfanger relativ zueinander nicht, so tritt kein Doppler-Effekt auf (LOEFFELBEIN 2003).

Bei der Laser-Doppler-Spektroskopie andert sich die Wellenlange von in das Gewebe einge-
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strahltem Laserlicht durch sich bewegende Erythrozyten. Der Frequenzunterschied (Doppler-
Shift) ermoglicht die Berechnung der FlieRgeschwindigkeit und des Flussvolumens der
Erythrozyten (KRUG 2007).

Laserlicht VVeiBlicht SO,
\ Hb Velocity
—

Erythrozyten
Gewebe

Abb. 2.6 Funktionsweise der Gewebe-Photospektrometrie. Von einer Sonde wird
sowohl Weilllicht als auch geblindeltes Licht (Laser) in das Gewebe eingestrahit. Mito-
chondrien fiihren zu einer Streuung des Lichts, wodurch sich die Ausbreitungsrichtung
und Intensitat des Lichts andert. Das in Erythrozyten gespeicherte Hamoglobin absor-
biert in Abhangigkeit von dessen Sauerstoffsattigung Licht und fiihrt zu einer Anderung
der Wellenldnge und damit der Farbe des Lichts. Das reflektierte Licht wird durch De-
tektoren in der Sonde wiederaufgefangen und dient zur Berechnung der Sauerstoffsat-
tigung und der relativen Hamoglobinkonzentration. Zur Bestimmung der BlutflieRge-
schwindigkeit (Velocity) und des Blutflussvolumens (Flow) macht sich die Technik den
Umstand zu Nutze, dass sich die Wellenldnge des in das Gewebe eingestrahlten La-
serlichts durch flieBende Erythrozyten andert (Doppler-Effekt). Modifiziert und verein-
facht nach KruG (2007).

Das O2C (oxygen to see)-Gerat (LEA Medizintechnik GmbH, Giessen) kombiniert diese bei-
den Techniken und dient in der vorliegenden Arbeit der noninvasiven Bestimmung der Pa-
rameter SO,, Hb, Velocity und Flow. Die Einheiten der Parameter Hb, Velocity und Flow
werden in arbitrdren Einheiten (engl. ,arbitrary units®, AU) angegeben. SO, wird in Prozent
angegeben. Die Messungen erfolgten mit einer 2+2 Kanal LF-2 Flachsonde mit einem Uber-

tragbaren Wellenlangenbereich von 500-850 nm (LEA Medizintechnik GmbH, Giessen).

02C-Messungen werden zu standardisierten Zeitpunkten in den Gruppen K1, K3 und ECP
durchgefihrt (Abb. 2.5). In Gruppe K1 werden O2C-Messungen abweichend von den ande-
ren Versuchsgruppen nur praoperativ, d.h. vor dem Hautschnitt (Basiswert) und am siebten
postoperativen Tag erhoben. In Gruppe K2 erfolgen die Messungen praoperativ, nach He-
bung des Lappens, nach Wundverschluss sowie am siebten postoperativen Tag vor Eutha-
nasie des Versuchstiers. In den Gruppen K3 und ECP werden zusatzliche Messungen unmit-

telbar nach Beginn des achtstiindigen Perfusionsintervalls, in 30-mindtlichen Intervallen wah-
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rend der Perfusion sowie nach Transferierung des Lappens auf das Empfangertier durchge-
fuhrt. Alle Messungen werden (1) im kranialen Drittel, (2) im Zentrum und (3) im kaudalen

Drittel des Lappens unter konstantem Druck und konstanten Lichtverhaltnissen erhoben.

2.3.4.4 Indocyanin-Griin Fluoreszenzangiographie

Bei der Fluoreszenzangiographie handelt es sich um ein noninvasives bildgebendenes Ver-
fahren zur Darstellung von GefalRen sowie zur qualitativen und — mit Hilfe einer entspre-
chenden Software — quantitativen Beurteilung der Gewebedurchblutung. Dabei wird ein fluo-
reszierender Farbstoff, in unserem Fall das Indocyanin-Griin (ICG, Abb. 2.7), in die Blutbahn
injiziert und in dem zu untersuchenden Areal mit Hilfe einer Lichtquelle (Nah-Infrarotbereich,
Wellenlange 800 nm) zur Fluoreszenz angeregt. Da sich der Spektralbereich der Lichtemis-
sion von dem des Anregungslichts unterscheidet, Iasst sich letzteres Uber spezielle Filter
blockieren, wahrend das emittierte Fluoreszenzsignal detektiert wird (HoLm et al. 2010;
MUCKE et al. 2010a; MUCKE 2012). Urspringlich als Farbstoff fir die Fotographie entwickelt,
beschrieben FOX et al. im Jahre 1956 die Anwendung von ICG zur kardiologischen Diagnos-
tik und hoben dabei vor allem die Unabhangigkeit des Messverfahrens von Hamoglobingeh-
alt und Sauerstoffsattigung hervor. Heute findet die ICG-Fluoreszenzangiographie breite An-
wendung in der Leberfunktionsdiagnostik, Ophthalmologie, Neurochirurgie, Gefalichirurgie
(z.i. MUCKE 2012) und zunehmend auch in der Plastischen und Rekonstruktiven Chirurgie
zur Beurteilung von Mikroanastomosen und zur Perfusionsdiagnostik freier Gewebetrans-
plantate (GIUNTA et al. 2005; HOLM et al. 2010; MUCKE et al. 2010a). So sind mit Hilfe der
ICG-Angiographie bereits intraoperativ Aussagen Uber die Erfolgswahrscheinlichkeit eines

Gewebetransplantats moglich (GIUNTA et al. 2005).

Gewebe

Abb. 2.7: Funktionsweise Indocyanin-Griin Fluoreszenzangiographie. (A) Struktur-
formel des Indocyanin-Griin Fluoeszensfarbstoffs (ICG); (B) Stark schematisierte Dar-
stellung des Funktionsprinzips der ICG-Fluoreszenzangiographie.
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FuUr die Fluoreszenzangiographie wird zunachst der Fluoreszenzfarbstoff (Indocyanin-Grin
25 mg, ICG-PULSION®, Fa. Pulsion Medical Systems SE, Feldkirchen), entsprechend den
Herstellerangaben zubereitet. Hierzu werden 25 mg ICG Pulver (entspricht einem handels-
Ublichen Flaschchen) in 5 ml Aqua ad iniectabilia (Wasser fir Injektionszwecke, Ampuwa®,

Fa. Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg v.d.H.) aufgeldst.

Umittelbar vor der Messung werden dem Versuchstier 0,5 mg/kg KGW des Farbstoffge-
mischs Uber die Schwanzvene oder Femoralvene injiziert und ca. 0,5 ml Ringer-Lésung (Fa.
DeltaSelect, Dreieich) nachgespiilt oder in der gleichen Dosierung dem Perfusat beige-
mischt. Die Aufzeichnung des Fluoreszenzsignals erfolgt entweder mit Hilfe der integrierten
FLOW® 800 Funktion des OP-Mikroskops (Zeiss Pentero® Operationsmikroskop mit FLOW®
800 Option, Carl Zeiss Surgical GmbH, Oberkochen) oder mit einer mobilen Nahinfrarot-
Fluoreszenzkamera (PDE Photodynamic Eye, Pulsion Medical Systems SE, Feldkirchen).
Bei Verwendung der mobilen Kamera werden die aufgezeichneten Videodaten Uber einen
Medienwandler (Pinnacle Video Transfer 8241, Fa. Avid Technology Inc., Burlington, MA,
USA) in das Videodateiformat .MP4 konvertiert und auf einen USB-Stick gespeichert. Die
Analyse der gewonnenen Daten erfolgt bei Verwendung der integrierten FLOW® 800 Option
unmittelbar im Anschluss an die Messung mit Hilfe der FLOW® 800 Software (Version 2.6,
Carl Zeiss Surgical GmbH, Oberkochen). Wird die mobile photodynamische Kamera ver-
wendet, so wird fur die Datenanalyse die Software IC-CALC (Version 2.0, Pulsion Medical

Systems SE, Feldkirchen) herangezogen.

Die ICG-Messungen werden in Gruppe ECP unmittelbar nach Legung des vendésen Kathe-
ters, aber vor Hebung des epigastrischen Lappens (Basiswert), nach Beginn der Perfusion
des epigastrischen Lappens sowie am 7. postoperativen Tag vor Euthanasie des Versuchs-
tiers erhoben. Das Fluoreszenzsignal wird jeweils Uber einen Zeitraum von drei Minuten auf-

gezeichnet.

2.3.4.5 Planimetrische Vermessung der Nekrosezone

Die Fotodokumentation erfolgt mit einer im rechten Winkel zum OP-Feld ausgerichteten, auf
einem Stativ montierten digitalen Spiegelreflexkamera (Typ Nikon D700, Fa. Nikon Corp.,
Chiyoda, Tokyo, Japan).

Die planimetrische Vermessung der Nekroseflache wird mit Hilfe der ,open souce® Software
Imaged (RASBAND 1997-2009) durchgeflihrt. Die am 7. postoperativen Tag aufgenommenen
digitalen Fotographien der epigastrischen Lappen werden im TIFF-Format auf einem Daten-
trager gespeichert (WD Green WD20EZRX 2 TB Festplatte, Western Digital Corp., Lake Fo-
rest, CA, USA) und in die Imaged Software geladen. Die Software erfasst neben der Ge-

samtpixelzahl des Bildes die Pixelzahl manuell ausgewahlter Bereiche und ermoglicht so die
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Berechnung von Flachen. Hierzu wird mit einem Grafiktablett und dazugehoérigem Eingabe-
stift (Wacom Intuos® 3 Grafiktablett, Wacom Co., Ltd., Saitama, Japan) auf dem Bild zu-
nachst der Gesamtumriss des epigastrischen Lappens und anschlief3end die klinisch eindeu-
tig nekrotischen Areale umfahren. Die von der ImageJ Software angegebenen Pixelzahlen
werden fur die weitere Berechnung der Flachen bzw. Flachenverhaltnisse in eine Tabelle
eingetragen (Microsoft Corp., Redmond, WA, USA). Da flr die vorliegende Arbeit absolute
Flachenwerte nicht von Interesse sind, beschranken sich die weiteren Berechnungen auf das
Verhaltnis der Pixelzahlen. Die Nekroserate ergibt sich aus dem Verhaltnis Pixelzahl des
nekrotischen Areals/ Pixelzahl des gesamten umfahrenen Lappenumrisses x 100 in Prozent.
Die Vermessung der Bilder wird von zwei Untersuchern durchgeflhrt. Fir die spatere statis-
tische Analyse werden die Mittelwerte der von den beiden Untersuchern erhobenen Werte
herangezogen. Um ein untersucherabhangiges Bias zu vermeiden, werden die digitalen Da-
teien zudem vor der Analyse durch einen unabhangigen Anwender ,verblindet, indem sie so
umbenannt wurden, dass der Untersucher keinen Ruckschluss auf das Versuchstier bzw. die

Studiengruppe ziehen kann.

2.3.4.6 Gewebeentnahme und Strukturelle Untersuchungen

Nach Euthanasie des Versuchstiers am siebten postoperativen Tag (siehe Seite 50) wird der
epigastrische Lappen der Ratte wie in Kapitel 2.3.5.2.2 auf Seite 51 beschreiben gehoben,
der Gefalstiel durchtrennt und der Lappen in foto entnommen und 24 Stunden lang in
2,5%iges Glutaraldehyd (AppliChem GmbH, Darmstadt) getaucht. Im nachsten Schritt wer-
den die Proben in 0,1 M Soerensen’s Phosphatpuffer (pH 14) gewaschen und anschlieRend
in 1 % Osmium Lésung (1,0 g OsO4in 50 ml aqua bidest. nach CAULFIELD 1957) fixiert. An-
schlieRend erfolgt die Dehydratation in einer mehrstufigen aufsteigenden Alkoholreihe. Die
dehydrierten Proben werden anschlieBend in Epoxidharz eingebettet und bei ca. 60°C fir
zwei Tage in einem Brutschrank gelagert. Von allen Praparaten werden Semidunnschnitte
(0,5 um) fur die lichtmikroskopischen Untersuchungen hergestellt und die Schnitte auf
Triethoxysilan-beschichteten Objekttrager aufgebracht, auf einer Heizplatte bei 85°C ge-

trocknet und flammenfixiert.

Zur Beurteilung des strukturellen Aufbaus, der zellularen Morphologie und der Vaskularisie-
rung werden die Praparate mit Hamatoxylin-Eosin (HE) angefarbt. Das Farbeprotokoll ist in
der Liste der verwendeten Materialien und Gerate ab Seite 59 aufgefluhrt. In der HE-Farbung
erscheinen Zellkerne blauviolett, Zytoplasma und zellarmes Bindegewebe werden hellrot
dargestellt. Die Beurteilung der Praparate erfolgt in 20 bis 100-facher Vergréfierung mit Hilfe
eines Lichtmikroskops (Zeiss Axiovert 100® , Fa. Zeiss, Jena) mit Ol-lmmersions-Objektiv
(NEO PLAN, 2x, 10x, n.A. 1.25, Fa. Zeiss, Jena).
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2.3.5 OPERATIVE METHODEN
2.3.5.1 perioperative Vorkehrungen, Anasthesie und Euthanasie

2.3.5.1.1 Einleitung und Aufrechterhaltung der Anasthesie

Nach einer Allgemeinuntersuchung erfolgt die Einleitung der Anasthesie der 250-300 g
schweren Nager durch Isofluran-Kurznarkose (Fa. Baxter International Inc., Deerfield, IL,
USA) in einer Ganzkérperkammer und anschlieende intraperitoneale Kombinationsanas-
thesie aus Ketamin 100mg/kg KGW (Narketan®, Fa. Vétoquinol GmbH, Ravensburg) und
Xylazin 5 mg/kg KGW (Rompun®, Fa. Bayer Vital GmbH, Leverkusen) in einer Mischspritze.
Nach angemessener Wartezeit wird die Narkosetiefe mit Hilfe von Korneal- und Flexorenre-
flex Uberpruft. Nach grof3zlgiger Nassrasur des Abdominalbereichs werden die Tiere mit
Papiertiichern getrocknet, um ein Auskihlen zu vermeiden und anschlielend die Gliedma-
Ren mit Pflasterstreifen auf einer mit einer sterilen Unterlage (Raucodrape® 38 x 45 cm, Fa.
Lohmann & Rauscher GmbH und Co. KG, Rengsdorf) belegten handelstblichen Korkplatte
fixiert. Um die Versuchstiere auch im weiteren Verlauf normotherm zu halten, werden diese
wahrend der gesamten Narkose auf einer Heizmatte (Fa. Fine Science Tools Inc., North
Vancouver, BC, Canada) gelagert. Die Desinfektion des Operationsgebietes erfolgt mit
Propran-2-ol Spray (Cutasept® F, Fa. Paul Hartmann AG, Heidenheim). Uber einen Konus
wird dem Tier pernasal reiner Sauerstoff substituiert. Die Keratitisprophylaxe erfolgt mit Dex-
panthenol-haltiger Augensalbe (Bepanthen® Augen- und Nasensalbe, Fa. Roche, Genzach-
Wyhlen). Wahrend des gesamten Narkoseverlaufs erfolgt eine kontinuierliche Uberwachung
der Vitalwerte durch klinische Beobachtung, Messung der Temperatur und Monitoring der
Pulsfrequenz mit Hilfe eines Highspeed-Pulsoximeters (Fa. mediquip Medizintechnik, Kirch-

zarten).

Die Aufrechterhatlung der Anasthesie wird durch langsame intravenése Gabe von Ketamin
33 mg/kg KGW und Xylazin 1,6 mg/kg KGW Uber eine Mischspritze etwa alle 30 Minuten
unter kontinuierlicher Kontrolle der Vitalparameter erreicht. Sollte in Einzelfallen eine Nach-
dosierung der Narkose vor erfolgter Lage eines peripher- bzw. zentralvenésen Venenkathe-
ters erforderlich werden, so erfolgt dies durch intraperitoneale Gabe der halben Initialdosis
des Ketamin/ Xylazin-Gemischs. Die ausreichende Versorgung mit Flissigkeit wird durch die
Gabe von ca. 5 ml Ringer-Ldsung i.v. (Fa. DeltaSelect GmbH, Dreieich) Gber den gesamten

OP-Verlauf sichergestellt.
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2.3.5.1.2 Nachbehandlung

Unmittelbar postoperativ werden den Tieren drei Tropfen Metamizol (Novaminsulfon-
ratiopharm 1°, Fa. ratiopharm, Ulm) p.o. zur postoperativen Analgesie verabreicht sobald der
Schluckreflex wieder eingesetzt hat. Nach dem vollstdndigen Erwachen erfolgt die weitere
Schmerztherapie mit Hilfe von Buprenorphin (Temgesic®, Fa. Essex Pharma, Minchen)
0,015 mg/12 h s.c. Uber zwei Tage. Anschlieend werden die Tiere flr ca. drei Stunden un-
ter eine Rotlichtlampe gesetzt, um einen narkosebedingten Warmeverlust auszugleichen.
Erst dann werden die Tiere wieder in die urspringliche Kafiggruppe zuriick gesetzt, wo ihnen

sofort wieder Futter und Wasser ad libitum zur Verfugung stehen.

In den folgenden sieben Tagen werden die Tiere taglich visitiert, gewogen und auf Putzver-
halten, Mimik, Automutilationszeichen und Infektzeichen hin untersucht. Auffalligkeiten wer-

den in einem standardisierten Protokoll vermerkt.

2.3.5.1.3 Euthanasie der Versuchstiere

Nach Beendigung der Versuche am siebten postoperativen Tag erfolgt die Euthanasie der
Versuchstiere in tiefer Narkose (siehe Seite 49) durch lethale intravendse
Pentobarbitalinjektion (Dosierung 60 mg/kg KGW, Narcoren®, Fa. Merial GmbH, Hal-
bergmoos) Uber den vorhandenen Katheter und anschlieRendes Ausblutenlassen durch

Eréffnung der Bauchaorta.

2.3.5.2 Operatives Vorgehen

2.3.5.2.1 Venose Katheterisierung

Nach Kontrolle der Narkosetiefe, Rasur und Desinfektion des Operationsgebietes und Lage-
rung des Versuchstiers wird zunachst ein vendser Zugang gelegt. Dies ermdglicht einerseits
eine komplikationsarme Aufrechterhaltung der Narkose sowie die Moglichkeit der i.v.-Gabe
von Pharmakologika (FlUssigkeitssubstitution, Fluoreszenzangiographie). In der Regel erfolgt
dies Uber eine Punktion der Schwanzvene. Hierzu wird das Tier zunachst wieder in Seitenla-
ge gedreht und der Schwanz in handwarmen Wasser, unter Verwendung von etwas Seife
gereinigt. AnschlieBend werden die beiden latero-kaudal liegenden Schwanzvenen durch
Anlegen eines handelstblichen Gummibands gestaut. Das distale Drittel des Schwanzes
wird mit Cutasept® F Spray desinfiziert und anschlielRend eine der beiden Venen mit einer 24
Gauge Katheter (Insyte-W™ 24 G 0,7 x 19 mm, Fa. Becton Dickinson AG, Franklin Lakes,
New Jersey, USA) punktiert. Die Nadel wird zurlickgezogen und der Katheter mit Klebestrei-
fen am Schwanz befestigt, um eine Dislokation zu vermeiden. Die Lage des Katheters wird
durch visuelle Kontrolle auf ausflieRendes vendses Blut aus dem Katheter und durch an-

schlielRende langsame Gabe von ca. 0,5 ml Ringer-Lésung Gber den Katheter kontrolliert.

50



MiRlingt der Versuch der Schwanzvenenpunktion, so wird zunachst ein weiterer Punktions-
versuch an der gleichen Vene ca. 1 cm proximal der ersten Punktionsstelle durchgefihrt.
MiRlingt auch dieser Versuch, so wird zur Vermeidung einer Schwanznekrose auf die Punk-
tion der rechten V. femoralis ausgewichen. Die fehlliegenden Katheter werden entfernt und
die punktierte Vene manuell komprimiert, bis keine Blutung aus dem Gefall mehr zu be-
obachten ist. Nun wird das Tier wieder in Rickenlage positioniert und der rechte Hinterlauf
des Versuchstiers mit einem Klebestreifen in Adduktionsstellung auf der Unterlage fixiert.
Nach erneuter Kontrolle der Narkosetiefe wird die Haut Gber der Leiste Uber eine Lange von
ca. 1 cm mit einem Skalpell inzidiert, die Bauchdecke nach medial retrahiert und das Femo-
raldreieck aufgesucht, das sich zwischen Ligamentum inguinale, Extensormuskeln und
Adduktoren aufspannt. Im nachsten Schritt werden Arteria und Vena femoralis, die das
Femoraldreieck durch den Femoralkanal erreichen, unter Zuhilfenahme eines OP-
Mikroskops (Zeiss OPMI® pico Operationsmikroskop, Fa. Carl Zeiss Surgical GmbH, Ober-
kochen) aufgesucht und die Vene Uber eine Lange von ca. 1 cm unter sorgfaltiger Schonung
ihrer Abgange freiprapariert. Das freipraparierte Areal der V. femoralis wird nun distal des
Abgangs der V. femoralis profunda mit je einem temporaren Gefaliclip nach proximal bzw.
distal abgeklemmt und Uber eine punktférmige Stichinzision ein kleinlumiger neonatologi-
scher Venenkatheter (Nutriline 2 Fr 0,3 x 0,6 mm, Fa. Vygon, Ecouen, Frankreich) bis in die

V. cava inferior vorgeschoben.

2.3.5.2.2 Hebung des epigastrischen Lappens

Der epigastrische Lappen der Ratte wird wie von STRAUCH UND MURRAY (1967) beschrieben
gehoben. Zunachst werden mit einem wasserfesten Stift die Lappengrenzen 4 x 7 cm, mit
Hilfe einer Schablone eingezeichnet (Abb. 2.8A). Die Schablone wird dabei entlang der
Langsachse des Tiers positioniert und so ausgerichtet, dass die nach medial gerichtete
Schablonenkante leicht mittellinieniberschreitend zu liegen kommt. Die basale Lappengren-
ze wird knapp unterhalb des angenommenen Verlaufs des Leistenbandes gewahlt. Nach
Erreichen der chirurgischen Toleranz (IlI?) wird mit der basalen Schnittfihrung begonnen
und, analog wie im vorhergehenden Kapitel beschrieben, zundchst das Femoraldreieck und
die FemoralgefalRe aufgesucht. Arteria und Vena femoralis werden Uber eine Lange von ca.
2 cm mit Mikroinstrumenten freiprapariert. Im unteren Winkel des Femoraldreiecks finden
sich die Abgange der superfiziellen epigastrischen Gefalle, die in einem bogenférmigen Ver-
lauf im inguinalen Fettgewebe nach kranial verlaufen, und die Haut, sowie das subkutane
Gewebe der Leistenbeuge und der unteren Zweidrittel des Abdomens versorgen
(OESTERWITZ et al. 2014). Diese Gefalle werden, ausgehend von lhren Stammgefalien, tber
eine Lange von ca. 0,5 mm schonend separiert (Abb. 2.9B und 2.10A). Anschliel’end wird

die Hautinsel entsprechend der Anzeichnung vollstdndig umschnitten und unter Einbeziehen
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des Panniculus carnosus von der Bauchwand abgehoben (Abb. 2.8B), wobei samtliche Per-
foratoren aus dem tiefen epigastrischen System elektrokauterisiert (Erbotom ICC 350, Fa.
Erbe Elektromedizin GmbH, Tibingen) und durchtrennt werden. Auf dieser Weise wird der
Hautlappen unter Schonung des Gefalistiels vollstandig gehoben und nach kaudal geschla-
gen (Abb. 2.8C).

Abb. 2.8: Hebung des epigastrischen Lappens der Ratte. (A) Anzeichnen der Lappengrenzen 4 x 7 cm, (B)
Umschneiden der Hautinsel und Darstellen des epigastrischen GefaRRbiindels, (C) Vollstandig gehobener und zur
Seite geschlagener epigastrischer Lappen, (D) Fir den Zeitraum der Perfusion temporar ins Wundbett zuriickge-
schlagener und provisorisch fixierte Hautinsel, (E) Abgesetzter epigastrischer Lappen mit GefaRstiel, (F) Auf ein
anderes Tier transferierter, mikroanastomosierter Lappen nach Einndhen der Hautinsel.

2.3.5.2.3 Wundverschluss

Der Wundverschluss erfolgt einschichtig mit monofilem Nahtmaterial (Ethilon 6-0, Fa. Ethi-
con, Norderstedt) in fortlaufender Technik. Um ein AusbeiRen der Faden zu erschweren,

werden in ca. 1 cm Abstanden zustatzliche Einzelknopfndhte als ,Stopp-Nahte“ eingefiigt
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(Abb. 2.8F). Abschlieliend wird das OP-Gebiet gereinigt und das Tier bis zum vollstandigen

Abklingen der Narkose unter einer Warmelampe zurtick in einen Einzelkafig gesetzt.

2.3.5.2.4 Kontroligruppe 1 — Sham Operation

In Gruppe K1 wird der epigastrische Lappen, wie oben beschrieben, vollstdndig gehoben
(Abb. 2.8C). FemoralisgefalRe und epigastrische Gefalle werden einzeln schonend freiprapa-
riert, bleiben jedoch intakt. Im Anschluss an das Heben wird der Lappen wieder zurick in
das Wundbett genaht (Ethilon® 6-0, Fa. Ethicon, Norderstedt) und die Narkose beendet. Ziel
dieser ,Positivkonrolle” ist es, zu zeigen, dass der Versuchsaufbau funktioniert. Praziser
ausgedrickt, dass der epigastrische Lappen in den verwendeten GréRendimensionen, nach
vollstadndiger Hebung und damit verbundener Druchtrennung aller Perforatoren, allein durch

die epigastrischen Gefalte gespeist, einheilen kann.

2.3.5.2.5 Kontroligruppe 2 — Acht Stunden ohne Perfusion

In Gruppe K2 wird der epigastrische Lappen, wie oben, beschrieben gehoben (Abb. 2.8C).
Anschlielend wird der Lappen mit dem epigastrischen GefalRbindel und einem ca. 4 mm
langen Abschnitt der Femoralisgefal3e im Bereich der Einmindung der epigastrischen Gefa-
3e, wie in Abbildung 2.9B und C, abgesetzt. Abbildung 2.8E zeigt den vollstdndig abgesetz-
ten Lappen. Distaler und proximaler Stumpf der Femoralisgefalie werden hierzu ligiert (Ethi-
lon® 9-0, Fa. Ethicon, Norderstedt). Um eine Austrocknung des Lappens zu vermeiden, wird
dieser anschlieRend mit einigen Hautnahten (Ethilon® 6-0, Fa. Ethicon, Norderstedt) zurlick
in das Wundbett gendht (Abb. 2.8D), wobei das GefalRbuindel im Bereich der Leiste zu liegen
kommt und vollstéandig von FlUssigkeit (Ringer-Lésung, DeltaSelect, Dreieich) bedeckt wird.
Es wird nun ein achtstindiges Ischdmieintervall abgewartet. Die Narkose des Versuchstiers
wird Uber diesen Zeitraum aufrechterhalten. Nach knapp acht Stunden wird ein zweites Tier
(Empfanger) narkotisiert und der epigastrische Lappen der linken Seite wie oben beschrie-
ben gehoben, abgesetzt und verworfen. Am Spendertier werden die Hautnahte des rlckver-
lagerten epigastrischen Lappens geldst und Letzterer auf das Empfangertier transferiert. Es
folgt die mikrochirurgische Anastomosierung der Lappengefal3e an die Femoralisgefalie des
Empfangertiers und die Freigabe des Blutstroms (Abb. 2.9E und 2.10C). Abschlieltend wird
die Hautinsel des Transplantats zuriick in das Wundbett genaht (Ethilon® 6-0, Fa. Ethicon,
Norderstedt). Hypothese dieser ,Negativkontrolle“ ist es, zu prifen, ob eine Ischamiezeit von
mehr als acht Stunden flr einen dinnen ,composite flap“, wie den epigastrischen Lappen,

der Ratte zu lang ist, um eine Einheilung zu ermdglichen.

2.3.5.2.6 Kontroligruppe 3 — Acht Stunden in vivo Perfusion

Analog zur ersten Kontrollgruppe wird auch in dieser Kontrollgruppe (K3) der epigastrische

Lappen vollstéandig, wie oben beschrieben, gehoben, von der Bauchwand abgehoben und
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wieder mit einzelnen Fixationsnahten im Wundbett fixiert. Nach Freipraparation der femora-
len und epigastrischen Gefalte werden diese wie in Gruppe K2 zunachst ebenfalls nicht ab-
gesetzt. Der epigastrische Lappen wird Uber einen Zeitraum von acht Stunden uber die su-
perfiziellen epigastrischen Gefalle perfundiert. Wahrend dieser Zeit wird die Narkose auf-
recht erhalten. Nach knapp acht Stunden wird ein zweites Tier (Empfanger) narkotisiert und
auch bei diesem Tier der epigastrische Lappen der linken Seite, wie oben beschrieben, ge-
hoben, abgesetzt und verworfen. Im Anschluss an die achtstiindige in vivo Perfusion wird
nun der Lappen mit einem ca. 4 mm langen Segment der femoralen Gefal3e abgesetzt und
das Tier euthanasiert. Das entnommene Transplantat wird, wie in den Abbildungen 2.9D und

E dargestellt, auf das Empfangertier transferiert.

2.3.5.2.7 Extrakoprorale Perfusion des epigastrischen Lappens

Das operative Vorgehen ist analog zu dem der Kontrollgruppe 3. Statt einer achtstindigen in
vivo Perfusion wird das Transplantat jedoch Uber den selben Zeitraum Uber das oben be-
schriebene ECP-System perfundiert. Hierzu werden A. und V. femoralis unmittelbar hinter

dem Abgang der tiefen FemoralgefalRe unterbunden und abgesetzt (Abb. 2.9).

Abb. 2.9: Systematik des operativen Eingriffs, Schemazeichnung. (A) Uberblicksbild, (B—E) Detailbilder aus
der Inguinalregion, (li) Ligamentum inguinale, (f) FemoralgefaRe, (es) Arteria und Vena epigastrica superficialis,
(ci) Vena circumflexa iliaca superficialis. (B) OP-Situs nach Darstellung der femoralen und epigastrischen Gefale,
(C) Kaniilierung von A. und V. femoralis nach proximaler und distaler Ligatur, (D) Transfer des Lappens auf ein
Empfangertier und End-zu-Seit Anastomose der Femoralgefalte an die FemoralgefaRe des Empfangertiers, (E)
Situs nach erfolgter Mikroanastomose.
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Auf die distalen Gefalstimpfe wird je ein temporarer Gefaliclip aufgebracht. Nun werden
nacheinander A. femoralis und V. femoralis mit einem peripheren Venenkatheter (Vasofix®
Brauniile® 20 G (rosa) und 18 G (griin), Fa. B. Braun Melsungen AG, Melsungen) kaniiliert
und mit dem Perfusionssystem verbunden (Abb. 2.9C und 2.10A). Um eine Dislokation der
Kanulen zu vermeiden, werden diese mit einer Ligatur (Ethilon® 9-0, Fa. Ethicon, Nor-
derstedt) am Gefall befestigt. AnschlieRend wird die Pumpe gestartet und das Transplantat
Uber einen Zeitraum von acht Stunden perfundiert. Details zur extrakorporalen Perfusion und
zur Perfusatzusammensetzung werden im Kapitel 2.3.6 "Perfusionsprotokoll” ab Seite 56
erlautert. Nach knapp acht Stunden wird ein zweites Tier (Empfanger) narkotisiert und der
epigastrische Lappen der linken Seite wie oben beschrieben gehoben, abgesetzt und ver-
worfen. Nach Abschluss des Perfusionsintervalls wird das Transplantat analog zu Kontroll-

gruppe 3 auf ein Empfangertier transferiert (Abb. 2.9D und E); das Spendertier wird eutha-

nasiert.

Abb. 2.10: Operatives Vorgehen im Tiermodell. (A) Detailbild der kanilierten FemoralisgefaRe. (B) Deutlich zu
sehen ist der Farbunterschied zwischen arterialisiertem (fa) und deoxygeniertem vendsem Blut (fv). (C) Zustand
nach erfolgter Anastomosierung der Lappengefale (fv1, fa1) auf die FemoralisgefaRe eines zweiten Versuchs-
tiers (fv2, fa2) nach achtstiindiger extrakorporaler Perfusion. (D) Anastomoseregion eines erfolgreich eingeheilten
epigastrischen Lappens am 7. postoperativen Tag, (ep) Epigastrische Gefalle, (fem) Femoralisgefalie. (E) Voll-
sténdig gehobener und wieder im Wundbett fixierter epigastrischer Lappen der Ratte (el), der lber A. femoralis
(fa) und V. femoralis (fv) mit dem extrakorporalen Perfusionssystem verbunden ist.

Nach Einnahen der oberen Zweidrittel der Hautinsel werden die Gefallanastomosen in den
Versuchsgruppen K2, K3 und ECP erneut unter dem Mikroskop inspiziert und sind bei allen

Tieren weiterhin durchgéangig.
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2.3.6 PERFUSIONSPROTOKOLL

2.3.6.1 Vorbereitung des Perfusionssystems

Etwa 30 Minuten vor Beginn der Gewebeperfusion wird das Schlauchsystem mit heparinver-

setzter Ringer-Lésung gespuilt.

Ringer-Lésung 10 ml
Heparin-Natrium 100 IE

Dazu werden arterieller und vendser Schenkel des noch unbefillten Schlauchsystems mit
Lueranschlissen Uber einen Dreiwegehahn konnektiert und auf diese Weise ein geschlos-
sener Kreislauf konstruiert. Die Reservoire des Perfusionssystems werden mit heparinver-

setzter Ringer-Lésung befillt und die Pumpleistung auf 5 ml/min eingestellt.

