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1. Einleitung

In der plastischen und rekonstruktiven Chirurgie kommen zur Defektdeckung bei
Knochen oder Knorpelverlust unterschiedliche synthetische und biologische
Ersatzmaterialien zum Einsatz. Synthetische Materialien weisen neben dem
Korrosionsvorgangen vor allem toxische oder allergische Reaktionen auf
Zerfallsprodukte des verwendeten Materials auf, die manchmal eine Entfernung des
verwendeten Materials bedingen (Berghaus 1992). Bei allogen oder xenogenem
Material als biologisch verwendetes Ersatzmaterial kommt es oft zur Resorption
durch Gefal3- und Bindegewebseinsprossung (Rettinger 1992) und letztlich besteht
die Gefahr einer immunologischen Unvertraglichkeit oder der Ubertragung von
Infektionskrankheiten sowie des Vitalitatsverlustes des Transplantates durch die
Konservierungsverfahren (Bujia et al., 1992).

Bei Ersatz von Knorpelgewebe zeigen sich unter der Verwendung von autologem
Material bisher die besten Ergebnisse (Elwany 1985). Treten Infektionen bei der
Implantation autologen Knorpels auf, sind diese v.a. auf Ernahrungsstérungen und
Infektionen des implantierten Knorpels zurtckzufihren (Hellmich 1982). Generell ist
jedoch die Verfugbarkeit autologer Transplantate limitiert durch die kdrpereigenen
Vorrate. Ein Ansatz, diesen Bedarf an autologem Ersatzmaterial in Zukunft decken
zu koénnen ist der Einsatz neuer Verfahren des Tissue Engineering. Nicht zuletzt
spielen beim Transplantat Eigenschaften wie Form, Gréf3e und Zusammensetzung
des Transplantates ebenso wie unterschiedliche mechanische Einflisse des
Implantationsortes eine wichtige Rolle fur das Gelingen der Transplantation
(Kastenbauer 1983).

Dem Einsatz unterschiedlicher Materialien steht eine Reihe von verschiedenen
Rekonstruktionsverfahren zur Deckung von Knorpel- oder Knochendefekten
gegenuber, deren Auswahl individuell bedacht werden muf3, um die Lebensqualitét
des verletzten Patienten zu erhalten (Stock et al., 1994). Es existieren
unterschiedliche Lappentechniken wie der Verschiebelappen, der freie Lappen oder
der freie Lappen mit mikrovaskularer Anastomose (Hammer und Bujia 1992). Einen
relativ neuartigen Ansatz stellt der mikrovaskuléare prafabrizierte freie Lappen dar.
Nach der subkutanen Implantation eines Gefal3stiels kommt es uUber eine

GefalRaussprossung zu einem Anschlul3 an das ortliche Gefalisystem. Eine Studie



konnte eine ausreichende Blutversorgung des neu geschaffenen freien Hautlappens
Uber einen implantierten GefaRstiel nach acht bis zehn Tagen bei Kaninchen zeigen
(Kloppel et al.,, 1997). In einem zweiten Schritt kann dieser Lappen mit dem
Gefal3stiel gehoben werden und zur Deckung von Defekten verwendet werden.
Jedoch ist die regelmaliig stattfindende Anbindung des Gefal3stiels an das lokale
GefalRnetz im gefaRgestielten prafabrizierten Gewebelappen noch nicht vollstéandig
verstanden, so dafl es weiterer Untersuchungen bedarf (Hoang 1997). Andererseits
kann die Idee der prafabrizierten Lappenplastik heute auch erfolgreiche klinische

Anwendungen vorweisen (Khouri et al., 1991; Pribaz und Fine 2001).

In der vorliegende Arbeit soll autologes Tissue Engineering von Knorpel im
Kaninchensystem an unterschiedlichen Implantationsorten wu.a. in einem

prafabrizierten Bauchhautlappen untersucht werden.

2. Status Quo des Tissue Engineering von

Knorpelgewebe

2.1. Physiologie

Knorpelgewebe besteht aus Chondrozyten, extrazellularer Matrix und dem
Perichondrium. Das druckfeste avaskulare Stitzgewebe wird je nach
unterschiedlicher extrazellularer Matrix in einen hyalinen, elastischen und
Faserknorpel unterteilt und kommt sowohl in Gelenken, im Rippenbogen als auch im
Atemtrakt vor (Leonhardt 1990).

Die Chondrozyten sind in Gruppen angeordnet und umgeben vom einer
Chondroitinsulfatkapsel und einem Zellhof aus kollagenen Fasern. Diese Komplexe
kann man lichtmikroskopisch als Chondrone erkennen (Kuhnel 1992), sie stellen die
kleinste funktionelle Einheit des Knorpels dar und sind umgeben von einer
basophilen Knorpelkapsel (Leonhardt 1990). Diese Chondrone geben u.a. dem

hyalinen Knorpel seine Druckelastizitat.



Die gesamte extrazellulare Matrix des fertigen Knorpels setzt sich aus
Proteoglykanen, Wasser und Kollagen zusammen. Das Kollagen macht einen
grol3en Teil des Trockengewichts und den grof3ten Teil des Proteingehalts des
Knorpels aus und ist ebenso wie die Proteoglykane ein Produkt der Chondrozyten.
Typ Il ist der vorherrschende Kollagen- Isotyp im Knorpelgewebe. Die Proteoglykane
bestehen aus einer Proteinstruktur und kovalent gebundenen Heteroglykanketten,
die auch als Glykosaminoglykane (GAGs) bezeichnet werden. Als dominierende
GAGs kommen Hyaluronsaure, Chondroitin-4-Sulfat und Keratansulfat im Knorpel
vor, wobei Chondroitin-4-Sulfat bis zu 40% des Trockengewichtes von
Knorpelgewebe ausmachen kann (Loffler 1985). Die extrazellulare Matrix ist als

Kittsubstanz fir die Stabilitat und Elastizitat des Knorpels verantwortlich.

Das Perichondrium besteht aus Fibrozyten und Bindegewebsfasern. Knorpelgewebe
ist nicht vaskularisiert. Die Ernahrung des bradytrophen Gewebes erfolgt durch
Diffusion Uber die extrazellulare Matrix (Leonhardt 1990). Néahrstoffe gelangen Uber
das gefal3reiche Perichondrium zum Knorpelgewebe.

Uber eine Metaplasie von perichondrialen Bindegewebszellen zu Chondrozyten ist
das Perichondrium auch fir die eingeschrénkte Regenerationsfahigkeit des Knorpels
verantwortlich (Radin und Burr 1984). Am Gelenkknorpel fehlt das Perichondrium.
Aus diesem Grund kann der Gelenkknorpel nicht regeneriert werden (Moll 1995).
Entscheidend fir das GréRenwachstum des Knorpelgewebes ist die
Volumenzunahme durch die Interzellularsubstanz (Langmann 1985) sowie das
appositionelle Wachstum durch Umwandlung von perichondrialen Fibroblasten zu
Chondrozyten.

Die differenzierten Chondrozyten zahlen zellkinetisch zu den reversibel postmitotisch
fixierten Zellen, die sich unter physiologischen Bedingungen nicht mehr teilen
(Dustmann et al., 1974). Bei einer Knorpellasion nach AbschluR des
Knorpelwachstum wird diese Stelle mit perichondrialen Bindegewebszellen aufgefullt.
Diese konnen sich aber nur zu einem kleinen Teil metaplastisch zu Knorpelzellen
umwandeln (Radin und Burr 1984).



2.2. Experimentelle Anséatze

In der Medizin, besonders in der plastischen und rekonstruktiven Chirurgie, besteht
ein grol3er Bedarf an Ersatzmateralien, um Defekte unterschiedlichster Art wie z.B.
im Knochen oder im Knorpel zu decken.

Eine relativ neuartiges Forschungsgebiet, das sog. Tissue Engineering als
interdisziplinares Forschungsgebiet zwischen Medizinern, Naturwissenschaftlern und
Biomaterialforschern eroffnet u.a. Perspektiven in der in vitro Zichtung autologer
artifizieller Ersatzgewebe. Das Tissue Engineering von Knorpel bleibt aber ein noch
nicht voll in die Klinik integriertes Feld.

Es gibt bisher viele Studien Uber das Verhalten von allogen- gezlchteten
Konstrukten mit subkutaner Implantation (Cao et al., 1997; Cima et al., 1991; Freed
et al., 1993; Grande et al., 1997; Mooney et al., 1996; Puelacher et al., 1994; Vacanti
1991). In diesen Studien wurden Chondrozyten vom Rind oder menschlichen
Ursprunges auf Tragergeriste gesaat und die Knorpelentwicklung wurde im
Nacktmausmodell studiert. Jedoch bleiben in diesem System physiologische und
immunologische Vorgange, wie z. B. Entzindungs- oder Fremdkorperreaktionen
unberucksichtigt.

Weniger ist bekannt Uber Versuche im autologen Tiermodell (Britt und Park 1998;
Cao et al., 1998; Park und Ward 1995), in denen die Konstrukte entweder in
Kaninchen oder Schweine implantiert wurde. In diesen Studien wurden die
Konstrukte mit unterschiedlichen Biomaterialen hergestellt und Chondrozyten aus
dem Ohr wurden subkutan implantiert. Die Chondrozyten des gesamten Ohr wurden
isoliert und wurden nicht vermehrt, was aus klinischen Aspekten unerlaf3lich bleibt,
bevor sie in die Biomaterialen gesaat wurden. Probleme, wie die De- und
Rediffferenzierung der Zellen wurden in den meisten Studien nicht bertcksichtigt. Die
Explantate zeigten eine Produktion von Knorpelmatrix unterschiedlichen Ausmalies.
Es werden Deformationen, Resorptionsprozesse oder ein Vitalitatsverlust der
Implantate nach heterotroper Implantation beschrieben (Britt und Park 1998).
Knorpelkonstrukte, die mit Polyglykolsaure oder Kalziumalginat als Zelltrager
gezuchtet wurden, zeigten eine signifikante  Entzindungsreaktion und
Fremdkdrperreaktion im immunkompetenten Schweinemodell (Britt und Park 1998,
Cao et al ., 1998).



2.3. Technik des Tissue Engineering

Beim Tissue Engineering von Knorpelgewebe gibt es unterschiedliche potentielle
Ausgangsgewebe.

Es gibt unterschiedliche Wege, wie man Knorpel generieren kann. Man kann
Perichondrium (ten Koppel et. al., 1998; Pirsig et al., 1995; van Osch et al., 2000),
mesenchymale Stammzellen (Pittenenger et al., 1999; Solchaga et al., 1999) oder
Chondrozyten (Aigner et al., 1998; Rotter 1998; Riesle et al., 1998; Sadeeh et al.,
1999) benutzen.

Im Hinblick auf die klinische Situation scheint das Tissue Engineering von autologen
Knorpel mit vermehrten differenzierten Chondrozyten eine sehr vielversprechende
Methode zu sein.

Der Ansatz mit differenzierten Chondrozyten beinhaltet die Entnahme von Zellen
mittels einer Gewebebiopsie, anschliel3ender Isolation und Vermehrung der Zellen in
einer Kultur und letztlich bei ausreichend vorhandener Zellzahl die in vitro Formung
Uber einen Zelltrager zu einem dreidimensionalem Konstrukt.

Fur die Zichtung von Knorpel aus differenzierten Chondrozyten unter klinischen
Aspekten ist es notig, Knorpelzellen aus einer kleinen Gewebebiopsie zu gewinnen,
um einen grol3en Hebedefekt zu vermeiden. Ein weiterer Grund fir eine kleine
Gewebebiopsie ist oftmals eine fehlende Hebemdglichkeit. Diese isolierten
Chondrozyten mussen zuerst vermehrt werden, um eine genlgende Zellanzahl fur
das Besiedeln des Biomaterials zu erhalten (Aigner et al., 1998, Sittinger et al.,
1994). Bei der Vermehrung kommt es zu einer Dedifferenzierung, wobei die
Chondrozyten ihren Phéanotyp zum Fibroblasten verédndern und anstatt des
knorpelspezifischen Kollagen Typ Il das bindegewebstypische Kollagen Typ | (Benya
et al., 1978; von der Mark et al., 1977) produzieren. Um knorpeldhnliches Gewebe zu
erzeugen wird eine Redifferenzierung der Zellen angestrebt. Dies kann allein durch
den Gebrauch eines dreidimensionalen Tragers erreicht werden (Aigner et al., 1998,
Benya et al.,, 1982, Sittinger et al., 1994,) oder durch den Zusatz von
Wachstumsfaktoren wie TGF-beta (Bujia 1995) oder Osteogenin zusammen mit
EGF, PDGF und FGF (Harrison et al., 1991).