2.3.6.2 Zusammensetzung des verwendeten Perfusats

Das verwendete Perfusat besteht zu gleichen Teilen aus vollheparinisiertem Mischvollblut
und einer im Verhaltnis 3:1 angesetzten Kombination aus Ringer-Ldsung und sechsprozenti-
ger Hydroxyethylstarke (HES, Volulyte 6%, Fa. Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad
Homburg v.d.H.):

murines Vollblut 5 ml
Ringer-Lésung 2 ml
HES 6% 1 ml
Heparin-Natrium 10 IE/ml Vollblut

* Um die Anzahl notwendiger Versuchstiere moglichst gering zu halten wird immer die maxi-
male enthehmbare Menge Blut fir die Herstellung des Perfusats verwendet. Um Diskrepan-
zen in der Perfusatzusammensetzung zu minimieren, wird darauf geachtet das Verhaltnis

Vollblut/ (Ringer-Lésung + HES) konstant zu halten.

2.3.6.3 Blutentnahme Ratte

Das fur die Herstellung des Perfusats verwendete arterielle und venése Vollblut entstammt
dem Versuchstier, das als Spendertier fir die Lappenentnahme dient sowie weiteren Spen-
dertieren, die ausschlieRlich fur die Blutgewinnung verwendet werden. Die Blutentnahme
erfolgt nach vollstdndiger Hebung des epigastrischen Transplantats, aber noch vor Absetzen
und Kanllierung des Gefalistiels. Das Versuchstier befindet sich in tiefer Narkose und ist in
supiner Lage positioniert. Uber eine mediane Schnittfiihrung entlang des Abdomens wird die
Bauchdecke dargestellt. Dieser Schritt entfallt bei Spendertieren, bei denen bereits der epi-
gastrische Lappen gehoben wurde. Die Linea alba wird aufgesucht und tUber eine Lange von

ca. 3 cm scharf erdffnet. Die Baucheingeweide werden zur Seite gedrangt und die retroperi-
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tonealen grolien Gefalle aufgesucht und mit Stieltupfern vorsichtig separiert. Die Aortenbi-
furkation wird aufgesucht und mit einer Dinnwand-Kaniile (Sterican®, 21 G, Fa. B. Braun
Melsungen AG, Melsungen) flach von kaudal anpunktiert. Das aortale Vollblut wird in eine 5
ml Spritze aufgezogen, die mit 50 |IE Heparin, gel6st in 0,5 ml Ringer-Lésung, gefiillt ist.
Zeitgleich wird Uber den vorhandenen vendsen Katheter venéses Vollblut gewonnen, wobei
hier die entnehmbaren Mengen wesentlich geringer sind. Das Gesamtblutvolumen von Rat-
ten liegt bei 54-70 mi/kg KGW (WOLFENSOHN UND LLOYD 2003). Das entspricht 16,2—-21 ml
bei einem 300 g schweren Nager. Die Gesamtmenge des entnehmbaren Blutes liegt zwi-
schen 5 und 7 ml abhangig vom Koérpergewicht. Der Vorgang der Blutentnahme erfolgte in
tiefer Narkose, dauert weniger als eine Minute und endet mit dem raschen, schmerzlosen
Tod des Versuchstiers im hypovolamischen Schock. Auf eine zusatzliche Gabe eines hoch-
dosierten Barbituratpraparats wird bei diesen Tieren zugunsten der Vermeidung von Verun-

reinigunen des Perfusats verzichtet.

2.3.6.4 Voreinstellungen des Systems und extrakorporale Perfusion

Nach Herstellung des Perfusats wird die heparinversetzte Ringer-L6ésung Uber den Drei-
wegehahn vollstédndig aus dem Schlauchsystem abgelassen und durch das Perfusat ersetzt.
Arterieller und vendser Schenkel werden diskonnektiert und beide Schenkel je nach Durch-
messer der Anschlussgefalle mit einer Arteriotomiekanuile (Druchmesser 2 oder 3 mm, Fa.
Medtronic Inc., Minneapolis, MN, USA) oder einem modifizierten peripheren Venenverweilka-
theter (Vasofix® Brauniile® 20 G und 18 G, Fa. B. Braun Melsungen AG, Melsungen) be-
stickt. Nach Kandlierung von A. und V. femoralis (siehe Kapitel 2.3.5.2.7 ,Extrakoprorale
Perfusion des epigastrischen Lappens® auf Seite 54) wird die Perfusion mit einem vorgege-
benen Pumpvolumen von 2,20 ml/min gestartet und Uber einen Zeitraum von acht Stunden
aufrechterhalten. Wie aus den Voruntersuchungen bekannt ist, liegen die gemessenen Blut-
flussmengen durch die A. femoralis zwischen 0,3 und 2,4 ml/min. Die Vorgaben ensprechen
also hochnormalen Werten. Als Druckobergrenze im Schlauchsystem wurden mit 130 mmHg

systolisch ebenfalls hochnormale Werte eingestellt.

2.3.6.5 Perfusatwechsel

Ein Perfusatwechsel wird erforderlich, sobald das Fullvolumen der Pumpe unter einen Kkriti-
schen Wert fallt (vendses Reservoir <1 ml Fullvolumen), und sobald der engmaschig kontrol-
lierte pH-Wert des Perfusats aufRerhalb des schmalen festgelegten Bereichs (pH 7,300-—
7,500) gerat. Der Inhalt des Schlauchsystems wird hierzu bis auf eine Restflllmenge, die
notwendig ist, um Luftblasen im arteriellen Schenkel zu vermeiden, geleert und, wie oben
beschrieben, mit heparinisiertem Vollblut eines Spendertiers beflllt. Alle Anderungen an der
Perfusatzusammensetzung werden dokumentiert und in einer Excel-Tabelle (Microsoft
Corp., Redmond, WA, USA) gespeichert.
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2.4 STATISTISCHE AUSWERTUNG

Mittelwerte, Standardabweichung, Minimum, Maximum und Median werden mit Excel (MS
Excel® 14.4.1, Microsoft Corp., Redmond, WA, USA) berechnet. Die statistische Analyse der
Daten erfolgt mit dem ,Statistical Package for the Social Sciences® (SPSS for Mac, release
22.0.0.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA). P-Werte <,05 werden als statistisch signifikant, p-
Werte <,001 als hochsignifikant betrachtet. Alle Graphen werden mit Excel oder SPSS er-
stellt und mit Adobe lllustrator (Adobe Systems Inc., San Jose, CA, USA) graphisch, ohne

Veranderung der Daten, nachbearbeitet, um ein einheitliches Layout zu erzielen.

Fur die statistische Analyse der Nekroserate wird der Kruskal-Wallis-Test verwendet, um
festzustellen, ob signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen vorliegen. Dabei handelt
es sich um einen parameterfreien statistischen Test, mit dem im Rahmen einer Varianzana-
lyse verglichen wird, ob sich verschiedene unabhangige Stichproben (Gruppen) hinsichtlich
einer ordinalskalierten Variable unterscheiden. Zeigt sich ein signifikanter Unterschied
(p<,05), so schlief3t sich der Mann-Whitney-Unabhangigkeitstest, zum Vergleich der einzel-
nen Gruppen gegeneinander, an. Bei diesem Verfahren handelt es sich um einen parameter-
freien statistischen Test zur Uberpriifung der Signifikanz der Ubereinstimmungen zweier un-
abhangiger Verteilungen. Es handelt sich um einen Homogenitatstest, der — wie der Kruskal-
Wallis-Test — auf Rangplatzsummen basiert, jedoch nur fir den Vergleich zweier Gruppen
ausgelegt ist. Als Referenz dient bei allen intra vitam Tests, soweit nicht anders beschrieben,

der praoperative Basiswert.

Zum paarweisen Vergleich von Parametern innerhalb einer Versuchsgruppe wird der Wil-
coxon-Vorzeichen-Rang-Test verwendet; ein statistischer Test flir verbundene Stichproben,
der gerade fiur kleine Stichproben geeignet ist. Der Test ist unabhangig vom Verteilungstyp

und wird daher als nichtparametrisch bezeichnet.

Bei der Analyse der Daten wurde das multiple Testproblem nicht bericksichtigt. Man ver-
steht darunter die Kumulierung der a-Fehler (Fehler 1. Art), die bei multiplen Paarverglei-
chen auftritt. Soll der multiple Testfehler berlcksichtigt werden, musste das Signifikanzni-
veau entsprechend der Bonferroni-Korrektur angepasst werden, indem das urspriingliche
Signifikanzniveau (p=,05) durch die Anzahl der durchgeflhrten statistischen Tests geteilt

wird.
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2.5 VERWENDETE MATERIALIEN UND GERATE
2.5.1 ZUSAMMENSETZUNG HAUFIG VERWENDETER LOSUNGEN

Fixativa und Waschlésungen

Soerensen Phosphatpuffer (pH 14)

Losung A:
Kaliumdihydrogenphosphat (Nr. 23115, Fa. Serva, Heidelberg) 9,078 g
ad Aqua dest. 1000 ml
Losung B:
Dinatriumhydrogenphosphatdihydrat (Nr. A2006, Fa. AppliChem, Darmstadt) 11,876 g
ad Aqua dest. 1000 ml

Mischungsverhaltnis: 192 ml Losung A ad 808 ml Lésung B

Glutaraldehyd 2,5 %
Glutaraldehyd 25 % (Fa. AppliChem GmbH, Darmstadt) 10 ml

Ad Soerensen Phosphatpuffer 100 ml

Osmium Loésung 1 %

Saccharose (Nr. A1125, Fa. AppliChem, Darmstadt) 0,45¢g
Aqua bidest. 1,0 ml
0,1 M HCI (Nr. 1.09060.1000, Fa. Merck, Darmstadt) 2,0ml
Veronalacetat-Puffer 2,0 mi
Osmium Lésung 2 % 5,0 ml

Veronalacetat-Puffer (pH 10,3)

Diathylbarbitursaure-Natriumsalz 5,5 % (Nr. 6318, Fa. Merck, Darmstadt) 1,47 g
Natriumacetat (Nr. 6267, Fa. Merck, Darmstadt) 0,97 g
Aqua bidest. 50 mi

Osmium Loésung 2 %
Osmiumtetroxid (Fa. Plano W. Plannet, Wetzlar) 1mg

Aqua bidest. 50 mi
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Glycidather-Gemisch
Mischung A:

Glycidather 100 (Nr. 2104, Fa. Serva, Heidelberg)
2-Dodecenylsuccinicacid-4-Anhydrid (Nr. 10755, Fa. Serva, Heidelberg)

Mischung B:

Glycidather 100 (Nr. 2104, Fa. Serva, Heidelberg)

Methylnacidanhydrid (Nr. 294529, Fa. Serva, Heidelberg)

Mischungsverhaltnis: 41,2 g Mischung A ad 75,0 g Mischung B

Ad 2,4,5-Trisdimethylaminomethylphenol (Nr. 36975, Fa. Serva, Heidelberg)

Epoxidharzeinbettung
Loésung
Osmium
Waschlésung
Aceton
Aceton
Aceton
Aceton
Aceton
Aceton
Aceton
Aceton 100 % + Glycinather-Gemisch
Glycinather-Gemisch

Glycinather-Gemisch

Farbemethoden

Hamatoxylin-Eosin
Loésung
Xylol (2-malig)
Alkohol
Alkohol
Alkohol (2-malig)
Aqua dest.
Spulung unter flieRendem Wasser
Hamatoxylin (Nr. 104302, Fa. Merck, Darmstadt)

Spillung mit Aqua dest.
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Konzentration

1%

50 %
70 %
70 %
90 %
90 %
100 %
100 %
1:1
pur

pur

38,82¢g
539
61,89
56,34 g
1,5 ml
Dauer Temperatur
2h 4°
3 x spulen
3 x spulen
10 min 4°
10 min 4°
10 min 4°
10 min 4°
20 min 4°
20 min 18°
1h 18°
30 min 18°
30 min 18°
Konzentration Dauer
5 min
100% 5 min
96% 5 min
70% 2 min
5 min
10 min
25 min
kurz



Blaung unter flieRendem Wasser 10 min

Eosin B (Nr. 115934, Fa. Merck, Darmstadt) 1% 4 min
Spllung unter flieRendem Wasser kurz
Alkohol (2-malig) 70% kurz
Alkohol (2-malig) 80% kurz
Alkohol (2-malig) 96% 2 min
Karboxylol 3 min
Xylol 2 min

Chemikalien und Medizinprodukte
Buprenorphin, Temgesic®, Fa. Essex Pharma, Miinchen
Chlorhexidin Gluconat Gel, Surgilube®, Fa. Savage Laboritories, Melville, New York, USA
Compoflex® 600ml Blutbeutel, Fa. Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg v.d.H.
Dexpanthenol-haltige Augensalbe, Bepanthen®Augen- und Nasensalbe, Fa. Roche, Genzach-Wyhlen

Heparin-Natrium 25.000 Injetionslésung, Fa. ratiopharm GmbH, Uim

Hydroxyethylstarke (130/0,4 kD), Volulyte 6 %, Fa. Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg v.d.H.

Indocyanin-Griin 25 mg ICG-PULSION®, Fa. Pulsion Medical Systems SE, Feldkirchen

Isofluran 2%, Fa. Baxter International Inc., Deerfield, IL, USA

Ketaminhydrochlorid 10%, Narketan®, Fa. Vétoquinol GmbH, Ravensburg

Metamizol, Novaminsulfon-ratiopharm 1, Fa. ratiopharm GmbH, Ulm

Pentobarbital-Natrium 16g/100ml, Narcoren®, Fa. Merial GmbH, Halbergmoos

Propran-2-ol Hautantiseptikum, Cutasept® F, Fa. Paul Hartmann AG, Heidenheim

Ringer-Losung, Fa. DeltaSelect, Dreieich

Wasser fiir Injektionszwecke, Ampuwa®, Fa. Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg v.d.H.

Xylazinhydrochlorid 2 %, Rompun®, Fa. Bayer Vital GmbH, Geschaftsbereich Tiergesundheit, Leverkusen

Tierexperimente
Altromin 1324, Alleinfuttermittel fiir Ratten und Mause, Fa. Altromin International, Laage
Arteriotomiekantlen 31002 (2 mm) und 31003 (3 mm), Fa. Medtronic Inc., Minneapolis, MN, USA
Barometer, Fa. GHM Messtechnik GmbH Standort Greisinger, Regenstauf
Barometer, Fa. Panasonic Electric Works SUNX Co., Ltd. Kasugai City, Aichi, Japan
Bepanthen®Augen- und Nasensalbe, Fa. Roche, Genzach-Wyhlen
Fischer F-344 Ratten, Fa. Charles River Wiga (Europe) GmbH, Kil3legg
Heizmatte mit Temperaturregler TR-200, Fa. Fine Science Tools Inc., North Vancouver, BC, Canada
Insyte-W'™ 24GA 0,7 x 19 mm, Fa. Becton Dickinson AG, Franklin Lakes, New Jersey, USA
Mikroinstrumente, Fa. S&T AG, Neuhausen, Schweiz
Nahtmaterial Ethilon 6-0, 9-0 und 10-0, Fa. Ethicon, Norderstedt

Nutriline 2 Fr 0,3 x 0,6 mm neonatologischer Katheter, Fa. Vygon, Ecouen, Frankreich
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Oxygenatormembran Oxyphan PP50/280, Fa. Membrana GmbH, Wuppertal
Raucodrape® 38 x 45 cm, Fa. Lohmann & Rauscher GmbH und Co. KG, Rengsdorf
Rollerpumpe und Motor, Ing. Bliro Humbs, Valley

Sterican®, 21 G, Art.-No. 4657543, Fa. B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Vasofix® Brauniile® 20 G (rosa) und 18 G (griin), Fa. B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Gerate und Software

Laborgerate
cobas® 8000 modular analyzer, Fa. Hoffmann-La Roche AG, Basel, Schweiz
Erbotom ICC 350, Fa. Erbe Elektromedizin GmbH, Tibingen
Flow Probe 1,5 mm, Katalognummer MA1PRB, Fa. Transonic Systems Inc., Ithaca, New York, USA
NONIN 8600V High-Speed-Pulsoxymeter, Fa. mediquip Medizintechnik, Kirchzarten

02C (oxygen to see) mit LF-2 Flachsonde, Wellenlangenbereich 500-850 nm, Fa. LEA Medizintechnik GmbH,
Giessen

PDE Photodynamic Eye, Fa. Pulsion Medical Systems SE, Feldkirchen

RAPIDLAB® 348, Fa. Siemens Sector Healthcare, Erlangen

RAPIDPoint® 500, Fa. Siemens Sector Healthcare, Erlangen

Strahlenteiler fiir OMPI pico f=340 und Adapter =340 mm T2, Fa. Carl Zeiss Meditec Vertriebs-GmbH, Jena
Transit Time Perivascular Flowmeter TS420, Fa. Transonic Systems Inc., Ithaca, New York, USA

Zeiss OPMI® pico Operationsmikroskop, Fa. Carl Zeiss Surgical GmbH, Oberkochen

Zeiss Pentero® Operationsmikroskop mit FLOW® 800 Option, Fa. Carl Zeiss Surgical GmbH, Oberkochen

Rechner und Zubehor
Apple Mac® Pro 6 x 3,5 Ghz Core Intel Xeon E5, 32 GB RAM, Fa. Apple Inc., Cupertino, CA, USA
Nikon D700 Digitalkamera, Fa. Nikon Corp., Chiyoda, Tokyo, Japan
Philips 19PFL3404H/12 LCD-Fernseher 19, Fa. Koninklijke Philips N.V., Amsterdam, Niederlande
Pinnacle Video Transfer 8241, Fa. Avid Technology Inc., Burlington, MA, USA
Wacom Intuos® 3 Grafiktablett, Fa. Wacom Co., Ltd., Saitama, Japan
WD Green WD20EZRX 2 TB Festplatte, Fa. Western Digital Corp., Lake Forest, CA, USA
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Software
Adobe lllustrator® CS5.5 fiir Mac, Fa. Adobe Systems Inc., San Jose, CA, USA
Adobe Photoshop® CS5.5 fiir Mac, Fa. Adobe Systems Inc., San Jose, CA, USA
FLOW?® 800 Software 2.6, Fa. Carl Zeiss Surgical GmbH, Oberkochen
IC-CALC 2.0, Fa. Pulsion Medical Systems SE, Feldkirchen
ImageJ® 1.48, RasBAND, W.S., U.S. National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA. 1997-2009.
Microsoft Excel® 14.4.1 fiir Mac, Fa. Microsoft Corp., Redmond, WA, USA
SPSS 22.0.0.0 64-bit fir Mac, Fa. SPSS Inc., Chicago, IL, USA
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3 ERGEBNISSE
3.1 IN VITRO EVALUATION DES PERFUSIONSSYSTEMS

3.1.1 FLUSSGESCHWINDIGKEIT

Flussmessungen werden an 12 Versuchstieren vor und nach Hebung des epigastrischen
Lappens an den femoralen und epigastrischen GefalRen durchgefiihrt. Das mittlere Durch-
flussvolumen durch eine gesunde A. femoralis der Ratte liegt bei 0,84 + 0,6 ml/min. Die V.
femoralis der Ratte férdert im Durchschnitt 1,29 + 0,63 ml/min. Eine ausfihrliche Darstellung
der Messwerte aller GefalRe und Zeitpunkte findet sich in Tabelle 3.1. Der statistische Ver-
gleich der Flussgeschwindigkeiten zu verschiedenen Zeitpunkten erbrachte eine statistisch
signifikante Reduktion des vendsen Rickflusses der V. femoralis nach Lappenhebung

(p=,012). Alle anderen Gefalde blieben durch die Lappenhebung unbeeinflusst.

Tabelle 3.1: Blutfluss durch femorale und epigastrische GefaBe der Ratte (ml/min)

Gefa
Zeitpunkt A. femoralis V. femoralis A. epigastrica V. epigastrica
MW + SD 0,84 + 0,60 1,29 £ 0,63 0,28 + 0,21 0,28 +0,18
Vor Hebung
_ Median 0,7 1,1 0,25 0,2
(n=12)
(Min — Max) (0,3-2,4) (0,5-2,4) (0,1-0,7) (0,1-0,8)
MW + SD 0,55+ 0,28 0,84 £ 0,47 0,23+0,16 0,23+0,13
Nach Hebung
(n=12) Median 0,55 0,75 0,15 0,20
(Min — Max) (0,2-1,1) (0,1-1,8) (0,1-0,5) (0,1-0,5)
Vor Hebung —
p-Wert ,153 ,012* ,438 ,406

nach Hebung

Fur die statistische Auswertung dient der Wilcoxon Test. Die angegebenen p-Werte entsprechen den exakten 2-
seitigen Signifikanzniveaus. (*) Statistisch signifikant (p<,05).
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3.1.2 LABORCHEMISCHE VERANDERUNGEN UND HAMOLYSE

3.1.2.1 Murines Blut

Abbildung 3.1 zeigt die Veranderungen der Laktatdehydrogenaseaktivitat (LDH) wahrend
achtstliindiger Zirkulation durch das Perfusionssystem. Die gemessenen Basis-LDH-Werte
liegen bei 188 + 22 U/l (Tab. 3.2) und weisen Uber drei Stunden einen annadhernd konstanten
Verlauf innerhalb des Normbereichs auf (Abb. 3.1). Bereits zwei Stunden nach Zirkulations-
beginn sind die Werte im Vergleich zum Ausgangswert statistisch signifikant erhéht (p=,039).
Zwischen der 3. und 5. Stunde weist die Kurve einen steilen Knick nach oben auf, die LDH
nimmt im weiteren Verlauf statistisch signifikant auf Werte um 815 + 61 U/l nach acht Stun-
den zu (p=,008, Tab. 3.2, Abb. 3.1). Da das verwendete Haptoglobin-Nachweisverfahren
spezifisch fir humanes Haptoglobin ist, entfallt die Bestimmung dieses Hamolysemarkers im

murinen Blut.

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Zeit [h]

Abb. 3.1: Laktatdehydrogenaseaktivitiat als Hiamolyseparameter in der Ratte. Der hellblaue Bereich ent-
spricht den Referenzwerten der Laktatdehydrogenase (LDH) in gesunden Ratten nach Zur (2005). Die Fehlerbal-
ken entsprechen dem Standardfehler.
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Tabelle 3.2: Deskriptive Statistik der BGA-Messungen von murinem Vollblut

Zeit in Stunden

0 1 2 3 4 5 6 7 8
n 8 8 8 8 8 8 8 8 8
MW 188 206 254 261 348 409 548 686 815
T SD 22 10 91 49 103 72 71 91 61
=)
- Med 188 207 208 245 322 395 519 694 807
Min 161 193 191 217 247 310 477 566 731
Max 218 224 433 339 566 531 665 834 903
Zeitpunkte
0-1h 1-2h 2-3h 3-4h 4 - 5h 5-6h 6-7h 7 -8h
Differenz -18 -1 =37 =77 -73 -124 -175 -113
0-1h 0-2h 0-3h 0 -4h 0 -5h 0-6h 0-4h 0-8h
p-Werte ,078 ,039* ,008*

Laktatdehydrogenaseaktivitat in U/l, (n) Anzahl der Stichproben. (MW) Mittelwert, (SD) Standardabweichung,
(Med) Median, (Min) Minimum, (Max) Maximum. Die angegebene Differenz entspricht der Differenz der Mediane
zu den angegebenen Zeitpunkten. Die p-Werte entsprechen dem exakten zweiseitigen Signifikanznivau. (*) statis-
tisch signifikant (p<,05).

3.1.2.2 Humanes Blut

Zur Beurteilung von Hamolysevorgangen in humanem Blut werden stlindliche Messungen an
Blutproben von acht Probanden (sechs Manner und zwei Frauen) Uber einen Zeitraum von 8
Stunden sowie nach 24 Stunden durchgeflhrt. Fir den statistischen Vergleich dient jeweils
die erste Messung unmittelbar nach Blutentnahme, also noch vor Beginn der Zirkulation.
Bestimmt werden die Hamolyseparameter Laktatdehydrogenase (LDH) und Haptoglobin.
Zum Vergleich sind die Referenzwerte fur humanes Blut in Tabelle 3.3 aufgelistet. Die statis-

tische Analyse findet sich in Tabelle 3.4.

Tabelle 3.3: Normwerte LDH und Haptoglobin

Laborparameter Spanne £ 2SD
LDH (U/) 60-160
Haptoglobin (mg/dl) 30-200

Angabe der Werte als Spanne + zwei Standardabweichungen (SD) gemal Merck Manual (2013).

Das Haptoglobin sinkt wahrend der Zirkulation durch das System von initial 60,7 mg/dl (Me-
dian) kontinuierlich ab und liegt nach finf Stunden mit 33,2 mg/dl (Median) erstmals signifi-
kant unter dem Ausgangswert (p=,016, Abb. 3.2, Tab. 3.4). Allerdings bleiben die Werte Uber
einen Zeitraum von sieben Stunden im Referenzbereich (Tab. 3.3). Nach 24 Stunden ist der

Unterschied zum Ausgangswert nicht statistisch signifikant (p=,313, Tab. 3.4), was sich al-
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lerdings durch einen Ausreil’er (p-Wert nach Bereinigung des Ausreil3ers ,063) und eine zu
diesem Messzeitpunkt zu geringe Stichprobengréfle (n=5 nach Elimination des Ausreil3ers
statt n=8 zu den anderen Messzeitpunkten) erklaren lasst. Die Aktivitat der Laktatdehydro-
genase liegt unmittelbar nach Abnahme bei 200 U/l (Median) und damit bereits Uber dem
Normbereich (Abb. 3.2, Tab. 3.3). Im weiteren Verlauf steigt die LDH-Aktivitat weiter an und
liegt nach vier Stunden mit 406 U/l (Median) erstmals signifikant iber dem Ausgangsniveau
(p=0,08, Tab. 3.4).

Haptoglobin [mg/dl)

0 1 2 3 4 B 6 7 8 9 24
Zeit [h]

Abb. 3.2: Laktatdehydrogenase und Haptoglobin als Hiamolyseparameter beim Menschen. Die Fehlerbal-
ken entsprechen dem Standardfehler. Hellblauer Bereich: Referenzbereich fir die Laktatdehydrogenaseaktivitat
(LDH), hellgriiner Bereich: Referenzbereich fiir Haptoglobin gemaR Merck Manual (2013).
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Tabelle 3.4: Statistik der Himolyseparemeter von humanem Vollblut

Zeit in Stunden

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 24

n 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 6
MW 217 252 268 309 376 416 507 625 737 830 1379
T SD 54 55 54 81 84 63 59 60 36 56 164
- Med 200 255 266 300 406 408 503 625 735 847 1443
Min 166 178 199 21 228 343 421 541 693 732 1107
Max 324 354 370 439 485 528 605 698 799 890 1514

n 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 6
c MW 69,9 57,8 55,1 52,3 52,0 38,1 417 306 288 274 35,5
% SD 384 278 279 240 258 16,6 16,6 11,0 10,6 7,0 30,8
% Med 60,7 576 56,8 57,3 541 33,2 40,3 313 275 28,0 20,5

I

Min 26,3 218 211 222 193 21,4 20,5 203 19,1 19,1 10,3
Max 148,9 97,9 931 89,2 86,4 62,3 63,9 53,7 504 34,2 89,9**

Zeitpunkte

Differenzen 0-1h 1-2h 2-3h 3-4h 4 -5h 5-6h 6-7h 7-8h 8-24h

LDH -55 -11 -34 -106 -2 -95 -122 -110 —708
Haptoglobin 3,1 0,8 -0,5 3,2 20,9 71 9 3,8 7
p-Werte 0-1h 0 -2h 0-3h 0-4h 0 -5h 0 -6h 0-7h 0-8h 0-24h
LDH ,641 ,313 ,055 ,008* ,008* ,031*
Haptoglobin ,641 ,383 ,250 ,195 ,016* ,008* ,313**

Dargestellt sind die Hamolyseparameter Laktatdehydrogenase (LDH) und Haptoglobin als Mittelwerte (MW),
Standardabweichung (SD), Median (Med), Minimum (Min) und Maximum (Max). (n) Anzahl der Stichproben. Die
Differenzen entsprechen den Differenzen der Mediane zu den angegebenen Zeitpunkten. Die p-Werte entspre-
chen dem exakten zweiseitigen Signifikanznivau. (*) statistisch signifikant (p<,05). (**) nach Herausrechnen eines
Ausreillers p=,063 (n=5). Fir die statistische Analyse dient der Wilcoxon-Vorzeichen-Rangtest.
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3.2 EXTRAKORPORALE PERFUSION MIKROVASKULARER LAPPEN

3.2.1 KLINISCHE BEOBACHTUNGEN

Verhalten und allgemeiner Gesundheitszustand sind bei allen Versuchstieren wahrend der
gesamten Studie normal. Alle Tiere weisen wahrend der Beobachtungszeit eine leichte Ge-
wichtszunahme auf, zeigen regelrechtes Putzverhalten und mittlere bis hohe Aktivitatslevel.
Anzeichen einer chronischen Gewebeentziindung werden in keinem der Tiere bei den post

mortem Untersuchungen festgestellt.

Gruppe K1 — Sham-Operation

Die durchschnittliche Operationszeit liegt in Gruppe K2 (Sham-Operation) bei knapp zwei
Stunden. Tiere der Versuchsgruppe K1 (Sham-Operation) weisen keine oder nur geringe
Lappennekrosen nach sieben Tagen auf. Bei einem Tier entwickelt sich ein Serom, das ab-

punktiert wird und das keinen Einfluss auf das spatere Einheilen des Lappens hat.

Gruppe K2 — achtstiindige Ischdmie

Die Operationszeit in Gruppe K2 und in allen anderen Gruppen, bei denen ein achtstiindiges
Intervall vor Transferierung und Mikroanastomosierung des epigastrischen Lappens stattfin-
det (Gruppen K2, K3, ECP) liegt bei durchschnittlich 12 Stunden. Die reine OP-Zeit fir das
Uberlebende Empfangertier, auf das der Lappen transferiert wird betragt durchschnittlich vier
Stunden. Intraoperativ kommt es trotz der Lagerung des Lappens auf dem warmen, feuchten
Wundbett wahrend der achtstiindigen Ischamie zu einer Exsikkose mit Verlust des naturli-
chen Turgors der Hautinsel. Erwartungsgemalf fehlen klinische Vitalitatszeichen (kein Reka-
pillarisierungsphanomen). Nach erfolgter Mikroanastomosierung ist in einem Teil der Lappen
eine verzdgerte Rekapillarisierung feststellbar. Wahrend sich die Hautlappen der Versuchs-
tiere K2 in den ersten zwei bis drei Tagen klinisch kaum von denen der anderen Gruppen
unterscheiden, beginnt ab dem dritten Tag eine rasch progrediente Demarkierung, die bis
zum siebten postoperativen Tag in allen Tieren zu einer trockenen subtotalen oder totalen
Nekrose fuhrt (Abb. 3.4E und F). In vier Tieren der Gruppe K2 werden Automutilationser-
scheinungen beobachtet (Abb. 3.4D). Dennnoch sind alle Tiere wohlauf und zeigen keinen

erhohten Schmerzmittelbedarf.

Gruppe K3 — achtstiindige in vivo Perfusion

Waéhrend der achtstindigen in vivo Perfusion und nach erfolgter Anastomose weisen alle
Lappen typische Vitalitatszeichen auf (Rekapillarisierungsphanomen, Blutungen aus dem
Randbereich des Lappens). Dennoch kommt es auch in dieser Gruppe wahrend den folgen-
den sieben postoperativen Tagen zu Teilnekrosen, die etwa die Halfte des Lappens umfas-

sen. Automutilationen werden in dieser Versuchsgruppe nicht beobachtet.
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Gruppe ECP — achtstiindige exktrakorporale Perfusion

Nach Reperfusion der Hautlappen andert sich die Farbe innerhalb weniger Sekunden von
graulich-fahl zu rosig. Als weiteres klinisches Zeichen fiir eine erfolgreiche (Re-)perfusion
Iasst sich ein deutliches Rekapillarisierungsphanomen beobachten. Manche Lappen weisen
in Folge einer Hyperperfusion einen sehr raschen Flush und eine kraftige rosige Farbung
auf. Eine wie in den Voruntersuchungen beschriebene Odembildung kann auch mit dem
neuen Perfusionssystem und bei Verwendung der optimierten Perfusatzusammensetzung
nicht vollstandig verhindert werden. Diese ist jedoch deutlich schwéacher ausgepragt. Die
mittlere Gewichtszunahme liegt bei 10% nach achtstiindiger Perfusion, im Vergleich zu 50%
nach ca. einstiindiger Perfusion in den Voruntersuchungen. Auch das Phanomen des Blut-
verlusts aus dem Lappen ist in stark abgeschwéachter Form nach Reduktion der Heparindosis
(von 25 U/l in den Vorversuchen auf 10 U/l in dieser Studie) noch zu beobachten. Der mini-
male Fillstand der Pumpe (ca. 2 ml) wird bei den meisten Tieren nach etwa vier Stunden
erreicht, was sich gut mit der im Rahmen der Vorversuche festgelegten Zeit von vier Stunden
Uberschneidet, nach der ein Perfusatwechsel erfolgen sollte um die Perfusatzusammenset-
zung aufrecht erhalten zu kénnen. In zwei Fallen ist aufgrund eines erhéhten Blutverlusts ein
friihzeitiger Perfusatwechsel erforderlich. Wahrend der achtstiindigen Perfusion kommt es in
unterschiedlichem Ausmal bei allen Lappen zur Entstehung charakteristischer, nur in dieser
Versuchsgruppe auftretenden petechialen Einblutungen (Abb. 3.3). Automutilationen werden

auch in dieser Versuchsgruppe nicht beobachtet.