Verschiedene Zellkulturmodelle and Zellnetze (Guo et al., 1989), welche den Prozess
der Redifferenzierung induzieren und verstarken wurden bisher in Studien
beschrieben (Aigner et al., 1998, Rotter et al., 1998, Homminga et al., 1993).

Bei der Auswahl eines geeigneten Tragermaterials sollten die Parameter
Biokompatibilitat, Biodegradierbarkeit, Konsistenz und strukturelle Eigenschaft, sowie
Sterilisierbarkeit bertcksichtigt werden (Sittinger et al., 1994; Bujia 1995). Hierbei
zeigte sich in vorangegangenen Studien, das ein Hyaluronsaurederivat (Hyaff 11®)
in Form von einem nichtgewobenen Vlies sich fir in vitro und in vivo Tissue
Engineering von Knorpel eignet (Aigner et al., 1998, Campoccia et al., 1998,
Solchaga et al., 1999).

3. Der préafabrizierte Lappen

Die freie mikrovaskuldre Lappentechnik spielt heute in modernen rekonstruktiven
Chirurgie eine wichtige Rolle. Haufig ergeben sich fir eine lokale Lappenplastik
Probleme bei der Deckung von Defekten aufgrund anatomischer Natur z.B. am Kopf
oder aufgrund von Infektionen, die dazu zwingen ein defektfernes Spendergebiet zu
wahlen. Hierbei kdnnen die Transplantate aus einer oder mehreren Gewebearten
bestehen (Erk et al., 1983, Itoh 1992). Es gibt drei Grundprinzipien fur das Gelingen
eines freien Gewebetransfers: Neben einer suffizienten Perfusion von
Empfangerseite und einer perfekten Anastomose muf3 der Lappen ein suffizientes
Gefalbett verfigen (McKee et al., 1982). Viele Gewebe haben aber kein suffizientes
GefalR3bett und die Gewebe mit geeignetem anatomischem Verlauf sind beim
Menschen und gerade beim Polytraumatisierten oder Verbrennungspatient oft
limitiert. Zu nennen ist auch der oftmals unbefriedigende asthetische Aspekt bei zu
dicken Gewebelappen bei der Rekonstruktion bei Nase und Ohr. Ein groRes Problem
ist die Versorgung eines Defektes mit mehreren Gewebetypen bestehend aus Haut,
Knochen oder Knorpel.

Aufgrund dieser Probleme wurde begonnen durch Implantation eines ortsfremden
autogenen GefalRes u.a. gestielte Lappen unabhangig vom lokalen GefalRverlauf zu
schaffen (Hirase et al., 1988). Vorraussetzung fur eine ausreichende Versorgung des
zu transplantierenden Lappens ist eine Neovaskularisation mit nachfolgender



Blutversorgung ausgehend von implantierten Gefal3stiels an das lokale
GefalRsystem. In einer experimentellen Studie konnte eine ausreichende
Blutversorgung zwanzig Tage nach GefaBimplantation und erfolgter
Neovaskularisation nachgewiesen werden (Kléppel et al., 1997). Durch dieses
Verfahren kann sich man sich bei der Auswahl der Entnahmeregion besser an der
Gewebebeschaffenheit des Defektes, an Gewebetyp u.a. orientieren als es bei freien
Lappen moglich ist. Weiterhin ist es mit dieser Technik mdglich kombinierte
Transplantate unterschiedlicher Gewebe mit geringerer Hebemorbiditat zu erhalten.
Zusatzlich ist das Einbringen artifizieller oder heterologer GerlUstsubstanzen

durchfuhrbar zur Verbesserung der Rekonstruktion von z.B. der Nase (Kloppel 1994).

So stellen prafabrizierte neovaskularisierte Lappen eine relative Neuheit in der
plastischen und rekonstruktiven Chirurgie dar (Falco et al., 1992; Hirase et al., 1988;
Horl et al., 1994, Khouri et al., 1991; Kloppel et al., 1997, Pribaz et al., 1999). Der
erste Schritt dieser operativen Technik ist die Implantation eines durch eine
Anastomose geschaffene Gefal3bogens in einen zufalligen Random Pattern Flap, der
geeignet ist um Defekte zu decken. Innerhalb der nachsten 8-12 Tage wird der
Lappen axial perfundiert Uber einen Anschlul3 des Gefal3stiels an das lokale
GefalRnetz (Kloppel et al, 1997). Daraus resultiert ein prafabrizierter
neovaskularisierter Lappen, der in einem zweiten Schritt nun geeignet ware fur eine

freie Lappentransplantation (Pribaz et al., 2001).

4. Ziel der Arbeit

Bisher wurde Tissue Engineering von Knorpel mit isolierten Chondrozyten am
immunsupprimierten Tiermodell untersucht. Nur autologe, immunkompetente
Versuchsmodelle erlauben eine Beurteilung von Gewebeinteraktionen sowie
entzindlichen Prozessen. Bisherige Studien am autologen Tiermodell, Kaninchen
oder Schwein mit unterschiedlichen Biomaterialien waren ohne Vermehrung von
Chondrozyten in Monolayerkulturen. Die sich hieraus bedingende De- und
Redifferenzierung wird nicht bericksichtigt Die gezichteten Knorpelkonstrukte

wurden immer lediglich subkutan implantiert.



Die gegenwartige Studie soll bezogen auf die spéatere klinische Situation in der
rekonstruktiven Chirurgie die oben genannten Punkte erfullen und das Verhalten von
Knorpelkonstrukten in  Bezug auf unterschiedliche Proteoglykan- und
Kollagensynthese an verschiedenen Implantationsorten unter unterschiedlichen

physiologischen Bedingungen untersuchen.

Hierfir wurde eine kleine Knorpelbiopsie aus dem Kaninchenohr entnommen und
das Perichondrium entfernt. AnschlielRend wurden vitale Knorpelzellen isoliert und in
gewohnlichen Monolayerkulturen vermehrt, bis sie eine gewisse Zellanzahl erreicht
haben. Dann wurden sie auf den Zelltrager gesaat. Nach ein paar weiteren Wochen
in der Zellkultur waren stabile Konstrukte generiert. Es folgte die Implantation in das
Kaninchen (Abb.1).

Ein subkutaner (laterale Bauchwand), ein intramuskularer (M. rectus femoris)
Implanatationsort und eine Implantation in einen prafabrizierten Bauchhautlappen

wurden gewahlt:

1. Die subkutane Implantation: Die subkutane Implantation sah ein gut
vaskularisiertes Gewebe mit geringem mechanischer Belastung vor.

2. Die intramuskulare Implantation: Die intramuskulére Implantation sah neben einer
sehr gut vaskularisierten Umgebung eine mechanische Belastung und
dynamischen Stress fir die Konstrukte vor. Es sollte sich zeigen, ob die
gezlchteten Konstrukte diesem mechanischen Strel3 tberhaupt gewachsen sind.
Jedoch konnte eine mechanische Belastung auch in einer hgheren Synthese von
knorpelspezifischen Proteoglykanen und Kollagenen resultieren (Parkinnen et.al.,
1992, Quinn et al., 1998).

3. Die Implantation in einen prafabrizierten Bauchhautlappen: Die Implantation in
einen préafabrizierten Lappen simulierte eine ziemlich oft gesehen Situation in der
rekonstruktiven Chirurgie, wo die implantierten Konstrukte eine Ischamie in den
ersten Wochen nach der Implantation erfahren ohne eine mechanische Belastung

4. Schliel3lich erfolgte eine Implantation eines Leervlieses, das nicht mit
Chondrozyten besiedelt wurde, ebenfalls in die laterale Bauchwand. Dieses



Leervlies sollte als intraindividuelle Kontrolle dienen, um mégliche Reaktionen auf

das Biomaterial zu testen.

Um in vitro Bedingungen mit in vivo Bedingungen vergleichen zu kdnnen, wurde in
der Zwischenzeit ein weiteres Zell- Biomaterial- Konstrukt in einer Petrischale
kultiviert. Hierfir wurde es fir den gleichen Zeitraum in der Kultur belassen, wie die

Konstrukte in vivo in dem Kaninchen.

Die verschiedenen Implantationsorte sollen unterschiedliche physiologische
Bedingungen vorsehen, die sich auswirken konnten auf die Expression
knorpelspezifischer Matrix, auf das Wachstum und die Reifung der Zell-
Biomaterialkonstrukte. Die gewé&hlten Implantationsorte stellen potentielle und

relevante Implantationsorte an Patienten fir einen moglichen klinischen Einsatz dar.

1 cn? Biopsie \

m enzymatische Isolation der
\ Chondrozyten l
Implantantationsorte Zellvermehrung im Monolayer
Zell-Biomaterial-
ca 3-4 Wochen
Konstrukte: ( 37°C,5%C02 )
e !
1. Subkutan

2. Intramuskular

l Besiedelung des
3. Subkutan in

praformierten Lappen Tissue Engineering Zelltragers (1 cn)
Biomaterial ohne U (L (BI
Chondrozyten Nl « o
A\ =Nl
4. Subkutan !
Synthese von knorpel- 3-dimensionale Kultur in einem
spezifischer Matrix resorbierbaren Vlies

Abb. 1: Studienkonzept
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5. Material und Methoden

5.1. Studienkonzept

Das Grundkonzept (Abb. 1) der Studie bestand aus einer Entnahme einer 1lcm?2
groBen Biopsie von Ohrknorpel von Chinchilla Bastard Kaninchen und
anschlieBender enzymatischer Isolation der Chondrozyten. Nach 4 Passagen der
Zellvermehrung in Monolayerkulturen erfolgte eine Besiedelung der Zellen auf einen
dreidimensionalen nichtgewebten Zelltrager, bestehend aus einem
Hyaluronsaurederivat (Aigner et al., 1998). Auf diesem Zelltrager wurden die Zellen
zusatzliche zwei Wochen in Petrischalen kultiviert. Vier ca. 1cm? grol3e Konstrukte
wurden generiert. Nach dieser Periode wurden drei der dreidimensionalen Zell-

Biomaterialkonstrukte an folgenden Stellen des Kaninchens implantiert:
1. In subkutanes Gewebe der lateralen kranialen Bauchhaut

2. In intramuskuléares Gewebe des M. rectus femoris

3. In subkutanes Gewebe in einem préafabrizierten Bauchhautlappen

Fur die Anlage des préafabrizierten Lappen wurde am Kanichen ein Bauchhautlappen
der Grole 15 x 8 cm mit lateraler Basis gehoben. Im weiteren wurde der Ober- und
Unterschenkel medial inzidiert. AnschlieBend erfolgte die mikrochirurgische
Praparation der A. femoralis und V. saphena magna im Verlauf bis zum
Innenknéchel. Nach dem Absetzen des Gefalistiels wurde das entstandene kaudale
Ende in Hohe der Leiste mit der dort abgesetzten V. femoralis End-zu-End
anastomosiert. Der entstandene Gefallbogen (,Loop“) wurde im né&chsten Schritt

nach oben unter die Bauchhaut geklappt und dort auf der Unterseite fixiert.

4. Zusatzlich wurde der Zelltrager als Kontrolle ohne Chondrozyten in das subkutane

Gewebe der lateralen kaudalen Bauchhaut implantiert (Abb. 2).
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Abb. 2: Sediertes Kaninchen mit aufgezeichneten Schnittstellen und Implantationsorten:

1. Subkutan in Lappen, 2. Intramuskular in M. rectus femoris, 3. Subkutan in laterale

Bauchwand, 4. Kontrollvlies subkutan in laterale Bauchwand

Das vierte Zellbiomaterialkonstrukt wurde als stationare Langzeitkontrolle in vitro in
Petrischalen fur die gleiche Dauer der in vivo Implantationen kultiviert.

Die Proben wurden nach 6 und 12 Wochen explantiert und anschlieRend
morphologisch, histologisch und immunhistologisch untersucht. Zum Nachweis des
Anschlusses des implantierten Gefal3stiels an das bestehende Gefal3system des
Bauchhautlappens durch Neovaskularisation wurde zum Zeitpunkt der Opferung eine

selektive Mikroangiografie mit Bariumsulfat durchgefihrt.