5 g
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Abb. 3.3: Klinischer Eindruck epigastrischer Lappen nach extrakorporaler Perfusion. Auswahl klinischer
Bilder nach achtstiindiger extrakorporaler Perfusion epigastrischer Lappen der Ratte. In unterschiedlichem Aus-
maf weisen alle Hautinseln charakteristische petechiale Einblutungen auf. (D) Die dunkle Farbung im kranialen
Anteil ist durch ein Hamatom unter dem Lappen bedingt.
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Sind diese disseminiert und von hellroter Farbung (Abb. 3.3A), so scheinen die Einblutungen
keinen Einfluss auf das spatere Uberleben des Transplantats zu haben (Abb. 3.3A). Konflu-
ierende dunkel-livide Bereiche hingegen (Abb. 3.3C und D) fihren in der Regel zu einer
Hautnekrose in den betroffenen Arealen. Totalnekrosen und Automutilationen werden in die-
ser Versuchsgruppe nicht beobachtet (Abb. 3.4A—-C). Das Ausmal der Nekrosen variiert
stark und liegt zwischen klinsichen unauffalligen, nahezu vollstdndig eingeheilten Lappen bis
zur Nekrose von ca. Zweidritteln der Hautinsel. Diese klinischen Beobachtungen lassen sich

durch planimetrische Bestimmung der Nekroserate objektivieren.

]

Abb. 3.4: Klinischer Eindruck epigastrischen Lappen nach sieben Tagen. Obere Zeile: Klinischer Eindruck
am 7. postoperativen Tag nach extrakorporaler Perfusion und Transferierung auf ein zweites Tier (Auswahl),
Untere Zeile: Automutilationen (D), subtotale (E) und Totalnekrosen (F) wie nach achtstiindiger Ischamie wurden
nach Uberbriickung der Ischéamiezeit durch extrakorporale Perfusion nicht beobachtet.
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3.2.2 NEKROSERATE

Die Ergebnisse der planimeterischen Messungen der Nekroserate finden sich in Tabelle 3.5
und in Abbildung 3.5. Achtstiindige ECP fuhrte statistisch hochsignifikant (p=,0002) zu klei-
neren Nekroseflachen (27% Median) als eine achtstindige Ischamiezeit (98% Median). Hin-
gegen findet sich kein statistischer Unterschied zur Sham-Gruppe (6,12% Median, p=,05).
Auch der Unterschied zu achtstiindiger in vivo Perfusion (49%) ist nicht statistisch signifikant
(p=,083). Achtstlindige Ischamie fuhrt zu hochsignifikant héheren Nekroseflachen verglichen
mit allen anderen Gruppen (p=,0002). Vergleicht man die achtstiindige in vivo Perfusion mit
der Sham-Gruppe zeigt sich ebenfalls ein statistisch hochsignifikanter Unterschied (p=,0002)
zugunsten der Sham-Gruppe. Die p-Werte der statistischen Tests sind in Abbildung 3.5 gra-
phisch dargestellt.

100 98%@ ECP
80 %
60
49% ,//%
w0 _
20
é 6%
0

ECP K1 K2 K3

Abb. 3.5: Nekroserate. Links: Medianer Prozentsatz nekrotischer Areale am gesamten Lappen der Gruppen
ECP (8-stindige extrakorporale Perfusion), K1 (Sham-Operation), K2 (8-stlindige Ischdmie) und K3 (8-stiindige in
vivo Perfusion). Rechts: Graphische Darstellung statistischer Unterschiede zwischen den Gruppen mit Angabe
der p-Werte (signifikante Werte p<,05 und hochsignifikante Werte p<,001 sind fettgedruckt). Fir die statistische
Auswertung dienen der Kruskal-Wallis und der Mann-Whitney U Test. Die angegebenen p-Werte wurden mit dem
Mann-Whitney U Test ermittelt und entsprechen dem exakten 2-seitigen Signifikanzniveau.
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Tabelle 3.5: Prozentsatz nekrotischer Areale

Versuchsgruppe

Tier K1 K2 K3 ECP

1 3,39 93,06 56,88 39,78

2 1,27 89,14 34,75 2,14

3 0,32 98,32 37,69 66,57

4 5,66 97,85 43,82 16,98

5 12,78 100,00 83,53 9,93

6 6,58 91,78 24,04 59,24

7 9,32 99,26 87,90 37,01

8 22,74 98,29 79,11 5,90
MW £ SD 7,76 £7,31 95,96 £ 4,04 54,17 + 23,72 29,69 + 24,69

Median 6,12 98,07 48,82 27,00
(Min — Max) (0,32 — 22,74) (89,14 — 100) (24,04 — 87,90) (2,14 - 66,57)

Dargestellt ist der Prozentsatz nekrotischer Areale der Gruppen ECP (8-stiindige extrakorporale Perfusion), K1
(Sham-Operation), K2 (8-stiindige Ischamie) und K3 (8-stiindige in vivo Perfusion) am 7. postoperativen Tag.
Angaben als Mittelwerte (MW) * Standardabweichung (SD), der Median sowie die Spanne zwischen Minimum
(Min) und Maximum (Max).

3.2.3 BLUTGASANALYSE UND LABORCHEMISCHE UNTERSUCHUNGEN

Blutgasanalysen und laborchemische Untersuchungen werden mit Beginn der extrakorpora-
len Perfusion in 15-minutigen Intervallen tUber einen Zeitraum von vier Stunden aus dem Per-
fusat erhoben. Nach vier Stunden wird ein Perfusatwechsel durchgeflihrt. Bei einem Tier
wird ein Perfusatwechsel aufgrund eines pH-Abfalls unter 7,300 bereits nach 3,5 Stunden
durchgefihrt. Im zweiten vierstindigen Perfusionsintervall werden nur sporadische Messun-
gen durchgeflhrt, weshalb diese Daten nicht in die statistische Analyse einflieRen. In die
statistische Analyse werden die Blutgase (SO,, pO,, pCO;), der Saure-Base-Haushalt (pH-
Wert, HCO3;~, BE) sowie Kalium- und Hamoglobingehalt des ,ersten“ Perfusats einbezogen.
Eine Bestimmung von Metaboliten wie Glukose oder Laktat ist mit dem verwendeten Analy-
segerat nicht mdglich. Zum Vergleich finden sich die wichtigsten labordiagnostischen Norm-

werte der verwendeten Fischer-344-Ratten in Tabelle 3.6.
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Tabelle 3.6: Wichtige Laborparameter normaler Ratten

6—8 Wochen 18-21 Wochen

Laborparameter MW Spanne £ 2SD MW Range + 2SD
Hb (g/dl) 14,9 12,3-17,5 46 41-51

Hk (fl) 43 39-47 15,3 13,5-17,1
K*(mmol/l) 4,9 3,8-6,0 5,7 3,9-7,5
Na'(mmol/l) 141 136-146 147 144-150
Chlorid (mmol/l) 97 92-102 100 96-104
Glukose (g/dl) 204 50-358 224 87-361

LDH (U/hy*
pH-Wert™
pCO2 (mmHg)**

HCO3™ (mmol/l)**

135 (19-251)
7,26-7,46
32,6-41,0

14,4-23 1

Oberer Teil: Normwerte wichtiger Laborparameter mannlicher Fischer-344-Ratten als Funktion des Alters. Die
Werte werden als Mittelwerte (MW) und Spanne * zwei Standardabweichungen (SD) angegeben (Fa. Charles
River, KiRlegg, CHARLES 1984). Unterer Teil: (*) Angabe der Laktatdehydrogenase-(LDH)-Aktivitat als MW (Span-
ne £ 2SD) nach Zur (2005), (**) Angabe von pH-Wert, pCO, und HCO3™ entsprechen Literaturangaben zu norma-
len Ratten (zitiert in BAKER et al. 1979).
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Blutgase

Die Veranderungen der Blutgase innerhalb des Perfusats sind in Abbildung 3.6 abgebildet.
Eine tabellarische Darstellung aller Ergebnisse findet sich aufgrund des groRen Umfangs der
Tabelle im Anhang auf Seite 156 (Tab. 3.8). Sauerstoffsattigung (SO,) und Sauerstoffpartial-
druck (pO,) weisen wahrend der gesamten Perfusion hochnormale Werte auf (Ausgangswer-
te SO, 98,7%, pO, 118,9 mmHg, Mediane). In den ersten eineinhalb Stunden steigen SO,
(p=,016) und pO, (p=,008) gleichermalien signifikant an und bleiben anschlielend auf ho-
hem Niveau (SO; 99,3 mmHg, pO, 131,7 mmHg nach vier Stunden) konstant. Der Partial-
druck des Kohlendioxids liegt zu Beginn der Perfusion mit 17,6 mmHg (Median) unterhalb
der Norm (32,6—41,0 mmHg) und nimmt im Verlauf weiter signifikant ab (7,7 mmHg, p=,031
nach 4 Stunden). Der arterielle Sauerstoffpartialdruck ist mit 128,4 mmHg (Median) wesent-
lich héher als im vendsen Schenkel (34,2 mmHg, Median), was auf den hohen Sauerstoff-
verbrauch des perfundierten Gewebes hindeutet. Die Differenz zwischen arterieller (98,9%,
Median) und venodser Sauerstoffsattigung (65,2%, Median) liegt bei 33,7%. Da das vendse
Blut nicht in allen Tieren gemessen wird, muss aufgrund der zu geringen StichprobengréRe

auf eine statistische Analyse dieser Daten verzichtet.

pO2 (mmHg] )CO2 [mmHg]

0 05 1 15 2 2,5 3 35 4

Zelt [h]
Abb. 3.6: Veranderung der Blutgase wéahrend extrakorporaler Perfusion. Durch die Verwendung eines
Membranoxygenators lassen sich kontinuierlich hohe Sauerstoffsattigungen (SO2) und Sauerstoffpartialdriicke

(pO2) messen. Der Partialdruck des Kohlendioxids (pCO2) sinkt wahrend des vierstliindigen Perfusionszeitraums
kontinuierlich ab. Die Fehlerbalken entsprechen dem Standardfehler.

76



Séure-Base-Haushalt

Veranderungen im Saure-Base-Haushalt innerhalb des Perfusats finden sich in Abbildung
3.7. Der pH-Wert bleibt Uber den Zeitraum der Versuchsdurchfihrung ohne Zugabe eines
Puffers stabil (p=,063) und im Normbereich (Tab. 3.6). Der Bikarbonat-Puffer ist infolge der
Hamodilution erniedrigt (HCO3~ 13,4 mmol/l, Median) und sinkt, wie der Basenuberschuss
(BE —10,3, Median) wahrend der vierstlindigen Perfusion statistisch signifikant ab (HCO3;™ 5,1
mmol/l, BE —18,2, p=,031 nach vier Stunden, Tab. 3.7).

0 05 1 15 2 25 3 35 4
Zeit [h)

Abb. 3.7: Verdnderung des Saure-Basehaushalts wahrend extrakorporaler Perfusion. Bicarbonat-Puffer
(HCO3"), Base Excess (BE) und pH-Wert weisen einen gleichsinnigen kontinuierlichen Abfall wahrend des vier-
stiindigen Perfusionszeitraums auf. Der pH-Wert kann (ber diesem Zeitraum ohne Substitution im Normbereich
(Normwerte 7,33-7,46, hellblauer Bereich, gemal BAKER et al. 1979) gehalten werden. Die Fehlerbalken ent-
sprechen dem Standardfehler.
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Kalium

Das Kalium steigt wahrend des vierstiindigen Beobachtungszeitraums von 4,34 auf 5,61
mmol/l (Mediane) signifikant an (p=,031). Die mittleren Kaliumwerte liegen jedoch auch nach
vier Stunden noch innerhalb des Referenzbereichs flr Fischerratten (3,8-6 mmol/l) gemal
Normwerttabelle des Zuchthandlers (Fa. Charles River, KiRlegg, CHARLES 1984, Tab. 3.6).
Aufgrund des bekannten Zusammenhangs zwischen pH-Wert und extrazellularer Kalium-
konzentration (KLINKE UND SILBERNAGEL 1996) werden beide Parameter in einer Abbildung
dargestellt (Abb. 3.8).

Kalium [mmol/l]

0 05 1 1.5 2 2,5 3 3.5 B

Zeit [h]

Abb. 3.8: Verdanderung von pH-Wert und Kalium wéahrend extrakorporaler Perfusion. Der pH-Wert sinkt
wahrend der extrakorporalen Gewebeperfusion kontinuierlich ab, kann jedoch Uber einen Zeitraum von vier Stun-
den im Normbereich (7,35-7,45) gehalten werden. Umgekehrt verhélt es sich mit der im Perfusat bestimmten
Kaliumkonzentration (griine Kurve). Diese steigt kontinuierlich bis auf Werte um 5,5 mmol/l nach vier Stunden an
(p=,031). Die Fehlerbalken entsprechen dem Standardfehler. Referenzbereich fir Kalium (hellgriin) gemaR
Normwerttabelle des Zuchthandlers (Fa. Charles River, Kil3legg, CHARLES 1984).
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Hémoglobingehalt

Der Hamoglobingehalt innerhalb des Perfusats ist aufgrund der Hamodilution durch Ringer-
Lésung und HES im Vergleich zum Normwert der Ratte (14,9 + 1,3 g/dl, Tab. 3.6) deutlich
erniedrigt (5,1 £ 2,3 g/dl). Da wahrend des vierstlindigen Perfusionsintervalls die Perfusatzu-
sammensetzung nicht verandert wird, bleibt der Hb erwartungsgeman konstant (p=,563). Die

Veranderungen des Hamoglobingehalts im Zeitverlauf sind in Abbildung 3.9 dargestellt.

1R
10

— Hb [g/dl]

=

0 05 1 15 2 25 3 35 -
Zeit [h]

Abb. 3.9: Veranderung des Hamoglobingehalts wahrend extrakorporaler Perfusion. Der Hamoglobingehalt
des verwendeten Perfusats (Hb in g/dl) bleibt wahrend des vierstiindigen Perfusionszeitraums konstant (p=,563).
Die Fehlerbalken entsprechen dem Standardfehler. Referenzbereich (hellrot) gemal Normwerttabelle des Zucht-
handlers (Fa. Charles River, Kil3legg, CHARLES 1984).

Tabelle 3.7: Statistische Auswertung der Blutgasanalyse

Parameter

pH S0, pO2 pCO; HCO;~ BE K* Hb
Median 0 7,464 98,7 118,9 17,6 13,4 -10,3 4,34 4,2
Median 4h 7,363 99,3 131,7 7.7 5,1 -18,2 5,61 4,5
Min 7,338 93,4 63,0 5,9 2,4 -18,4 3,33 2,0
Max 7,515 99,8 262,2 26,4 18,6 -4,5 6,45 10,3
Differenz 0 — 4h 0,101 -0,6 -12,8 9,9 8,3 7.9 -1,27 -0,3
p-Werte 0 — 4h ,063 ,031% ,031% ,031% ,031% ,031% ,031% ,563

Verglichen werden die préoperativen Basiswerte der Blutgasanalyse aus dem Perfusat wahrend extrakorporaler
Perfusion des epigastrischen Lappens in der Ratte mit den Werten nach 4-stiindiger extrakorporaler Perfusion.
Fur die statistische Auswertung wird der Wilcoxon-Vorzeichen-Rangtest verwendet. Die angegebenen p-Werte
entsprechen den exakten 2-seitigen Signifikanzniveaus.
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3.2.4 GEWEBE-PHOTOSPEKTROMETRIE

Da klinisch evidente Nekrosen in erster Linie im kranialen und kaudalen Drittel sowie am
lateralen Rand des Lappens auftreten, entscheiden wir uns dazu, die Analyse der O2C-
Daten auf das Zentrum des Lappens zu beschranken. In den anderen Messregionen (krani-
al, kaudal) ist die Stichprobengrdofe aufgrund von Teilnekrosen flr eine aussagekraftige sta-
tistische Analyse zu gering. Die Ergebnisse der gewebe-photospektrometrischen Messungen
sind in Tabelle 3.9 dargestellt. Auf einen statistischen Vergleich zwischen den einzelnen
Versuchsgruppen wird aufgrund der hohen interindividuellen Schwankungen dieser Methode
(LOEFFELBEIN 2003) verzichtet. Die Versuchsgruppen ECP und K3 sind gewebe-
photospektrometrisch am umfassensten im Zeitverlauf erfasst. Auch ist der Vergleich zwi-
schen diesen beiden Gruppen flir die Kernaussage dieser Studie am Interessantesten. Da-
her soll der zeitliche Verlauf der O2C-Daten dieser beiden Gruppen im Folgenden detailliert

dargestellt und erlautert werden.
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Sauerstoffsattigung

Der zeitliche Verlauf der Sauerstoffsattigung (SO,) ist in Abbildung 3.9 abgebildet, die Er-
gebnisse finden sich in Tabelle 3.9. Die Kurvenverlaufe der oberflachlichen und tiefen Sau-
erstoffsattigung wahrend extrakorporaler und in vivo Perfusion weisen einen analogen Ver-
lauf auf: unabhangig von der Perfusionsmethode kommt es mit Beginn der Perfusion zu ei-
nem statistisch signifikanten Abfall der oberflachlichen Sauerstoffsattigung (ECP p=,039, K3
p=,016) von ca. 50% auf 25% (ECP, Median) bzw. 15% (K3, Median). Nach weitgehend
konstantem Verlauf wahrend der Perfusion liegen die oberflachlichen Sauerstoffwerte nach
acht Stunden weiterhin statistisch signifikant unter den Ausgangswerten (p=,008). Die tiefen
Sauerstoffwerte hingegen bleiben, zumindest in Gruppe ECP, wahrend des gesamten Ver-
suchs konstant (p=,945). Gruppe K3 weist nach anfanglich signifikantem Abfall mit Beginn
der Perfusion (p=,031) ebenfalls einen annahernd konstanten Verlauf der tiefen Sauer-
stoffsattigungswerte auf (p=,250) und unterscheidet sich nach achtstindiger in vivo Perfusi-
on nicht mehr statistisch signifikant von den Ausgangswerten (p=,250). Tiefe und oberflachli-
che Sauerstoffwerte entsprechen nach sieben Tagen in beiden Gruppen wieder dem Aus-
gangsniveau (SO2 S: ECP p=,313, K3 p=,625, SO2 D: ECP p=1,000, K3 p=,188).
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Abb. 3.10: Sauerstoffsattigung im Gewebe wahrend extrakorporaler Perfusion. Dargestellt sind die Mittel-
werte der oberflachlichen (hellblau, SO, S) und tiefen (dunkelblau, SO, D) gewebe-photospektrometrisch erho-
benen Sauerstoffsattigungs-Werte in Prozent Gber den gesamten Zeitverlauf des Versuchs. Die Messungen er-
folgen unmittelbar praoperativ (préop), Uber den Perfusionszeitraum von acht Stunden (0-8), postoperativ
(postop) nach erfolgter Mikroanastomose und Wundverschluss sowie nach sieben Tagen. Als Fehlerindikatoren
dient der Standardfehler. Als Vergleich zur extrakorporalen Perfusion (ECP) dient in dieser Darstellung Kontroll-
gruppe 3 (acht Stunden in vivo Perfusion, gestrichelt dargestellt).
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Hémoglobingehalt

Der zeitliche Verlauf des Hamoglobingehalts (Hb) ist in Abbildung 3.11 dargestellt, die Er-
gebnisse finden sich in Tabelle 3.9. Wahrend der oberflachliche Hb unabhangig von der Per-
fusionsmethode (in vivo, extrakorporal) bei Werten im 60 AU konstant bleibt (ECP p=,093,
K3 p=,195), steigt der tiefe Hamoglobingehalt mit Beginn der Perfusion in beiden Gruppen
statistisch signifikant von Werten um 40 AU auf ca. 85 AU an (p=,008). In Gruppe ECP fallt
der tiefe Hb jedoch rasch wieder auf das Ausgangsniveau, in Gruppe K3 hingegegen erst
nach finf Stunden. In beiden Gruppen ist der Hamoglobingehalt nach acht Stunden mit dem
Ausgangswert vergleichbar (ECP p=,375, K3 p=1,000). Tiefe und oberflachlich Hb-Werte
entsprechen nach sieben Tagen in beiden Gruppen wieder dem Ausgangsniveau (Hb S:
ECP p=,563, K3 p=,625, Hb D: ECP p=,375, K3 p=1,000).
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Abb. 3.11: Himoglobingehalt im Gewebe wihrend extrakorporaler Perfusion. Dargestellt sind die Mittelwer-
te der intraoperativen oberflachlichen (oben, hellrot dargestellt, Hb S) und tiefen (unten, dunkelrot dargestellt, Hb
D) gewebe-photospektrometrisch erhobenen Flow-Werte (arbitrare Einheit) liber den gesamten Zeitverlauf des
Versuchs. Die Messungen erfolgen unmittelbar praoperativ (praop), Uber den Perfusionszeitraum von acht Stun-
den (0-8), postoperativ (postop) nach erfolgter Mikroanastomose und Wundverschluss sowie nach sieben Tagen.
Als Fehlerindikatoren dient der Standardfehler. Als Vergleich zur extrakorporalen Perfusion (ECP) dient in dieser
Darstellung Kontrollgruppe 3 (acht Stunden in vivo Perfusion, gestrichelt dargestelit).
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BlutflieBgeschwindigkeit

Abbildung 3.12 gibt den zeitlichen Verlauf der BlutflieRgeschwindigkeit (Velocity) wieder, die
Ergebnisse sind in Tabelle 3.9 abgebildet. Nach initialem Abfall der oberflachlichen und tie-
fen Velocity, der jedoch nur in Gruppe K3 statistisch signifikant ist (p=,016), zeigen die zeitli-
chen Verlaufe der BlutflieRgeschwindigkeiten in beiden Versuchsgruppen einen anndhernd
konstanten Verlauf und sind in beiden Gruppen nach acht Stunden mit den Ausgangswerten
vergleichbar (Velocity S: ECP p=,125, K3 p=,500, Velocity D: ECP p=,125, K3 p=,250). Auch
wenn in Gruppe ECP unmittelbar postoperativ signifikant erniedrigte BlutflieRgeschwindigkei-
ten gemessen werden (p=,039) entsprechen die gemessenen Werte nach sieben Tagen in
beiden Versuchsgruppen wieder dem Ausgangsniveau oder liegen (tendenziell) sogar dar-
Uber (Velocity S: ECP p=,563, K3 p=,813, Velocity D: ECP p=,375, K3 p=,125).
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Abb. 3.12: Blutflussgeschwindigkeit im Gewebe wihrend extrakorporaler Perfusion. Dargestellt sind die
Mittelwerte der intraoperativen oberflachlichen (oben, hellgriin dargestellt, Velocity S) und tiefen (unten, dunkel-
grun dargestellt, Velocity D) gewebe-photospektrometrisch erhobenen ,Velocity“-Werte (arbitrére Einheit) tber
den gesamten Zeitverlauf des Versuchs. Die Messungen erfolgen unmittelbar praoperativ (préop), Giber den Per-
fusionszeitraum von acht Stunden (0-8), postoperativ (postop) nach erfolgter Mikroanastomose und Wundver-
schluss sowie nach sieben Tagen. Als Fehlerindikatoren dient der Standardfehler. Als Vergleich zur extrakorpora-
len Perfusion (ECP) dient in dieser Darstellung Kontrollgruppe 3 (acht Stunden in vivo Perfusion, gestrichelt dar-
gestellt).
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Blutflussvolumen

Der zeitliche Verlauf des Blutflussvolumens (Flow) ist in Abbildung 3.13 dargestellt, die Er-
gebnisse finden sich in Tabelle 3.9. Obwohl es in beiden Gruppen (ECP und K3) mit Beginn
der Perfusion zunachst zu einem Abfall der oberflachlichen und tiefen Flussvolumina kommt,
ist dieser nur in Gruppe K3 statistisch signifikant (Flow S: p=,016 nach einer Stunde, Flow D:
p=,036 nach drei Stunden). Nach Lappentransfer und Mikroanastomose (postoperativ) sind
die gemessenen Blutflussvolumina in beiden Gruppen mit den praoperativen Basiswerten
vergleichbar (Flow S: ECP p=,398, K3 p=,313, Flow D: ECP p=,195, K3 p=,461). Am siebten
postoperativen Tag liegen die Werte in beiden Gruppen Gruppen sogar tendenziell tber dem
Ausgangsniveaus, wobei der Unterschied nicht statistisch signifikant ist (Flow S: ECP p=438,
K3 p=1,000, Flow D: ECP p=,063, K3 p=,625).

praop 0 1 2 3 4 5 6 7 8 postop Tag7

Abb. 3.13: Blutflussvolumen im Gewebe wahrend extrakorporaler Perfusion. Dargestellt sind die Mittelwerte
der intraoperativen oberflachlichen (oben, hellgelb dargestellt, Flow S) und tiefen (unten, dunkelgelb dargestellt,
Flow D) gewebe-photospektrometrisch erhobenen ,Flow“-Werte (arbitrare Einheit) iber den gesamten Zeitverlauf
des Versuchs. Die Messungen erfolgen unmittelbar praoperativ (praop), Gber den Perfusionszeitraum von acht
Stunden (0-8), postoperativ (postop) nach erfolgter Mikroanastomose und Wundverschluss sowie nach sieben
Tagen. Als Fehlerindikatoren dient der Standardfehler. Als Vergleich zur extrakorporalen Perfusion (ECP) dient in
dieser Darstellung Kontrollgruppe 3 (acht Stunden in vivo Perfusion, gestrichelt dargestellt).
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Die Gewebe-Photospektrometrie ist aufgrund der hohen interindividuellen Schwankungen fur
Vergleiche zwischen zwei Studiengruppen ungeeignet (LOEFFELBEIN 2003). Da die Unter-
schiede zwischen den Gruppen jedoch, insbesondere im Zeitverlauf betrachtet, sehr deutlich
sind, werden die Messergebnisse in Abb. 3.14 gesondert graphisch (Boxplots) dargestellt.
Die Ergebnisse und die statistische Datenanalyse zu verschiedenen Zeitpunkten sind in Tab.
3.9 dargestellt. In der Sham-Gruppe (K1) liegen nach sieben Tagen, mit Ausnahme eines
signifikant erhéhten Hamoglobingehalts (p=,008), alle Paramter erwartungsgemal wieder im
Bereich der Ausgangswerte oder sogar dariber. Intraoperative Messungen wurden in dieser
Versuchsgruppe nicht durchgefiihrt. Wahrend unmittelbar postoperativ nach achtstindiger
Ischdmiephase (K2) zunachst nur die oberflachliche Sauerstoffsattigung statistisch signifi-
kant erniedrigt ist (p=,008), weichen nach sieben Tagen nahezu alle gewebe-
spektrophotometrisch gemessenen Parameter signifikant von den Ausgangswerten im Sinne
einer Verschlechterung ab (Tab. 3-9). Eine detaillierte Analyse der Versuchsgruppen K3 und

ECP findet sich zu Beginn dieses Kapitels.
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Tabelle 3.9: Statistik der gewebe-photospektrometrischen Daten

Oberflachliche Werte

Zeit
ECP K1 K2 K3
praop 8h 7d praop 7d praop 8h 7d praop 8h 7d
n 8 8 6 8 8 8 8 8 8 8 5
MW 51,5 16,3 46,3 43,3 27,8 30,3 6,0 15,4 49,5 16,0 40,3
SD 11,2 9,7 15,3 16,6 18,9 15,8 2,9 12,7 16,2 13,2 6,9
Med 53 12 48 42 24 24 6 16 54 9 38
g\l Min 35 5 24 18 2 11 2 0 22 5 34
Max 67 29 63 67 58 53 10 36 68 39 51
0-8 41 (,125) 18 (,008%) 45 (,500)
8-7d -36 (,063) -10 (,148) -29 (,063)
0-7d 5 (1,000) 19 (,461) 8 (,102) 16 (,188)
n 8 8 6 8 8 8 8 8 8 8 5
MW 57,4 68,3 60,6 54,8 61,1 68,4 71,0 56,3 55,0 60,9 55,8
SD 8,6 13,1 12,7 6,8 5,7 8,4 23,6 28,3 9,4 10,9 57
Med 56 66 58 53 61 71 79 64 55 60 55
2 Min 48 51 46 45 54 54 26 0 42 49 49
Max 75 87 83 65 70 78 94 91 70 74 64
0-8 -10 (,715) -8 (,445) -5 (1,000)
8-7d 8 (,219) 15 (,109) 5 (,625)
0-7d -2 (,345) -8 (,008%) 7 (,250) 0 (,500)
n 8 8 6 8 8 8 8 8 8 8 5
MW | 136,2 118,3 177,4 197.,4 86,7 107,9 87,1 16,5 150,7 127,8 155,2
SD 51,8 42,9 41,9 69,2 30,7 30,0 23,5 23,5 46,5 58,5 14,4
Med 133 125 184 188 86 113 86 7 137 114 156
u_?: Min 57 33 128 116 44 56 53 0 77 34 133
Max 200 170 222 300 140 148 121 72 211 222 173
0-8 8 (,125) 27 (,078) 23 (,500)
8-7d -59 (,156) 79 (,016%) -42 (1,000)
0-7d -51 (,438) 102 (,945) 106 (,008%) -19 (,1000)
n 8 8 6 8 8 8 8 8 8 8 5
MW 20,4 15,4 23,1 26,2 15,4 27,7 25,7 14,0 21,8 19,8 21,4
SD 4,6 3,5 3,3 6,1 3,1 13,4 15,4 16,3 4.4 6,1 2,9
> Med 21 16 24 24 16 22 19 11 20 18 21
E Min 12 10 19 20 11 17 14 0 18 13 18
g Max 25 21 27 36 19 49 53 52 30 29 25
0-8 -4 (,125) 3 (,469) 2 (,500)
8-7d -8 (,031%) 8 (,008%) -3 (,813)
0-7d -3 (,563) 8 (,945) 11 (,016%) -1(,813)

Statistik der oberflachlichen, gewebe-photospektrometrisch gemessenen Werte Sauerstoffsattigung (SO2 in %),
Hamoglobingehalt (Hb, arbitrére Einheit), Blutflussvolumen (Flow, arbitréare Einheit) und BlutflieRgeschwindigkeit
(Velocity, arbitrare Einheit) der Gruppen (ECP) extrakorporale Perfusion, (K1) Sham-Operation, (K2) Ischamie,
(K3) in vivo Perfusion zu den Zeitpunkten (0/ praop) praoperativer Basiswert, (8h) nach 8 Stunden und (7d) am 7.
Tag. (n) Anzahl der Messwerte, (MW) Mittelwert, (SD) Standardabweichung, (Med) Median, (Min) Minimum,
(Max) Maximum. (0-8, 8-7d, 0—7d) Differenz der Messwerte zu den entsprechenden Zeitpunkten, der p-Wert ist
in Klammern angegeben. Fir die statistische Analyse wird der Wilcoxon-Vorzeichen-Rangtest angewendet. (*)
Statistisch signifikanter Unterschied (p<,05).
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Tiefe Werte

Zeit
ECP K1 K2 K3
praop 8h 7d praop 7d praop 8h 7d praop 8h 7d
n 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 6
MW 52,8 81,9 59,0 471 60,0 30,3 6,0 154 63,8 60,7 57,4
SD 11,9 58,3 4,6 18,7 11,5 15,8 2,9 12,7 3,9 18,5 14,4
Med 53 62 59 55 61 24 6 16 64 64 51
S Min 27 56 53 17 36 11 2 0 58 31 46
Max 64 226 66 63 72 53 10 36 69 87 76
0-8 -28,9 (,625) 18 (,844) 0 (,500)
8-7d 3(,313) -10 (,023%) 13 (,625)
0-7d -6 (,313) -6 (,008%) 8 (,016%) 13 (,625)
n 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 6
MW 55,7 62,9 70,5 35,8 84,3 68,4 71,0 56,3 @ 50,4 73,6 57,7
SD 16,0 12,6 18,3 4,8 19,8 8,4 23,6 28,3 7,6 39,9 18,8
Med 53 59 72 36 79 71 79 64 48 75 52
2 Min 34 49 42 28 62 54 26 0 44 23 40
Max 89 86 107 43 122 78 94 91 68 145 91
0-8 -6 (,375) -8 (,297) -27 (1,000)
8-7d -13 (,313) 15 (,023%) 23 (,063)
0-7d -19 (,563) -43 (,008%) 7 (,039%) -4 (,625)
n 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 6
Mw  257,0 173,8 160,2 1497 291,2 107,9 87,1 16,5 182,3 143,2 225,3
SD 23,3 16,4 48,0 51,5 43,1 30,0 23,5 235 375 54,5 40,4
Med 253 172 177 168 288 113 86 7 188 148 210
u_?: Min 235 147 86 51 237 56 53 0 102 50 189
Max 305 197 209 192 348 148 121 72 225 207 279
0-8 81 (,250) 27 (,313) 40 (,500)
8-7d -5 (,031%) 79 (,195) -62 (,813)
0-7d 76 (,063) -120 (,023%) 106 (,148) -22 (,625)
n 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 7
MW 42,8 33,6 25,3 73,2 51,1 27,7 25,7 14,0 30,6 22,5 33,9
SD 4,7 3,2 6,8 82,1 9,1 13,4 15,4 16,3 6,2 5,6 8,7
> Med 42 33 27 31 52 22 19 11 31 23 31
E Min 38 30 15 26 36 17 14 0 18 13 24
> Max 50 40 32 232 63 49 53 52 38 30 47
0-8 9 (,125) 3 (,266) 8 (,250)
8-7d 6 (,016%) 8 (,008%) -8 (1,000)
0-7d 15 (,375) -21 (,078) 11 (,016%) 0 (,125)

Statistik der tiefen, gewebe-photospektrometrisch gemessenen Werte Sauerstoffsattigung (SO2 in %), Hdmoglob-

ingehalt (Hb, arbitrare Einheit), Blutflussvolumen (Flow, arbitrére Einheit) und BlutflieRgeschwindigkeit (Velocity,
arbitrare Einheit) der Gruppen (ECP) extrakorporale Perfusion, (K1) Sham-Operation, (K2) Ischamie, (K3) in vivo
Perfusion zu den Zeitpunkten (0/ préop) praoperativer Basiswert, (8h) nach 8 Stunden und (7d) am 7. Tag. (n)
Anzahl der Messwerte, (MW) Mittelwert, (SD) Standardabweichung, (Med) Median, (Min) Minimum, (Max) Maxi-
mum. (0-8, 8-7d, 0—7d) Differenz der Messwerte zu den entsprechenden Zeitpunkten, der p-Wert ist in Klam-

mern angegeben. Fir die statistische Analyse wird der Wilcoxon-Vorzeichen-Rangtest angewendet. (*) Statistisch

signifikanter Unterschied (p<,05).
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Abb. 3.14: Gewebe-photospektrometrische Ergebnisse (Boxpolots). Dargestellt sind die Ergebnisse der
oberflachlichen (S) und tiefen (D) gewebe-photospektrometrischen Messungen der Gruppen ECP (8-stiindige
extrakorporale Perfusion), K1 (Sham-Operation), K2 (8-stiindige Ischamie) und K3 (8-stiindige in vivo Perfusion)
zu den Zeitpunkten praoperativ (praop), postoperativ (postop) und nach 7 Tagen (Tag 7). Sauerstoffsattigung
(SO2 in Prozent), Hamoglobingehalt (Hb, arbitrary units), Blutflussvolumen (Flow, arbitrary units), Blutflielge-
schwindigkeit (Velocity, arbitrary units). Fir Gruppe K1 existieren keine unmittelbar postoperativen Werte.
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3.2.5 INDOCYANIN-GRUN-VIDEOANGIOGRAPHIE

Fluoreszenzangiographische Messungen werden bei allen acht Tieren der Gruppe ECP un-
mittelbar nach Katheterlegung und wahrend der extrakorporalen Perfusion durchgeflhrt. Am
siebten postoperativen Tag wird abweichend vom Protokoll nur bei zwei Tieren eine ICG-
Messung durchgefiihrt. Zum Vergleich werden bei drei Tieren wahrend in vivo Perfusion

ebenfalls ICG-Messungen durchgefihrt.