Im Rahmen der Studie wurden 12 Chinchilla Bastard Kaninchen operiert. Es wurden
6 Tiere fur einen sechswochigen Zeitraum und 6 Tiere fir einen zwélfwdchigen
Zeitraum festgesetzt . Es wurden mannliche und weibliche Tiere im Alter zwischen 10

Monaten und 1 Jahr operiert, das Gewicht der Tiere lag zwischen 2,5 und 3,5 kg.

Alle Tiere wurden im Rahmen eines erweiterten Antrages des Projektes 95/038
(Regierung von Oberbayern) zwischen November 1998 und Juli 2000 im Institut far

experimentelle Onkologie und Therapieforschung der TU Miinchen operiert.



12

Diese Studie wurde neben einer Versuchsreihe Uber den prafabrizierten Lappen
(Hoang 1997, Schweinbeck 1999, Werner 1999) durchgefiuhrt, in dessen Rahmen 16

Tiere zum Erlernen des Operationsmodells operiert wurden.

5.2. In vitro Generierung der Zell- Biomaterial- Konstrukte

5.2.1. Tragermaterial HYAFF 11®

Viele Biomaterialien eignen sich prinzipiell fur Tissue Engineering von Knorpel.
Jedoch unterscheiden sie sich in Bezug auf Biokompatibilitat, Biodegradierbarkeit,
Konsistenz, strukturelle Eigenschaften und Sterilisierbarkeit.

HYAFF 11® (Fidia, Italien) (Abb. 3) wird auf der Basis von Hyaluronsaure
hergestellt, die aus Hahnenkdmmen gewonnen wird. FiUr die Verwendung als
Zelltrager, in den spater die vermehrten Chondrozyten eingebracht werden, wird das
Biomaterial chemisch modifiziert: Eine Veresterung freier Carboxylgruppen mit
Benzylakohol fiihrt zu einer Erhéhung der hydrophoben Eigenschaften des Materials,
wodurch man Fasern mit einem Durchmesser von 20 um herstellen kann (Abb. 4).
Das aus ungewebten Fasern bestehende Material ist bioresorbierbar und absolut
gewebevertraglich. Zur Sterilisation werden Gamma-Strahlen eingesetzt.

Der Zelltrager Hyaff 11® in Form einer Membran findet sich bereits im klinischen
Einsatz fur autologe Keratinozytentransplantationen (Andreassi et al., 1991, Donati
et. al., 1995)

Da Hyaluronsaure auch im nativen Knorpel vorkommt, kdnnte durch die Verwendung
eine Zelltragers aus diesem Material auch die Kultivation von Knorpelzellen und
dadurch die Knorpelneubildung gefordert werden (Aigner et al.,1998).
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Abb. 4: Elektronenmikroskopische Aufnahme von HYAFF 11® in Form eines nicht

gewobenenen Netzes
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5.2.2. Zellisolation

Nach der Explantation wurden die Knorpelstiickchen bis zur Zellisolierung in
Dulbecco’'s Medium (Biochrom, D- Berlin) versetzt mit 10% FCS (Biochrom, D-
Berlin) und 20 mg/l Gentamicin (Refobacin® , Merk, D- Darmstadt) aufbewahrt. Unter
sterilen Bedingungen wurde die gereinigte Knorpelbiopsie mit dem Skalpell
zerkleinert und ca. 16 Stunden unter Rihren bei 37°C im CO; - Inkubationschrank
enzymatisch verdaut. Die Enzymlésung setzt sich zusammen aus Dulbeccos Medium
(Biochrom, D- Berlin), DNAse II 0,12 mg/ml (Paesel, D- Frankfurt), Hyaluronidase
0,08 mg/ml (Sigma,D-Deisenhofen) und Kollagenase Typ CLS 1l 16 mg/ml
(Biochrom, D-Berlin).

5.2.3. Monolayerkultur und Zellvermehrung

Nach dem enzymatischen Abbau der perizellularen Matrix wurden die isolierten
Chondrozyten zur Bestimmung von Vitalitat und Zellzahl mit der Trypanblaumethode
ausgezahlt. Bei dieser Methode kann das Trypanblau in geschadigte oder avitale
Zellen gelangen und farbt Zellkern und Zytoplasma blau, wohingegen vitale Zellen
das Trypanblau nicht aufnehmen und unter dem Mikroskop weil3 erscheinen. Hierfur
wurde eine Trypanblaulésung (Fluka AG, D- Neu- Ulm) mit 1,8% NaCl (Apotheke
Klinikum Grof3hadern, D- Minchen) im Verhaltnis 1 : 2 vermischt und bei 2000 rpm
fur 5 min zentrifugiert. AnschlieRend wurde die Losung mit der Zellsuspension 1 : 2
vermischt und in eine Neubauer Zahlkammer eingebracht. Unter dem Lichtmikroskop
konnte die Gesamtzellzahl (ungefarbte Zellen + blau gefarbte Zellen) sowie der Anteil
vitaler Zellen (ungefarbte Zellen/Gesamtzellzahl) bestimmt werden. Ungefahr 200000
bis 400000 Zellen wurden pro Biopsie isoliert.

Die isolierten Chondrozyten wurden anschlie3end in einer Konzentration von 30000
Zellen/cmz? in Kulturflaschen (Becton Dickinson, D- Heidelberg) bei 37°C und 5% CO,
kultiviert.

Nach dem Anheften der Zellen wurde das Nahrmedium Dulbecco’'s Medium mit
Zusatz von 4,5 g/l D- Glucose, 1,028 g/l Glutamin, 3,7g/ NaHCOS3, 40 mg/l
Gentamicin (Refobacin®, Merck, D- Darmstadt) und 10% FCS (Biochrom, D- Berlin)

zweimal pro Woche gewechselt. Bei Konfluenz werden die Zellen nach dreimaliger
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Waschung mit phosphatgepufferter Natriumchloridlosung (Apotheke Klinikum
GroRhadern, D- Minchen) mit Trypsin/EDTA 0,05 %/0,02 % (Biochrom, D- Berlin)
abgelést und mit dergleichen Konzentration ausgesaat. Die Vermehrungsphase
betrug ca. zwei Wochen und beinhaltete im Durchschnitt drei bis flinf

Trypsinpassagen.

5.2.4. Zell- Biomaterial- Konstruktherstellung und - kultivation

Die Zellen aus der Monolayerkultur wurden auf eine Konzentration von 30 x 10°
Zellen/ml DMEM/fetales Kalberserum (FCS) (Gibco BRL, D- Deisenhofen)
eingestellt. Anschlieend wurden die 1cm x 1cm x 0,2 cm groRen Zelltrager aus
einen nichtgewobenen veresterten Hyaluronsaurederivat mit einer
Mindestkonzentration von 20 x 10° Zellen/cm? Tragermaterial beimpft (Hyaff 11® ,
Fidia, I- Padua) (Aigner et al., 1998, Solchaga et al., 1999). Nach drei Stunden
werden die beimpften Konstrukte mit Nahrmedium Uberschichtet und im Brutschrank
circa zwei Wochen bis zur Implantation kultiviert. Es wurden drei Zelltrager fur die
Implantation und ein Zelltrager fir die stationdre Langzeitkultur angefertigt. Der
Mediumwechsel erfolgte jeden dritten Tag.

Vor Implantation in das autologe Kaninchen wurden die Zelltrager dreimal mit PBS
ohne Calcium und Magnesium (Apotheke Klinikum Grol3hadern, D-Minchen)

gewaschen.

5.3. In vivo Versuchsablauf

5.3.1. Knorpelentnahme

Den Kaninchen wurde nach dem Wiegen eine Mischung aus Ketaminhydrochlorid
(50mg/kg KGW, Narketan®, Chassot, CH- Lyssach) und Xylazin (4mg/kg KGW,
Xylapan®, Vetoquinol AG, CH- Bern- Belp) intramuskular verabreicht. Im gleichen
Mischungsverhaltnis erfolgte die Weiterfihrung der Narkose i.v in einer 2: 10
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Verdinnung mit NaCL 0,9% Uuber einen Venenverweilkatheter mit Durchmesser
0,8/25 mm (Venflon® 2, Ohmeda, S- Helsingborg) fur die gesamte Operationsdauer.
Wahlweise wurde das linke oder rechte Ohr der Kaninchen grof3flachig geschoren.
Nach Desinfektion des Ohres auf beiden Seiten und steriler Abdeckung erfolgte eine
guadratformige Inzision von ca 1 x 1 cm mit geschlossener Basis in Richtung

Ohrstamm im proximalen Bereich des Ohres (Abb. 5).

Nach Hebung der Hautschicht mittels stumpfer Préparation und Koagulation
oberflachlicher Gefalie wurde nun vorsichtig ein 1 x 1 cm grof3es Knorpelstiickchen

mitsamt Perichondrium unter Belassung der Innenhaut des Ohres excidiert (Abb. 6).

Das Perichondrium wurde im Anschluf? mittels eines kleinen Skalpells von dem
Knorpel entfernt. Der Wundverschluld erfolgt mit einem resorbierbaren Vicrylfaden
(Vicryl® 4/ 0, Ethicon, D-Norderstedt) unter fortlaufender Naht (Abb. 7).

Abb. 5: Inzision und nach proximal geschlagener Hautlappen am Kaninchenohr
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Abb. 7: Kaninchenohr nach Wundverschlu

Eine Antibiose mit Enrofloxacin (5mg/kg KGW, Baytril® 2,5%, Provet AG, CH-
Lyssach) fir drei Tage und eine Analgesie mit Buprenorphin (0,05 mg/kg KGW,
Temgesic®, Essex, D- Minchen) fir drei Tage bildeten die medikamentdse

postoperative Nachsorge.
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5.3.2. Anlegen des préafabrizierten Lappen und Konstruktim-

plantation

Die Anlage des praformierten Lappen und die Knorpelimplantation als zweiter
chirurgischer Schritt erfolgte ca. 4 Wochen nach der oben beschriebenen initialen

Knorpelentnahme.

5.3.2.1. Anasthesie

Zur Einleitung der Narkose wurde den Kaninchen nach einer Allgemeinuntersuchung
und Wiegen eine Mischung aus Ketaminhydrochlorid (50 mg/kg KGW, Narketan®
Chassot Ag, CH- Bern- Belp) und Xylazin (4mg/kg KGW, Xylapan® Vetoniquol Ag,
CH- Bern- Belp) intramuskulér gespritzt. Anschlieend wurde die Narkose mit dem
gleichen Mischungsverhaltnis intravends Uber einen Venenverweilkatheter (Venflon®
2, Firma Ohmeda, Helsingborg Schweden, Durchmesser 0,8/25 mm) aufrecht
erhalten, allerdings in einer 2: 10 Verdinnung mit NaCL 0,9 %. Bei schwer
kontrollierbarer Analgesie wurde zusatzlich Fentanyl (0,03-0,05 mg/kg/h KGW, i.v.
Fentanyl- Janssen®, Janssen- Cilag, D- Neuss) gespritzt. Zur Kreislaufunterstiitzung
wurden die Kaninchen Uber die Narkosezeit mit Ringer- Laktat- Losung (30 ml/kg/h
KGW i.v., Ringer L6sung, Delta- Pharma, D- Pfullingen) infundiert und mit Sauerstoff
mit einem Flow von ein bis zwei Litern pro Minute versorgt. Sauerstoffsattigung und
Puls wurden per Pulssonde an der Zunge kontinuierlich mit einem Pulsoxymeter
(Ohmeda ®, USA- Lousiville) gemessen. Neben Pulsfrequenz dienten Korneal- und
Zwischenzehenreflex zur Beurteilung der Narkosetiefe.

Weiterhin wurden den Kaninchen gegen ein Auskihlen wahrend der langen
Operationszeit von ca 5- 6 h eine Heizmatte mit einer Temperatur von ca 35 °Celsius
untergelegt und die Augen wurden durch das Auftragen von Augensalbe
(Bepanthen® Nasen- und Augensalbe, Hoffmann LaRoche, CH- Grenzach- Whylen)
geschutzt.

In der Aufwachphase wurden den Kaninchen das Antibiotikum Enrofloxacin (5 mg/
Kg KGW, Baytril® 2,5%, Provet, Ch- Lyssach) und das Analgetikum Buprenorphin
(0,05 mg/kg KGW, s.c. Temgesic®, Essex, D- Mlunchen) subkutan injiziert. Eine
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Rotlichtbestrahlung in der Nachschlafphase erfolgte bei langeren Operationszeiten,
um einer Hypothermie vorzubeugen.