Neben der geringen Stichprobenzahl am siebten postoperativen Tag wird die Vergleichbar-
keit der Daten dadurch beeintrachtig, dass zwei verschiedene technische Systeme mit unter-
schiedlicher Analysesoftware verwendet werden. Die Vergleichbarkeit der Daten zu ver-
schiedenen Messzeitpunkten wird zudem durch Ungenaugkeiten in der verabreichten ICG-
Konzentration beeintrachtigt: Wahrend fur einen 60 kg schweren Menschen eine ICG-Menge
von 6 ml (bei einer Konzentration von 0,5 ml’lkg KGW) erforderlich ist, liegt diese Menge bei
einem 250 g schweren Nagern nur noch bei 0,025 ml. Versucht man die benétigte ICG-
Menge auf das Gewicht des entnommen Hautlappens (ca. 15 g) herunterzurechnen, erge-
ben sich 0,0015 ml, also 1,5 yl. Schwankungen von Mikroliterbruchteilen kénnen also bereits
zu abweichenden Ergebnissen fuhren. Eine zusétzliche Fehlerquelle liegt in dem von der
verfugbaren Blutmenge abhangigen variablen Flllungvolumen des Perfusionssystems, in
den der Farbstoff appliziert wird. Aus diesen Grinden wird auf die Darstellung quantitativer
Analyseergebnisse und auf eine statistische Auswertung der Daten verzichtet. Die Fluores-
zenzangiographie birgt dennoch wichtige Erkenntnisse fur die extrakorprale Lappenperfusion

auf die im Folgenden naher eingegangen werden soll.

Nach Injektion des Farbstoffs in die Vene beginnt innerhalb von Sekunden eine rasche In-
tensitatszunahme im gesamten rasierten Areal die je nach Messlokalisation nach 15-30 Se-
kunden ihr Maximum erreicht (vgl. Abb. 3.15). Nach etwa einer Minute flaut das ICG-Signal
wahrend der venésen Phase wieder ab. Das vaskulare Versorgungsnetz der abdominalen

und inguinalen Haut ist in dieser Phase gut zu sehen (Abb. 3.15).
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Abb. 3.15: Indocyanin-Griin Messung. (A) Praoperative Messung. Vendse Phase mit sichtbarer Gefalizeich-
nung im Bereich der rasierten Regionen der abdominalen und inguinalen Haut nach Injektion des Fluoreszenz-
farbstoffs (iber einen Femoraliskatheter (fk). Im kranialen Anteil des rasierten Bereichs Uberstrahlung durch die
Leber (le). (B) Anreicherung des ICG-Farbstoffs in Schlauchsystem, Oxygenatormembran (om) und arteriellem
Reservoir (a) nach Applikation des Farbstoffs in das vendse Reservoir. (C) Extrakorporal perfundierter epigastri-
scher Lappen mit arteriellem Zu- (a) und vendsem Abfluss (v). (*) Referenzfeld mit maximaler ICG-Intensitat.

Zur Messung des Fluoreszenzsignals wahrend extrakorporaler Perfusion wird der Farbstoff
direkt in das vendse Resevoir appliziert. Uber die Rollerpumpe verteilt sich der Farbstoff
rasch im ganzen Schlauchsystem (Abb. 3.15B). Mit Hilfe der mobilen Fluoreszenzkamera
kann der Weg des Fluoreszenzsignals in den Lappen verfolgt werden. Dort kommt es analog
zu den Beobachtungen wahrend in vivo Perfusion zu einer Anhebung des Fluoreszenzsig-
nals in der Hautinsel, wenngleich deutlich verzdgert. Das Maximum wird nach 1-3 Minuten
erreicht. Auch der vendse Ruckfluss kann mit dieser Methode visualisiert und bis in das ve-
ndse Reservoir zuriickverfolgt werden. Aufgrund der fehlenden Pharmakokinetik in der Leber
ist selbst nach zweimaligem Perfusatwechsel noch ein deutliches ICG-Signal im Lappen
nachweisbar. Nach sieben Tagen lassen sich bei zwei Tieren noch ICG-Reste im epigastri-
schen Lappen fluoreszenzangiographisch nachweisen. Klinisch eindricklich ist die Vorher-
sagekraft der Indocyanin-Griin-Fluoreszenzangiographie. Bereiche des Lappens, die bei
Fluoreszenzmessungen wahrend extrakorporaler Perfusion kein Fluoreszenzsignal zeigen,
demarkieren sich in der Regal ab dem dritten Tag und sind am siebten postoperativen Tag
nekrotisch (Abb. 3.16B), wahrend gemafR ICG-Angiographie gut perfundierte Areale in der
Regel tadellos einheilen (Abb. 3.16A). Abbildung 3.17 zeigt exemplarisch den Ablauf einer
Fluoreszenzanalyse wahrend in vivo Perfusion. Auf vergleichende statistische Untersuchun-

gen wurde aus o.g. Griinden verzichtet.
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Abb. 3.16: Pradikativer Wert der Indocyanin-Griin Fluoreszenzangiographie. (A) Indocyanin-Grin (ICG)-
Fluoreszenzangiographie eines extrakorporal perfundierten epigastrischen Lappens (el) mit ICG-Anreicherung im
gesamten Lappen. (a) Arterieller Zufluss, (v) vendser Ruckfluss, (*) Referenzfeld mit maximaler ICG-Intensitat.
Bild 2: Klinischer Eindruck nach achtstiindiger extrakorporaler Perfusion und Transferierung des Lappens auf ein
zweites Tier. Bild 3: Klinischer Eindruck am 7. postoperativen Tag. Das Bild entspricht dem in Abb. 3.4A darge-
stellten Lappen nach Rasur. (B) Extrakorporal perfundierter epigastrischer Lappen (ef, Lappengrenzen gestri-
chelt) der Ratte mit unvollstédndiger vaskularer Versorgung im kranialen Bereich des Lappens. (a) Arterieller Zu-
fluss, (v) venoser Ruckfluss, (*) Referenzfeld mit maximaler ICG-Intensitat. Bild 2: Klinischer Eindruck gegen
Ende der achtstiindigen Perfusion, die dunkleren Bereiche im kranialen Anteil weisen auf ein Hamatom unter dem
Lappen hin Bild 3: klinisches Bild des Lappens am 7. postoperativen Tag mit demarkierter Nekrose im oberen
drittel des Lappens entsprechend der ICG-Messung.
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Abb. 3.17: Indocyanin-Griin Videoanalyse. (A) Vorgang der Analyse. (A) vollstindig gehobener und im Wund-
bett refixierter extrakorporal perfundierter epigastrischer Lappen, (B) ICG-Videoangiographie mit Darstellung der
maximalen Intensitat in Prozent, (C) Darstellung der Anflutzeit in Sekunden mit Bestimmung von relevanten Be-
reichen (ROMs) auf verschiedenen Héhen des Lappens, (D) Flussanalyse im Bereich der ROMs mit Hilfe der
FLOW® 800 Software (Carl Zeiss Surgical GmbH, Oberkochen): (1 und 2) gut perfundierter kaudaler Lappenbe-
reich mit hoher maximaler ICG-Intensitat und schneller ICG-Anflutung, (3 und 4) kritische kraniale Lappengrenze
mit verzogerter ICG-Anflutung und reduzierter maximaler Intensitat des ICG-Signals. (Slope) Steigung, (Delay)
Zeit bis zum ersten Maximum.
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3.2.6 HisTOLOGIE

Klinisch tadellos eingeheilte Lappen weisen sieben Tage nach achtstiindiger Perfusion und
Replantation histologisch eine regulare Gewebearchitektur ohne degenerative Veranderun-
gen von Haut und Hautanhangsgebilden, Fettgewebe, Gefalten, Muskeln oder Lymphknoten
auf (Abb. 3.18A). Der Gefalstiel ist klinisch (Sondierung, Inspektion) und histologisch bei
allen untersuchten Lappen durchgangig und weist ebenfalls keine degenerativen Verande-
rungen auf. Lichtmikroskopisch finden sich keine Hinweise auf bakterielle Infiltrationen in den
untersuchten Praparaten. Abbildung 3.18B zeigt einen Ausschnitt aus einem (teil-)nekroti-

schen Areal mit histologisch erkennbarer Unterbrechung des Epithels.

korporal perfundierte und anschlieRend replantierte epigastrische Lappen der Ratte. (A) Tadellos eingeheilter
epigastrischer Lappen mit normalem Aufbau der Gewebeschichten und regelrechtem Epithel. (B) Ausschnitt aus
teilnekrotischem Areal mit Disruption des Epithels (*).
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4 DISKUSSION

4.1 PROBLEMSTELLUNG

Trotz immenser Fortschritte in der rekonstruktiven Chirurgie seit EinfGhrung mikrochirurgi-
scher Techniken sto3en wir nach wie vor bei der Rekonstruktion mehrfach voroperierter und
vorbestrahlter Patienten an die Grenzen der Versorgungsmaglichkeit, da die fir eine mikro-
vaskulare Gewebeverpflanzung notwendigen Anschlussgefalle fehlen. Alternative Techni-
ken, wie gestielte Lappen, Gefalinterponate, AV-Loops, vendse Durchflusslappen etc. sind
technisch schwierig, fehleranfallig oder mit teils schweren funktionellen und &sthetischen
EinbuRen verbunden. Spatestens bei komplexen Rekonstruktionen, wie der kaufunktionellen
Rehabilitation mit Ersatz des Unterkiefers, sto3en alle bisherigen Methoden im gefalRverarm-
ten Hals an ihre Grenzen. Die in der vorliegenden Arbeit thematisierte ECP von Gewebe-
transplantaten eréffnet neue Mdoglichkeiten des Vitalerhalts freier Gewebe und soll in der
Zukunft die Einheilung mehrschichtiger Gewebelappen ohne den bisher notwendigen Ge-

falanschluss ermoéglichen.

Damit eine Verpflanzung von mikrovaskularen Transplantaten ohne versorgende Gefalle

Uberhaupt funktionieren kann, mussen zwei Grundbedingungen erfullt werden:

1. transplantiertes Gewebe muss in einem Defekt revaskularisiert und autonom von sei-
nem versorgenden Gefalistiel werden
2. transplantiertes Gewebe muss lUber den Zeitraum, der fir eine sichere Revaskulari-

sierung notwendig ist, vital erhalten werden kénnen

Die Bestatigung der ersten Grundbedingung bringen tierexperimentelle und klinische Unter-
suchungen, die zeigen, dass mikrovaskular verpflanzte Transplantate nur fir eine bestimmte
Zeit lang von dem versorgenden Gefalistiel abhangig sind (CHUBB et al. 2010) bis Gefalie in
ausreichender Zahl aus dem Wundgrund und angrenzenden Geweben eingewachsen sind,
um eine Versorgung des Lappens unabhangig vom Gefalistiel sicherzustellen (BLACK et al.
1978; BALLANTYNE et al. 1980; WOLFF et al. 2009; MUCKE et al. 2011). Bei der Rekonstrukti-
on mit gestielten Lappen (z.B. Pectoralislappen) wird in der Regel ein Intervall von drei Wo-
chen abgewartet bis der Gefalistiel ohne Gefahrdung des Rekonstruktionsergebnisses ab-
gesetzt und Uberschiissiges Gewebe rlckverlagert werden kann. Ergebnisse aus tierexperi-
mentellen Studien legen nahe, dass der Zeitraum bis zur Autonomisierung mdglicherweise
wesentlich kirzer ist. Im Rattenmodell waren mikrochirurgisch replantierte epigastrische
Lappen nach 5-7 Tagen (BALLANTYNE et al. 1980; MUCKE et al. 2011), kleindimensionierte
vendse Lappen im Kaninchenmodell bereits nach 3 Tagen (MAEDA et al. 1993), unabhéangig
vom Gefalstiel. Diese Zahlen werden im Groftiermodell bestatigt. So blieben replantierte,

grofRdimensionierte, mikrovaskulare, epigastrische Lappen im Schwein nach Stieldruchtren-

95



nung zwischen dem 6. und 8 Tag vital (BLACK et al. 1978). Auch beim Patienten konnten
grofle osteomyokutane Lappen innerhalb von 18 Tagen zur Einheilung gebracht und der

versorgende Gefalstiel abgesetzt werden (WOLFF et al. 2009).

Je nach GroéRe und Zusammensetzung des Lappens miisste dieser also mindestens Uber
einen Zeitraum von 3-18 Tagen ex vivo vital erhalten werden kénnen, um einen ausreichen-
den zeitlichen Rahmen flr eine zuverlassige Revaskularisierung zu gewahrleisten. Erschwe-
rend kommt allerdings hinzu, dass fir eine frihe Autonomisierung ein gesundes Wundbett
bedeutsam scheint (BLACK et al. 1978; MAEDA et al. 1993). Der klinische Alltag zeigt aller-
dings haufig ein anderes Szenario (MUCKE et al. 2011), zumal gerade in dem Patientengut,
das von einer solchen Therapie am meisten profitieren wirde, das Wundbett infolge von
Voroperationen, chronischen Wundinfektionen oder Bestrahlungen meist kompromittiert ist
(MOSCO0SO0 et al. 1994; COHN et al. 2008; KRUSE et al. 2010; MUCKE et al. 2010b). Der Zeit-
raum, der fur eine Autonomisierung im kompromittierten Wundbett notwendig ist, liegt also
mdglicherweise hdher. Dass eine Einheilung auch in kompromittierten Wundbetten ohne
Anschlussgefalle mdglich ist, demonstrieren WOLFF et al. (2009) mit der Verpflanzung eines
kombinierten anterolateren Oberschenkel- und osteomyokutanen Fibulalappens in einen
vorbestrahlten voroperierten Hals. Der Lappen wurde als ,Carrier-Lappen® voribergehend
Uber Anastomosen mit den radialien Gefallen am Handgelenk perfundiert und heilte nach

Stieldruchtrennung am 18. postoperativen autonom vom versorgenden Gefalistiel ein.

Die ECP von Organen wurde bereits in den 1930er Jahren in einer bahnbrechenden Arbeit
von Alexis CARREL demonstriert (z.i. WORNER et al. 2014) und wird heute klinisch fur den
Vitalerhalt von Organen eingesetzt (HOSGOOD UND NICHOLSON 2011; NICHOLSON UND
HOsSGOOD 2013; HOSGOOD UND NICHOLSON 2014). Im Gegensatz zu Organen setzen sich
freie Gewebetransplantate und Extremitaten aus verschiedenen Geweben mit unterschiedli-
cher Toleranz gegeniber Ischamieschaden zusammen. Wahrend langere Ischamieintervalle
von Knochen, Sehnen, Haut und Fett relativ gut toleriert werden, weisen Muskulatur, Blutge-
fale und neuronale Gewebe eine sehr niedrige Ischdmietoleranz auf (BLAISDELL 2002). Die
warme Ischamiezeit, d.h. die Zeit, die ein bestimmtes Gewebe eine fehlende Oxygenation
ohne besondere MaRRnahmen wie Klhlung tolerieren kann, sollte bei zusammengesetzten
mikrovaskularen Lappen unter sechs Stunden liegen (MAYER et al. 1993). Ein langerer Ge-
webeerhalt wird heute prinzipiell auf zwei Weisen erzielt: Immersion und Perfusion (MAEDA et
al. 1993). Unter Immersion versteht man das Einlegen in bestimmte N&hrlésungen, Perfusion
bedeutet das Infundieren oder Durchspllen einer Nahrldsung Uber das bestehende Gefal-
netzwerk. Vollhaut konnte bereits Anfang des letzten Jahrhunderts bis zu einer Woche und
langer durch Kihlung nahe dem Nullpunkt und spezielle Lagerung aufbewahrt werden

(WENTSCHER 1903). Durch moderne Verfahren ist heute eine maximale Lagerung von Haut-
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transplantaten tUber acht Wochen moglich (z.i. BALLANTYNE et al. 1980), wobei die klinische
Uberlebensfahigkeit solcher Transplantate nach drei Wochen Lagerung rapide sinkt
(GEORGIADE et al. 1956). Der Zeitraum, Uber den zusammengesetzte Gewebe durch Kih-
lung und Lagerung in speziellen Nahrldsungen vital erhalten werden kénnen, liegt mit maxi-
mal 1-3 Tagen deutlich unter dem von reinen Hauttransplantaten (BALLANTYNE et al. 1980;
MAYER 1992).

Die extrakorporale Gewebeperfusion verwendet einen anderen Ansatz. Fir den Erfolg einer
Trans- bzw. Replantation bleibt die Zeit bis zur Reoxygenierung der limitierende Faktor. An-
statt durch Kihlung und spezielle Lagerungsbedingungen den Stoffwechsel des Gewebes
soweit zu senken, dass eine Aufbewahrung Uber einen langeren Zeitraum maglich wird, stellt
die ECP die Versorgung des Transplants mit Sauerstoff und Metaboliten Gber das bestehen-
de Gefallsystem sofort wieder her und férdert damit die Aufrechterhaltung normaler physio-
logischer Prozesse innerhalb des Gewebes. Man kdnnte also von einer ,warmen Vitalitatser-
haltung“ sprechen. Dieser Denkansatz schlielt das Prinzip der Kihlung jedoch nicht aus.
Vielmehr kann durch Abkihlung des Perfusats trotzdem eine Hypothermie und dadurch eine
Art Hibernationszustand erzeugt werden, also die physiologischen Vorgange innerhalb des
Gewebes auf reduziertem Niveau fortgesetzt werden. In der Organtransplantation findet das
Prinzip des Vitalerhalts durch ECP bereits Anwendung (ROJAS-PENA et al. 2010; NICHOLSON
UND HOSGOOD 2013; HOSGOOD UND NICHOLSON 2014).

4.2 LITERATURUBERBLICK

Fur den Literaturvergleich wurden die gangigen wissenschaftlichen Literaturdatenbanken
(PubMed, Medline, Cochrane Library) nach den Stichworten: ex vivo - extracorporeal - free
flap - perfusate - tissue perfusion - transplantation - replantation - ischemia reperfusion dama-
ge, oder Kombinationen daraus durchsucht. Miteingeschlossen in die Recherche wurden
verwandte Artikel ("related articles”, PubMed Suchmodus) zu allen relevanten Artikeln sowie
die Sekundarzitate aus den relevanten Artikeln. Es wurden nicht nur Studien aufgefuhrt, bei
denen ein extrakorporaler Kreislauf im engeren Sinne etabliert wurde, sondern auch solche,
bei denen eine Infusion freier Gewebebldcke von Hand oder Uber einen Infusomaten erfolg-
te. Zudem finden Arbeiten Erwahnung, die sich mit dem ex vivo Vitalerhalt von Extremitaten
beschéftigen, da diese, wie von einigen Autoren rechtfertigend angemerkt (MAYER et al.
1992b; DRAGU et al. 2010), im weitesten Sinne als zusammengesetzte, osteomyokokutane
Lappen betrachtet werden kénnen. Eine detaillierte Zusammenfassung tUber die bisherigen
Arbeiten auf dem Gebiet der extrakorporalen Gewebeperfusion findet sich in Tabelle 4.1 im
Anhang auf Seite 158.
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4.2.1 TIEREXPERIMENTELLE ERFAHRUNGEN

Bereits in den 60er und 70er Jahren des vergangenen Jahrhunderts wurden Blutperfusions-
studien zur Untersuchung physiologischer Aspekte amputierter Extremitaten durchgefiihrt
(DELORME et al. 1964a; DELORME et al. 1964b; O'DONOVAN et al. 1976). Infolge dieser Expe-
rimente wurden Extremitaten vor einer Replantation ausgewaschen (ARAI et al. 1993), gela-
gert (ROSEN et al. 1987; KOUR et al. 1995; NORDEN et al. 1997), intermittierend (Usul et al.
1985) oder kontinuierlich (HICKS et al. 1980; Usul et al. 1985; TSUCHIDA et al. 2003) mit un-
terschiedlich zusammengesetzten Lésungen wie Kochsalzlésung (MEHL et al. 1964), Ringer-
Laktat (HICKS et al. 1980), Mannitolhaltigen Lésungen (DOMINGO-PECH et al. 1991) oder mit
klassischen, zur Organerhaltung konzipierten Lésungen wie ,University of Wisconsin“ (UW)
Losung (KURODA et al. 1992; YLAND et al. 1996; NORDEN et al. 1997; TSUCHIDA et al. 2001;
TSUCHIDA et al. 2003) oder ,Eurocollin’s® Losung (EC) (HICKS et al. 1980; KURODA et al.
1992; ARAI et al. 1993; TSUCHIDA et al. 2001) perfundiert (z.i. CONSTANTINESCU et al. 2010).
Darlber hinaus wurde die Verwendung artifizieller Sauerstofftrager wie Fluorocarbon (Usul
et al. 1985) und Fluosol (Usul et al. 1985; ROSEN et al. 1987; YABE et al. 1994) untersucht.

In den neunziger Jahren des vergangenen Jahrhunderts wurde von mehreren Arbeitsgrup-
pen der Einfluss einer kurzen ex vivo Infusion freier Gewebebldcke mit heparinisiertem Voll-
blut auf die Ischamietoleranz der Gewebe untersucht (COOLEY et al. 1990; LI et al. 1993; LI
et al. 1995; FOWLER et al. 1999). Eine 10 bis 30-mindtige Infusion mit heparinisiertem Vollblut
in der Mitte einer 30-stlindigen Ischamieperiode konnte den Ischamieschaden replantierter
epigastrischer Lappen in der Ratte im Vergleich zu nicht infundierten Kontrollen signifikant
verringern (COOLEY et al. 1990). Diese Beobachtung konnte spater fur reine Muskellappen
im Rattenmodell durch Messung der Muskelenzyme bestatigt werden (LI et al. 1993). Die
Autoren fuhren dies auf eine protektive Wirkung des Heparins zurlick. Der positive Effekt auf
die Ischamietoleranz sei mit der Wirkung einer prainterventionellen Heparinisierung ver-
gleichbar (LI et al. 1995) und scheint in Kombination mit Citrat einen synergistischen Effekt
auf die Reduktion des Ischamischadens zu haben (FOWLER et al. 1999). Der exakte Zeit-
punkt der Infusion hingegen scheint von untergeordneter Bedeutung (LI et al. 1995). Diese
Erfahrungen haben Eingang in die klinische Anwendung bei mikrochirurgischem Gewebe-
transfer gefunden und werden in unserer Abteilung in Form einer Spulung des Lappens mit
heparinisierter Ringer-Losung unmittelbar nach Absetzen des Gefalstiels, und Gabe von
5000 IE Heparin s.c. unmittelbar nach Beendigung der Anastomose und Freigabe des Blut-

flusses umgesetzt.

Masami MAEDA demonstrierte 1993 erstmals die Mdglichkeit der Transplantation mikrovas-
kularer Lappen ohne Gefalkanschluss durch voribergehende extrakorporale Vitalerhaltung.

Drei Jahre zuvor hatte seine Arbeitsgruppe als gedankliche Vorarbeit den Einfluss einer kon-
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tinuierlichen arteriellen Infusion antithrombotischer Substanzen (Heparin, Urokinase und
Prostaglandin E;) auf das Uberleben epigastrischer Lappen im Kaninchenmodell untersucht
(MAEDA et al. 1990). Die kontinuierliche Infusion erfolgte Gber einen Zeitraum von sieben
Tagen Uber einen Katheter, der Uber die A. femoralis retrograd in die Bauchaorta vorgescho-
ben worden war. Auf diese Weise vorbehandelte Lappen wiesen nach Transplantation auf
die Gegenseite eine signifikant héhere Einheilrate auf als nicht vorbehandelte Kontrolllappen
oder Lappen, bei denen die antithrombotische Therapie intravends verabreicht worden war.
Die durch die intraarterielle Infusion erzielte, ,quasi“ lokale Anwendung, ermdgliche nach
Aussagen der Autoren hdhere Wirkstoffkonzentrationen vor Ort bei Reduktion der Dosis,

wodurch Nebenwirkungen verringert werden kénnten (MAEDA et al. 1990).

Das Prinzip der extrakorporalen Perfusion von Gewebetransplantaten untersuchte die Ar-
beitsgruppe um MAEDA an vendsen Lappen im Kaninchenmodell, wobei ein besonderer Fo-
kus der Arbeit auf den Einfluss verschiedener Perfusate und auf die Qualitat des Wundbetts
gelegt wurde (MAEDA et al. 1993). Die Lappen wurden als 4 x 3 cm grol3e vendse Durch-
flusslappen mit der V. thoracicoepigastrica dorsalis Durchflussvene gehoben. Die Vene wur-
de kaudal kandliert und mit einer Infusionspumpe verbunden, die das Perfusat mit einem
Volumen von 5 ml/h kontinuierlich (laminar) in die Vene infundierte. Der Abfluss des Per-
fusats erfolgte kranial Gber die Vene in den Kdrperkreislauf. Als Perfusate wurden stabilisier-
tes Hamoglobin, Ringer-Laktat, Vollblut oder Plasma fir die Perfusion von je funf Lappen
verwendet. Auf diese Weise wurden die Lappen flr drei Tage bei gutem Wundbett, und fir
sieben Tage bei kompromittiertem Wundbett perfundiert. Ein kompromittiertes Wundbett
wurde simuliert, indem eine Polyethylenfolie zwischen Lappen und Wundbett gelegt wurde.
Alle Lappen, die mit Plasma perfundiert wurden und auf ein gutes Wundbett zurlckgreifen
konnten, Uberlebten nach distaler und proximaler Ligatur der versorgenden Vene, wahrend
die Wahl eines anderen Perfusats oder das Vorliegen eines kompromittierten Wundbetts in
allen Fallen zu einer Nekrose fiuhrte. Sofortige proximale und distale Ligatur der Vene (Kon-
trollgruppe, n=10) flhrte ebenfalls zu einer Totalnekrose. Die Arbeit von MAEDA et al. ist in
mehrfacher Hinsicht bemerkenswert. Das Prinzip vendser Lappen war zu dem Zeitpunkt be-
kannt und wurde bereits klinisch eingesetzt (FUKUI et al. 1989). MAEDA et al. demonstrieren
mit diesem Modell jedoch erstmals die Méglichkeit der Verpflanzung mikrovaskularer Trans-
plantate ohne den bisher erforderlichen Gefallanschluss (streng genommen wird in ihrem
Setup ein vendses Anschlussgefal® bendtigt, um den Abfluss sicherzustellen). Es wird kein
geschlossener, abgekoppelter Kreislauf hergestellt, sondern der Abfluss erfolgt Uber eine
Durchflussvene direkt in den Systemkreislauf. Die Verwendung eines justierbaren extrakor-
poralen Perfusionssystems ermdéglichte die Perfusion mit arterialisiertem (bzw. oxygenier-

tem) Perfusat bei vendsen, oder nur allmahlich bis auf arterielle Werte ansteigenden Dri-
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cken, wodurch eine mechanische Schadigung der Durchflussvene vermieden werden konn-
te. Eine vorherige Arterialisierung der Vene war daher nicht nétig. Durch die Moglichkeit der
extrakorporalen Verpflanzung vendser Lappen vergréfRert sich das Arsenal verflgbarer Ge-
webe. Das von den Autoren verwendete Setup mit einer in den Systemkreislauf drainieren-
den Vene wirft jedoch Fragen bezlglich der Sicherheit des Systems bei der klinischen An-
wendung auf (Sepsisgefahr!). Eine weitere wichtige Beobachtung, die sich aus den Ergeb-
nissen der Studie ableiten lasst, ist die Tatsache, dass ein geeignetes Wundbett Grundvo-
raussetzung fur den Erfolg einer ex vivo Einheilung zu sein scheint. Sollte sich diese These
bestatigen, hatte dies weitreichende Folgen flir das von uns angestrebte Ziel der freien
Transplantation bei vorperierten, bestrahlten Patienten. Relativierend muss jedoch einge-
wandt werden, dass die Einlage einer impermeablen Polyethylenfolie zur Simulation eines
kompromittierten Wundbetts nicht mit der klinischen Situation vergleichbar ist. Da dadurch
eine GefalRaussprossung aus dem Wundgrund vollstdndig unterbunden wird, kann die Re-
vaskularisierung ausschlief3lich Gber den Randbereich der Wunde erfolgen. Dartber hinaus
wurde das Perfusionssystem im Falle kompromittierter Wundbetten nach sieben Tagen ab-
gestellt. Es ist somit nicht ausgeschlossen, dass eine Einheilung nach einer langeren Perfu-

sionsdauer auch in kompromittieren Wundbetten mdglich ist.

YABE et al. (1994) perfundierten die hinteren Gliedmalien von Kaninchen fir drei bzw. sechs
Stunden mit einem kinstlichen Sauerstofftrager (Fluorocarbon, FC-43) nach Abwarten eines
einstliindigen Ischamieintervalls. Im Vergleich zu nicht-perfundierten Kontrollen und hypo-
therm (4°C) gelagerten Kontrollen wiesen extrakorporal perfundierte Gliedmalien normale
Muskelfasern, normales Gefallendothel und hohe ATP-Werte auf. Auf elektronenmikroskopi-
scher Ebene zeigten sich jedoch auch bei Verwendung von Fluorocarbon als Perfusat is-

chamietypische Veranderungen wie eine mitochondriale Schwellung.

In einer aktuellen Studie wurden verschiedener Blutersatzldsungen zur normothermen,
extrakorporalen Perfusion epigastrischer Fettlappen im Rattenmodell Gber bis zu zehn Tage
verwendet (HEROLD et al. 2009). Der Erfolg der Perfusion wurde durch den Anstieg der
Laktatdehydrogenase (LDH) im Perfusat und durch histologische Untersuchungen nach Be-
endigung der Perfusion beurteilt. Die LDH als intrazellulares Enzym wird im Rahmen von
Zelllysevorgangen bei ischdmischem Gewebeuntergang freigesetzt. Da die Halbwertszeit der
LDH bei nur ca. 24 Stunden liegt, argumentieren die Autoren, dass eine fortgesetzte Produk-
tion dieses Enzyms Uber einen Zeitraum von zehn Tagen ein Marker dafir sei, dass in dem
[ischamisch] geschadigten Gewebe noch lebende Zellen vorzufinden sind. Die Perfusion mit
Hannover'scher Lésung war der Perfusion mit Eurocollin’s Lésung und nicht perfundierten
Kontrollen Uberlegen. Eurocollin’s Losung sei hach Angaben der Autoren flr die normother-

me extrakorporale Gewebeperfusion ungeeignet (HEROLD et al. 2009).
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In einer klrzlich verdffentlichten Studie stellten WORNER et al. (2014) ein extrakorporales
Perfusionssystem fir die normotherme, pulsatile Perfusion von Kleintierorganen mit auto-
logem Vollblut vor. Mit diesem System war die ex vivo Perfusion mit heparinisiertem Vollblut
in vier von sieben epigastrischen Lappen im Kaninchenmodell (iber einen Zeitraum von finf
Tagen mdglich. In den anderen drei Lappen war es zu einem Perfusionsstopp gekommen,
so dass sich die Lappen selbst manuell nicht mehr anspllen lielRen. Zudem beobachteten
die Autoren Hamorrhagien aus den Lappen. Mit dem gleichen System war es der Arbeits-
gruppe zudem moglich Kaninchennieren tber 24 (n=6) bzw. 48 (n=2) Stunden vital zu erhal-
ten. Als Zeichen einer aufrechterhaltenen Funktion wurde eine Urinproduktion zwischen 100
und 180 ml beobachtet (WORNER et al. 2014). Die Autoren heben den Stellenwert ihres
Kleinvolumenperfusionsgerats flr den Vitalerhalt von Organen vor Transplantation und fur
das Tissue Engineering vaskularisierter Gewebe, wie die Perfusion dezellularisierter Organe,

hervor.