Als Nachsorge wurden die Antibiose mit Enrofloxacin (5mg/kg KGW, Baytril® 2,5% |,
Provet, CH- Lyssach)) fur funf Tage nach der Operation einmal taglich, die Analgesie
mit Buprenorphin (0,05 mg/kg KGW, Temgesic®, Esssex, D- Minchen) fur drei Tage
postoperativ zweimal taglich weitergefuhrt. Zusatzlich wurden zweimal taglich 1000
I.LE. Heparin (Heparin- Natrium 25.000- Ratiopharm, Ratiopharm Gmbh, D- Ulm)

verabreicht.

5.3.2.2. Operatives Vorgehen

Die Kaninchen wurden am gesamten Oberbauch bis zwei Zentimeter Uber den
Rippenbogen und an der rechten Schenkelinnenseite geschoren. Nach Fixierung in
Ruckenlage wurde an der rechten Bauchwand ein rechteckiger Bauchhautlappen mit
einem wasserfesten Edding- Stift eingezeichnet. Die mediane ca. 15 cm lange
vertikale Linie verlief auf der Mittellinie der Bauchdecke und erstreckte sich kaudal
von der Hohe der Kniefalte bis kranial zwei Zentimeter unterhalb des Rippenbogens.
Sie wurde erganzt durch zwei ca. 8 cm lange horizontale Linien in lateraler Richtung

am Anfang und Ende der horizontalen Linie (Abb. 8).
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Abb. 8: Planung des Bauchhautlappens

Das Operationsfeld wurde desinfiziert und steril abgedeckt. Der Bauchhautlappen
wurde an den angezeichneten Linien inzidiert und unter Mitnahme von samtlichen
Hautschichten einschlie3lich des Panniculus carnosus und Blutstillung mittels
Elektrokoagulation gehoben.

Anschliel3end erfolgte die Praparation des Gefalistiels. Der Lappen wurde wahrend
dieses Schrittes zurlckverlagert und mit Ringer- Laktat- Loésung (Ringer- L6sung,
Delta- Pharma, D- Pfullingen) feuchtgehalten. Von der kaudalen Seite des
Hautlappens wurde die Haut entlang der medialen Ober- und
Unterschenkelinnenseite bis zum Malleolus medialis inzidiert. Die A.- und V.
femoralis bzw. die A.- und Vena saphena medialis wurden bis auf die HOohe des
Sprungelenks unter dem OP- Mikrokosp (J.K.H Fibermatic®, USA, 4-12-fache
VergroRerung) freiprapariert. Die Seitendste wurden je nach GréRRe entweder ligiert
oder koaguliert.

AnschlieBend trennte man die Vene von der Arterie und setzte die Vene bis auf
einen proximalen femoralen Gefal3stumpf ab (Abb.9). Zum anatomischen Verlauf der

GefalRe des Beines siehe auch Krause 1868 und Barone et. al. 1973.
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Abb. 9: Freipraparierte Arterie (GefalRklemmchen mit Skalierung) und proximaler
Venenstumpf (Pfeil)

Die Arterie wurde distal in Hohe des Sprunggelenks abgesetzt und voriibergehend
mit einem GefalRklemmchen nach Biemer verschlossen. Das distale Ende der Arterie
wurde nun an den proximalen Venenstumpf verlagert. Diese beiden Enden wurden
mittels einer Doppelklemme adaptiert (Abb. 10) und nach sorgfaltiger Abpraparation
der Adventitia End-zu-End anastomosiert. Um eine ausreichende Dichtigkeit zu
erreichen waren ca. 10 Einzelknopfnahte mit einem monofilem Nylonfaden der
Starke 10/0 (Ethicon®, Firma Ethicon, D- Norderstedt) notwendig. Um eine
Thrombusbildung zu vermeiden, erhielten die Kaninchen vor der Mikroanastomose
1000 I.E. Heparin i.v. (Heparin- Natrium 25000- ratiopharm, Ratiopharm, D- Ulm).
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Abb. 10: GefaRdoppelklemme mit Stumpf der A. saphena links und V. femoralis rechts vor

End- zu- End Anastomose

Der so entstandene schlingenférmige Gefal3stiel (,Loop*) wurde unter Vermeidung
von Rotation und Distorsion nach kranial umgeschlagen (Abb. 11). Die Fixation auf
der viszeralen Seite des Bauchhautlappens erfolgte mit Einzelknopfnéahten (Ethilon®
8/0, Ethicon, D-Norderstedt) durch periadventitielles Bindegewebe und erfolgte so,
daR die Anastomose spannungsfrei am Lappenrand zu liegen kam.
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Abb. 11: GefaRstiel nach Anastomose, nach kranial umgeschlagen unter die Bauchhaut

Zum weiteren Schutz der Anastomose wurde eine kleines Muskelstiickchen aus dem
M. adductor des gedffneten Beines entnommen und um die Anastomose gehllt. Der
gesamte GefalRstiel wurde mit einer Faszie bedeckt, entnommen aus der
kontralateralen Bauchwandseite. Samtliche Operationsschritte, die den Gefal3stiel
betrafen, wurden wie oben schon erwahnt unter einem Mikroskop unter vier— bis

zwolffacher Vergrof3erung vorgenommen.

Bevor der Wundverschlul3 erfolgte, wurden die drei in vitro gezuchteten
Knorpelkonstrukte intramuskular in den M. rectus femoris, subkutan in den kranialen
lateralen Teil des prafabrizierten Lappen und subkutan in die laterale Bauchwand
implantiert.

Zur intramuskularen Implantation wurde der Muskulus rectus femoris des rechten
Beines auf einer Lange von ca 1- 1,5 cm inzidiert und anschlielRend eine ca 1 x 1 cm
grol3e Tasche durch Spreizen der Gewebeschere geschaffen. Nach Implantation des
Knorpelkonstruktes in Faserrichtung des Muskels wurde die Muskeltasche zur
Fixierung und zur besseren Lagebestimmung bei Explantation mit zwei

Einzelknopfndhten mit nicht resorbierbaren Ethilonfaden (Ethilon® 4/0, Ethicon, D-
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Norderstedt) veschlossen. Bei der subkutanen Implantation der Konstrukte in den
lateralen proximalen linken Bereich des prafromierten Lappens und in die laterale
proximale linke Bauchwand wurde &hnlich der intramuskularen Implantation eine
Tasche geschaffen, in die Konstrukte unter Sicht appliziert wurden. Auch hier erfolgt
der VerschluR der Tasche mit nichtresorbierbaren Ethilonfaden (Ethilon® 4/0,
Ethicon, D- Norderstedt).

Im Anschlul erfolgte die subkutane Implantation der Kontrolle in Form eines nicht mit
Chondrozyten besiedelten Leervliel3es an der lateralen distalen linken Bauchwand.
Zum Ende erfolgte der Wundverschluf3: Mit fortlaufender Naht wurden sowohl
subkutanen Schichten mit resorbierbaren Vicrylfaden (Vicryl® 4/0, Ethicon, D-
Norderstedt) als auch die oberen Schichten mit nichtresorbierbaren Ethilonfaden
(Ethilon® 3/0 , Ethicon, D-Norderstedt) verschlossen.

Am Bein erfolgte eine Intrakutannaht mit nichtresorbierbaren Faden (Ethilon® 3/0 ,
Ethicon, D-Norderstedt), um einem AufbeiRen der Naht durch das Tier vorzubeugen
(Abb. 12).

Abb. 12: Wundverschluf3 und Implantationsorte (Markierung)

Nach Wundverschlul3 wurde ein Spriuhverband und eine Schlauchverband mit

Lochern fur Vorder- und Hinterlaufe (Lohmann® tg- grip, 12 cm, Lohmann-
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Therapie- Systeme, D- Andernach) angelegt. Dieser Schlauchverband schitzte in

der Art eines ,Pullovers” die Bauchwunde und warmte das Tier zugleich

5.3.3. Knorpelexplantation und — nachbereitung

Die Kaninchen wurden 6 oder 12 Wochen nach der Knorpelimplantation mit
Pentobarbital (Narkoren® 160mg/kg KGW i.v., Merial, D-Hallbergmoos) euthanasiert.
Fur die Auswertung der neofabrizierten Lappen wurde der Gefal3stiel kaudal der
Lappen freigelegt und die Bauchhautlappen dem urspriinglichen Inzisionsverlauf
nach umschnitten. Es folgte die selektive Mikroangiografie mit Bariumsulfat. Die
Konstrukte wurden nach der selektiven Angiografie vorsichtig explantiert und zur
weiteren Bearbeitung nach fotografischer Dokumentation in O.C.T. Compound
(Tissue Tek®, D- Hallstadt) eingebettet und mit flissigem Stickstoff eingefroren.
AnschlieRend wurden 7 um dicke Schnitte mit einem Kryostat (Kryostat Typ 2800,
Reichert- Jung, D- Nussloch) angefertigt und bis zur histochemischen und
immunhistochemischen Féarbung bei —20 °C aufbewahrt.

5.4. Auswertung

5.4.1. Selektive Mikroangiografie

Nach Ablauf von 6 oder 12 Wochen wurden die Bauchhautlappen unter
Allgemeinnarkose (siehe 5.3.2.1.) an allen Seiten der urspringlichen Inzision
umschnitten. Die Praparation des Gefal3stieles im Leistenbereich erfolgte nach
Durchtrennung der oberen Hautschichten unter Zuhilfenahme einer Lupenbrille (4-
fache Vergrof3erung). Arterie und Vene wurden getrennt dargestellt, die Arterie wurde
kaudal ligiert. Nach horizontalem Anschneiden der Arterie wurde ein Venenkatheter
(0,8 mm Durchmesser, Braun AG, Melsungen) ca. 1 cm in anterograder Richtung in
die Arterie eingefihrt und mit Vicrylfaden (Vicryl® 4/0, Ethicon, D- Norderstedt)
befestigt. Der GefalRstiel wurde mit einer Spullésung (25.000 I.E. Heparin+ 500m|
Ringer- Laktat- L6ésung, Delta- Pharma, D- Pfullingen) fir 30 min gespult. Danach
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erfolgte eine Durchtrennung der Vene kaudal des Lappenrandes und eine Infusion
einer Bariumsulfat- Losung (Micropaque® fllissig, Guerbet, D- Sulzbach/Taunus), die
aus Bariumsulfat und Rheomacrodex® 10% (Rheomacrodex®, Pharmalink,
Schweden- Upplands Vasby) im Verhdaltnis 2: 1 bestand. Durch die Verdinnung
sollte eine bessere Viskositat und somit eine verbesserte Kapillargangigkeit erreicht
werden. Diese Infusion dauerte ca. 90 min, wahrend der letzten 30 min wurde die
Vene mit einem GefalRklemmchen verschlossen, um so den Rickstau in die
LappengefalRe zu erhéhen.

Danach wurden die Tiere mit Pentobarbital (Narkoren ® 160 mg/kg KGW i.v., Merial,
D- Hallbergmoos) euthanasiert. Der Lappen wurde in toto inklusive Katheter gehoben
und auf einer Papierfolie mit Klebeband befestigt. Es erfolgten zwei
Rontgenaufnahmen im posterior- anterior Strahlengang mit 18 und 20 KV bei 30 sec.

Belichtungszeit. Die Aufnahmen wurden entwickelt im automatischen Entwickler.

5.4.2. Histochemie

5.4.2.1. Alcianblaufarbung

Der Nachweis saurer Mucopolysaccharide wurde mit Alcianblaufarbung erbracht.
Nach Fixierung in gepuffertem Formol (Merck, D- Darmstadt) fir 15 Minuten wurden
die Schnitte kurz mit Aqua dest. gespult und mit Alcianblaulésung (Chroma-
Gesellschaft, D-Kdngen) fur 60 Minuten gefarbt. Nach nochmaligem Spulen mit Aqua
dest. erfolgte die Gegenfarbung der Zellkerne mit Kernechtrot- Alumminiumsulfat
(Chroma- Gesellschaft, D- Kdéngen) fur 15 Minuten. Die Schnitte wurden in einer
aufsteigenden Alkoholreihe und in Xylol (Merck, D- Darmstadt) entwassert und in
Eukitt (Kindler, D- Freiburg) eingebettet.

5.4.2.2. Toluidinblaufarbung

Zum Nachweis von Metachromasie durch saure Mucopolysaccharide wurde die
Toluidinblaufarbung verwendet. Die Schnitte wurden in gepuffertem Formol (Merck,

D- Darmstadt) fur 15 Minuten fixiert. Nach Spilung mit Aqua dest. erfolgte die
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Farbung in einer Lésung aus 0,03% Toluidin (Merck, D- Darmstadt) in 30%igem
Athanol fur 60 min. In aufsteigender Alkoholreihe und Xylol (Merck, D-Darmstadt)
wurden die Schnitte entwéassert und anschlielBend mit Eukitt (Kindler, D-Freiburg)
eingebettet.

5.4.2.3. Azanfarbung

Zur Darstellung von synthetisierten Kollagenfasern wurden die Schnitte 15 Minuten in
Carnoyscher Losung bei pH von 2,9 (6 Teile 96% Alkohol in H20, 3 Teile Chloroform,
1 Teil 96 - 99%ige Essigsaure) fixiert. Die Farbung erfolgt mit AZAN- Kombination
(Chroma- Gesellschaft, NL- Kongen) fiur 20 Minuten und anschlie3ender
Differenzierung mit 94%igem Propylalkohol (Merck, D- Darmstadt) fur 10 Sekunden.
Nach Entwésserung in absolutem Alkohol erfolgte die Einbettung in Eukitt (Kindler,
D- Freiburg).

5.4.3. Immunhistochemie

5.4.3.1. Alkalische Phosphatase- Anti- Alkalische Phosphatase (APAAP)

Zum Nachweis von Kollagen Typ Il wurden die Gefrierschnitte 10 Minuten in Aceton
fixiert und anschlieBend in TBS 5 Minuten gespult. Es folgte eine 20 minutige
Inkubation mit Schweineserum/PBS (1:5) (Sigma, D-Minchen) um hydrophobe
Interaktionen zu blockieren. Nach Abklopfen dieser Losung erfolgte eine 60 minltige
Inkubation mit monoklonalem Maus- Anti- Human Kollagen Typ II 1:100 (lI-ll 6B3
Linsenmayer, Hybridoma Bank, USA). AnschlieRend wird mit Maus Ig 1:50 fur 30
Minuten (Dako, DK- Glostrup) und mit APAAP 1:100 fir 30 Minuten (Alkalische
Phosphatase- Anti- Alkalische Phosphatase, Maus, Dako, DK- Glostrup) inkubiert.
Nach dem Waschen in TBS werden die beiden letzten Inkubationen mit jeweils 10
Minuten Inkubationszeit wiederholt. Zum Sichtbarmachen der Antikérperkomplexe

wurde die Neufuchsin Methode (Cordell et al.,1984) angewandt.
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5.4.3.2. Peroxidase- anti- Peroxidase Immunhistochemie

Zum Nachweis von Kolllagen Typ | und Chondroitinsulfat wurde die PAP- Methode
angewandt:

Wie bei der APAAP- Methode wurde das Praparat in Aceton fixiert und unspezifische
Bindungen durch Schweineserum (1:5 in TBS) blockiert. Nach Abklopfen erfolgte die
Inkubation mit Kaninchent- anti- Human- Collagen 1. 100 (Cell Systems, D- St.
Katharinen) fir 60 Minuten und nach Waschen mit TBS die Inkubation mit Schwein-
anti- Kaninchen Peroxidase konjugiert 1:100 (Dako, DK- Glostrup) fur 30 Minuten.
Nach nochmaligem Waschen mit TBS wurde mit der AEC- Methode fir 20 min
gefarbt: Es wurden 20 mg 3- Amino- 9-Ethyl- Carbazole (Sigma, D- Deisenhofen) in 5
ml Dimethylsulfoxid (Merck, D- Darmstadt) geldést und dann 95 ml 0,05 M
Natriumacetat (Merck, D- Darmstadt) zugegeben.

Die Gegenfarbung zur Darstellung der Morphologie erfolgte mit saurer
Hamalaunlosung fur 5 min (Reagenz nach P. Mayer/Romeis 8 648, Apotheke
Klinikum Gro3hadern).

Die Schnitte wurden mit Leitungswasser abgewaschen und mit Kaisers
Glyceringelatine (Merck, D- Darmstadt) eingedeckt.

5.5.3. Vitalitatstest auf Fluoreszenzbasis

Chondrozyten kdnnen in Monolayerkultur oder in dreidimensionaler Anordnung nach
Anfarbung mit den Fluoreszenzfarbstoffen Ethidiumhomodimer und Calcein AM
fluoreszenzmikroskopisch auf ihre Vitalitat untersucht werden.

Beim Lebend- Tod- Test (Molecular Probes, NL- Leiden) wurde der nativ beimpfte
Zelltrager dreimal mit PBS gewaschen und 40 Minuten im Dunkeln mit 2 uM Calcein
AM und 4 um Ethidiumhomodimerlésung inkubiert. AnschlieBend wird wieder mit
PBS gewaschen und unter dem Fluoreszenzmikroskop ausgewertet: Lebende Zellen
haben das nicht fluoreszierende zellpermeable Calcein AM mittels intrazelluléarer
Esteraseaktivitat in das fluoreszierende Calcein umgewandelt und erscheinen in
einen intesiven Grun bei 450 nm. Tote Zellen erscheinen durch das
Ethidiumhomodimer, das deren beschadigte Zellmembranen passiert und an die

Nukleinsauren bindet, bei 590 nm in einem breiten Rot.
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6. Ergebnisse

6.1. Komplikationen und Ausfallquote

Im Rahmen des Projektes wurden zwo6lf Kanichen operiert. Zwei Kaninchen starben
in dem Zeitraum nach Knorpelentnahme aus dem Ohr und Implantation an einem
viralen Infekt. Ein weiteres Kanichen starb postoperativ durch Nachblutung nach dem
Anlegen des prafabrizierten Lappens und Implantation der geziuchteten
Knorpelkonstrukte. Von den lberlebenden Kaninchen wurden fiinf Kaninchen nach
sechs Wochen und vier Kaninchen nach zwolf Wochen geopfert.

Bei einem weiteren Kaninchen konnte die angiografische Darstellung der Geféalie
trotz vitalem Lappen nicht erfolgen, da bei diesem Tier der Gefalistiel thrombosierte.
Diese Thrombosierung war auf eine lokale Infektreaktion mit Serombildung
zurlckzufihren.

Der postoperative Verlauf war bei den oben genannten Kaninchen ohne Probleme.
Von zwei Kaninchen wurde die Beinnaht aufgrund von leichter Erreichbarkeit

aufgebissen und musste revidiert werden.

6.2. In vitro Ergebnisse

6.2.1. Chondrozytengewinnung und - vitalitat

Nach der Entnahme aus dem Ohr wurden die ca 1 cm? grof3en Knorpelstlickchen
sorgfaltig von Bindegewebe und Blutresten befreit. Die Knorpelstiicke wurden mit
einem Skalpell zerkleinert. Es folgte der Enzymverdau (EV) mit Isolierung der
Chondrozyten und anschlieBend die lichtmikroskopische Zahlung und
Vitalitatsbestimmung der Chondrozyten mit Hilfe einer Neubauer- Zahlkammer und
Trypanblau- Anfarbung (Aigner et al., 1998). Avitale oder geschadigte Zellen zeigten

sich blau, wohingegen vitale Zellen weil3 erschienen (Abb. 13).
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Abb. 13: Trypanblaufarbung der isolierten Chondrozyten in der Zahlkammer

Im Mittelwert konnten so etwa 0,161 x 10° vitale Knorpelzellen pro Gramm
Knorpelgewebe nach Enzymverdau (EV) isoliert werden.

5.2.2. Monolayerkulturen

Die aus der Isolation gewonnenen Chondrozyten wurden in die Monolayerkulturen
Uberfuhrt und im Mittel Uber 3,6 Passagen vermehrt. Nach 3 Passagen war die
Zellzahl im Mittelwert bei 25,32 x 10° Zellen (Abb.14 und Tabelle 1).
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Chondrozytenwachstum in Monolayerkulturen

80 ——K-75ZZ.n.b.
70 —a—K-93 ZZ.n.h.
©
< 60 K-137
2 50 /. K-141
S 40 | ——K-201
< —o—K-202 +
< 30 ¥ t *
S 7 /L / ——K-92* +
Q ——K-130* +
N +
2 / / K-192*
—_— /
0 —— T ‘ w w K-217*
EV P1 P2 P3 P4 P5 K-246*
Passage K-248*

Abb. 14: Zellvermehrung in Monolayerkultur: Kaninchen nach 12 Wochen geopfert mit * ,

Kaninchen im Versuchsverlauf verstorben mit + versehen

Kaninchen

Nr./ Passagen |EV P1 P2 P3 P4 P5
K-752ZZ.n.b.

K-93 ZZ.n.b.

K- 137 0,22 0,6 3,2 6,5 16,4 28
K- 141 0,41 0,8 3,6 7,4 18 38
K- 201 0,24 1,46 8,1 29

K- 202 + 0,29 2,4 12,5 26

K- 92*% + 0,36 0,9 2,9 51 15,7 30
K-130* + 0,012 0,05 0,2 1,3 8 27
K- 192* 0,023 1,14 5 29

K- 217* 0,019 1,14 4,5 27

K- 246* 0,015 3,2 26,6 54

K- 248* 0,02 3,6 28,8 67

Mittelwert 0,1609 1,529 9,54 25,23

Tab 1.. Zellzahl der isolierten Chondrozyten x 10° nach Enzymverdau (EV) sowie

Amplifikation der isolierten Chondrozyten uber 3- 5 Passagen mit Mittelwerten
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Bei Kaninchen Nr. 75 und Nr. 93 wurden sowohl bei Chondrozytenisolierung und bei
Vermehrung der Chondrozyten in der Monolayerkultur keine Zellzahlen eruiert. Die
Zellen dieser Kaninchen wurden bis zur 3. Passage vermehrt und dann auf das

Tragergerust umgesiedelt.

Nach relativ kurzer Zeit, spatestens zum Zeitpunkt der 3. Passage zeigten die Zellen
das typische Muster der Dedifferenzierung, d.h. sie hatten nicht mehr den runden,
knorpelspezifischen Phanotyp, sondern eher einen sternférmigen
fibroblastenahnlichen Phanotyp (Abb. 15).

Abb. 15: Wahrend P1 finf Tage nach Zellisolation

6.2.3. Besiedelung der Zelltrager und Kultivation

Diese Zellen aus den Monolayerkulturen wurden konsequent auf 1 cm? grof3e Proben
von dem nicht- gewobenen veresterten Hyaluronsaurederivat in einer Konzentration
von 20 x 10° Zellen/pro Kubikzentimeter des Tragergeriistes aufgebracht.

Immunhistochemische Untersuchungen zeigten die Reexpression von knorpel-
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spezifischem Kollagen Typ Il in den Zellen, die auf das Biomaterial aufgebracht
wurden.

Die Adhasion der Zellen an das Biomaterial war gut. Die Zellen verteilten sich
weitgehend einheitlich in der dreidimesionalen Kultur. Eine gute Vitalitat der Zellen

zum Zeitpunkt der Implantation zeigten Ergebnisse im Lebend- Tot- Test (Abb 18.) .

Abb. 16: Live- Dead —Test: Konstrukt vor Implantation in Kaninchen: Lebende Zellen griin,
(,tote") Fasern des Tragermaterials rot (Pfeil)

4 Konstrukte von 1 cm? wurden geziichtet und 3 Konstrukte nach ca 2-3 Wochen-
vitro Kultur implantiert. Das verbleibende Konstrukt wurde in eine stationare

Langzeitkultur eingebracht.

6.2.4. Zell- Biomaterial- Konstrukt in stationarer Kultur

Makroskopisch zeigten sich sowohl nach 6 als auch nach 12 Wochen in stationéarer
Kultur die Konstrukte sehr gut in der Form erhalten. Sie hatten einen knorpelartigen
Aspekt und zeigten sich stabil (Abb. 17).
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In den histochemischen Schnitten zeigten sich neben dem Nachweis von Kollagen
Typ Il in weiten Teilen der Areale auch der Nachweis von Proteoglykanen (Abb. 18).

Es fanden sich Faserreste des veresterten Hyaluronséaurederivates in allen

Praparaten.

Abb. 18: Immunhistochemischer Schitt: Zellbiomaterialkonstrukt nach 12 Wochen in
stationarer Kultur (APAAP- Farbung), rot: Kollagen Typ I
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6.3. In vivo Ergebnisse

6.3.1. Ergebnisse nach 6 und 12 Wochen Implantationszeit

6.3.1.1. Makroskopischer Aspekt allgemein

Aus makroskopischer Sicht waren die Konstrukte sowohl nach 6 als auch nach 12
Wochen Implantationszeit weitgehend gut erhalten in der Form, wobei die in den
praformierten Bauchhautlappen und intramuskuldr implantierten Konstrukte
tendentiell starker geschrumpft oder deformiert waren als die subkutan implantierten
Konstrukte (Abb. 19)

Die Konstrukte waren vom Aspekt her knorpelartig. Sie waren mechanisch stabil mit
einer starken Konsistenz, welcher Knorpel dhnelte. Bei zwei Tieren nach 12 woéchiger
Implantationszeit zeigte sich eine eher kndcherne Konsistenz aller Konstrukte.