Auch im GroRtiermodell fand das Prinzip der extrakorporalen Gewebeperfusion bereits An-
wendung. Analog zu YABE et al. (1994) untersuchte die Arbeitsgruppe um Masamichi Usul
(Usul et al. 1978; Usul et al. 1983; MURAMATSU et al. 1985) den Einfluss artifizieller Sauer-
stofftrager auf die Ischamietoleranz zusammengesetzter Gewebe. Mitte der Neunzehn-
hundertachziger Jahre verglichen die Autoren Fluorocarbon (FC-43, verdinnt mit Ringer-
Lésung auf 10% (w/v)) und reine Ringer-Lésung bei der Perfusion der hinteren Gliedmalen
von Hunden Uber ein Zeitintervall von sechs Stunden bei verschiedenen Temperaturen (0°C,
21°C) (Usul et al. 1985). Die GliedmalRen wurden anschlieRend wieder replantiert und fur
sechs Stunden beobachtet. Alle Hunde bei denen die replantierten Gliedmalien bei 0°C ge-
lagert worden waren Uberlebten, unabhangig von der verwendeten Methode (keine Perfusi-
on, intermittierte oder kontinuierliche Perfusion mit FC-43, kontinuierliche Perfusion mit Rin-
ger). Etwa die Halfte der Hunde verstarb infolge des Reperfusionsschadens nach Replanta-
tion nicht perfundierter, bei Zimmertemperatur gelagerter Amputate. Die Perfusion mit FC-43
steigerte die Uberlebensrate auf knapp 90%. Die Perfusion mit reiner Ringer-Ldsung flhrte
zu einer massiven Gewichtszunahme bis 50% durch interstitielle Odembildung, weshalb eine
Replantation in dieser Gruppe unterlassen wurde. Bei Verwendung des 10%igen Fluorcar-
bongemischs, dem zusatzlich ein geringer Prozentsatz Hydroxethylstarke beigesetzt wurde,
war die Gewichtszunahme signifikant geringer (knapp 29%). Mit konstanten Kalium- und
Laktatwerten und einem im Vergleich zu den Kontrollen signifikant niedrigeren Muskelen-
zymanstieg lielen sich die besten Ergebnisse bei kontinuierlicher Perfusion mit FC-43 bei
0°C beobachten. Eine intermittierende Perfusion zeigte ahnliche Ergebnisse wie eine aus-
bleibende Perfusion (Ischamie) Uber den selben Zeitraum und wird daher von den Autoren

nicht empfohlen.
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DOMINGO et al. (1991) perfundierten die hinteren linken Gliedmal3en von insgesamt 15 Hun-
den mit hochverdinntem heparinisiertem Vollblut mit zugesetztem Bicarbonat-Puffer (27,5%
Vollblut, 27,5% Ringer-Laktat, 20,6% Rheomacrodex, 13,7% Mannitol, 10,3% Natriumbicar-
bonat). Sechs Gliedmalien der auf diese Weise perfundierten GliedmalRen wurden nach 24-
stiindiger Perfusion replantiert. Wie in den zuvor erwahnten Studien von Usul et al. konnte
der Replantationserfolg jedoch nicht klinisch untersucht werden, da die Hunde bereits nach
sechs Stunden euthanasiert wurden. Als Kontrollen dienten die hinteren linken Gliedmalien
von weiteren sechs Hunden, die unmittelbar nach Amputation replantiert wurden. Die Auto-
ren beobachteten in den Kontrollen erhéhte Muskelenzyme (GOT, CK). In den perfundierten
Gliedmafen wurden ausgepragte interstitielle Odeme beobachtet (Gewichtszunahme 20—

50%), die Muskelfaserarchitektur war histologisch jedoch weitgehend erhalten.

GORDON et al. (1992) perfundierten sechs amputierte hintere Gliedmafien von Hunden mit
der kardioplegischen University of Wisconsin Lésung (UW) pulsatil Gber einen Zeitraum von
zwolf Stunden bei 13°C. Den ,bioenergetischen Status“ der Gliedmallen Uberwachten die
Autoren durch magentresonanzspektroskopische Messung der Muskelenzyme Adenosin-
Triphosphat (ATP) und Phosphokreatinin sowie durch Bestimmung des pH-Wertes im Ge-
webe. Zur Beurteilung ischamischer Gewebeschaden schlossen sich histologische Untersu-
chungen an. Im Vergleich zu nicht-perfundierten, kihlgelagerten GliedmafRen war der Abfall
der Stoffwechselparameter und die Ubersduerung des Gewebes wahrend hypothermer,
pulsatiler, extrakorporaler Perfusion deutlich verlangsamt. In einem Fall wurde sogar ein An-
stieg des Phosphokreatinins beobachtet. Den fehlenden Anstieg in den anderen perfundier-
ten Extremitaten fihrten die Autoren auf Mikroembolisationen und Schadigungen des vasku-
laren Systems im Rahmen der Amputationen zurlick, wodurch das Perfusat nicht mehr alle

Bereiche des Lappens erreichen konnte.

Die Berliner Arbeitsgruppe um den HNO-Arzt Berndt MAYER beschaftigte sich Anfang der
Neunzigerjahre des letzten Jahrhunderts an der Freien Universitat Berlin ausfiuhrlich mit der
Problematik des Vitalerhalts freier Lappen mit Hilfe extrakorporaler Perfusion im Groftiermo-
dell (MAYER et al. 1992b; MAYER et al. 1992c; KAISER et al. 1993; MAYER et al. 1994; MAYER
1998; MAYER 2002). Mit Hilfe eines aus der Organtransplantation entliehenen und speziell fir
die ,besonderen Verhaltnisse freier Lappen® (MAYER et al. 1992b) modifizierten extrakorpora-
len Perfusionssystems gelang es der Arbeitsgruppe gemischt-osteomyokutane Lappen Uber
einen Zeitraum vital zu erhalten, der die zeitlichen Mdglichkeiten der kalten Lagerung um ein
Vielfaches Uberschreitet. MAYER et al. (1992b) verwendeten ein von VON BAEYER urspring-
lich fir die warme Nierenperfusion entwickeltes und patentiertes System. Als osteomykouta-
nes Lappenmodell dienten die VorfiRe von 15 Schweinen. Als Perfusat diente MCDB-153

Medium, ein Basalmedium flr die Anzichtung monoklonaler Keratinozyten. Die Perfusion
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erfolgte bei Zimmertemperatur (21°C). Das System funktionierte nach dem Dialyseprinzip
und bestand aus zwei Kreislaufen, einem Erndhrungskreislauf Gber den Perfusat in den Lap-
pen gelangte und ein Oxygenierungs- und Reinigungskreislauf. Die Oxygenation des Per-
fusats erfolgte Uber einen Hamofilter mit Polysulfon-Membran. Uber den zweiten Kreislauf
wurde als Dialysat oxygenierte physiologische Ringer-Laktat-Lodsung durch den Hamofilter
gepumpt. Auf diese Weise war gleichzeitig die Dialyse und Oxygenation des Perfusats mog-
lich. Als funktionellen Parameter zur Beurteilung der Vitalitdt diente die Berechnung des
Sauerstoffverbrauchs des Lappens pro Zeit durch Bestimmung der Sauerstoffdifferenz zwi-
schen zu- und abflieRendem Schenkel (MAYER et al. 1992b). Selbst nach siebentagiger
extrakorporaler Perfusion beobachteten die Autoren (MAYER et al. 1992b; MAYER et al. 1993)
noch einen Sauerstoffverbrauch im Gewebe, der mit Werten unmittelbar nach Hebung ver-
gleichbar war. Ein mit dem gleichen experimentellen Setup, jedoch ohne Oxygenierung des
Perfusats behandelter Lappen, war, nach Aussagen der Autoren nach 48 Stunden Kklinisch
und pathologisch ,tot* (MAYER et al. 1992b). Der Sauerstoffverbrauch wurde mit 0,003 ml
O,/min/g bei Zimmertemperatur (21°C) angegeben. Das Hauptproblem der extrakorporalen
Langzeitvitalerhaltung von Geweben sahen die Autoren in einer mikrobiellen Infiltration des
Gewebes mit erhdhtem Infektionsrisiko (MAYER et al. 1994). Nach einwdchiger Vitalerhaltung
waren lichtmikroskopisch in allen Gewebeschichten diffuse Bakterieninfiltrate zu sehen. MA-
YER und Kollegen planten als nachsten Schritt die Replantation eines wochenlang warm vital
erhaltenen Schweinevorfules und visierten eine spatere klinische Anwendung zur Gewebe-

transplantation ohne GeféaRstiel an (KAISER et al. 1993).

Aufgrund tierschutzrechtlicher Bestimmungen war es nicht gestattet die operierten Schweine
mit amputiertem Vorful® aus der Narkose aufwachen zu lassen. Deshalb war es der Arbeits-
gruppe nicht mdglich, die Replantation eines Uber diesen Zeitraum (168 Stunden, bzw. 7
Tage) extrakorporal vital erhaltentenen Vorfulles zu Uberprifen. Um dieses Problem zu um-
gehen etablierte die Arbeitsgruppe den Trapeziuslappen des Schweins als mykokutanes

Lappenmodell (MAYER UND KAEMPFER 1996).

Um das Problem der mikrobiellen Besiedelung zu |I6sen, entwickelte die Arbeitsgruppe eine
neue, geschlossene, elektronisch gesteuerte, vollautomatisierte Apparatur mit Bakterienfil-
tern und einem zusatzlichem Spul-Reinigungskreislauf (MAYER et al. 1994). Das Perfusions-
system arbeitete weiter nach dem Dialyseprinzip und bestand nun aus drei Kreislaufen: ei-
nem Versorgungskreislauf, einem Oxygenierungskreislauf und einem zusatzlichen dritten
Kreislauf mit isotonischer Spulflissigkeit (Ringer-Laktat), der ein Antibiotikum (Gentamycin)
und ein Antimykotikum (Amphotericin B) zugesetzt waren. Dieser Reinigungskreislauf schal-
tete sich periodisch zu und war zeitlich so mit dem ersten Kreislauf getaktet, dass sich die

Flissigkeiten nicht vermischen konnten. Die Lappenperfusion war druck- und volumenge-
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steuert (MAYER et al. 1994). Mit diesem System demonstrierten sie in einer Einzelfallbe-
schreibung die Einheilung eines mikrovaskularen Trapeziuslappens im Schwein nach sie-
bentagiger extrakorporaler Vitalerhaltung und anschlieender Replantation durch Anschluss
an A. transversa colli und V. jugularis externa der Gegenseite (MAYER et al. 1994). Dabei
stellten die Autoren fest, dass die Muskelkomponente wesentlich zuverlassiger einheilte als
die Haut (MAYER et al. 1994).

Zehn Jahre spater untersuchte die Arbeitsgruppe um MAYER erneut die Zuverlassigkeit ihres
weiterentwickelten ECP-Systems an muskulokutanen, vertikalen Trapeziuslappen in sechs
Landschweinen mit analogem Versuchsaufbau (MAYER 2002). Sie kamen zu der Erkenntnis,
dass eine warme Vitalerhaltung Uber einen Zeitraum von mindestens 46 Stunden durch ECP
mdglich ist. Die Sauerstoffdifferenz als Parameter eines funktionierenden Zellstoffwechsels
war auch nach diesem Zeitraum noch mit den Ausgangswerten nach Hebung vergleichbar
(MAYER 2002). Zwischen der 47. und 98. Stunde trat eine Kreislaufdekompensation oder
Kreislaufinsuffizienz auf, die zum Versuchsabbruch flihrte (MAYER 2002). Ein Vitalerhalt Uber
dieses Zeitintervall hinaus war nur in Einzelféllen méglich (MAYER et al. 1994). Untersuchun-
gen an den Lappen nach Kreislaufdekompensation oder -insuffizienz zeigte einen Perfusi-
onsstopp in Teilen des Lappens sowie Endothellasionen und vereinzelte Embolisationen mit
Bakterienhaufen (MAYER 2002). Ein Fortfhren der Perfusion Uber diesen Zeitraum hinaus
fuhrte zu einem Absterben der Lappen (MAYER 2002). Ab der 72. Stunde wurde trotz Ver-
wendung eines geschlossenen Systems eine Keimbesiedelung der Lappen in der Organ-
kammer festgestellt (z.i. MAYER 2002). Diese ,massive mikrobielle Kontamination des Gewe-
bes” (KAISER et al. 1993) und das damit verbundene hochgradige Infektionsrisiko stellte das
Hauptproblem des warmen Vitalerhalts von Gewebetransplantaten dar (MAYER 2002). Da
zudem eine zuverlassige Funktion von 168-240 Stunden notwendig ware, um einen Lappen
beim Menschen ohne entsprechenden Gefaflanschluss zu verpflanzen, sei das System Kli-
nisch noch nicht eingesetzt worden (MAYER 2002). Das von MAYER et al. (2002) beschriebe-
ne in vitro System zur extrakorporalen Perfusion und Vitalerhaltung von freien Gewebetran-
plantaten entwickelte und patentierte System wird jedoch mittlerweile in der Biotechnologie
und pharmazeutischen Industrie zur Untersuchung der Pharmakodynamik und Toxikologie
bei der perkutanen Resorption von Medikamenten eingesetzt (NOGUEIRA et al. 1999;
WAGNER et al. 2003).

Die Erlangener Arbeitsgruppe um den plastischen Chirurgen Adrien DRAGU griff die Versu-
che von MAYER et al. (2002) zehn Jahre spater wieder auf und verwendete die extrakorpora-
le Gewebeperfusion als Forschungsmodell, um die Vorgange im Gewebe wahrend Ischamie
und Reperfusion zu untersuchen (DRAGU et al. 2010; DRAGU et al. 2012a; DRAGU et al.
2012b; TAEGER et al. 2014). Bereits im Vorfeld hatten sich die Autoren mit den biochemi-
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schen Vorgangen wahrend Ischamie und Reperfusion freier Lappen auseinandergesetzt
(DRAGU et al. 2011a; DRAGU et al. 2011b). Mit der Zielsetzung, die Ischamiezeit durch warme
Vitalerhaltung zu Uberbriicken, verwendeten DRAGU et al. analog zu MAYER et al. Muskellap-
pen von Schweinen (2010; 2012a; 2012b; TAEGER et al. 2014). Abweichend kam jedoch mit
dem M. rectus abdominis ein reiner Muskellappen zum Einsatz. In einer ersten Pilotstudie
lieRen sich uUber einen Zeitraum von 120 Minuten stabile Dricke wahrend der Perfusion von
funf Muskellappen mit einem flr diese Zwecke entwickelten miniaturisierten Perfusionsystem
aufrecht erhalten (DRAGU et al. 2010). Als Perfusat verwendeten die Autoren eine kristalloide

Infusionsldsung (Jonosteril®, Fresenius Kabi GmbH).

In zwei Folgestudien verglichen DRAGU et al. (2012a; 2012b) Vollblut und Jonosteril® als Per-
fusate fur die kurzzeitige Perfusion (60 min) von finf Rectus-abdominis-Lappen im Schwei-
nemodell. Die Anwendung kristalloider Losungen wird aufgrund fehlender Hamorrhagien und
Koagulationsneigung als komfortabler bezeichnet. Auch habe die Verwendung von Vollblut
keinen zusatzlichen protektiven Einfluss auf den Lappen. Wie die Autoren selbst einschran-
kend angemerken, wurde in keiner der Studien ein Oxygenator verwendet. Kontinuierliche
Sauerstoffmessungen im perfundierten Gewebe durch Fluoreszenzléschung (,dynamic
quenching models®) weisen jedoch eindeutig auf die Notwendigkeit einer zusatzlichen
Oxygenierung hin (DRAGU et al. 2012b). So fiel der Sauerstoffgehalt im Gewebe ohne zu-
satzliche Oxygenierung rasch ab, bei Verwendung von Jonosteril® ohne zusatzliche Oxyge-
nierung im venods zurickflieRenden Blut sogar bis auf Null. Dies spreche daflr, dass in dem
Gewebe eine Sauerstoffunterversorgung vorgelegen habe (DRAGU et al. 2012b). Hatte das
Perfusat (Vollblut oder Jonosteril®) hingegen Kontakt zu Raumluft, z.B. indem aus dem Lap-
pen ausgetretenes Blut zuriick in das Reservoir gegeben wurde oder das Perfusat vollstan-
dig ausgetauscht wurde, kam es zu einem signifikanten Sauerstoffanstieg im Gewebe
(DRAGU et al. 2012b). Ob die Verwendung von Vollblut in Kombination mit zusatzlicher
Oxygenation anderen Perfusaten Uberlegen ist, wird von den Autoren leider nicht weiter un-

tersucht.

Die Notwendigkeit einer zusatzlichen Oxygenierung wird in einer weiteren, aktuellen Studie
derselben Arbeitsgruppe bestatigt (TAEGER et al. 2014). Unter Verwendung des oben be-
schriebenen experimentellen Modells untersuchten die Autoren die Expression des Hypo-
xiemarkers HIF-1-a und des pro-apoptotischen Proteins Caspase-3 im Gewebe wahrend 60-
minutiger extrakorporaler Perfusion. Als Perfusate wurden eine kardioplegische Lésung (His-
tidin-Tryptophan-Ketoglutarat, HTK) und eine kristalloide Lésung (Jonosteril®) verglichen.
Eine Gruppe (n=5) wurde mit HTK perfundiert, jedoch nicht oxygeniert. Ein Gruppe (n=5)
wurde initial mit HTK gespilt und dann unbehandelt gelassen. Zwei weitere Gruppen wurden

entweder mit HTK (n=5) oder Jonosteril® (n=5) perfundiert und oxygeniert. Als Kontrolle dien-
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ten vier unbehandelte Lappen. Alle behandelten Lappen wiesen signifikant niedrigere
Caspase-3 Level, und, aulRer nach einmaliger Spllung, wiesen auch alle Gruppen signifikant
niedrigere HIF-1-a Level als unbehandelte Kontrollen auf. Nach einmaliger Splilung mit HTK,
wie in der klinischen Praxis Ublich, waren die HIF-1-a und Caspase-3 Werte signifikant hdher
als in den perfundierten Gruppen. Wahrend in oben erwahnter Studie die Verwendung von
kristalloider Lésung zu einem Anstieg der Ischdmiemarker gefiuihrt hatte (DRAGU et al.
2012a), fuhrte die zusatzliche Oxygenierung in dieser Studie sogar zu einem Absinken von

HIF-1-a und Caspase-3 bei Verwendung kristalloider Lésung.

CONSTANTINESCU et al. (2010) praservierten amputierte vordere Gliedmafien von Schweinen
erfolgreich fur zwdlf Stunden mit Hilfe extrakorporaler Vollblutperfusion und untersuchten den
Einfluss dieser Methode auf die Elektrolytzusammensetzung innerhalb der Extremitatenmus-
kulatur. Der pH-Wert blieb wahrend der zwdlfstindigen Perfusionszeit konstant, wobei es
initial zu einem erhdhten Laktatanstieg kam. Das Kaliumlevel hielten die Autoren durch Gabe
von Insulin und Glukose aufrecht. Im Gegensatz zu den Gliedmafien der Kontrollgruppe, die
einer kalten Ischamie (4 °C) ausgesetzt waren, lie3en sich in den extrakorporal perfundierten
Gliedmalfien durchgehend elektrische Muskelantworten als Zeichen einer erhaltenen Muskel-
funktion auslésen. Histologisch fanden die Autoren nach zwdlfstindiger Perfusionszeit nur
gering ausgepragte strukturelle Veranderungen, wobei sich histologisch und in der Immun-
fluoreszenzanalyse kein signifikanter Unterschied zwischen perfundierten und auf 4°C ge-
kuhlten Extremitdten zeigte. Nach anfénglich enttduschenden Erfahrungen mit normotonen
Dricken reduzierten CONSTANTINESCU et al. (2010) den Perfusionsdruck auf die Halfte der in
vivo gemessenen physiologischen Driicke, um eine Druckschadigung des mikrovaskuléren
Systems mit konsekutiver Extravasation, Odembildung und Erhéhung der Compartmentdrii-

cke zu vermeiden.

Die Berner Arbeitsgruppe um Mihai CONSTANTINESCU verwendeten das von ihnen entwickel-
te Perfusionssystem in einer sehr interessanten Folgestudie fir Untersuchungen des Ischa-
mie-/Reperfusionsschadens im selben Tiermodell (MULLER et al. 2013). Die Perfusion der
insgesamt 32 Schweinevorderbeine erfolgte analog zur Vorstudie mit heparinisiertem Vollblut
mit einem Blutflussvolumen von 100-150 ml/min bei 32°C und 21% Sauerstoffpartialdruck
(Umgebungsiluft). Kalium- und pH-Wert wurden, analog zur Vorstudie, durch Zugabe von
Glukose und Insulin zum Perfusat konstant gehalten. Als Besonderheit im Versuchsaufbau
ist zu erwahnen, dass die ECP nach einer Ischamiephase von sechs bzw. zwdlf Stunden
zeitverzogert gestartet wurde, um die klinische Situation einer verzégerten (6 h) bzw. stark
verzdgerten (12 h) Reperfusion nach Amputation zur simulieren. Als weitere Besonderheit
dieser Studie ist zu erwahnen, dass die amputierten und extrakorporal perfundierten Glied-

malden in zwei Versuchsgruppen (keine Ischamie/ 12 h Perfusion und 6 h Ischamie/ 12 h
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Perfusion) anschlieend wieder replantiert und Uber sieben Tage klinisch nachbeobachtet
wurden. Als Kontrolle dienten jeweils die kontralateralen GliedmafRen. Zur Beurteilung des
Ischdmie-/Reperfusionsschades wurden Entzindungsmarker, wie Komplementfaktoren in
Serum und Gewebe, Interleukine und TNF-a und Immunglobuline immunfluoreszenzmikro-
skopisch und mit Hilfe von Immunassays bestimmt. Die Autoren beschreiben einen geringen
Ischamie-/Reperfusionsschaden in der Skelettmuskulatur perfundierter Extremitaten. Auch
nach Replantation zeigte sich histologisch im Vergleich zur Gegenseite keine erhoéter Ischa-
mieschaden. Die Endothelzellintegritat, beurteilt durch eine konstante Expression der in En-
dothelzellen enthaltenen Faktoren Heparinsulfat-Proteoglycan (HSPG) und von Willebrand
Faktor (vWF), blieb erhalten. Die Komplementaktivitat im Serum fiel mit Beginn der Perfusion
nahezu auf Null und blieb wahrend des gesamten Perfusionsintervalls auf niedrigem Niveau.
Nach Replantation stieg die Komplementaktivitat wieder auf das Ausgangsniveau. In allen
Gruppen kam es wahrend extrakorporaler Perfusion zudem zu einem Cytokinanstieg (IL-6,
IL-9). Nach Replantation fielen auch diese Werte wieder auf Ausgangsniveau. Die Autoren
schlussfolgern, dass die ECP eine verlangerte Praservierung amputierter Korperteile ermoég-
liche und der Einfluss auf eine Reperfusionsschadigung der Gewebe vernachlassigbar sei.
Allerdings werden keine Angaben dazu gemacht, ob und inwieweit die replantierten Beine

klinisch einheilten oder ob Komplikationen wie Infektionen beobachtet wurden.

4.2.2 KLINISCHE ANWENDUNG

In den letzten Jahren wurden grof3e Fortschritte in der Transplantation von Gliedmalien
(MACHENS 2008) gemacht und selbst Gesichtstransplantationen sind heute mdglich
(PETRUZZO et al. 2012). Dennoch ist die Durchflihrung solcher Operationen auf Einzelfélle in
speziellen Zentren beschrankt, was zum Teil an zeitlichen Faktoren liegt, durch die die Halt-
barkeit solcher Transplantate eingeschrankt wird. So missen abgetrennte Koérperteile inner-
halb von 4-6 Stunden revaskularisiert werden, um irreversible Gewebeschaden und einen
ausgedehnten postischamischen Reperfusionsschaden zu verhindern. Die vorlibergehende
ex vivo Perfusion von Nieren mit anschlieender erfolgreicher Transplantation wurde bereits
klinisch demonstriert (NICHOLSON UND HOSGOOD 2013; HOSGOOD UND NICHOLSON 2014). Die
Arbeitsgruppe um MAYER aulerte Anfang der Neunzigerjahre des letzten Jahrhunderts die
Absicht eine Transplantation von extrakorporalen Gewebetransplantaten beim Menschen
durchzuflihren (KAISER et al. 1993), sah jedoch aufgrund einer im Tiermodell beobachteten

»,massiven bakteriellen Besiedelung“ von dieser Absicht ab (MAYER 2002).

Bereits 1964 beschrieben DELORME et al. (1964a; 1964b) die ECP mit heparinisiertem Voll-
blut als Méglichkeit der Untersuchung (patho-) physiologischer Vorgange in im Rahmen von
Tumorresektionen amputierten menschlichen Extremitaten. Die Autoren beschreiben, dass

sich dadurch die in Kontrollextremitaten nur Uber einen Zeitraum von einer Stunde messbare
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Muskelantwort nach Nervstimulation aufrecht erhalten lieBe. Einer beobachteten Odemnei-
gung und Erhéhung des peripheren Widerstands durch Veranderungen des Perfusats (Voll-
blut) nach langeren Perfusionen wirkten die Autoren durch Beimischung von Dextran entge-

gen.

GREANEY et al. (2010) beschreiben in dem bisher klinisch einzigen Fallbericht die Verwen-
dung einer extrakorporalen Membranoxygenations-Einheit (ECMQO) als eine Methode zur
Uberbriickung der Ischamiezeit von Extremitaten nach Amputationsverletzung. Die Autoren
beschreiben den Fall einer jungen Patientin, der ein, im Rahmen eines Hochrasanztraumas
amputierter Arm, replantiert werden sollte. Wegen einer zunehmenden Koagulopathie und
Hypothermie musste nach erfolgter Wiederherstellung der vaskularen Anatomie die Nerven-
und Muskelwiederherstellung verschoben werden. Aufgrund des zunehmend instabilen Zu-
standes der Patientin und des persistierenden Blutverlustes aus den Wundflachen der re-
plantierten Extremitat, sah sich das Team nach drei Tagen gezwungen, die versorgenden
Armgefalle erneut abzuklemmen. Um die Extremitat dennoch erhalten zu kénnen schlossen
sie eine ECMO an die zu- und abfiihrenden GefalRe des Armes an und perfundierten den
Arm fUr ca. 72 Stunden extrakorporal. Auf diese Weise blieben Hand und Finger perfundiert,
was sich in einem guten kapillaren Refill zeigte. Da jedoch Teile des Ober- und Unterarms
weiter mazerierten und sich infizierten, wurde jedoch letzendlich keine erneute Replantation
durchgefihrt (GREANEY et al. 2010).

4.3 ENTWICKLUNG DES VERWENDETEN SYSTEMS

Die aufgefuihrten Studien demonstrierten die Mdglichkeit des temporaren Vitalerhalts Uber
einen extrakorporalen Kreislauf und lieferten erste wichtige Beobachtungen zu den (pa-
tho)physiologischen und biochemischen Vorgangen innerhalb des Gewebes wahrend extra-
korporaler Perfusion. In einer Studie konnte bereits das Prinzip der Einheilung kleindimensi-

onierter, freier Lappen ohne GefaRanschluss gezeigt werden (MAEDA et al. 1993).

Allerdings fehlt nach wie vor ein etabliertes Kleintiermodell zur Studie gemischtgewebiger
Lappen wahrend extrakorporaler Perfusion tUber einen vollstdndig abgekoppelten Kreislauf.
MAEDA et al. (1990) beispielsweise leiten den vendsen Abfluss in den Kdérperkreislauf, was
gravierende Sicherheitsfragen hinsichtlich einer klinischen Anwendung aufwirft (Sepsisge-
fahr). Auch andere Autoren verwenden einen Versuchsaufbau, der auf einen eigenstandigen
Kreislauf verzichtet (COOLEY et al. 1990; LI et al. 1993; LI et al. 1995; FOWLER et al. 1999). In
anderen Studien wird statt zusammengesetztem Gewebe ein Lappenmodell verwendet, das
nur aus einem bradytrophen Gewebe (Fett) aufgebaut ist (WORNER et al. 2014), oder die
Perfusionsintervalle werden so kurz gewahlt, dass diese deutlich unter der Ischamietole-

ranzgrenze liegen (DRAGU et al. 2010; DRAGU et al. 2012a; DRAGU et al. 2012b; TAEGER et
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al. 2014). Ein Teil der Studien verzichtet vollstdndig auf Kontrollgruppen (MAYER et al. 1994;
MAYER 2002; DRAGU et al. 2010; GREANEY et al. 2010; DRAGU et al. 2012a; DRAGU et al.
2012b) oder verwendet Kontrollen mit sehr geringer StichprobengréRe (MAYER et al. 1992c;
TAEGER et al. 2014). Obwohl die Notwendigkeit einer Oxygenation in zahlreichen Studien
hervorgehoben wurde (MAYER et al. 1992b; DRAGU et al. 2012b; TAEGER et al. 2014), ver-
zichten viele verwendete Perfusionssysteme auf eine zusatzlichen Oxygenation des Per-
fusats (HEROLD et al. 2009; DRAGU et al. 2010; DRAGU et al. 2012a; DRAGU et al. 2012b).
Und obwohl in mehr als der Halfte der Studien zur Thematik der extrakorporalen Gewebe-
perfusion Vollblut oder Erythrozytenkonzentrate als Perfusat verwendet wird (siehe Tab. 4.1
im Anhang ab Seite 158), wurden die Hamolyseeigenschaften des Perfusionssystems nur
von zwei Arbeitsgruppen Uberhaupt thematisiert (MAYER et al. 1992b; WORNER et al. 2014).
Die Evaluation des Lappens wahrend laufender extrakorporaler Perfusion beschrankt sich
meist auf klinische Beobachtungen, Lappengewicht oder Messung der Sauerstoffdifferenz
zwischen arteriellem und venésem Gefall (COOLEY et al. 1990; FOWLER et al. 1999; DRAGU
et al. 2010; WORNER et al. 2014). Der Grof3teil der Studien verzichtet zudem auf eine Re-
plantation nach erfolgter extrakorporaler Perfusion (DELORME et al. 1964a; GORDON et al.
1992; MAYER et al. 1992b; LI et al. 1993; YABE et al. 1994; FOWLER et al. 1999; MAYER 2002;
HEROLD et al. 2009; CONSTANTINESCU et al. 2010; DRAGU et al. 2010; GREANEY et al. 2010;
DRAGU et al. 2012b; TAEGER et al. 2014; WORNER et al. 2014) oder euthanasieren die Ver-
suchstiere sechs Stunden nach erfolgter Replantation (MURAMATSU et al. 1985; Usul et al.
1985; DOMINGO-PECH et al. 1991), so dass der klinische Erfolg letztlich nicht eindeutig beur-

teilt werden kann.

Ziel unserer Arbeit war die Konstruktion einer miniaturisierten Perfusionsvorrichtung zur Per-
fusion mikrovaskularer Transplantate und die Etablierung eines Kleintiermodells zur Studie
der bisher wenig erforschten physiologischen und biochemischen Vorgange innerhalb von
Gewebetransplantaten wahrend extrakorporaler Perfusion. Als Tiermodell entschieden wir
uns flr den epigastrischen Lappen der Ratte, einen faszio-lipo-kutanen ,composite flap®, mit
dem unsere Arbeitsgruppe bereits grolte Erfahrung gesammelt hatte (MUCKE et al. 2011;
MUCKE et al. 2013; FICHTER et al. 2014). Der Zeitraum der Perfusion war so gewahlt worden,
dass er deutlich Uber dem Ischdmietoleranzintervall (sechs Stunden) lag. Fiur eine wissen-
schaftlich fundierte Etablierung des Modells bzw. den Transfer der extrakorporalen Perfusion
in ein bestehendes anerkanntes Lappenmodell war uns zudem wichtig, die Daten durch ent-

sprechende Kontrollgruppen zu validieren.
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Das System sollte folgende Voraussetzungen erfillen:

1) Simulation moéglichst physiologischer Bedingungen
2) Vermeidung einer Hamolyse
3

4

Vermeidung einer Aktivierung der Blutgerinnung
Vermeidung mikrobieller Besiedelung

5) kontinuierliche Dokumentationsmdglichkeit

(1)
(2)
(3)
(4)
()
(6)

6) mobiles Design und einfache Bedienung

Wie und inwieweit das von uns entwickelte System diese Voraussetzungen erfiillen konnte,
und inwieweit dadurch das Ziel dieser Arbeit, der Vitalerhalt eines zusammengesetzten Lap-

pens Uber ECP erreicht werden konnte, soll im Folgenden erdrtert werden.

4.3.1 SIMULATION MOGLICHST PHYSIOLOGISCHER BEDINGUNGEN

Bei der ECP von Geweben wird ein vom Rest des Koérpers abgekoppeltes (klnstliches) Sys-
tem aufgebaut. Diese Abkopplung vom Kérperkreislauf bringt fir das Gewebe einige wichtige
Veranderungen mit sich, die bei der Planung eines solchen Systems berlcksichtigt werden
mussen. Wie sich diese Verdnderungen im Einzelnen dufRern und welchen Einfluss diese auf
das abgekoppelte Gewebe wahrend extrakorporaler Perfusion haben, ist bisher kaum er-
forscht. Umso wichtiger ist es daher moglichst physiologische Grundbedingungen zu schaf-
fen. Folgende grundlegenden Kdrperfunktionen (vgl. KLINKE UND SILBERNAGEL 1996) mlssen

durch das System ersetzt werden:

e Atmung, also Ox-Zufuhr und CO,-Abtransport

Zu- und Abfuhr von Metaboliten, Elimination von Schadstoffen
o Aufrechterhalt des Sdure-Basehaushalts

o Aufrechterhalt des Salz- und Wasserhaushalts

o Temperaturregulation

e Immunabwehr

Zu guter Letzt darf das perfundierte Gewebe nicht dauerhaft auf das abgekoppelte System
angewiesen sein, sondern soll analog zur klinischen Situation (WOLFF et al. 2009; MUCKE et
al. 2012) mdglichst bald vom versorgenden GefalRstiel und damit vom Perfusionssystem un-
abhangig werden. Dazu muss also auch die Wundheilung in ihren Grundzigen aufrecht-
erhalten werden und ein entsprechendenes Mileu aufgebaut werden kénnen, das ein Ein-
wachsen neuer Gefalte aus dem umliegenden Gewebe ermdéglicht. Neben diesen ,Pflichten”
bietet das Phdnomen des vom Korperkreislauf abgekoppelten Systems jedoch auch eine
Reihe von Vorzlgen, wodurch sich spannende neue Anwendungsmdglichkeiten erdffnen,

auf die im Kapitel ,Ausblick” ab Seite 132 genauer eingegangen werden soll.
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4.3.1.1 Rolle des Perfusats

Das ,Herzstlck unseres Systems bildete eine Rollerpumpe, mit deren Hilfe der Transport
des Perfusats ermdglicht wurde. Die Funktion der Atmung wurde durch einen Memb-
ranoxygenator verwirklicht, der wahlweise tber Raumluft oder Uber Zufuhr von reinem Sau-
erstoff eine Oxygenation des Perfusats ermdglichte. Die Notwendigkeit einer zusatzlichen
Oxygenation wurde in mehreren Studien hervorgehoben (MAYER et al. 1992b; DRAGU et al.
2012b; TAEGER et al. 2014). Eine Dialysefunktion zur Elimination von Schadstoffen war in
unserem Setup nicht integriert, weshalb analog zu GORDON et al. (1992) regelmafige Per-
fusatwechsel notwendig waren. Neben diesen technischen ,,Organen® hat das Perfusat wohl
den groéflten Stellenwert beim Aufrechterhalt der grundlegenden Kérperfunktionen. Zur Simu-
lation mdglichst physiologischer Bedingungen fiel unsere Wahl auf Vollblut, das in der Herz-
chirurgie (HASSANEIN et al. 1998) und Organtransplantation (WORNER et al. 2014) weiterhin
den Goldstandard darstellt. Vollblut verflgt Gber ein Sauerstofftransportsystem (Hamoglob-
in), Uber ausgekligelte Puffersysteme (Bicarbonat, Phosphat, Proteinat) und ist auch ohne
Anschluss an den Korperkreislauf in begrenztem Umfang immunologisch aktiv (zellulares
Immunsystem). Die Arbeitsgruppe um COOLEY, LI und FOWLER (COOLEY et al. 1990; LI et al.
1993; LI et al. 1995; FOWLER et al. 1999) zeigten in einer Reihe von Studien eine protektive
Wirkung von antikoaguliertem Vollblut in Bezug auf die Vermeidung eines Ischamie-
Reperfusionsschadens. WORNER et al. (2014) hielten Leistenlappen im Kaninchenmodell mit
perfundiertem Vollblut Gber finf Tage vital. Nach dreitagiger Perfusion mit autologem Vollblut
beobachteten MAEDA et al. (1993) im Gegensatz zu den mit Ringer-Lésung perfundierten
vendsen Lappen im Kaninchenmodell einen weitgehend normalen strukturellen Aufbau.
DRAGU et al. (2012a; 2012b) stellten hingegen im Vergleich zu kristalloider Losung keinen
zusatzlichen protektiven Vorteil von Vollblut fest und empfehlen aufgrund des leichteren
Handlings daher kristalloide Lésungen als Perfusat. Allerdings ist der gewahlte Perfusions-
zeitraum von nur einer Stunde zu kurz, um eine valide Empfehlung zu erlauben. Zudem ver-
wendeten die Autoren keine Oxygenation, sodass eine der grol3en Starken von Vollblut, des-

sen Sauerstofftransportkapazitat, gar nicht genutzt werden konnte.

Ein weiterer, bisher in der Literatur unerwéahnter, jedoch in Hinblick auf eine zukinftige klini-
sche Umsetzung der extrakorporalen Gewebeperfusion entscheidender Vorteil von Vollblut
als Perfusatgrundlage liegt in der besseren klinischen Beurteilbarkeit des Gewebes: durch
den roten Blutfarbstoff l1asst sich eine aufrechterhaltene Perfusion bereits optisch durch die
rosige Farbe des Transplantats und ein vorhandenes Rekapillarisierungsphdnomen (Flush)
beurteilen. Diese klinische Monitoringmaoglichkeit entfallt bei alternativen Perfusaten wie kris-

talloiden Losungen oder komplexen Blutersatzmedien. Auch viele geratebasierte Monito-
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ringoptionen, wie die in dieser Arbeit angewendete Gewebe-Photospektrometrie, basieren

auf der Analyse des Hamoglobingehalts oder der Bewegung korpuskularer Blutbestandteile.

Stellenwert der Oxygenation

Fur den Erfolg einer Replantation ist letztlich eine mdglichst rasche Reoxygenierung ent-
scheidend. Die Zufuhr sauerstoffreicher Fllssigkeit mit hohem Sauerstoff-Volumenfluss wird
fur das Uberleben des Gewebes hdher eingestuft als die qualitative Zusammensetzung der
Perfusionslésung (MAYER 1998). Unabhangig vom verwendeten Perfusat wurde daher die
Notwendigkeit einer zuséatzlichen Oxygenation in zahlreichen Studien hervorgehoben
(MAYER et al. 1992b; DRAGU et al. 2012b; TAEGER et al. 2014). Dennoch verzichten viele
verwendete Perfusionssysteme auf eine zusatzlichen Oxygenation des Perfusats (HEROLD et
al. 2009; DRAGU et al. 2010; DRAGU et al. 2012a; DRAGU et al. 2012b). Der von uns verwen-
dete Membranoxygenator ist mit einer biopassiven Oberflache beschichtet, die das Anheften
von Thrombozyten und die Denaturierung von Proteinen reduziert — haufige Problemfaktoren
bei Langzeit-ECMO Anwendung. Mit Hilfe dieses Oxygenators konnten, analog zu
CONSTANTINESCU et al. (2010), selbst bei Raumluft (21% Sauerstoff) hochnormale Sauer-

stoffpartialdriicke und Sattigungswerte erzielt werden.

Potentielle Probleme bei der Verwendung von Voliblut

Trotz der offensichtlichen Vorteile bei der Verwendung von Vollblut missen einige potentielle
Gefahren, insbesondere die Blutgerinnung und die Hamolyse bericksichtigt werden. Beide
Erscheinungen kdnnten fur unser Vorhaben drastische Folgen haben. Beide Phanomene
kénnten zu einer Verlegung von Schlduchen oder GefalRen und damit zum Perfusionsstopp
im Lappen oder in Teilbereichen des Lappens durch Embolisation mit Zelldetritus, oder durch
intravasale Gerinnung fihren. Zudem stellt sich, gerade in dem von uns gewahlten Klein-

tiermodell, die Frage nach der Verfiigbarkeit von ausreichend autogenem Vollblut.

Der feine Grat zwischen Gerinnungs- und Blutungsrisiko

Eine Stase des Blutflusses im Schlauchsystem oder der Kontakt von Blut mit Fremdoberfla-
chen wie Silikonschlduche kann zu einer Aktivierung des Komplement- (THEIN ef al. 2001)
und Gerinnungssystems flhren (GOLDSMITH UND TURITTO 1986). Diese Zellaktivierung wird
sich bei Verwendung eines klinstlichen Schlauchsystems nach heutigem Stand der Technik
ohne Antikoagulation nicht vermeiden lassen. Auch bei Verwendung moderner Herz-Lungen-
Maschinen ist daher eine Antikoagulation des Blutes erforderlich (ESPER et al. 2014). Die
Antikoagulation in einem ECMO-System wird normalerweise durch Gabe eines Heparin-
Bolus mit anschlieRender Heparininfusion erreicht. Die Heparinwirkung wird tGber regelmafi-
ge PTT- und ACT-Messungen alle acht Stunden kontrolliert. Eine Heparinisierung kann je-

doch das Ausmal} eines Reperfusionsschadens positiv beeinflussen (LI et al. 1995). Pra-
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ischamische Heparinisierung fihrt bei vielen Geweben bzw. Organen, darunter Herz, Gehirn,
Nieren, Muskel und auch Haut (WONG et al. 1991) zu einer erhdhten Ischamietoleranz (z.i.
FOWLER et al. 1999). Heparin wird schnell in Endothelien aufgenommen und hat eine direkte
protektive Wirkung auf diese wahrend ischamischer Perioden (HIEBERT UND JAQUES 1976;
HIEBERT UND LIU 1990), wobei die relative Signifikanz dieses Mechanismus im Vergleich zu
den antikoagulativen Eigenschaften des Heparins noch untersucht werden muss (FOWLER et
al. 1999). Im Vorfeld unserer Studie wurde bereits eine Vorlauferversion unserer Pumpe ahn-
lichen Aufbaus, die fir die Perfusion von Organen im Kleintiermodell entwickelt worden war,
auf deren Einfluss auf zirkulierendes humanes Vollblut hin, untersucht (THEIN et al. 2001).
Wahrend 90-minltiger Perfusion zeigte sich keine signifikante Aktivierung oder Zerstérung
von Zellen (Gerinnung, Hadmolyse) oder Faktoren (Komplementsystem). Da der untersuchte
Zeitraum von 90 Minuten fir unseren Versuchsaufbau zu kurz gewahlt war, und daher nicht
ausgeschlossen werden konnte, dass zu einem spateren Zeitpunkt potentiell nachteilige
Blutverdnderungen auftraten, fuhrten wir an unserem System im Vorfeld eigene in vivo Un-
tersuchungen an der Ratte und in vitro Untersuchungen mit murinem und humanem Vollblut
durch. In einer Pilotstudie beobachteten wir nach Heparinisierung von murinem Vollblut un-
kontrollierte Blutungen aus der Peripherie des Lappens, wodurch eine Vitalerhaltung schon
aufgrund des sich rasch aufbrauchenden Perfusats nicht Uber einen l&ngeren Zeitraum sinn-
voll durchfuhrbar schien. Ein solcher unkontrollierter Blutaustritt wurde auch von anderen
Autoren bei Verwendung von heparinisietem Vollblut beobachtet (MAEDA et al. 1993;
CONSTANTINESCU et al. 2010; DRAGU et al. 2012b; WORNER et al. 2014). CONSTANTINESCU et
al. (2010) versuchten durch Beimischung von Methylprednisolon zum Perfusat diese kapilla-
re Leckage zu reduzieren. In unserer Studie fihrte eine Modifikationen der Perfusatzusam-
mensetzung durch Zugabe eines Plasmaexpanders und die Reduktion der Heparindosierung
zu einer deutlichen Besserung dieser Symptomatik. Allerdings wurde in einem Fall eine
Thrombosierung im Bereich der Oxygenatormembran nach knapp 4-stlindiger Perfusion be-
obachtet, die einen Austausch des Schlauchsystems (und Oxygenators) erforderte. Auch
Thrombosierungen im Schlauchsystem scheinen trotz Heparinisierung ein haufiges Problem
bei Verwendung von Vollblut zu sein, wie Beobachtungen anderer Arbeitsgruppen zeigen
(MAEDA et al. 1993; FOWLER et al. 1999; GREANEY et al. 2010; WORNER et al. 2014). GRE-
ANEY et al. (2010) ersetzten einen Teil des zur Vitalerhaltung eines amputierten Armes ver-
wendeten Vollblutes zunachst durch eine Kombination aus Erythrozytenkonzentraten und
Albumin (250 ml Erythrozytenkonzentrat und 50 ml 25% Albumin alle 3—-4 Stunden). Als
Zielwerte wurden ein Hamatokrit von 20-30% und eine Sauerstoffsattigung von 70-90%
festgesetzt. Mit zunehmendem Perfusatverlust aus den Wundflachen des amputierten Armes
ersetzten die Autoren einen Teil des Perfusats durch ein Blutersatzpraparat (Normosol-R)

und nahmen einen Hamatokritabfall auf 15% im zirkulierenden Perfusat in Kauf. Wie
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CONSTANTINESCU et al. (2010) und DOMINGO-PECH et al. (1991) beobachteten auch wir im
Tiermodell, trotz Verwendung von (heparinisiertem) Vollblut-Perfusat in den perfundierten
Blutgefallen selbst keine Gerinnungserscheinungen, was sich auch histologisch bestatigte.
Andere Arbeitsgruppen berichten jedoch Uber Extravasation und intravasaler Gerinnung
nach langeren Perfusionszeitrdumen (WORNER et al. 2014). Der Pathomechanismus hinter
diesen Beobachtungen liegt vermutlich in einer Kombination aus einer heparininduzierten
erhdhten GefalRpermeabilitat (YOSHIMURA UND DJERASSI 1962), ischamisch oder mechanisch
bedingten Endothelschaden und einer mechanischen Komponente durch das Pumpsystem.
In Folgeuntersuchungen lieRe sich die notwendige Heparindosis durch Verwendung hepari-
nisierter Schlauche, wie sie z.B. in der Herzchirurgie Anwendung finden, weiter reduzieren.
Eine andere Mdglichkeit, die eine Antikoagulation ganzlich Uberflissig machen wirde, ware
die Verwendung von kinstlichen Sauerstofftragern wie Fluorocarbon (Usul et al. 1985) und
Fluosol (Usul et al. 1985; ROSEN et al. 1987; YABE et al. 1994).

Hamolyseproblematik

Die zellularen Bestandteile des Blutes kénnen durch Rollerpumpen, pulsatile Pumpen und
Membranpumpen beschadigt werden und innerhalb von wenigen Stunden zu einer Hamoly-
se fuhren (MAYER UND KAEMPFER 1996). Obwohl in acht von sechzehn aufgefiihrten Studien
erythrozytenhaltige Perfusate eingesetzt wurden (DELORME et al. 1964a; DOMINGO-PECH et
al. 1991; MAEDA et al. 1993; CONSTANTINESCU et al. 2010; GREANEY et al. 2010; DRAGU et al.
2012a; DRAGU et al. 2012b; WORNER et al. 2014), wurden die Hamolyseeigenschaften des
Pumpsystems nur in zwei Fallen thematisiert (MAYER et al. 1992b; WORNER et al. 2014).
WORNER et al. (2014) beschreiben ein miniaturisiertes Kleinvolumen-Perfusionssystem flr
die Perfusion von Kaninchen-Organen. Nach Aussagen der Autoren ,scheint [die verbaute
pulsatile Pumpe] weniger mechanische Erythrozytenschaden als eine konventionelle Pumpe
zu verursachen®. Allerdings bleibt unklar, auf welchen Fakten die Autoren diese Aussage
basieren, da Untersuchungen zur Hamolyse ganzlich fehlen. MAYER et al. (1993) beobachte-
ten bei der Verwendung von Vollblut in Vorversuchen zur warmen Vitalerhaltung von Gewe-
ben einen photometrisch gemessenen Anstieg des freien Hamoglobins von 141 mg/dl auf
408 mg/dl (Median), innerhalb von viereinhalb Stunden, als Indiz fur eine progrediente Ha-
molyse. Die Autoren empfehlen daher Vollblut nur dann als Perfusat einzusetzen, wenn die
Perfusion nicht Ianger als 4-5 Stunden geplant ist. Analog zu MAYER et al. (1992b) beobach-
teten wir wahrend der in vitro Voruntersuchungen mit murinem und humanem Vollblut eine
fortschreitende Hamolyse des zirkulierenden Blutes, die nach 4-5 Stunden ein statistisch
signifikantes Niveau erreichte. Das Haptoglobin, ein anerkannter Hamolyseparameter der flr
das Ausmal und die Schwere intravasaler Hamolysevorgdnge herangezogen wird

(MARCHAND et al. 1980; SHIH et al. 2014), lag nach sieben Stunden Perfusion erstmals knapp
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aulBerhalb des Referenzbereichs und sank in der Folge weiter ab. Die Aktivitat der Laktatde-
hydrogenase (LDH), die ebenfalls zur Diagnostik von Hamolysevorgangen herangezogen
wird (SUEDKAMP et al. 2004; KATO et al. 2006), blieb bei der Perfusion von humanem Blut
Uber drei Stunden konstant und zeigte dann eine signifikante Zunahme. Bemerkenswerter-
weise lagen die LDH-Werte im menschlichen Blut (im Mittel) bereits nach Abnahme auler-
halb des Normbereichs. Die LDH ist nicht spezifisch fir Hamolysevorgange und ist auch bei
anderen Erkrankungen, die mit einem erhéhtem Zellzerfall einhergehen sowie nach sportli-
cher Verausgabung, erhéht (JANAKIRAMAN et al. 2011). Die erhdhten Ausgangswerte lassen
sich deshalb durch einen (subklinischen) Infekt eines oder mehrerer Probanden oder durch
starke kérperliche Beanspruchung (mehrere Probanden sind aktive Marathonlaufer) erklaren.
Ein Abnahmefehler ist unwahrscheinlich, da die Kaliumwerte Uber den gesamten Zeitraum
der Perfusion im Normbereich lagen. Die Untersuchungen von murinem Blut bestatigen die-
se Untersuchungen, wobei hier die Hamolyse bereits zu einem friiheren Zeitpunkt einsetzte.
Unsere Ergebnisse stimmen mit Angaben aus der Literatur Uberein (MAYER et al. 1992b;
MAYER UND KAEMPFER 1996). Die Konsequenz, die wir aus unseren Ergebnissen und aus
den Vorgaben der Literatur zogen, war, dass bei Verwendung von Vollblut nach spatestens
vier Stunden ein Perfusatwechsel erfolgen muss, um nachteilige Effekte durch eine zuneh-
mende Hamolyse zu vermeiden. Fir eine achtstindige Perfusion bedeutet das einen Per-
fusatwechsel, was uns vertretbar erschien. Fur Idngere Perfusionsversuche muss allerdings

Uber Alternativen nachgedacht werden.

Begrenzte Verfiligbarkeit von Vollblut

In Hinblick auf die limitierte verfigbare Blutmenge in dem von uns verwendeten Kleintiermo-
dell, entschieden wir uns dazu Vollblut in verdinnter Form als Perfusat zu verwenden. Eine
Hamodilution fihrt nach dem Hagen-Poiseuille-Gesetz Uber eine Reduktion der Viskositat

und damit einer Erhéhung des Blutflusses zu verbesserten rheologischen Eigenschaften:

S T 1 r
Blutfluss: O=AP-Z=.—. I

Gesetz nach Hagen-Poiseuille: R = GefaRwiderstand, 1) = Viskositéat, AP = Druckdifferenz zwischen Anfang und

Ende des Gefales, [ = Lange des GefaRes, r = GefaRradius. Aus: KLINKE UND SILBERNAGEL (1996)

Wie wir aus den Vorversuchen lernten, fihrt die Hamodilution mit kristalloiden Lésungen
Uber eine Verschiebung der Starling-Krafte (KLINKE UND SILBERNAGEL 1996) jedoch auch
rasch zu einer ausgepraten Odembildung. Auch wenn dies keinen Einfluss auf den Erhalt der
Vitalitdt des Lappens haben muss (BALLANTYNE et al. 1980), fihrte dieser Effekt, gerade in
Kombination mit der Vollhepariniserung, zu einem raschen Perfusatverlust in den Lappen
und aus dem Lappen. Dadurch ging der eigentliche Sinn der Verdinnung verloren. Auch

fuhrte der hohe Blutverlust faktisch zu einem voélligen Erliegen des vendsen Rickstroms
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nach etwa einer Stunde. Fir die in vivo Versuche wurde die Perfusatzusammensetzung da-
her dahingehend geéndert, dass der Anteil an kristalloider L6sung und die Heparindosis re-
duziert wurden und erganzend ein Plasmaexpander (HES) zugesetzt wurde, um das Per-
fusat im Gefalsystem zu halten. Dadurch konnte der Perfusatverlust und die Odembildung
deutlich reduziert und der vendse Rickstrom Uber den gesamten Zeitraum der Perfusion
aufrechterhalten werden. Unsere Beobachtungen decken sich mit denen anderer Autoren,
die nach Verwendung reiner Elektrolytidsungen eine ausgepragte Gewichtszunahme und
Odembildung in den perfundierten Lappen beobachteten (LI et al. 1993; MAEDA et al. 1993;
FOWLER et al. 1999; DRAGU et al. 2012b; TAEGER et al. 2014). Die Verwendung eines HES-
haltigen Perfusats hingegen fihrt im Vergleich zu kristalloiden Perfusaten zu einer signifikant
niedrigeren Gewichtszunahme extrakorporal perfundierten Gewebes (29% vs. 50%) (Usul et
al. 1985).

Aufgrund der mit der Verwendung von Vollblut verbundenen Schwierigkeiten verwendeten
viele Autoren als Blutersatz kristalloide Elektrolytldsungen wie Ringer-Laktat (MAEDA et al.
1993) oder Jonosteril® (DRAGU et al. 2010; DRAGU et al. 2012a; DRAGU et al. 2012b; TAEGER
et al. 2014), spezielle Ndhrmedien wie HAMs Keratinozytenkonzentrat (KAISER et al. 1993;
MAYER et al. 1993; MAYER UND KAEMPFER 1996) und MCDB-153 (MAYER et al. 1992b) oder
kardioplegische Lésungen wie University of Wisconsin L6sung (GORDON et al. 1992), Han-
nover'sche Lésung (HEROLD et al. 2009), Eurocollin’s Lésung (HEROLD et al. 2009) oder
HTK-Ldsung (TAEGER et al. 2014). Reine elektrolytbasierte Auswaschlésungen sind zur Per-
fusion lokaler Lappen wahrend Ischamie wenig geeignet und fihren in manchen Fallen sogar
zu einem schédlichen Einfluss auf das Transplantat (z.i. FOWLER ef al. 1999). Ebenso kann
eine zu starke Hamodilution mit Elektrolytldsungen zum Transplantatverlust fihren (NAMDAR
et al. 2010). Experimentelle Blutersatzflissigkeiten, wie Perfluorotributylamin (FC-43) mit
einer dreifach erhdhten Sauerstofftransportfahigkeit als Blut, erwiesen sich als ungeeignete
Transportmedien zur Perfusion freier Lappen (MAYER et al. 1993). MAYER et al. (1993) beo-
bachteten Endothelschaden und Hyalinisierung von Muskelgewebe nach zehnstlindiger
extrakorporaler Perfusion. Wie WORNER et al. (2014) anmerken, sollte jedes neue Perfusi-
onsmedium zuerst mit Vollblut verglichen werden. Ringer-Laktat ist im Vergleich zu Vollblut
und Blutplasma als Perfusat ungeeignet (MAEDA et al. 1993). Der Vergleich zwischen Jono-
steril® und Vollblut (DRAGU et al. 2012a; DRAGU et al. 2012b) weist gravierende methodische
Fehler auf (fehlende Oxygenation, verminderte Sauerstoffabgabe durch kinstliche Hypo-
thermie, zu kurze Perfusionsdauer) und lasst daher keine validen Aussagen zu. Ein direkter
Vergleich zwischen Vollblut und modernen Blutersatzlésungen wie HAMs, EC, HTK und UW

wahrend extrakorporaler Gewebeperfusion wurde bisher noch gar nicht durchgefiihrt. Ver-
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gleichende Untersuchungen zu verschiedenen Perfusaten missen daher Gegenstand weite-

rer Forschung sein.

4.3.1.2 Perfusionsdriicke und Blutfluss

Ein weiterer Faktor, der in die Konstruktion und Justierung des Perfusionssystems einfloss,
war die Vorgabe eines mdglichst physiologischen Blutflusses und Blutdrucks. Aus den
Flussmessungen an epigastrischen und femoralen Gefallen im Rattenmodell war uns be-
kannt, dass das physiologische Blutflussvolumen durch die von uns kantlierte A. femoralis
zwischen 0,3 und 2,4 ml/min liegt. Da durch die Freipraparation der Gefalke Gefallspasmen
auftreten kdnnen, die den Blutfluss reduzieren, gingen wir davon aus, dass die hdchsten
gemessenen Werte am ehesten den physiologischen Werten entsprechen. Wir wahlten da-
her als Volumenvorgabe 2,2 ml/min, um einen hochnormalen Blutfluss zu erzielen. Analog zu
unserer Vorgabe verwenden HEROLD et al. (2009) 2 ml/min fur die Perfusion epigastrischer
Lappen im Rattenmodell, wobei abweichend von unserer Studie reine Fettlappen perfundiert
wurden. Von anderen Autoren wurden in der Regel ebenfalls hochnormale Flussvorgaben
gewahlt. Die Angaben aus der Literatur variieren zwischen 2 und 150 ml, abhéngig vom ver-

wendeten Tiermodell (HEROLD et al. 2009; CONSTANTINESCU et al. 2010).

Eine Druckvorgabe war mit unserem System nur indirekt mdglich (siehe Seite 38). Als
Druckobergrenze wurden hochnormale Werte vorgegeben (130 mmHg), um eine Druck-
schadigung des Gefalsystems zu vermeiden. Die Angaben aus der Literatur weisen mit
Vorgaben zwischen 36,8 und 500 mmHg eine grof3e Spanne auf (Usul et al. 1985; DOMINGO-
PECH et al. 1991). In einer Arbeit werden Druckvorgaben von 140 kPa (=1050 mmHg) ange-
geben; es darf aber davon ausgegangen werden, dass bei dieser Angabe eine falsche Mal3-
einheit verwendet wurde (DRAGU et al. 2012b), zumal in einer thematisch vergleichbaren
Veroffentlichung der Arbeitsgruppe Bereiche zwischen 51 und 110 mmHg angegeben wur-
den (DRAGU et al. 2010). CONSTANTINESCU et al. (2010) berichteten Uber anfangliche enttau-
schende Ergebnisse mit normotonen Driicken und reduzierten daraufhin den Perfusions-
druck auf die Halfte der in vivo gemessenen physiologischen Driicke, um eine Druckschadi-
gung des mikrovaskularen Systems mit konsekutiver Extravasation, Odembildung und Erho-
hung der Kompartmentdricke zu vermeiden. Aufgrund des geringen Gefal3kalibers der epi-
gastrischen Gefalie erfolgte in unserer Studie die Kanllierung und Perfusion Uber die femo-
ralen Gefalle. Letztere wurden nach Kanilierung distal des Abgangs der epigastrischen Ge-
fale unterbunden, um eine ausschliel3liche Perfusion des Lappens zu erreichen (Abb. 2.9).
Damit liegen die von uns fir die A. femoralis gemessenen und als Perfusionsvorgaben ge-
wahlten Flussvolumina (2,2 ml/min) allerdings Gber denen, der durch die Ligatur der distalen
Femoralisgefalle nun ausschliel3lich perfundierten A. epigastrica (0,1-0,7 ml/min). Wahrend

andere Autoren (BALLANTYNE et al. 1980) in in vivo Perfusionsversuchen nach Ligatur der
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femoralen Gefale distal des Abgangs der epigastrischen Gefalde, ein Absterben der Lappen
beobachteten, schien dies in unserem Versuchsaufbau keinen negativen Einfluss auf das

Uberleben der Lappen zu haben.

Die in unserem System verbaute Rollerpumpe erzeugte einen annahernd laminaren Blut-
fluss. Die Frage, ob ein pulsatiler Blutfluss fir den Erhalt von Organen und Geweben einen
Vorteil bringt, ist in der Literatur umstritten (ALGHAMDI UND LATTER 2006; LIKOSKY 2009). Ein
pulsatiler Blutfluss wurde fir die extrakorporale Gewebeperfusion nur in zwei Studien einge-
setzt (GORDON et al. 1992; WORNER et al. 2014). Vergleichende Untersuchungen wahrend

extrakorporaler Perfusion von Gewebelappen fehlen bisher.

4.3.1.3 Temperatur

Unser System war nicht mit einer Temperaturregulation ausgestattet, und wenngleich auto-
genes Vollblut k6rperwarm entnommen wurde, kiihlte dies wahrend der Zirkulation durch das
Schlauchsystem rasch auf Zimmertemperatur (21°C) ab. Die Temperatur des Perfusats hat
direkten Einfluss auf die Temperatur des Lappens. Durch Veranderung der Temperatur des
Perfusats lasst sich eine normotherme, mild hypotherme oder hypotherme Perfusion erzie-
len. Eine Kuhlung fuhrt zur Senkung des Sauerstoffverbrauchs und des Energieumsatzes
lebender Gewebe und ist eine gebrduchliche MaRnahme fiir die Vitalerhaltung von Organen
und Geweben (CONSTANTINESCU et al. 2010; GREANEY et al. 2010). Dieses Argument war fur
uns der ausschlaggebende Grund gewesen, auf eine Temperaturregulation zu verzichten

und das Perfusat auf hypotherme Bereiche (Zimmertemperatur) abkihlen zu lassen.

Bei Verwendung von Vollblut als Perfusatgrundlage muss jedoch einem wichtigen physikali-
schen Phanomen Beachtung geschenkt werden: der Sauerstoffaffinitat des Hamoglobins. So
fuhrt eine Temperaturabnahme zu einer Affinitdtszunahme des Hamoglobins flr Sauerstoff
(Abb. 4.1).
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Abb. 4.1: Einfluss der Temperatur auf die Sauerstoffaffinitat. Die schwarze Linie ent-
spricht der Sauerstoffaffinitait des Hamoglobins bei 37°C. Eine Temperaturerhéhung des
Perfusats flihrt zu einer Rechtsverschiebung und damit Affinitdtsabnahme. Das Senken der
Perfusattemperatur hat eine Rechtsverschiebung und damit eine Affinitdtszunahme zur Fol-
ge. Modifiziert und vereinfacht nach KLINKE UND SILBERNAGEL (1996).

Dies erklart die hochnormalen Sauerstoffsattigungswerte (und Partialdriicke) im Perfusat
wahrend extrakorporaler Perfusion trotz Hamodilution und Verwendung von Raumluft anstatt
reinen Sauerstoffs zur Oxygenation. Eine erhdhte Sauerstoffaffinitdt des Hamoglobins be-
deutet jedoch gleichzeitig eine verminderte Sauerstoffabgabe in das Gewebe. Dies kdnnte
unsere Beobachtungen erklaren, dass kurz nach Perfusionsbeginn mit raumwarmem Per-
fusat die gewebs-photospektrometrisch gemessene (oberflachliche) Sauerstoffsattigung im
Gewebe, trotz hochnormaler Sattigungswerte im Perfusat und hohen Blutflusseinstellungen
(2,2 ml/min), signifikant abfiel. Eine Woche postoperativ erreichten die Sattigungswerte wie-
der ihr Ausgangsniveau. Erklarungsversuche fir diese Beobachtungen finden sich in Kapitel
4.4 ,Eigene Ergebnisse und Vergleiche mit der Literatur® ab Seite 122. Mit einer Ausnahme
(WORNER et al. 2014) fand die Perfusion in Studien, bei denen Vollblut als Perfusat einge-
setzt wurde, bei Zimmertemperatur (COOLEY et al. 1990; LI et al. 1993; MAEDA et al. 1993; LI
et al. 1995; FOWLER et al. 1999; DRAGU et al. 2012a; DRAGU et al. 2012b) oder zumindest
milder Hypothermie (32°C, CONSTANTINESCU et al. 2010; MULLER et al. 2013) statt. Das
Problem der verminderten Sauerstoffabgabe bei Absenken der Gewebetemperatur wurde
bisher in keiner Studie thematisiert. Die hohe Einheilrate in unserer Studie lasst vermuten,
dass, die durch Kihlung reduzierte Sauerstoffabgabe im Gewebe, durch die gleichzeitige
Herabsetzung der Stoffwechselaktivitdt im Gewebe kompensiert werden konnte. Hier sind
jedoch weiterfihrende Untersuchungen utber den Einfluss der Perfusattemperatur wahrend

extrakoproraler Perfusion von Geweben notwendig.
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4.3.2 VERMEIDUNG MIKROBIELLER BESIEDELUNG

MAYER (2002) sah in einer mikrobiellen Kontamination das grof3te Problem der extrakorpora-
len Perfusion freier Lappen. Seine Arbeitsgruppe stellte bei der extrakorporalen Perfusion
muskulokutaner und osteomyokutaner Lappen im Schweinemodell nach einer Perfusions-
dauer von 72 Stunden ein massives mikrobielles Wachstum fest (MAYER 2002). Die damit
verbundene erhdhte Infektionsgefahr war fur MAYER der ausschlaggebende Grund, eine
Gewebeverpflanzung durch ECP nicht am Menschen durchzufiihren. Auch wenn eine bakte-
rielle Besiedelung des Lappens in unserem Versuchsaufbau aufgrund der kurzen Perfusi-
onsdauer vermutlich unerheblich flir das Versuchsergebnis gewesen ware, sollte gerade
auch in Hinblick auf folgende Untersuchungen mit dem System das Risiko einer mikrobiellen
Besiedelung so klein wie moéglich gehalten werden. Dazu musste das System steril und ge-
schlossen sein. Das heilt, alle mit Blut in Kontakt kommenden Oberflachen mussten sterili-
sierbar, und die einzelnen Schlauchteile und Bauelemente unter sterilen Bedingungen
konnektierbar sein. Flussigkeitsreservoire und Oxygenatormembran mussten luftdicht abge-
schlossen sein. Der Austausch des Perfusats musste technisch einfach, méglichst steril und
ohne grolien Aufwand maéglich sein. Zudem musste das System eine kontinuierliche Kontrol-
le des Drucks vor dem Lappen, die laborchemische Analyse der Perfusatzusammensetzung
und die Beurteilung der optischen Qualitdt des Perfusats ermdglichen. Abbildung 4.2 zeigt
das steril aufgebaute Schlauchsystem, das nun steril beflllt und auf das Perfusionssystem

transferiert werden konnte.

Schlauche und Reservoire waren durchsichtig gestaltet, um eine optische Kontrolle des Per-
fusats (Sedimentierung korpuskulérer Bestandteile, Hinweise auf Thrombosierungen etc.) zu
ermdglichen. Der Perfusatwechsel erfolgte Uber Dreiwegehahne oder — in einem Fall auf-
grund einer Thrombosierung im Bereich der Oxygenatormembran — durch Wechsel des ge-
samten Schlauchsystems. Beide Methoden des Perfusatwechsels waren flr unseren Ver-
suchsaufbau akzeptabel, bedlrfen aber in Hinblick auf eine Langzeitanwendung einer Opti-
mierung. Der Austausch Uber Mehrwegehdhne erlaubte in unserem Versuchsaufbau keinen
vollstdndigen Wechsel des Perfusats. Es musste immer ein Mindestrestfullstand im
Schlauchsystem zuriickbleiben, um Luftblasen im arteriellen Schenkel zu vermeiden, durch
die gefahrliche Luftembolien ausgeldst werden kénnten. Keime oder hamolysierte Zellen
hatten auf diese Weise also nie vollstandig aus dem System entfernt werden kénnen, und
kénnten zur Verlegung von Gefallen durch Zellbestandteile oder Keime oder zur mikrobiellen
Besiedelung des Lappens fuhren. Der Austausch des gesamten Schlauchsystems hingegen
ist wesentlich aufwandiger und erfordert zumindest die Diskonnektierung im Bereich der Ar-

teriotomiekantle, was wiederum das Risiko einer mikrobiellen Besiedelung erhéhen wirde.
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Abb. 4.2: Steril montierbares Schlauchsystem. (A) Unter sterilen Bedingungen aufge-
bautes Schlauchsystem, das nach Bestlicken der Schlauche 7 und 8 mit Luftfiltern steril auf
die Pumpe aufgebracht werden kann. Auf diese Weise bleiben alle mit Blut in Kontakt
kommenden Oberflachen steril. An die Stelle des Dreiwegehahns wird nach Durchspllen
des Systems mit Heparinlésung das zu perfundierende Gewebe geschaltet. (B) Schemati-
scher Aufbau des Perfusionssystems.