In der Gruppe mit 6 wéchiger Implantationszeit gab es keine gréf3eren Anzeichen von

Resorptionsprozessen oder von nekrotischen Arealen in den Implantaten. Bei einem

Tier waren nach 12- wochiger Implantationszeit keine Konstrukte mehr auffindbar.

d

cm|
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Abb. 19: Unterschiedliche Implantate nach Explantation. Von links nach rechts: Kontrollvlies

(Ko), Subkutanes Konstrukt (Sk), Lappenkonstrukt (La), intramuskuléares Konstrukt (Im)
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6.3.1.2. Intraindividuelle Kontrolle

Der Zelltrager bestehend aus einem benzylveresterten Hyaluronséurederivat wurde
als Negativkontrolle ohne Chondrozyten subkutan implantiert. Sowohl nach 6-
wochiger als auch nach 12- wéchiger Implantationszeit war ein Einwandern
verschiedener Zelltypen in das Biomaterial erkennbar. Es gab keine Hinweise auf
eine Knorpelneogenese oder entziindliche Prozesse. Zwischen den eingewanderten
Zellen waren noch vereinzelt Restfasern des Tragermaterials zu finden (Abb. 20).

| f"Ii

) el

Abb. 20: Kontrollvlies mit eingewanderten Zellen und Restfasern (dunkelblau) nach 6-

wochiger Implantationszeit (Toluidinblaufarbung), Vergrof3erung x 200

6.3.1.3. Subkutane Implantation

Die subkutane Implantation der Konstrukte bedeutete ein gut vaskularisiertes
Empfangerbett mit geringem mechanischem Stress.
Die subkutan implantierten Konstrukte imponierten ohne Hinweise auf

Resorptionsvorgange. Sie waren mechanisch stabil, von fester Konsistenz, die
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Knorpel &hnelte. Die Konstrukte waren gut erhalten in der Form und von einer
bindegewebigen Kapsel und GefalRen umgeben, die die Konstrukte jedoch nicht
invadierten (Abb. 21).

In der Immunhistochemie zeigte sich eine deutliche Neosynthese von
knorpelspezifischen Kollagen Typ Il in weiten Teilen der Implantate. Der Knorpel war

nicht homogen, sondern durchzogen von Restfasern des veresterten

Hyaluronsaurederivates und fibrotischen Gewebes (Abb. 22).

Abb. 21: Subkutan implantiertes Konstrukt
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Abb. 22: Immunhistochemischer Schnitt: Subkutan implantiertes Konstrukt (APAAP-
Farbung), rot: Kollagen Typ Il (Pfeil), weil3lich: Restfasern des Biomaterials

6.3.1.4. Intramuskularer Implantation

Die intramuskulére Implantation der gezlichteten Knorpelkonstrukte bedeutete ein
sehr gut durchblutetes Empfangerbett mit zusatzlichem mechanischem Stress.

Im makroskopischen Bild war das Knorpelgewebe komplett in das umgebende
Muskelgewebe eingewachsen (Abb. 23). Es fehlten jegliche Zeichen von
Entzindung oder Resorptionsprozessen. Mit einer festen Konsistenz &hnlich den
subkutan implantierten Konstrukten zeigten die Konstrukte aber eine massige

Tendenz zur Schrumpfung und Deformierung.
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In der Alcian- Farbung zeigte sich in weiten Abschnitten der Implantate die Synthese
von Knorpelmatrix sowohl nach 6 als auch nach 12 Wochen Implantationszeit
(Abb.24).

& = -
YAagonn

Abb. 24: Histochemischer Schitt: Intramuskuléar implantiertes Konstrukt (Alcianblauféarbung),

blau: Proteoglykane (VergroRerung x 400)
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6.3.1.5. Implantation in einem freien prafabrizierten Bauchhautlappen

Im ersten Schritt erfolgte die Anlage eines Gefal3stieles (,Loops”) unter einen
Bauchhautlappen. Innerhalb der nachsten 20 Tage kam es Uber einen
GefalRanschlul? Gber den Gefalistiel an das Gefal3netz des Lappens mit einer daraus
resultierenden axialen Versorgung wodurch u.a. eine Transplantation als
mikrovaskularer freier Lappen moglich wird.

In den ersten Wochen muf3ten die implantierten Konstrukte eine isch&mische
Situation ertragen. Die Implantate ahnelten in der Konsistenz den subkutan und
intramuskular implantierten Konstrukten. Sie erschienen ebenfalls stabil, zeigten aber
in Bezug auf die Form wie die intramuskular implantierten Konstrukte eine
tendentielle Schrumpfung oder leichte Deformierung. Es lagen auch hier keine
Anzeichen von Entzindung oder Resorptionsprozessen vor. Wie bei den subkutan
implantierten Konstrukten waren die subkutan in den prafabrizierten Lappen
implantierten Konstrukte umgeben von einer bindegewebigen Kapsel (Abb. 25).

Die histologische Toluidinblaufarbung zeigte in breiten Abschnitten der Konstrukte

die Synthese von Knorpelmatrix (Abb. 26).

Abb. 25: Makrokoskopisch prafabrizierter Lappen mit Knorpelkonstrukt (Weil3er Kasten),

Aufsicht von unten



Abb. 26: Histochemischer Schnitt von in préfabrzierten Lappen implantiertes Konstrukt
(Toluidinblaufarbung), blau: Nachweis von sauren Mucopolysacchariden (VergréRerung X
400)

6.3.1.6. Mikroangiografische Untersuchung

Bei der Anlage des neofabrizierten Bauchhautlappen zeigte sich in der Angiographie
ein guter Anschluf3 durch Neovaskularisation vom neugeschaffenen Gefaf3stiel zum
natirlichen GefaRsystem der Bauchhaut (Abb. 27). Bei einem Tier in der 6- Wochen
Gruppe war die angiografische Darstellung trotz vitalem Lappen nicht moglich
aufgrund von einer Thrombosierung des Gefal3stiels. Diese Thrombosierung war

zuruckzufihren auf eine lokale Infektreaktion mit Serombildung.
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Abb. 27: Angiografische Darstellung des Bauchhautlappens mit Knorpel (weiRer Kasten)

und implantiertem Gefaf3stiel (Pfeil).

Wie in der 6- Wochen Gruppe zeigte sich auch in der 12- Wochen Gruppe nach der
Anlage des prafabrizierten Bauchhautlappen nach der Implantationszeit eine gute
Anbindung des Gefalistiels an das natirliche GefaRsystem der Bauchhaut. Bei
einem Tier aus der 12- Wochen Gruppe konnte der Geféal3sstiel aufgrund von
Komplikationen nicht kandliert werden. Eine makroskopische Untersuchung ergab

aber einen durchgangigen und reizlosen Gefalistiel.
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6.4. Zusammenfassung Ergebnisse

Aus makroskopischer Sicht waren die Konstrukte gut erhalten in der Form, wobei
sowohl in der 6- Wochen Gruppe als auch in der 12- Wochen Gruppe die in den
prafabrizierten Bauchhautlappen und intramuskular implantierten Konstrukte
tendentiell starker geschrumpft oder deformiert waren als die subkutan implantierten
Konstrukte. Die Zell- Biomaterial- Konstrukte aus der stationdren Langzeitkultur
waren sehr gut erhalten in ihrer Form.

Die Konstrukte waren sowohl in der 6- Wochen Gruppe als auch in der 12- Wochen
Gruppe vom Aspekt her knorpelartig.

Sie waren mechanisch stabil. Die Konsistenz der Konstrukte aus der 6- Wochen
Gruppe &hnelte der Konsistenz von Knorpel. In der 12- Wochen Gruppe war die
Konsistenz bei zwei Kaninchen zum Teil eher kndchern.

Bei einem Tier in der 12- Wochen Gruppe konnten nach der Implantationszeit keine
Konstrukte mehr entdeckt werden.

Bei den anderen Konstrukten gab es keine makroskopischen und mikroskopischen

Anzeichen von Resorptionsprozessen oder nekrotischen Arealen in den Implantaten.

Die histochemische Toluidinblaufarbung offenbarte die Synthese von Knorpelmatrix
in breiten Teilen der Implantate. Die spezifische Analyse von Kollagen Typ I
bestétigte den andauernden Prozess der Entwicklung von knorpelartigem Gewebe.
Es zeigte sich auch eine geringe Expression von Kollagen Typ | in den
Randbereichen. Das knorpelartige Gewebe war aber nicht vollstandig homogen,
sondern war durchwandert von fibrotischen Gewebe und Uberbleibenden Fasern des
veresterten Hyluronsaurederivates, vor allem in der Mitte der Implantate.

Die an unterschiedlichen Orten implantierten Konstrukte zeigten letztlich histologisch
keinen grof3en Unterschied in Bezug auf die Quantitat der Knorpelmatrixneubildung
sowie im Vergleich mit den Zellbiomaterialkonstrukten aus der stationaren Kultur.

Die fur 12 Wochen implantierten Konstrukte zeigten im Vergleich zu den 6 Wochen
implantierten Konstrukten histologisch eine geringradig vermehrte
Knorpelneubildung. Jedoch waren bei zwei der Kaninchen aus der 12- Wochen

Gruppe mehrere Bereiche von Verkndcherungen sichtbar (Abb. 28).
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Abb. 28: Ossifikation (Pfeile) nach 12 Wochen Implantationszeit

Es gab keine histologischen Anzeichen von Entzindung, wesentlicher

GefalReinsprossung in die Implantate oder nekrotische Areale.

Der Zelltrager, der ohne Zellen zusatzlich als Negativkontrolle subkutan implantiert
wurde, zeigte schon nach 6 Wochen histologisch ein Einwandern von verschiedenen
Zelltypen wie z.B. Fibroblasten. Es gab keinen Hinweis auf eine Knorpelneosynthese
oder spezifische entztindliche Prozesse.

Bei der Anlage des neofabrizierten Bauchhautlappen zeigte sich sowohl in der 6-
Wochen Gruppe als auch in der 12- Wochen Gruppe in der Angiographie ein guter
GefalRanschlul® vom Gefal3stiel zum natirlichen Gefal3system der Bauchhaut.

Bei einem Tier in der 6- Wochen Gruppe war die angiografische Darstellung trotz
vitalem Lappen nicht moglich aufgrund von einer Thrombosierung des Gefal3stiels.
Diese Thrombosierung war zurtckzufuhren auf eine lokale Infektreaktion mit
Serombildung.

Bei einem Tier der 12- Wochen Gruppe erfolgte keine Angiographie aufgrund von
Komplikationen bei der Katheterisierung des Gefal3stiels. Eine Durchgangigkeit des

Gefalistiels konnte aber makroskopisch festgestellt werden.
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7. Diskussion

7.1. Amplifikation und Differenzierungsverhalten der

Chondrozyten

Mit Hinblick auf die spatere klinische Situation mussen isolierte Chondrozyten von
einer kleinen Biopsie initial in Monolayerkulturen vermehrt werden, um einen
genugend grolRe Zellzahl fur die Besiedelung der Biomaterialien zu erhalten (Aigner
et al.,, 1998; Sittinger et al., 1994). Dieser wichtige Schritt auf dem Weg zur
Herstellung von vitalen Knorpelimplantaten durch das Tissue Engineering bedingt
aber eine Dedifferenzierung der Zellen (Benya et al.,, 1978, von der Mark et al.,
1977).

Die Chondrozyten dieser Untersuchung zeigten eine gute Vermehrungsfahigkeit. Bei
durchschnittlich 3,6 Passagen bis zur Besiedelung des Zelltrdgers zeigte sich schon
nach der ersten Woche in der Monolayerkultur eine grol3er Teil der Zellen
dedifferenziert. Die Zellen veranderten ihr Erscheinungsbild. Sie wandelten sich von
runden zu mehr sternférmigen fibroblasten- &hnlichen Zellen und produzierten anstatt
des knorpelspezifischen Kollagen Typ Il das bindgewebstypische Kollagen Typ I.
Wenn die amplifizierten Zellen auf verschiedene dreidimensionalen Trager gesiedelt
werden, kommt es zu einer Redifferenzierung der Zellen. Verschiedene
Zellkulturmodelle und Tragermodelle (Guo et al., 1998) welche den
Redifferenzierungsprozess auslosen und verstarken, wurden in der Literatur
beschrieben (Aigner et. al., 1998, Homminga et al., 1993, Rotter et al., 1998, van
Osch et al, 2000). In der \vorliegenden Studie konnte dieser
Redifferenzierungsprozess ausgelést werden durch die Besiedelung eines
dreidimensionalen Netzes aus einem veresterten Hyaluronsaurederivat. Die Zellen
waren nach dem Redifferenzierungsprozess vor Implantation in der Lage,
ausreichend Matrixbestandteile zu synthetisieren.

Es zeigte sich in der vorliegenden Studie wie auch in anderen Studien (Rotter 1997)
tber die in vitro Herstelllung von Knorpelgewebe keine absolute Notwendigkeit fur
einen Einsatz von Wachstumsfaktoren wie z. B. BMP (Suzuki 1992). Jedoch gibt es

auch Hinweise auf eine positiven Effekt von Wachstumsfaktoren wie z.B. von IGF-1
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auf eine schnellere Vermehrung von humanen Chondrozyten in kirzerer Zeit als
ohne Wachstumfaktoren (Angele et al., 1998). Damit wirden auch als
Ausgangspunkt weniger autologe Chondrozyten zur Kultivation notwendig sein und
man hétte eine geringeren Hebedefekt. Eine weitere tierexperimentelle Studie zeigte
keine statistisch signifikanten histologischen und biomechanischen Unterschiede von
autologen Knorpelimplantaten mit und ohne Zusatz von IGF-1 und TGF-3 in der
Zichtung nach einer Implantationszeit von 8 Wochen (Kaplan et al., 2003). Jedoch
betrug die Zeit der Zichtungsphase hier nur 96 Stunden.

7.2. Bewertung Biomaterial und Modell

Bei allen Implantationen gab es weder Anzeichen von entzundlichen Reaktionen
gegen das Biomaterial allein noch gegen die Zell- Biomaterial- Konstrukte. Viele
Studien Uber unterschiedliche Biomaterialien sind nur in vitro gemacht worden.
(Meinhart et al.1999; Shea et al. 2000). Die meiste Information ist Uber in vivo
Studien in immunsupprimierten Tiermodellen (Arevalo-Silva et al., 2000, Cao et al.,
1997, Cima et al., 1991, Freed et al., 1993, Grande et al., 1997, Isogai et al., 1999,
Mooney et al., 1996, Puelacher et al., 1994, Vacanti et al., 1991) erhéltlich. In den
beschriebenen Studien wurden nicht amplifizierte Chondrozyten vom Rind, Schwein
oder Chondrozyten menschlichen Ursprungs auf Tragermaterialien besiedelt und die
Knorpelneubildung wurde im Nacktmausmodell studiert. Jedoch fehlt in diesem
Ansatz mogliche entzindliche Reaktionen oder andere Gewebeinteraktionen zu
studieren. Weniger Studien wurden im autologen Modell durchgefuhrt (Britt und Park
1998, Cao et al.,, 1998, Park und Ward 1995, Xia et al., 2003) als gezichtete
Knorpelkonstrukte entweder in Kaninchen oder Schweine implantiert wurden.
Konstrukte, die mit einem Trager aus Polyglykolsaure oder Kalziumalginat implantiert
wurden zeigten eine ausgepragte entzindliche und Fremdkorperreaktion. Sie
bestanden im wesentlichen aus fibrotischen Gewebe mit nur undefinierbaren
Knorpelkndtchen im immunkompetenten Schweinemodell (Britt und Park 1998, Cao
et al., 1998). Das bedeutet fiir solch ein Material eine klar eingeschrankte mdgliche
klinische Anwendung. In einer weiteren Studie zeigte sich im Schweinemodell ein

Tragergerist aus Chitosan- Gelatin- Komplex als weitgehend brauchbar zur
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Zichtung von autologem Knorpel, jedoch wurden auch hier die Implantate nur
subkutan implantiert (Xia et al., 2003).

In unserer Studie waren bei einem Tier aus der Dreimonatsgruppe die Implantate
nicht mehr auffindbar. Die Frage ist, ob die Aufldosung der Implantate durch eine
immunologische Reaktion geschah, oder durch Zellnekrose oder andere Griinde wie
z.B. mechanischer Stress. Es handelte sich nicht um die Hydrolyse zellfreier
Konstrukte, weil die Lebensfahigkeit der Zellen jedes Implantates Uberprift wurde
durch ein besiedeltes Kontrollkonstrukt, das nicht implantiert wurde und in Kultur
gehalten wurde. Diese in vitro Probe zeigte eine Knorpelneubildung, die der anderen
in vitro Proben entsprach und so missen diese Zellen zum Zeitpunkt der
Implantation lebensfahig gewesen sein. Restfasern des Biomaterials wurden sowohl
nach 3 Wochen der in vitro Kultivierung als auch nach 12 Wochen nach der in vivo
Implantation beobachtet. Andere Untersucher (Campoccia 1998) zeigten eine
Auflosung des Biomaterials in einer Salzldsung nach 10 Tagen. Dieses Ergebniss
und andere Studien von anderen bioresorbierbaren Materialien wie z.B. Hydroxyl-
Apatit (Hutmacher 2000) fihren zur Annahme, das eine Umhillung des Biomaterials

mit Zellen einen hydrolytischen Abbau des Biomaterials verlangsamt.

7.3. Bewertung der Neofabrikation eines Lappen

Der Transplantation eines Gewebelappens gerade im Bereich der rekonstruktiven
Chirurgie kommt eine immer grol3ere Bedeutung zu. Trotz neuer mikrochirurgischen
Techniken bleibt die klinische Anwendung aber limitiert v.a. durch die anatomisch
bedingte oft nur begrenzt verfiigbare Spenderregion (Zhou et al., 1994). Unter einem
Prafabrikation eines Lappen versteht man eine Implantation eines ortsfremden
autogenen GefalRtragers in  ein ausgewéhltes Gebiet mit anschlieRender
neugeschaffener und unabhangiger Blutversorgung und dadurch zuletzt mdglicher
Transplantation des Lappens. Die unterschiedlichen Arten der Prafabrikation sind die
Expansion, die Kombination verschiedener Gewebe sowie die Implantations eines
autologen Gefalistiels (Geishauser und Schwarz 1995, Germann et al., 1998, Khouri
et al., 1992). Es gibt unterschiedliche Gewebebestandteile wie z.B. das Omentum
majus (Erol und Spira 1981), die als Gefal3trager dienen kénnen. Die Vorteile eines

prafabrizierten Lappens sind die Mdglichkeit einer besseren Anpassung des zu
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transplantierenden Lappens an die Gewebebeschaffenheit des Defektes durch
Auswahl von Gewebetyp sowie u.a. Transplantatdicke. Auch die Schaffung
kombinierter Transplantate mit verschiedener Gewebetypen ist auf diese Art und
Weise mdglich. Durch das Einbringen vorgefertigter kinstlicher oder heterologer
Substanzen ist es mdglich, die Rekonstruktion von Nase oder Ohr zu erleichtern
(Kléppel 1994). In vorangehenden Studien wurde das verwendete Operationsmodell
mit der Schaffung eines préafabrizierten Bauchhautlappens unterschiedlicher Art am
Kaninchen etabliert. Es wurde der Vergleich Ligatur/ Anastomose, Implantation eines
Gewebeexpanders im Vergleich mit Silikonsheeting und der Vergleich implantierte
Arterie/ Vene bewertet (Hoang 1997, Schweinbeck 1999, Werner 2000). Die Anlage
des Gefal3stiels in dieser Studie erfolgte mit einer implantierten Arterie aufgrund einer
leichteren operativen Handhabung sowie einer geringeren Thomboserate im
Vergleich zu einer implantierten Vene (Werner 2000). Die Vorraussetzung fur die
Versorgung des zu transplantierenden Lappen ist eine Verbindung zwischen
implantierten Gefal3stiels und GefalRbett des Lappens. Dieser Anschlul3 des
Gefalistiels an das Gefal3bett konnte in mehren Studien nachgewiesen werden, die
Art und Weise, beeinflussende Faktoren sowie Ausmald und Dauer dieser
.Neovaskularisation* sind bisher jedoch ungeklart. Die Variante mit einer
arteriovendésen Anastomose birgt jedoch gerade aufgrund der Grol3e der
anastomosierenden GefalRe (GefalRdurchmesser ca 1 mm) die Gefahr technischer
Komplikationen wie z.B. die Thrombosierung des Gefal3sstiels. Bei vorangehender
Erlernung des Modells sowie mikrochirugischer Techniken zeigte sich die
Durchfiihrung als jedoch gut realisierbar.

Zusammenfassend bleiben bei der Prafabrikation eines Lappens durch ein einzelnes
Gefald noch vielen Fragen offen und weitere klinische Studien sind notwendig zur

fortfihrenden Evaluation.

7.4. Bewertung Knorpelkonstruktentwicklung

7.4.1. Bewertung Knorpelkonstruktentwicklung subkutan

Die subkutane Implantation sah eine sehr gut vaskularisierte Umgebung mit einen

sehr niedrigen mechanischen Belastung fur die Konstrukte vor.
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Die subkutan implantierten Konstrukte zeigten sich gut erhalten in der Form und
waren vom makroskopischen Aspekt her knorpelartig.

Uber subkutan implantierte Konstrukte ist bis jetzt die meiste Information durch
Studien vorhanden, sowohl im autologen als auch im allogenen Tiermodell (Arevalo-
Silva et. al, 2000, Britt und Park 1998; Cao et al., 1998, Cao et al., 1997, Grande et
al., 1997, Isogai et al., 1999, Mooney et al.,1996). In vielen dieser Studien zeigte sich
eine Knorpelentwicklung mit weitgehender Erhaltung der Form der subkutan
implantierten Konstrukte, so dass die Ergebnisse dieser Studie sich in Bezug auf die
subkutane Implantation weitgehend mit Resultaten aus anderen Studien decken und

keine Uberraschung darstellen.

7.4.2. Bewertung Knorpelkonstruktentwicklung intramuskular

Die intramuskulare Implantation sah ein sehr gut vaskularisierte Umgebung und
einen zusatzliche mechanische und dynamische Belastung vor.

Die intramuskular implantierten Konstrukte waren auch nach 12- wochiger
Implantationszeit gut erhalten in der Form und wiederstanden damit der
mechanischen Stressituation im Muskel. Sie zeigten lediglich ebenso wie die in den
praformierten Lappen implantierten Konstrukte eine leichte Tendenz zur
Schrumpfung und Deformierung.

In verschieden bisherigen in vitro Versuchen fuhrte eine mechanische Belastung von
Chondrozyten zu einer erhthten Proteoglykansynthese (Parkinnen et al., 1992;
Quinn et al., 1998). Eine weitere Studie zeigte eine signifikante Zunahme der Dicke
gezuchteter Knorpelkonstrukte sowie eine Zunahme der extrazellularen Matrix nach
intermittierender mechanischer Kompression im Vergleich zu den unstimulierten
Kontrollen (Waldman et al., 2003).

Die Annahme, die Implantate wirden unter dem zusatzlichen dynamischen Stress
eine ausgepragtere Knorpelneosynthese als ohne mechanische Belastung
enwickeln, bestatigte sich nicht in der vorliegenden Studie. Histologisch zeigte sich in
breiten Teilen der Implantate eine Knorpelneosynthese. Diese war jedoch nicht
starker ausgepragt als bei den subkutan implantierten Konstrukten oder den
Konstrukten die in den préafabrizierten Lappen implantierten wurden. So bleibt die

Frage, ob der M. rectus femoris als Implantationsort richtig gewahlt war und



50

Uberhaupt einen ausreichenden mechanischen Stre3 auf die Konstrukte erzeugt
hatte oder ob die Ergebnisse aus den bisherigen in vitro Studien sich nicht auf in vivo

Versuche Ubertragen lassen.