4.3.3 KONTINUIERLICHE DOKUMENTATION

Unser heutiges Wissen Uber die physiologischen und biochemischen Vorgange in freien
Lappen wahrend extrakorporaler Perfusion ist sehr beschrankt. Ein Ziel unserer Studie war
es daher, mehr Uber diese Ablaufe wahrend der Vitalerhaltung epigastrischer Lappen in der
Ratte zu erfahren. Uber ein Barometer wurde der Druck im Schlauchsystem vor dem Lappen
kontinuierlich abgegriffen. Dieser Druck entsprach allerdings nicht 1:1 den Druckverhaltnis-
sen im Lappen. Die Platzierung einer Einschwemmsonde war aufgrund unseres Versuchs-
aufbaus nicht moglich gewesen. Da auf die Perfusatzusammensetzung wahrend der acht-
stiindigen Perfusion kein duRerer Einfluss von Seiten der Untersucher erfolgte, gaben Ande-
rungen der Perfusatzusammensetzung indirekte Hinweise auf die Stoffwechselleistung in-
nerhalb des Lappens. Uber Dreiwegehahne wurden in engmaschigen Abstanden Proben aus
dem vendsen Reservoir entnommen. Analog zu MAYER et al. (1992b) wurde zudem die
Sauerstoffdifferenz zwischen arteriellem und ventsem Reservoir bestimmt, um weitere

Rickschlisse auf die Stoffwechselleistung innerhalb des Lappens zu erhalten.

4.3.4 MoBILES DESIGN UND EINFACHE BEDIENUNG

Weniger in Hinblick auf die vorliegende Studie, als vielmehr als ,proof of concept® fiir kom-
mende Projekte mit zuklinftigen Pumpengenerationen, und eine mdgliche klinische Anwen-

dung in der Zukunft, sollte das System maoglichst klein, kostengtinstig, transportabel und we-
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nig fehleranfallig gestaltet sein und sich innerhalb weniger Minuten steril aufbauen lassen,

um es z.B. in klinischen Notfallsituationen einsetzen zu kdnnen.

4.4 EIGENE ERGEBNISSE UND VERGLEICHE MIT DER LITERATUR

Unsere Arbeit beschreibt erstmals systematisch, umfassend, und im Vergleich mit entspre-
chenden Kontrollgruppen die erfolgreiche Replantation mikrovaskularer Lappen im Kleintier-
modell nach Perfusion Uber einen vollstdndig abgekoppelten geschlossenen Kreislauf tber
einen Zeitraum, der deutlich Gber der Ischamietoleranzgrenze zusammengesetzter Gewebe

liegt.

4.4.1 ETABLIERUNG DES MODELLS

Fur den Erfolg einer Replantation ist eine moglichst rasche Reoxygenierung entscheidend.
Nicht-perfundierte epigastrische Lappen wurden nach einem Ischamieintervall von acht
Stunden, innerhalb von drei Tagen, in allen Fallen nekrotisch (negative Kontrolle). Dadurch
ist bewiesen, dass der von uns gewahlte Ischdmiezeitraum lang genug gewahlt war, um ein
Einheilen der Lappen ohne entsprechende Malknahmen unmaéglich zu machen. Lappen hin-
gegen, die unmittelbar nach vollstandiger Hebung replantiert wurden (Sham Operation, posi-
tive Kontrolle) waren nach sieben Tagen nahezu vollstandig vital (96%). Dadurch wurde zum
einen bestatigt, dass das Lappenmodell, wie in der Literatur beschrieben (STRAUCH UND
MURRAY 1967), funktioniert. Zum anderen konnten wir damit bestatigen, dass die von uns
gewahlten Lappendimensionen (4 x 7 cm) und die Positionierung der Hautinsel so gewahit
waren, dass eine ausreichende Perfusion tber den Gefafstiel und ein Einheilen innerhalb
von sieben Tagen méglich war. Teilnekrosen traten in dieser Gruppe ausschlieRlich im Be-
reich der ,letzten Wiese®, also im kranialsten Anteil des Lappens, auf. Wie im Folgenden
ausfihrlich erértert wird, war es mit diesem Modell méglich, Lappen Uber einen Zeitraum, der
deutlich Uber der Ischamietoleranzgrenze lag, vital zu erhalten und nach anschlieRender
Replantation in einem hohen Prozentsatz zur Einheilung zu bringen. Als direkter Vergleich
dienten in vivo perfundierte Lappen bei ansonsten identischem Versuchsaufbau. Steriler
Aufbau, Beflillen des Systems und Kanulierung der femoralen Gefalde war innerhalb weniger
Minuten problemlos mdglich, wodurch sich auch die Ischamiezeit, also der Zeitraum vom
Absetzen der GefalRe bis zum Starten der Pumpe, auf wenige Minuten beschrankte. Der
Aufrechterhalt der Perfusion mit unserem System gelang ebenfalls mit zwei Ausnahmen, bei
denen ein Perfusatwechsel bereits nach 3 2 bzw. 3 % Stunden (statt nach vier Stunden)
notwendig wurde, problemlos. Ausgenommen von den aufgrund von Hamolysevorgangen
und fehlender Dialyseoption notwendigen vollstandigen Perfusatwechseln, wurde kein Ein-
fluss auf das Perfusat genommen, sodass die aus dem Perfusat erhobenen Werte reprasen-

tativ fur die Vorgange im Lappen sind.
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4.4.2 BEOBACHTUNGEN ZU BEGINN DER PERFUSION

4.4.21 Klinische Beobachtungen

Nach Start der Perfusion zeigte sich unmittelbar wieder ein eindrickliches Rekapillarisie-
rungsphanomen, das durch temporare Erhéhung des Blutflussvolumens noch gesteigert
werden konnte. Der vendse Rickstrom setzte wenige Minuten zeitversetzt ein und zeigte
bereits makroskopisch durch die dunklere Farbe eindriicklich den niedrigeren Oxygenie-

rungsgrad im Vergleich zum arteriellen Schenkel.

4.4.2.2 Indocyanin-Griin Videoangiographie

Die ICG-Angiographie ist ein anerkanntes Verfahren zur Beurteilung von Mikroanastomosen
und zur Perfusionsdiagnostik freier Gewebetransplantate (GIUNTA et al. 2005; HOLM et al.
2010; MUCKE et al. 2010a). Mit Hilfe der ICG-Angiographie sind bereits intraoperativ Aussa-
gen uber die Erfolgswahrscheinlichkeit eines Gewebetransplantats moglich (GIUNTA et al.
2005). In unserer Arbeit bestatigte die ICG-Angiographie unsere klinischen Beobachtungen.
In allen untersuchten extrakorporalen Lappen kam es innerhalb von 1-3 Minuten zu einem
deutlichen Anstieg des Fluoreszenzsignals, und der versorgende GefalRbaum liel3 sich durch
die Haut visualisieren. Auch der vendse Rlckstrom konnte mit dieser Methode dargestellt
werden. In einzelnen Fallen nahmen Bereiche im oberen Drittel des Lappens kein Fluores-
zenzsignal auf und zeigten auch in diesen Regionen keine typische fluoreszierende Gefal-
zeichnung. Diese Teilbereiche des Lappens wurden im Zeitraum von sieben Tagen aus-
nahmslos nekrotisch (Abb. 3.4F). Im Vergleich zu ICG-Messungen vor Hebung des Lappens
war die Zeit bis zum Erreichen der maximalen ICG-Intensitat wahrend extrakorporaler Perfu-
sion allerdings verzogert (15—-20 Sekunden vs. 60-180 Sekunden). Diese verzbgerte Anflu-
tung beobachteten wir allerdings auch in anderen Versuchsgruppen nach Lappenhebung,
sodass die Ursache hierflr, auch in der geadnderten Vaskularisierung des Lappens nach
Durchtrennung aller Perforatoren und horizontal einstrahlender HautgefaRe nach Umschnei-
dung der Hautinsel, oder durch Gefalispasmen der epigastrischen/ femoralen Gefalte be-
grindet sein kann. Nach sieben Tagen zeigte sich eine regelrechte GefalRarchitektur, die den
prainterventionellen Angiographien entsprach. Unsere Beobachtungen sind mit angiographi-
schen Untersuchungen vendser Lappen wahrend extrakorporaler Perfusion vergleichbar
(MAEDA et al. 1993). Aufgrund technischer Probleme war eine quantitative Analyse und sta-

tistische Auswertung der ICG-Daten nicht mdglich (Erklarung siehe Ergebnisteil ab Seite 89).

4.4.3 VORGANGE WAHREND EXTRAKORPORALER PERFUSION

4.4.3.1 Klinische Beobachtungen

Erwahnenswert ist die klinische Beobachtung, dass nach mehrstliindiger extrakorporaler Per-

fusion alle Lappen in unterschiedlicher Auspragung disseminierte, petechiale Einblutungen
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entwickelten. Diese Beobachtungen fanden sich in keiner anderen Studiengruppe. Die Ein-
blutungen traten Gber den ganzen Lappen verteilt, gehauft jedoch im zentralen und kranialen
kranialen Drittel (,letzte Wiese®) auf (Abb. 3.3). Einzelne disseminierte Lasionen schienen
keinen Einfluss auf die Vitalitdt des Lappens zu haben, wahren dunkel-livide Bereiche aus
konfluierenden Einblutungen in der Regel zur Teilnekrose des Lappens nach sieben Tagen
fuhrten. Ahnliche Beobachtungen werden in der Literatur wahrend extrakorporaler Perfusion

bisher nicht beschrieben.

4.4.3.2 Gewebe-Photospektrometrie

Die Gewebe-Photospektrometrie ist ein etabliertes Verfahren zur Beurteilung der Vitalitat
freier Gewebelappen (LOEFFELBEIN 2003; HOLZLE et al. 2006; HOLZLE et al. 2010). Der Ha-
moglobingehalt ist ein anerkannter Vorhersagewert fur Lappennekrosen (SERAFIN et al.
1977; SIMPSON et al. 1996; WOLFF et al. 1998; CLARK et al. 2007; TAMAS et al. 2010). Bereits
intraoperativ lassen sich Vorhersagen Uber die Entstehung von Lappennekrosen machen. So
gelten pra- und postoperative Messungen von Hb, Flow und Velocity als pradikative Faktoren
fur die Entstehung einer Lappennekrose (MUCKE et al. 2011). Nach Stielabsetzung hingegen
sind SO, und Flow fur die Vorhersage von Nekrosen relevant (MUCKE et al. 2011). Dabei
korellieren weniger die absoluten Werte als vielmehr die Anderungen der Werte im zeitlichen
Verlauf mit der Entstehung von Nekrosen (MUCKE et al. 2011). Die in unserer Studie erhobe-
nen gewebe-photospektrometrischen Messungen decken sich mit den qualitativen ICG-
angiographischen Beobachtungen. Hier zeigt sich, trotz hochnormaler Volumenvorgaben,
tendentiell ein Rickgang der gewebe-photospektrometrisch gemessenen Blutflussvolumina
(Flow) und BlutflieBgeschwindigkeiten (Velocity) zu Beginn der Perfusion im Vergleich zu
den praoperativen Werten. Dieser Rlickgang war jedoch nicht statistisch signifikant. Die (tie-
fen) Hdmoglobinwerte lagen hingegen zu Beginn der extrakorporalen Perfusion statistisch
signifikant Uber den Ausgangswerten, was flr eine initiale vendse Stauung im Lappen
spricht. Tatsachlich entwickelte sich der vendse Ruckstrom mit Beginn der extrakorporalen
Perfusion zeitverzégert. Mit fortschreitender Perfusion etablierte sich jedoch ein konstanter
vendser Rickstrom, woduch die Hdmoglobinwerte nach zwei Stunden wieder ihr Ausgangs-
niveau erreichten. Da auch nach Beginn der in vivo Perfusion ein statistisch signifikant er-
héhter Hdmoglobingehalt gemessen wurde, 1asst sich der initial zégerliche vendse Ruckfluss
auch durch eine geanderte vaskulare Anatomie nach Lappenhebung oder einen Gefal3-
spasmus der vendsen Gefalte durch Manipulation im Rahmen der Lappenhebung bzw. Frei-
praparation der Gefalde erklaren. Daflr spricht auch die im Rahmen der Vorversuchen ermit-
telte signifikante Reduktion des Blutflusses durch die V. femoralis nach Lappenhebung, was

fur die Spasmus-Anfalligkeit des GefalRes auf Manipulation spricht.
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BlutlieRgeschwindigkeit, Blutflussvolumen und Hadmoglobingehalt blieben nach anfanglichem
Abfall (Flow, Velocitiy) bzw. Anstieg (Hb) Uber einen Zeitraum von sechs Stunden konstant.
Nach sechs Stunden kam es zu einem voribergehenden Einbruch von Flow und Velocity
und einem zunehmenden oberflachlichen Hb-Anstieg. Diese Beobachtungen korellieren zeit-
lich mit dem Auftreten oben beschriebender petechialer Einblutungen. Im weiteren Verlauf
normalisierten sich die Werte wieder. Die Veranderung der gewebe-photospektrometrischen
Parameter zeigten wahrend achtstindiger in vivo Perfusion einen sehr ahnlichen Verlauf
(Abb. 3.10 bis 3.13). Auch hier kam es initial zu einem Absenken von Blutflussvolumen und -
flieRgeschwindigkeit und einem Anstieg der Hdmoglobinmenge. Die gemessenen Blutfluss-
volumina waren geringer als wahrend extrakorporaler Perfusion, erreichten jedoch nach acht
Stunden auch in dieser Gruppe wieder das Ausgangsniveau. Statistische Vergleiche zwi-
schen den Gruppen wurden aufgrund der hohen interindividuellen Schwankungen dieser
Methode (LOEFFELBEIN 2003; HOLZLE et al. 2006) nicht durchgefiihrt. Auch der Hamoglobin-
gehalt stieg mit Beginn des Perfusionsintervalls analog zur ECP-Gruppe signifikant an, nor-
malisierte sich jedoch im Gegensatz zu extrakorporal perfundierten Lappen deutlich spater

(nach 6 Stunden). Vergleichsdaten finden sich in der Literatur nicht.

Wahrend die tiefe Sauerstoffsattigung wahrend der gesamten Perfusionsdauer konstant
blieb, sank die oberflachliche Sattigung nach Lappenhebung und Stieldruchtrennung sowohl
in der ECP-Gruppe als auch in der in vivo perfundierten Gruppe signifikant ab und blieb wah-
rend der Perfusion bei Werten um 20% konstant. Da analoge Beobachtungen auch in den
anderen Kontrollgruppen gemacht wurden, lasst sich der Sauerstoffabfall méglicherweise
durch die geanderte vaskuldare Anatomie des, nach Durchtrennung aller Perforatoren des
tiefen epigastrischen Systems und aller lateral einstrahlenden HautgefalRe, ausschliellich
auf dem superfiziellen epigastrischen Stiel basierenden, Lappens erklaren. Auch ein Gefal3-
spasmus durch die Manipulation der epigastrischen und femoralen Gefalle im Rahmen de-
ren Freipraparation ware denkbar. Ein drittes Erklarungsmodell fur die niedrigen oberflachlich
gemessenen Sauerstoffwerte im Vergleich zu den konstant hohen tiefen Messwerten, ist die
herabgesetzte Sauerstoffaffinitat des Hamoglobins (Abb. 4.1). Die kérpernahen, warmeren
Bereiche des Lappens flhrten Gber eine Rechtsverschiebung der Sauerstoffbindunskurve zu
einer erhdhten Sauerstoffabgabe aus dem Perfusat in das Gewebe. In den oberflachlichen,
der Raumluft exponierten Lappenanteilen hingegen, blieb die Sauerstoffaffinitat kaltebedingt
hoch, wodurch die Abgabe ins Gewebe reduziert wurde. Da dieser Effekt auch der geringe-
ren Sauerstoffaffinitat in oberflachlichen Lappenbereichen auch in vivo, also vor Lappenhe-
bung auftreten musste, hier jedoch signifikant héhere oberflachliche Sauerstoffsattigungen
gemessen wurden, halten wir eine Kombination der drei oberen Erkldrungsmodelle fir am

Wahrscheinlichsten. Durch die geanderte Lappenanatomie mit nun rein axialem und damit
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entsprechend langsameren Versorgungsmuster in Kombination mit einem Spasmus des ein-
zigen versorgenden GefalRes (A. epigastrica), verlangsamte sich der Blutfluss in beiden
Gruppen (K3 und ECP) gleichermalden. Durch die gednderte Anatomie und den veranderten
Blutfluss im Lappen kihlte dieser starker aus, wodurch der Effekt der erniedrigten Sauer-
stoffaffinitat starker wurde. Nach erfolgter Revaskularisierung nach sieben Tagen entsprach
die oberflachliche Sauerstoffsattigung, auf3er in nicht perfundierten Lappen (K2), wieder den
Ausgangswerten. DRAGU et al. (2012b) verwendeten ,dynamic quenching models®, die nach
dem Prinzip der Fluoreszenzléschung Sauerstoffmessungen im Gewebe wahrend extrakor-
poraler Perfusion von Rectus-abdnominis-Lappen im Schwein ermdglichten. Die Autoren
stellten sowohl bei Verwendung kristalloider Lésung, als auch bei Verwendung von Vollblut —
analog zu unseren O2C-Messungen — einen Sattigungsabfall mit Beginn der Perfusion fest.
Da keine Oxygenation verwendet wurde, stagnierten die Sauerstoffwerte jedoch im kaum
noch messbaren Bereich (0—-2%), was die Notwendigkeit einer Oxygenierung erneut unter-
streicht (DRAGU et al. 2012b).

4.4.3.3 Blutgasanalyse und Laborchemie

Die Blutgasanalyse lieferte weitere Erkenntnisse Uber die biochemischen und physiologi-
schen Ablaufe wahrend der extrakorporalen Perfusion epigastrischer Lappen. Trotz Hamodi-
lution blieben Sauerstoffsattigung und Sauerstoffpartialdruck wahrend der gesamten Perfusi-
onsdauer auf hochnormalem Niveau konstant. Dies fihren wir auf die hohe Sauerstoffaffini-

tat des Hdmoglobins bei Zimmertemperatur zuriick (Abb. 4.1).

Die Qualitat der Perfusion zeigt sich auch in einem hohen pH-Wert, der, entgegen anderen
Untersuchungen (Usul et al. 1985; DOMINGO-PECH et al. 1991; MULLER et al. 2013), Uber
viele Stunden ohne die Verwendung von Natriumbikarbonat konstant gehalten werden konn-
te. CONSTANTINESCU et al. (2010) beobachteten ebenfalls konstante pH-Werte bei der ECP
von Schweinegliedmalien Uber einen zwolfstindigen Zeitraum. Es lieRe sich erwarten, dass
das Abkuhlen des Perfusats von Kérpertemperatur auf Zimmertemperatur zu einem tempe-
raturbedingten pH-Anstieg fihren wirde (GORDON et al. 1992). Ein entsprechender pH-
Anstieg wurde im Rahmen der Vorversuche auch tatsachlich beobachtet. Bei der extrakorpo-
ralen Perfusion epigastrischer Lappen hingegeben liel3 sich kein pH-Anstieg messen. Der
pH-Wert sank im Gegenteil wahrend der extrakorporalen Perfusion kontinuierlich ab, blieb
jedoch Uber einen Zeitraum von vier Stunden im Normbereich. Nur bei einem Tier wurde ein
frlhzeitiger Perfusatwechsel nach 3 Stunden und 45 Minuten durchgefihrt, da der pH-Wert
unter 7,300 gefallen war. Analog zu den Beobachtungen von GORDON et al. (1992) kann
davon ausgegangen werden, dass ischamische Vorgange im Lappen oder hamolytische

Prozesse im Blut einem kihlungsbedingten pH-Anstieg entgegenwirkten.
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Kohlendioxidpartialdruck, Bicarbonat und Base Excess sanken wahrend diesem Zeitraum
kontinuierlich und statistisch signifikant ab. Diese nach vier Stunden beobachtete Konstella-
tion aus reduziertem pCO,, Bicarbonat und Basenlberschuss bei normwertigem pH-Wert
wird als respiratorisch kompensierte metabolische Azidose bezeichnet. Ein solches Saure-
Base-Ungleichgewicht findet sich in erster Linie bei Laktatazidosen und tritt z.B. im Rahmen
eines kardiogenen oder septischen Schocks, schwerer Gewebetraumen oder bei Minderper-

fusion (Ischamie) und Hypoxie auf (KLINKE UND SILBERNAGEL 1996). GRAVANTE et al. (2010)

beobachteten in einem durch isovoldmische Hamodilution erzeugten Ischdmiemodell zur
normothermen ex vivo Leberperfusion einen kontinuierlichen und signifikanten Laktatanstieg
wahrend sechsstindiger Perfusion. Sie flhrten diesen Laktatanstieg auf die erzeugte Ischa-
mie zurlck. Allerdings verwendete die Arbeitsgruppe eine zu Hamolyse neigende Zentrifu-
galpumpe; der beobachtete Laktatanstieg liee sich also auch durch eine intravasale Hamo-
lyse mit Laktatfreisetzung aus hamolysierten Erythrozyten erklaren, zumal weiterfihrende
Untersuchungen zur Hamolyse des von GRANVANTE et al. verwendeten Systems fehlen. DO-
MINGO-PECH et al. (1991) beschreiben ebenfalls die Entwicklung einer metabolischen Azido-
se wahrend der extrakorporalen Perfusion von Hundegliedmalen, der sie durch Beimi-

schung von Natriumbicarbonat entgegenwirkten.

Bei CONSTANTINESCU et al. (2010) hingegen blieben pH-Wert, Basenuberschuss und pCO,
ohne weitere Substitution Uber einen Zeitraum von zwdlf Stunden stabil, wahrend ein zu-
nehmender Kaliumanstieg in der Muskulatur im Verlauf eine Substitution mit Glukose und
Insulin erforderte. Der Austausch von Kaliumionen gegen extrazellulare Wasserstoffionen
erklart den signifikanten Anstieg des gemessenen Kaliumspiegels in unserer Studie nach
vier Stunden. Eine Hyperkaliamie ist eine haufige Begleitkomplikation metabolischer Azido-
sen. Die Kaliumwerte blieben in unserer Studie allerdings, entgegen anderer Untersuchun-
gen (CONSTANTINESCU et al. 2010; MULLER et al. 2013), ohne zusatzliche Glukose- und Insu-
lingaben im Normbereich. Eine Bestimmung des Laktats war mit dem Laborgerat, das fur die
Blutanalyse wahrend extrakorporaler Perfusion eingesetzt worden war, nicht mdglich. Die
Ergebnisse der Vorstudien zeigten jedoch bereits, dass es selbst ohne zwischengeschalte-
ten Lappen zu einem signifikanten Laktatanstieg nach vier Stunden kam. Dieser erfolgte
synchron mit dem Anstieg der LDH im Serum und hing vermutlich ebenfalls mit der oben
beschriebenen schleichenden Hamolyse zusammen, die durch Rollerpumpe und Oxygenator
ausgeldst worden war. Die gewebespektrometrisch im Zentrum des Lappens gemessenen
Blutflussvolumina und BlutflieRgeschwindigkeiten blieben wahrend der achtstiindigen extra-
korporalen Perfusion konstant. Gleiches gilt fur die tiefen Sauerstoffwerte. In der Zusam-
menschau dieser Befunde sehen wir die intravasale Hadmolyse als wahrscheinlichste Ursa-

che flur die beobachtete Disbalance des Saure-Base-Haushalts. Territoriale Minderdurchblu-
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tungen in einzelnen Lappenabschnitten lassen sich aber letztendlich nicht sicher ausschlie-

3en.

4.4.3.4 Lappengewicht

Kristalloide Lésungen fiihren durch Extravasation von Flissigkeit ins Interstitium zu Odemen
und damit zu einer Gewichtszunahme. Manche Autoren vermuten dariber hinaus eine hyd-
rostatische Komponente durch den Pumpvorgang (Usul et al. 1985). Die von uns in den
Voruntersuchungen, bei Verwendung hochverdinnten Vollbluts, beobachtete massive
Odembildung und Gewichtszunahme wird von anderen Autoren bei Verwendung kristalloider
Ldésungen oder verdinnten Vollbluts bestatigt (Usul et al. 1985; DOMINGO-PECH et al. 1991;
LI et al. 1993; MAEDA et al. 1993; FOWLER et al. 1999; DRAGU et al. 2012b; TAEGER et al.
2014). DOMINGO-PECH et al. (1991) beobachten eine Gewichtszunahme von 20 bis 50%
nach 24-stindiger extrakorporaler Perfusion mit hochverdiinntem (27,5%) Vollblut, der sie
durch Prednisolongabe, Gabe eines peripheren Vasodilatators (Nitroglycerin), und Senkung
der Perfusattemperatur entgegenzuwirken versuchten. CONSTANTINESCU et al. (2010) ver-
wendeten zunachst niedrige physiologische Flussraten und Perfusionsdriicke. Unter Ver-
wendung normotoner Dricke kam es jedoch zu einer Gewichtszunahme und Zunahme der
Kompartmentdriicke in den perfundierten Extremitaten. Die Arbeitsgruppe reduzierte darauf-
hin die Flussrate auf 100-150 ml/min, was einem mittleren systemischen Druck von ca. 38,5
mmHg, und damit ca. 50% der in vivo gemessenen Werte entsprach. Dadurch erhofften sich
die Autoren eine Druckschadigung des mikrovaskularen Systems vermeiden zu kénnen. Tat-
sachlich lieR sich durch die Druckreduzierung eine Reduktion der Odeme und Extravasatio-
nen mit einer geringen Gewichtzunahme (1,32%) als Folge einer Druckschadiung des Kapil-
larbetts verzeichnen (CONSTANTINESCU et al. 2010). Wir stellten in unseren Tierversuchen
nach Modifikation des Perfusats durch Beimischung von Hydroxyethylstarke bei hochnorma-
len Perfusionsdriicken eine mittlere Gewichtszunahme von knapp 10% fest, womit wir weit
unter den von anderen Autoren berichteten Werten von 20-50% (Usul et al. 1985; DOMINGO-
PECH et al. 1991) lagen. Eine Verminderung der Gewichtszunahme durch HES-Zugabe zum
Perfusat wahrend extrakorporaler Perfusion wurde auch von anderen Autoren beobachtet
(Usul et al. 1985).

4.4.3.5 Arteriovendse Sauerstoffdifferenz und vendéser Rickfluss

Die Sauerstoffdifferenz zwischen arteriellem und venésem Schenkel wird von einigen Auto-
ren als Marker fir einen funktionierenden Stoffwechsel im perfundierten Gewebe verwendet
(MAYER et al. 1992b; MAYER 2002). Die Autoren bestimmten einen Sauerstoffverbrauch von
0,003 ml Oy/min/g (Median) in extrakorporal perfundierten Schweinevorfilien (MAYER et al.
1992b), der nach 72-stindiger Perfusion noch Werten unmittelbar nach Lappenhebung ent-

sprach. In unserer Studie war der Unterschied zwischen arterialisiertem (hellrot) und des-
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oxygeniertem (dunkelblau) Blut bereits mit bloRem Auge deutlich sichtbar (Abb. 2.10B). Die
gemessene Sattigungsdifferenz zwischen arteriellem und venésem Schenkel lag zwischen
bei 33,7% (arteriell 98,9%, vends 65,2%) und blieb Uber den Perfusionszeitraum von acht

Stunden konstant.

Ischdmische Gewebeschadigung, Endothelschaden und interstitielle Odeme werden fir die
Beobachtung eines fehlenden Ruckflusses im ischamisch geschadigten freien Lappen ver-
antwortlich gemacht, ein Symptom, das auch als ,no reflow“ Phdnom bekannt ist (CHAIT et
al. 1978; MAY et al. 1978; ROSEN et al. 1985; WANG et al. 1996). Ein ,no reflow“ Phanomen
wurde auch bei handischer ex vivo Perfusion freier Lappen mit heparinisiertem Vollblut wah-
rend prolongierter Ischamiephasen beobachtet (COOLEY et al. 1990; LI et al. 1993).
CONSTANTINESCU et al. (2010) stellten unter Verwendung eines geschlossenen Perfusions-
kreislaufs, in dem das vendése Blut durch die Pumpe aus dem vendsen System gesaugt wird,
eine Schadigung des vendsen Systems fest. Die Autoren stellten daher auf ein, wie von
DELORME et al. (1964a) verwendetes, halb-offenes Perfusionssystem um, bei dem das aus-
tretende (vendse) Blut in einem Reservoirbeutel aufgefangen wurde und von dort aus zurtick
in das Perfusionssystem gesaugt wurde. Diese Anordnung verhindere einen Sogschaden am
vendsen System und verbessere die visuelle Kontrolle des austretenden Blutes. Dieser
Uberlegung steht der Nachteil eines erhdhten Blut-Luft-Kontaktes mit entsprechend héherer
Infektionsgefahr gegentber. Analog zu CONSTANTINESCU et al. (2010) stellten wir im Rahmen
der Pilotversuche mit Verwendung eines geschlossenen Systems mit zusatzlichem venésem
Sog eine massive Odembildung, Hamorrhagien und ein nahezu vollstandiges Ausbleiben
des vendsen Rickflusses (,no reflow”) fest. Das spater flr die in dieser Arbeit beschriebenen
in vivo Untersuchungen eingesetzte Perfusionssystem der dritten Generation verflgte wei-
terhin Uber die Moglichkeit, fakultativ einen vendsen Sog aufzubauen. Diese Funktion wurde
jedoch aus oben genannten Griinden deaktiviert. Zudem stand das System Uber einen Luft-
und Bakterienfilter mit der AuRenwelt in Kontakt, wodurch ein zu hoher Sog auf das vendése
System vermieden werden konnte. Dadurch lie3 sich in der in vivo Studie ein zwar initial z6-
gerlicher aber konstanter vendser Ruckfluss beobachten. Zusammen mit den physiologi-
schen Sauerstoffwerten im Gewebe und der konstant hohen arteriovendsen Sauerstoffdiffe-

renz kann dies als Indiz fir einen intakten Stoffwechsel im Gewebe gewertet werden.
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4.4.4 ERGEBNISSE NACH SIEBEN TAGEN

4.4.41 Klinische Beobachtungen und Nekroserate

Das Hauptkriterium fur die Beurteilung der Vitalitdt war eine erfolgreiche Einheilung nach
sieben Tagen. Dies wurde in Form der Nekroserate in Zahlen gefasst. Erwartungsgemaf
heilten alle Lappen in der Sham-Gruppe (keine Ischamzeit) nahezu folgenlos ein (Nekrosera-
te 8%), wahrend sich nach achtstliindiger warmer Ischamie (Negativkontrolle) ausnahmslos
alle Lappen nach drei Tagen demarkierten und im weiteren Verlauf eine Totalnekrose entwi-
ckelten (96%). Extrakorporal perfundierte Lappen heilten in einem hohen Prozentsatz ein.
Klinisch evidente Teilnekrosen machten 30% der transplantierten Lappenflache aus, was
sich nicht statistisch signifikant von der Sham-Gruppe (8%, p=,05) unterschied. Damit wie-
sen extrakorporal perfundierte Lappen sogar eine niedrigere Nekroserate auf als Lappen, die
Uber den gleichen Zeitraum uber den GefalRstiel in vivo perfundiert worden waren (55%,
p=,083). Diese (statistisch nicht signifikante) Differenz ist méglicherweise darin zu begrin-
den, dass die feste Volumenvorgabe der Pumpe initiale Gefalispasmen, die durch die Frei-
praparation und Manipulation des Lappens entstanden waren, durchbricht. Ein anderer Er-
klarungsversuch fir diese unterschiedlichen Erfolge zwischen in vivo und extrakorporaler
Perfusion kdnnte ein systematischer Unterschied zwischen den beiden Versuchsgruppen
sein. In der Kontrollgruppe waren die FemoralgeféaRe nicht distal der epigastrischen Gefal3-
abgange ligiert worden. Hierdurch verteilte sich das BlutfluBvolumen durch die A. femoralis
auf epigastrischen Lappen und distal der epigastrischen Gefalie liegende Versorgungsgebie-
te. Es gibt Untersuchungen, die zeigen, dass eine Ligatur der FemoralisgefalRe distal der
epigastrischen Abgange zu einem Lappenverust fliihren kann (BALLANTYNE et al. 1980). In
unserer Studie wurden hingegen keine Lappenverluste beobachtet, vielmehr fiihrte die Liga-
tur der Gefalle, die Vorgabe hoher Flussvolumina und die hohe Sauerstoffsattigung bei
gleichzeitiger Absenkung des Stoffwechsels (Kuhlung) in der ECP-Gruppe zu einer ,Lu-
xusperfusion®. Diese spiegelt sich auch im Vergleich zu in vivo perfundierten Lappen in ho-
heren gewebe-photospektrometrisch gemessenen Blutflusswerten wieder. Zumindest bei der
Vitalerhaltung Uber ein relativ kurzes Intervall von acht Stunden schien dies vorteilhaft zu
sein. Inwieweit sich die dadurch verursachten Effekte (petechiale Einblutungen etc.) bei lan-
geren Perfusionszeiten potentieren und wie sich das auf den Vitalerhalt auswirkt, kann mit

unserem bisherigen Wissensstand nicht beantwortet werden.

4.4.4.2 Feingewebliche Untersuchungen

Da die Lappen in unserer Studie nach achtstliindiger extrakorporaler Perfusion replantiert
wurden und einheilen konnten, waren histologische Untersuchungen wahrend bzw. gegen
Ende der extrakorporalen Perfusion nicht méglich. In Anbetracht der hohen Einheilrate in

unserer Studie ist aber davon auszugehen, dass die in vergleichbaren Studien beobachteten
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Schaden auf zelluldrer Ebene (YABE et al. 1994; DRAGU et al. 2012a; TAEGER et al. 2014) in
unserer Studie entweder weniger gravierend waren oder reversibel sind. In klinisch unauffal-
ligen Abschnitten zeigte sich auch lichtmikroskopisch ein regelrechter feingeweblicher Auf-
bau. Lichtmikroskopische Hinweise auf eine stattgehabte Hypoxie wie ausgepragte Zelldde-
me (HEINZELLER UND BUSING 2001) fehlten. Zur Diagnostik einer stattgehabten Hypoxie oder
Minderperfusion ist die Lichtmikroskopie allerdings auch nur eingeschrankt geeignet. Mor-
phologische Zeichen einer stattgehabten Hypoxie wie Mitochondrienschwellungen, Verklum-
pung des Chromatins, Karyolyse oder ein Zerfall der Zellmembran (HEINZELLER UND BUSING

2001) kénnen nur elektronenmikroskopisch beurteilt werden.

4.4.5 ZUSAMMENFASSENDE BEURTEILUNG DER EIGENEN ERGEBNISSE

Unsere Studie zeigt, dass durch ECP eine Vitalerhaltung Uber einen Zeitraum von acht
Stunden maglich ist und Lappen nach anschlieBender Replantation in einem hohen Prozent-
satz einheilen. Der gewahlte Zeitraum liegt damit deutlich Gber der Ischamietoleranz zu-
sammengesetzter Lappen (maximal sechs Stunden). Acht Kontrolllappen entwickelten nach
achtstiindiger Ischamie und anschlieRender Replantation ausnahmslos Totalnekrosen, wah-
rend sofortreplantierte Lappen nahezu vollstéandig einheilten. Damit beschreibt unsere Studie
erstmals systematisch, umfassend und im Vergleich mit Kontrollgruppen die erfolgreiche
Replantation mikrovaskularer Lappen nach mehrstindiger extrakorporaler Perfusion Gber ein
vollstandig vom Korperkreislauf abgekoppeltes Kreislaufsystem im Kleintiermodell. Wahrend
extrakorporaler Perfusion entwickelte sich innerhalb von vier Stunden eine kompensierte
metabolischen Azidose. In der Zusammenschau der Befunde ist dieses Saure-Basen-
Ungleichgewicht am ehesten auf eine im Rahmen von Hamolysevorgdngen entstandene
Laktatazidose zuriickzufiihren. Durch die Regulationsmdglichkeiten des Perfusionssystems
liel3 sich in extrakorporalen Lappen eine ,Luxusperfusion“ erzeugen, die zu héheren Fluss-
werten im Vergleich zu in vivo perfundierten Lappen und letzendlich zu einer héheren Ein-
heilrate flhrte, die sich statistisch nicht signifikant von der Sham-Gruppe unterschied. Eine
territoriale Minderperfusion als Mitursache fir die beobachtete metabolische Azidose lasst
sich letztlich nicht ausschlielRen, diese scheint jedoch in Anbetracht der hohen Einheilrate
zumindest teilweise reversibel gewesen zu sein. Ob und inwieweit sich die beobachteten
negativen Einflussfaktoren (Hamolyse, mégliche lokale Minderperfusion) bei langeren Perfu-

sionszeiten auf den Lappenerfolg auswirken, muss Gegenstand weiterer Forschung sein.
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4.5 AUSBLICK UND ALTERNATIVE ANWENDUNGSMOGLICHKEITEN

Auch wenn sich der Fokus dieser Arbeit klar auf den Vitalerhalt freier Gewebe mit dem theo-
retischen Ziel einer Gewebeverpflanzung ohne GefaRanschluss konzentriert, sind die An-
wendungsmadglichkeiten einer extrakorporalen Gewebeperfusion weitaus vielseitiger. Gerade
das Prinzip des abgekoppelten Kreislaufs erdffnet durch die freie Beeinflussungsmaglichkeit
unzahlige klinische und experimentelle Anwendungsgebiete (Tabelle 4.2), die hier nicht un-

erwahnt bleiben sollen.

Tabelle 4.2: Alternative Einsatzgebiete der Extrakorporalen Gewebeperfusion

Einsatzgebiet Anwendungsbeispiele

Gewebe- und Extremitatentransplantation ¢ Rekonstruktionen in aussichtslosen Situationen
e Errichten von Lappenbanken
¢ Allotransplantationen

¢ Vermeidung eines Reperfusionsschadens
durch Auswaschen toxischer Metabolite

¢ Re- und Transplantationen auf3erhalb einzelner Zentren

Uberbriickung der Ischéamiezeit freier Lappen ¢ Vitalerhalt in Notfallsituationen
e Uberbriickung vor Revisions-OPs

Lappenmonitoring und Tweaking ¢ Detailliertes Lappenmonitoring
¢ Konditionierung von Gewebe bis zur Implantation
e Radikalfanger zur Reduktion des Ischadmieschadens

Isolierte Perfusion einzelner Regionen ¢ Lokale Chemotherapie
¢ Untersuchung pharmakologischer Effekte
¢ Lokale Gabe von Pharmazeutika und Faktoren

Lehr- und Trainingsmodell e Lappenhebung unter lebensechten Bedingungen
¢ Mikrochirurgische Anastomosen unter lebensechten Be-
dingungen
Einsparung von Tierversuchen e Pharmazeutische und kosmetische Industrie

e Grundlagenforschung zu Ischamie und Reperfusion

Grundlagenforschung e Pharmazeutische und kosmetische Industrie
¢ Grundlagenforschung zu Ischamie und Reperfusion
e Tissue Engineering
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4.5.1 GEWEBE- UND EXTREMITATENREPLANTATION

In den letzten Jahren wurden groRe Fortschritte in der Transplantationschirurgie gemacht.
Allotransplantation von Gliedmafien (MACHENS 2008) und selbst Gesichtstransplantationen
sind heute mdglich (PETRUzzO et al. 2012). Dennoch ist die Durchfiihrung solcher Operatio-
nen auf Einzelfalle in speziellen Zentren beschrankt, was zum Teil an zeitlichen Faktoren
liegt, durch die die Haltbarkeit solcher Transplantate eingschrankt wird. Die ECP ermdéglicht
einen langeren Vitalerhalt, wodurch Allotransplantationen und Extremitatenreplantationen
auch auflerhalb einzelner Zentren denkbar waren. MAYER et al. (1994) spricht gar von der
Mdoglichkeit Lappenbanken anzulegen. Heutzutage missen abgetrennte Korperteile inner-
halb von 4-6 Stunden revaskularisiert werden, um irreversible Gewebeschaden und einen
ausgedehnten postischamischen Reperfusionsschaden zu verhindern. Unter Reperfusions-
schaden versteht man alle toxischen Einflisse auf eine Zelle wahrend einer Ischamie und
anschlieRender Reoxygenierung. Diese Reaktionen haben einen groflen Einfluss auf den
Erfolg oder Misserfolg von Transplantaten. Einen entscheidenden Anteil an diesem Phé&no-
men haben vermutlich reaktive Sauerstoffintermediate wie Hyperoxid Anionen (O,-7), HydoxI-
radikale (HO-), Singulett-Sauerstoff ('0,), Wasserstoffperoxid (H,0,) und andere Verbindun-
gen (BROMME et al. 2002). Gemal einem Leitspruch der Transplantationsmedizin, ,life befo-
re limb“ (dt. Leben vor Koérperteil), wird in kritischen Situation das Uberleben des Patienten
immer Uber das der abgetrennten oder eingeklemmten Extremitat gestellt. Auch ein erfolg-
reich replantiertes Kdorperteil bedeutet flr einen kritischen Patienten eine zusatzliche Kreis-
laufbelastung, zusétzliche Wundflachen und nicht selten eine zusatzliche Belastung durch
toxische Metaboliten im Rahmen des Ischamieschadens. Wie uns die kurzlich durchgefiihrte
erstmalige vierfache allogene Extremitatentransplantation, die trotz Amputation der trans-
plantierten Gliedmalien mit dem raschen Tod des Patienten endete, schmerzhaft vor Augen
halt. ist, dass das Problem des Reperfusionsschadens nach groRen Gewebeverpflanzungen
nach wie vor ungeldst ist (SWANSON et al. 2014). Mit Hilfe einer ECP liel3e sich vor erfolgter
Replantation Uber eine Dialysevorrichtung oder die Zugabe von Radikalfangern toxische Me-
taboliten aus dem Gewebe auswaschen und die Extremitat so lange vital erhalten, bis der
Patient sich soweit stabilisiert hat, dass eine Replantation bzw. die Freigabe des Blutstroms

vertretbar ist, ohne das Leben des Patienten zu gefahrden.
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4.5.2 UBERBRUCKUNG DER ISCHAMIEZEIT IN NOTFALLSITUATIONEN

Es gibt Situationen, in denen aufgrund unvorhersehbarer Umstande ein Lappen nach He-
bung und Absetzen des Gefalstiels nicht sofort an die Anschlussgefale angeschlossen
werden kann (BALLANTYNE et al. 1980). Zudem treten je nach gewahltem Lappentransplantat
und Ubung des Operateurs in ca. 17% der Falle vaskulare Komplikationen auf (WOLFF et al.
2008), die eine Revision erforderlich machen. Wahrend die Erfolgsrate beim Primareingriff
ca. 95% betragt, liegt die Erfolgsrate bei Revisionseingriffen mit 50% deutlich darunter
(WOLFF et al. 2008), was in der Regel auf spat erkannte Komplikationen und lange Ischa-
mieintervalle zurlckzuflhren ist. Wie bisher unveroffentlichte Ergebnisse der eigenen Ar-
beitsgruppe zeigen, sind wiederholte Ischamie-/Reperfusionsintervalle fir das Uberleben
mikrovaskularer Lappen eine grof3e Gefahr. Diese Beobachtung wird von Usul et al. (1985)
bestatigt, die bei der extrakorporalen Perfusion von HundegliedmalRen durch intermittierende
Perfusion Ergebnisse erzielten, die mit Lappen vergleichbar waren, die Uber den selben Zeit-
raum nicht perfundiert worden waren. MAYER et al. (1992a) schlagen die extrakorporale Ge-
webeperfusion als Methode zur Uberbriickung der intraoperativen Ischdmiezeit wahrend
mikrochirurgischer Rekonstruktionen vor. Eine Anwendung zur temporaren Vitalerhaltung bis
zum Eintreffen in den OP ist dartber hinaus denkbar, soweit die Anschlussgefalle gut zu-
ganglich sind. Die Mdglichkeit der Uberbriickung der Ischdmiezeit durch temporéren extra-
korporalen Vitalerhalt konnte unsere Arbeitsgruppe bereits klinisch unter Beweis stellten
(bisher unveréffentlichte Daten). In einem Einzelfall war es aufgrund unvorhersehbarer intra-
operativer Komplikationen zu einer Verzdgerung der mikrochirurgischen Anastomose, nach
Absetzen eines fir die Rekonstruktion eines intraoralen Defekts gehobenen Radialislappens,
gekommen. Das verwendete extrakorporale Perfusionssystem liel3 sich innerhalb weniger
Minuten steril aufbauen und erlaubte nach Kanulierung der A. radialis und beider Begleitve-
nen (Abb. 4.3) die ECP des Lappens mit vollheparinisiertem, autologem Vollblut. Analog zu
unseren Tierexperimenten farbte sich der Lappen unmittelbar nach Perfusionsbeginn rosig
und wies ein deutliches Rekapillarisierungsphanomen auf, das sich durch Anhebung des
Volumenflusses weiter steigern lie3 (Abb. 4.3, Einzelbilder 1-3). Ein konstanter vendser
Ruckfluss sowie eine hohe arterioventdse Sauerstoffdifferenz bestatigten die Vitalitat des
Lappens. Der Lappen zeigte nur eine geringe Odemneigung und wurde mit einem Volumen-
fluss von 5 ml/min flr etwa vier Stunden vital erhalten, bis mit der Anastomose begonnen
werden konnte. Der Lappen heilte anschlieend folgenlos ein. Das Vorhaben war von der
zustandigen Ethikkomission des Klinikums rechts der Isar (Nr. 2922/10 und 5836/13) im Vor-

feld befiuirwortet worden.

134



Abb. 4.3: Extrakroporal perfundierter Radialislappen. (Oben) kandilierter, extrakorporal perfundierter Radialis-
lappen mit rosigem Kolorit und Pitting entlang der Hautinsel und des GefaRstiels. (2) Wenige Sekunden nach
Beginn der extrakorporalen Perfusion lasst sich ein deutlicher Flush als Zeichen der erfolgreichen Reperfusion
auslésen. Dazu wird mit einem Tupfer die Haut komprimiert (1). Nach dem Loslassen ist die Durchblutung lokal
kompromittiert, das Gewebe farbt sich hell (2). Innerhalb von Sekunden farbt sich die Haut mit der Reperfusion
erneut rosig (3).

4.5.3 LAPPENMONITORING UND TWEAKING

Zwei grofde Vorteile, die sich aus der Abkopplung des Gewebes vom Kérperkreislauf und der
Ankopplung an ein steuerbares technisches System ergeben, sind die beliebig erweiterba-
ren, kontinuierlichen Monitoringmdoglichkeiten (MAYER et al. 1992b) und die Méglichkeit der
Einflussnahme auf das Gewebe, durch Veranderungen der Einstellungen des Systems oder
der Zusammensetzung des Perfusats (,Tweaking®, deu. Optimieren) ohne Beeinflussung des

Korperkreislaufs.

Die in der vorliegenden Arbeit beschriebene Entwicklung eines funktionstiichtigen ECP-
Systems, mit dessen Hilfe die extrakoporale Perfusion und Oxygenierung freier Gewebe-
transplantate im Tiermodell mdglich ist, eréffnet unzahlige Moglichkeiten, das Verhalten ver-
schiedener Gewebe (Haut, Fett, Muskel etc.) wahrend extrakorporaler Perfusion unter vari-

ablen Bedingungen (Perfusatzusammensetzung, Perfusionsdriicke, Temperatur, Antikoagu-
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lation) zu untersuchen. Mit zunehmendem Verstdndnis der Reaktionen unterschiedlicher
Gewebe auf ECP, koénnen viele Faktoren wie die Perfusatzusammensetzung und -
temperatur oder das O,/CO.-Verhaltnis weiter optimiert werden, um die Bedingungen fir das

perfundierte Gewebe weiter zu verbessern.

Kihlung (GREANEY et al. 2010), Erwarmung (VAN GINKEL et al. 1995) und Druckerhdhung
(LANE et al. 2008) sind physikalische MalRnahmen, die in der Klinik bei der Perfusion isolier-
ter Gewebe bereits therapeutisch eingesetzt werden. Neben physkalischen MalRhahmen
kénnen dem verwendeten Perfusat Pharmakologika, wie beispielsweise Rheologica, Spamo-
lytika oder Wachstumsfaktoren beigemischt werden, die Iokal, und ohne systemische Wir-
kung, férdernd auf die Lappeneinheilung wirken kénnten. Die haufigsten Grinde flir den
Misserfolg eines mikrovaskuldaren Transplantates sind Thromben und Vasospasmen, die
meist durch die Manipulation der anfalligen Mikrogefa3e oder durch technische Fehler bei
der Anastomosierung ausgelést werden (WOLFF et al. 2008). Zur Vermeidung von Gefal3-
spasmen und Verbesserung der Mikrozirkulation innerhalb des Gewebes wurden bereits
eine ganze Reihe pharmakologischer Substanzen experimentell und klinisch eingesetzt. Da-
runter Spasmolytika wie Lidocain (FOWLER et al. 1999), Rheologika wie Pentoxyphylline
(KNOX et al. 1989), Antikoagulanzien wie Heparin oder Zitrat (FOWLER ef al. 1999), Radikal-
fanger wie Gluthation (KUPATT et al. 2004) und andere Pharmakologika, von denen eine Re-
duktion des Ischamie-Reperfusionsschadens bekannt ist (SOUTHARD UND BELZER 1995;
MATSUMOTO UND KURODA 2002; AHLENSTIEL et al. 2006). Diese Substanzen kdnnen syste-
misch verabreicht (Heparin) oder auf die MikrogefalRe lokal aufgetropft werden (Lidocain).
Durch die ECP freier Gewebetransplantate wird das Transplantat von der Mikroanastomose
und den damit verbundenen Fehlerquellen unabhangig. Zudem kann das Perfusat durch den
Zusatz vasoaktiver Substanzen erganzt werden, die dann lokal und endoluminal (endothel-
nah) wirken kénnen, ohne dass eine unerwinschte systemische Arzneimittelwirkung be-
furchtet werden musste. Auf diese Weise konnten wir bereits die Applikation des Wachs-
tumsfaktors VEGF durch Zumischung zum Perfusat in einem Pilotversuch, wahrend extra-
korporaler Perfusion von Leistenlappen im Rattenmodell testen, und stellten hohe Einheilra-
ten fest (vorlaufige Daten). MULLER et al. (2013) diskutieren die Moglichkeit der Reduktion
eines mdglichen Ischamie-/Reperfusionsschadens einer extrakorporal vitalerhaltenen Extre-

mitat vor Replantation durch Zumischung Komplement-inhibierender Faktoren zum Perfusat.
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4.5.4 |SOLIERTE PERFUSION EINZELNER REGIONEN

Das Prinzip der ex vivo Perfusion ermdglicht die isolierte Perfusion einzelner Kérperregio-
nen, wodurch die Verabreichung von Medikamenten, die den Kdrperkreislauf nicht belasten
sollen, mdglich wird. Diese Methode wird in der Onkologie bereits therapeutisch im Sinne
einer lokalen Chemotherapie einzelner Extremitaten bei inoperablen Weichteil- und Kno-
chensarkomen (VAN GINKEL et al. 1999) oder Melanomen (MCBRIDE 1970) eingesetzt. Die
temporare, hypertensive, extrakorporale Perfusion (HELP) kritisch ischamischer Extremitaten
ist eine weitere klinische Anwendung extrakorporaler Perfusion isolierter Regionen (LANE et
al. 2008). Ein ECP-System kann auch verwendet werden, um in Fallen ausgedehnter arteri-
eller oder vendser Thrombosen thrombolytische Medikamente hochdosiert in die betroffene
Extremitat zu infundieren, ohne den Korperkreislauf zu belasten (MUMME et al. 1991;

QUINONES-BALDRICH et al. 1994).

Eine lokale Applikation von Wachstumsfaktoren ware, gerade in kompromittierten Wunden in
Hinblick auf das Ziel einer mdglichst friihen Einheilung ohne Anschlussgefalle, eine weitere
vielversprechende Anwendungsmdglichkeit fir unser System. Das enorme Potential von
VEGF auf die Einheilung epigastrischer Lappen im Rattenmodell konnte unsere Arbeitsgrup-
pe bereits demonstrieren (MUCKE et al. 2013). Einer klinischen Anwendung stehen jedoch
nach wie vor grol3e Bedenken beziglich der Sicherheit und Fragen zur Darreichungsform
und -dosis im Weg. Durch Zugabe von Wachstumsfaktoren in das Perfusat er6ffnet die ECP
freier Gewebetransplantate eine Mdéglichkeit, diese Faktoren lokal am gewlnschten Wirkort,
also ohne Einfluss auf den Kérperkreislauf, dosiert einzusetzen. Dadurch lielen sich selbst
héhere Dosen risikoarm und schnell am gewilnschten Wirkort einsetzen. Mit zunehmender
Einheilung des Transplantates und damit verbundener Drainage von Blut aus dem Trans-
plantat in den Koérperkreislauf stiege zwar das Risiko einer systemischen Wirkung der zuge-
setzten Faktoren, doch selbst wenn die Zugabe von Medikamenten nur kurzfristig erfolgen
wurde, kdnnte dies, gerade bei Anwendung in der wichtigen Frihphase der Wundheilung,
einen entscheidenden Vorteil fir die Einheilung des Transplantates bedeuten. Aufgrund ihrer
gewebeproliferativen und damit potentiell karzinogenen Wirkung sind Wachstumsfaktoren
bei Tumorpatienten generell bedenklich. Daher verbietet sich auch der Zusatz von Wachs-
tumsfaktoren zum Perfusat bei der Verpflanzung eines extrakorporal perfundierten Lappen-
transplantates in einen frischen Tumorresektionsdefekt. Schlieflich ist selbst bei histologisch
gesicherter RO-Situation nicht ausgeschlossen, dass einzelne residuelle Tumorzellnester
oder Mikrometastasen im Randbereich der Resektion vorhanden sind, weshalb selbst bei
lokaler Anwendung von Wachstumsfaktoren von einem erhdhten Frihrezidivrisiko ausge-

gangen werden muss. Hier ist jedoch weiterer Forschungsbedarf nétig.
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Im Gebiet des Tissue-Enineerings ware zudem der Einsatz eines membranoxygenierten Per-

fusionssystems zur Aufrechterhaltung der Vitalitat geziichteter Zellen oder Gewebe denkbar.

4.5.5 LEHR- UND TRAININGSMODELL

Die von MAYER (2002) beschriebene Eignung der extrakorporalen Perfusion als Lehr- und
Trainingsmodell konnte unsere Arbeitsgruppe bereits mit einem System zeigen, das einen
pulsatilen Blutfluss durch Kadavergewebe ermaoglicht (WOLFF et al. 2014). Auf dieses Weise
kénnen lebensechte Praparationsbedingungen simuliert und der Erfolg einer Anastomose
kontroliert werden ohne auf Tierversuche zurtickgreifen zu missen. Die bisher fir die Aus-
bildung von Mikrochirurgen unabdingbaren Trainingseinheiten am lebenden Tier kdnnten

durch diese neue Technik moglicherweise Uberflissig werden.

4.5.6 EINSPARUNG VON TIERVERSUCHEN

MAYER (1998) hebt ebenfalls die extrakorporale Gewebeperfusion als eine Mdglichkeit her-
vor, Tierversuche einzusparen. Durch die Entnahme und Vitalerhaltung multipler Gewebe
und Organe aus einem Versuchstier lieRe sich die Anzahl verbrauchter Tiere und notwendi-
ger Operationen reduzieren und Behinderungen und Schmerzen vermeiden (MAYER 1998).
Es sei mdglich, Organe oder Gewebe von Tieren zu entnehmen die im Schlachthof getétet
wurden (MAYER 1998). In der pharmazeutischen und kosmetischen Industrie wird das Prinzip
der extrakorporalen Gewebeperfusion zur Untersuchung der Pharmakodynamik und Toxiko-
logie bei der perkutanen Resorption von Medikamenten bereits eingesetzt (NOGUEIRA et al.
1999; WAGNER et al. 2003).

4.5.7 GRUNDLAGENFORSCHUNGSMODELL

Auf die hervorragenden Monitoring- und Tweakingmdglichkeiten eines extrakorporalen Per-
fusionssystems wurde bereits in Kapitel 4.5.3 auf Seite 135 hingewiesen. Diese Uberwa-
chungs- und Kontrollmdglichkeiten machen die extrakorporalen Perfusion zum idealen
Grundlagenforschungsmodell zur Analyse (patho-) physiologischer und biochemischer Vor-
gange innerhalb des Gewebes unter variablen Einflissen. Ein ex vivo Perfusionsmodell 16st
das perfundierte Gewebe vollstdndig von systemischen Einflissen neurologischer, hormo-
neller oder chemischer Natur, die Daten experimenteller, in vivo und klinischer Studien ver-
falschen kénnten (GRAVANTE et al. 2010). Dadurch lassen sich beispielsweise die biochemi-
schen Parameter des Lappenstoffwechsels wahrend Ischamie und Reperfusion untersuchen.
Eine Berner Arbeitsgruppe (MULLER et al. 2013) bediente sich in einer aufwandigen Studie
zur Untersuchung des Ischamie-/ Reperfusionsschadens nach verzdgerter Reperfusion am-
putierter Schweinevorderfille eines extrakorporalen Perfusionssystems. Im Gegensatz zu
den flr solche Untersuchungen gebrauchlichen Tourniquet-Modellen an Rattenhinterlaufen

erfordere die extrakorporale GliedmaRenperfusion kein hochspezialisiertes mikrovaskulares
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Equipment, um menschenahnliche chirurgische und metabolische Verhaltnisse im Schwei-
nemodell zu simulieren (MULLER et al. 2013). MAYER et al. (1998; 2002) weisen zudem auf
die Moglichkeit der Untersuchung von Stoffwechselvorgédngen unter Einfluss pharmakologi-
scher Substanzen oder Kosmetika als ,tierverbrauchsarmes® System hin. Das Prinzip der
extrakorporalen Perfusion wird daher, wie oben beschreiben, bereits in der pharmazeuti-

schen und kosmetischen Industrie angewendet (NOGUEIRA et al. 1999; WAGNER et al. 2003).

4.6 FaziT

Wahrend das Prinzip der extrakorporalen Perfusion zur Vitalerhaltung bestimmter Organe
bereits routinemanig eingesetzt wird, beruht unser Wissen Uber die Vitalerhaltung freier Ge-
webetransplantate mit dieser Technik auf einzelnen tierexperimentellen Studien und einer
Hand voll klinischen Fallberichten Uber Amputationsopfer. Worin sich die wenigen Studien,
die zu diesem Thema existieren, einig sind, ist, dass eine extrakorporale Vitalerhaltung freier
Gewebetransplantate oder amputierter Extremitaten prinzipiell mdglich ist. Unsere Studie
liefert einen wichtigen Beitrag zum Verstandnis der Vorgange innerhalb des Gewebes wah-
rend extrakorporaler Perfusion, und beschreibt erstmals systematisch und umfassend die
erfolgreiche Replantation mikrovaskularer Lappen nach Perfusion Uber einen vollstandig
abgekoppelten Kreislauf im Kleintiermodell. Dazu wurde ein bestehendes Tiermodell (epi-
gastrischer Lappen der Ratte) erfolgreich in das Setting der extrakorporalen Perfusion trans-
feriert und Uber entsprechende Kontrollgruppen als Modell fiir weitere Untersuchungen etab-
liert. Aufgrund der Justierbarkeit ist unser System zudem problemlos auf Groldtiermodelle
oder Organperfusionen Ubertragbar. Die erfolgreiche Umsetzung dieses Wissens in die Klini-
sche Anwendung wirde die therapeutischen Moéglichkeiten in Fallen erweitern, in denen eine
Rekonstruktion mit den herkdmmlichen Techniken nicht mehr sinnvoll zu erreichen ist. Fer-
ner kann das gewonne Wissen einen wichtigen Beitrag fiur die Transplantationsmedizin zur
Replantation amputierter Korperteile liefern. Die extrakorporale Gewebeperfusion ist ein
hochkomplexes Verfahren, bei dem zahlreiche Parameter, wie das Verhalten unterschiedli-
cher Gewebe auf Ischamie und Reperfusion, die Wahl geeigneter Perfusionsdriicke, das
optimale O,/CO,-Verhaltnis und die Temperatur und Zusammensetzung des Perfusats be-
ricksichtigt werden mussen. Neben dem Jonglieren dieser Parameter wirft die ECP freier
Gewebetransplantate zudem eine Reihe bisher ungeldster Probleme, wie die mikrobielle
Besiedelung der Gewebe auf. Vor einer mdglichen klinischen Anwendung missen deshalb
zuerst weitere wichtige Zusammenhange der physiologischen und biochemischen Vorgénge
im Gewebe wahrend extrakorporaler Perfusion untersucht werden. Gerade flir solche Frage-

stellungen bietet sich das von uns entwickelte Perfusionssystem jedoch geradezu an.
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ZUSAMMENFASSUNG

Entwicklung eines extrakorporalen Perfusionssystems zur Vitalerhaltung freier Gewe-

betransplantate im Kleintiermodell

Einleitung: Der Erfolg mikrovaskularer Rekonstruktionen ist auf das Vorhandensein adaqua-
ter Anschlussgefalie angewiesen. Eine temporare Vitalerhaltung freier Lappen durch extra-
korporale Perfusion (ECP) kdnnte den freien Gewebetransfer auch in gefallverarmte Regio-
nen ermoglichen. Ziel der vorliegenden Studie war die Entwicklung und Evaluation eines
ECP-Systems zum Vitalerhalt freier Lappen im Kleintiermodell. Methodik: Vorversuche um-
fassten Flussmessungen an epigastrischen und femoralen Gefalden in 12 Ratten zur Etablie-
rung geeigneter Perfusionsdricke und Flussvolumina sowie Untersuchungen zu den Hamo-
lyseeigenschaften des entwickelten Systems an humanem und murinem Vollblut. In einem
zweiten Schritt wurden epigastrische Lappen der Ratte Uber einen Zeitraum von 8 Stunden
mit verdinntem autologem Vollblut perfundiert und anschlie®end mikrochirurgisch auf ein
zweites Tier transferiert. Als Vergleichsgruppen dienten 8 Stunden in vivo perfundierte Lap-
pen (n=8, Positivkontrolle), 8 Stunden Ischamie (n=8, Negativkontrolle) und Lappenhebung
(n=8, Sham-Operation). Die Vitalitat der Lappen wurde gewebe-photospektrometrisch, fluo-
reszenzangiographisch, histologisch und laborchemisch sowie durch planimetrische Mes-
sung der Nekroserate beurteilt. Ergebnisse: Mit hochnormalen Flusswerten (2,2 ml/min) liel
sich die Perfusion epigastrischer Lappen Uber einen Zeitraum von acht Stunden aufrecht-
erhalten. Kalium und pH blieben ohne Einflussnahme auf die Perfusatzusammensetzung im
Normbereich. Einer nach 4 Stunden evidenten Hamolyse wurde durch regelmaRige Per-
fusatwechsel entgegengewirkt. Die extrakorporal perfundierten Lappen waren nach 7 Tagen
zu einem hohen Prozentsatz eingeheilt (Nekroserate 29,7%) und unterschieden sich statis-
tisch nicht von der Sham-Gruppe (7,8%), wahrend nicht perfundierte Lappen nahezu voll-
standig nekrotisch wurden (98,3%). In vivo perfundierte Lappen wiesen eine Nekroserate
von 54,2% auf. Schlussfolgerung: Das von uns entwickelte System ermdglicht die extrakor-
porale Vitalerhaltung freier, kleinvolumiger Lappen Uber einen Zeitraum von 8 Stunden. Die
Studie liefert wichtige Erkenntnisse Uber die pathophysiologischen Vorgange wahrend extra-
korporaler Gewebeperfusion und legt einen wesentlichen Grundstein fir eine anastomose-
freie Gewebetranplantation. Weitere zukunftsweisende Anwendungsgebiete der extrakorpo-

ralen Gewebeperfusion in Therapie, Forschung und Lehre werden diskutiert.

Schlagwoérter: Ex vivo Perfusion - Extrakorporale Perfusion - Extrakorporale Memb-
ranoxygenation (ECMOQO) - Ratte - epigastrischer Lappen - mikrovaskulare

Lappen - freie Lappen - Ischamie-/Reperfusionsschaden - Transplantation
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SUMMARY

Development of an Extracorporeal Perfusion System for the Vital Storage of Free

Flaps in a Small Animal Model

Introduction: For microvasculatory reconstructions to be successful, the presence of
appropriate local recipient vessels is mandatory. A temporary vital storage of free flaps by
means of extracorporeal perfusion (ECP) might pave the grounds for free flap transplantation
to vessel-depleted areas. Aim of the presented study was the development and evaluation of
an ECP system for the vital storage of small animal free flaps. Methods: A preliminary study
was conducted to establish proper perfusion values. Therefore, flow measurements of the
epigastric and femoral vessels were performed in 12 rats. Lactate dehydrogenase activity
and haptoglobin levels were measured in human and murine blood during circulation through
the developed perfusion system. In a subsequent in vivo study, the system was evaluated
during an 8 hour perfusion of 8 rat epigastric flaps before microvascular flap transfer to a
recipient rat. Controls comprised sham-operation (n=8), 8 hour ischemia (n=8) and 8 hour in
vivo perfusion (n=8). Blood gas analysis of the perfusate (diluted autologous blood) was
regularly performed during perfusion. Flaps were monitored using photo-tissuespectrometry
and Indocyanine-Green angiography. Evaluations were complemented by planimetric
assessment of necrotic areas and light microscopy at day 7. Results: The flowrate of the
femoral artery ranged between 0.3 and 2.4 mil/min (0.7 median). Lactate dehydrogenase
(LDH) and Haptoglobin showed a significant increase, indicating a progressive hemolysis
after four hours. With high-normal flow settings (2.2 ml/min), ECP could be established and
maintained for 8 hours with constant potassium and pH levels. To minimize a negative effect
of progressive hemolysis, the perfusate was changed every 4 hours. Rate of necrosis of
extracorporeally perfused flaps (29.7%) did not differ significantly from the sham group
(7,8%) and was lower than in vivo perfused flaps (54.2%), although not statistically
significant. An 8 hour ischemia period led to total flap necrosis in all cases (98.3%).
Angiographic and histological findings confirm these observations. Conclusion: As our study
shows, vital storage of rat epigastric flaps by means of ECP is possible over a period of 8
hours. The results of the study provide important insights on the pathophysiological
processes during extracorporeal tussie perfusion and lay the foundations to microvascular
tissue transfer to vessel-depleted areas without anastomosis. Other forword-looking

applications of ECP in the fields of therapy, teaching and research are being discussed.

Keywords: ex vivo perfusion - extracorporeal perfusion - extraxorporeal membrane oxy-
genation (ECMO) - rat model - epigastric flap - microvascular flap - free flap -

ischemia/ reperfusion damage
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