7.4.3. Bewertung Knorpelkonstruktentwicklung im prafabrizierten

Lappen

Die Konstrukte, die in den préafabrizierten Lappen implantiert wurden, zeigten eine
geringradige Deformation oder Schrumpfung. Die Angiographie zeigte eine
Angiogenese mit Anbindung des implantierten Gefalistieles an das urspringliche
Gefal3systems des Bauchhautlappens (Kloppel et al.,, 1997). Die Integration des
tissue- engineerten Knorpelkonstruktes zeigte eine kleine Wolke von Gefal3en, die
das Konstrukt umgab, ohne jegliches Einwachsen von Gefal3en in das Konstrukt
selbst. Sehr Uberraschend gab es jedoch keine Anzeichen von Zellnekrose oder
Verlust des Biomaterial- Zell- Konstruktes bezogen auf diese anfangliche schlechte
Versorgungsphase des Konstruktes. Es scheint, das die Diffusion von Nahrstoffen
aus dem umgebenden Gewebe ausreicht um das Konstrukt in der frihen
ischamischen Phase zu versorgen, da es nur geringgradigen Deformationen und
Schrumpfungen der Konstrukte gab.

Dies bekraftigt , das es mdglich ist eine zweiten Gewebekomponente wie z.B. tissue-
engineerten Knorpel in einen neofabrizierten mikrovaskularen Lappen zu integrieren
(Pribaz et al., 2001). So gibt es die Mdglichkeit individuelle freie Lappen zu schaffen
fur besondere Defekte unabhangig von anatomischen Gegebenheiten mit einem
minimalen Hebedefekt. DarlUberhinaus erweitert das das Feld eines moglichen
Gebrauchs von tissue engineertem Knorpel in der rekonstruktiven Chirurgie.

In einer anderen Studie (Britt und Park 1998) wurde tissue- engineerter Knorpel an
eine intraindividuellen, unterschiedliche Stelle transplantiert. Es zeigte sich das der
Knorpel nekrotisch wurde aufgrund einer fehlenden integrierten Blutversorgung. Bei
dem freien Lappen mit der Blutversorgung in Form von einer GefalRwolke und der
Anastomose hat man die Méglichkeit diese zusammen mit dem tissue- engineerten
Konstrukt zu verpflanzen und reduziert damit die Mdglichkeit einer Zellnekrose.
Dieser kombinierte Ansatz scheint sehr vielverprechend fur die Zukunft. In weiteren
Studien sollten aber vorerst ebenfalls die vorangehenden Schritte wie die
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Amplifizierungsmethode sowie u.a. die Selektion des Tragermatierials fur einen

klinischen Gebrauch evaluiert und optimiert werden.

7.4.4. Zusammenfassung Bewertung der Knorpelkonstrukte

bezlglich der unterschiedlichen Implantationsorte

An allen drei Implantatationsorten war die Entwicklung von Knorpel offensichtlich: Im
subkutanen Gewebe, intramuskuléar und im neofabrizierten Bauchhautlappen. Es gab
keinerlei Anzeichen von Knorpelentwicklung in den Kontrollimplantaten (Biomaterial
ohne Zellen). Die histologischen Untersuchungen zeigten eine Neosynthese von
Knorpelgewebe in breiten Teilen der Implantate. Jedoch wurden auch Abschnitte
ohne Knorpelneosynthese gesehen. Hierbei ist nicht klar, ob diese Zellen in diesen
Abschnitten ruhende Zellen sind, die knorpelspezifisches Kollagen und
Proteoglykane zu einem gewissen Zeitpunkt produzieren. Diese Zellen kénnten sich
auch dedifferenziert haben und kénnten die vorhergenannte Eigenschaft verloren
haben. Auch das Phanomen der Zellnekrose und des konsekutiven Ersatzes der
Zellen durch andere Zellen koénnte eine Erklarung fir diese Gebiete darstellen.
Bezogen auf die unterschiedliche Implantationsorte zeigte sich letztlich histologisch
kein gravierender Unterschied in der Quantitat der Knorpelneuentwicklung in den
einzelnen Implantaten. Es scheint, dafd die unterschiedlichen physiologische
Bedingungen bezogen auf die mechanische Belastung und Durchblutung sich nicht
ausgewirkt haben auf die Quantitat der Knorpelneusynthese. Sowohl die Konstrukte
aus der 6 Wochen Gruppe als auch in der 12 Wochen Gruppe waren vom Ausmalf
der Knorpelneubildung ungeféahr gleich zu bewerten. In der 12 Wochen Gruppe
zeigte sich gegenuber der 6 Wochen Gruppe eine geringfligig vermehrte Bildung von
knorpelartigem Gewebe.

Makroskopisch zeigten jedoch die Konstrukte, die intramuskuléar in den M. rectus
femoris und in den prafabrizierten Bauchhautlappen implantiert wurden, eine
geringfugige Schrumpfung und Deformation im Gegensatz zu den subkutan
implantierten Konstrukten. Wie weit dieser Prozess letztlich EinfluR nimmt auf die
Neosynthese von Knorpel ist zum gegenwartigen Zeitpunkt nicht zu sagen und sollte
Gegenstand weiterer Studien sein mit einer langeren Implantationszeit fur die

Konstrukte.
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In zwei Tieren der 12 Wochen Gruppe zeigten sich mikroskopisch einige
verkndcherte Bereiche. Dieses Phanomen ist speziell bekannt fir Kaninchen und

Knorpel generell (Kandel et al.; 1999).

7.5. Ausblick und Perspektiven von Tissue Engineering von

Knorpel

In der plastischen und rekonstruktiven Chirurgie herrscht ein grol3er Bedarf an
Ersatzmaterialen wie z.B. Knorpel oder Knochen. Die Herstellung autologer
Knorpeltransplantate mit Hilfe des ,Tissue Engineering” bietet die Mdglichkeit vitales
Gewebe in entsprechenden Umfang bereitzustellen.

Der Losungsansatz Knorpelkonstrukte mit Hilfe von isolierten Chondrozyten zu
zuchten scheint aufgrund von seinen guten Vorraussetzungen (u.a. geringer
Hebedefekt bei kleiner Knorpelbiopsie) fur die Anwendung am Patienten geeignet zu

sein.

Folgende Probleme sollten aber vor Anwendung beim Patienten noch geklart bzw.

verbessert werden:

Die momentane Vermehrungszeit der Chondrozyten in der Monolayerkultur betragt
mindestens 3 Wochen, bevor die Besiedelung eines dreidimensionalen Tragers
erfolgen kann. Zur Verkirzung dieser Zeit konnte die Anwendung von
Wachstumsfaktoren hilfreich sein, die die Proliferationsgeschwindigkeit und damit die

Zellausbeute erhéhen (van Osch et al., 2002).

In den verschiedenen Transplantaten zeigten sich immer wieder Abschnitte ohne
Matrixsynthese. Um die Qualitat des in vitro geziichteten Knorpels zu steigern und
eine bessere Ausgangsposition flr die nachfolgenden in vivo Verhéltnisse zu
schaffen, sollten Kultursysteme einbezogen werden, die eine homogenere Verteilung
der Zellen innerhalb der Konstrukte mdglich machen. Rotierende Bioreaktoren
fuhrten in verschiedenen Studien zur Verbesserung der Qualitdt von in vitro

geziuchtetem Knorpel (Pei et al., 2002, Vunjak-Novakovic et al., 2002).
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Ein weitere Schritt ware die Einbeziehung der Gentechnik. Tissue engineering von
Knorpel mit genetisch modifizierte Chondrozyten erwies sich in einem Versuch
effizienter in der Chondrogenese als mit normalen Chondrozyten (Madry et al.,
2002).

Es gibt viele Tragermaterialien, die durch ihre Eigenschaften geeignet sind fir die
Zelltransplantation. Grundvorraussetzungen betreffen hierbei die Biokompatibilitat,
Biodegradierbarkeit, Konsistenz, strukturelle Eigenschaften und Sterilisierbarkeit.
(Sittinger et al., 1994; Bujia 1995). Welches Tragermaterial am besten fir den
klinischen Einsatz geeignet ist, mu3 erst noch in weiteren Studien mit langeren
Implantationszeiten evaluiert werden. Auch eine Kombination unterschiedlichen
Biomaterialien oder von gleichen Biomateralien in unterschiedlicher Konsistenz wére
denkbar.

Wenn die autologe Knorpeltransplantation mit Hilfe von Tissue Engineering beim
Patienten angewendet wird, sollte auf fetales Kélberserum verzichtet werden, da eine
Ubertragung der bovinen spongiformen Enzephalopathie (BSE) nicht sicher
ausgeschlossen werden kann. Versuche mit humanen Serum zeigten, dass im
Vergleich zum fotalen Kéalberserum gleiche oder sogar hdhere Proliferationsraten der
Chondrozyten erreicht werden kénnen (Gruber et al., 1996). Eine andere Alternative
ware der Einsatz von Serum- freien Medium (Mandel et al., 2002).

Eine weitere Studie zeigte bei der in vitro Herstellung von humanem autologen
Knorpel mit humanem Serum eine weitgehende Zerstérung des Knorpels bei Ersatz

des humanen Serum mit fotalem Kalberserum (Anderer et al., 2002).

Neben den vielen in vitro Studien missen sowie die vorliegende Studie noch weitere
tierexperimentelle in vivo Studien folgen, die nicht nur das Verhalten von
Knorpelkonstrukten subkutan untersuchen, sondern bei denen die Konstrukte
unterschiedlichen physiologischen Bedingungen ausgesetzt sind. Erst wenn es
maglich ist, gute reproduzierbare nachvollziehbare Ergebnisse zu erhalten, ist ein

klinischer Einsatz am Patienten moglich.

Bei Verbesserung der aufgefihrten momentanen Probleme kdnnten in Zukunft bei

klinischer Anwendbarkeit viele Patienten in der rekonstruktiven und plastischen
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Chirurgie vom Tissue Engineering von Knorpel mit dem Ansatz von differenzierten

Chondrozyten profitieren.
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8. Zusammenfassung

Tissue Engineering von autologen Knorpel scheint eine versprechende Methode zu

sein, um Knorpeldefekte u.a. in der rekonstruktiven Chirurgie zu decken.

Der Ansatz dieser Studie beinhaltete die Entnahme von Knorpelbiopsien aus Ohren
von Chinchilla Bastard Kaninchen und anschlieender Isolation der Chondrozyten.
Die Zellen wurden in Monolayerkulturen vermehrt und nach Erhalt einer geniigenden
Zellzahl auf ein dreidimensionales Tragergerust gesiedelt. Die Amplifikation bedingte
eine Dedifferenzierung der Chondrozyten. Hierfur bewirkte die Absiedelung in das
dreidimensionale Tragergerust eine Redifferenzierung der Zellen. Als Biomaterial
wurde ein verestertes Hyaluronsaurederivat (HYAFF 11®) benutzt. Die amplifizierten
Zellen wurden konsequent auf die Tragergerist angesiedelt und letztlich an
unterschiedlichen Stellen im autologen Kaninchen fir bis zu 12 Wochen

reimplantiert.

Das Hauptziel der Studie war es, das in vivo Verhalten der tissue- engineerten
Konstrukte im autologen Kaninchenmodell unter unterschiedlichen physiologischen
Bedingungen zu untersuchen. Hierfur wurden folgende Implantationsorte gewabhilt:

1. Subkutan in die laterale Bauchwand, 2. Intramuskulér in den M. rectus femoris und
3. in einen prafabrizierten Bauchhautlappen mit Implantation eines Gefal3stieles. Die
subkutane Implantation sieht eine gut vaskularisierte Umgebung mit einer niedrigen
mechanischen Belastung vor. Die intramuskuldre Implantation sieht eine sehr gut
vaskularisierte Umgebung verbunden mit hohem mechanischen Strel3 vor. Letztlich
simuliert die Implantation in den prafabrizierten Lappen eine haufig auftretenden
Situation in der rekonstruktiven Chirurgie, in der die Implantate einer Ischamie
wéahrend der ersten Wochen der Implantation ohne mechanischen Strel3 unterliegen.
Damit sollte als weiteres Ziel die mdogliche Kombination eines prafabrizierten
Lappens mit tissue- engineertem Knorpel untersucht werden. Zusatzlich wurde ein

Kontrollvlies ohne Zellen in die subkutane Bauchwand implantiert.

Nach Ablauf der Implantationszeit erfolgte eine selektive Mikroangiografie des

prafabrizierten Bauchhautlappens. Diese diente zum Nachweis des Anschlusses des
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implantierten Gefal3stiels an das lokale GefaRnetz und somit Versorgung des
Lappens. Die Implantate wurden makroskopisch sowie histochemisch und
immunhistochemisch untersucht. Diese Untersuchungen dienten dem Nachweis von

knorpelspezifischen Matrixbestandteilen.

Folgende Ergebnisse der Praparate und des prafabrizierten Lappens konnten

beschrieben werden:

1. Die implantierten Konstrukte blieben stabil in der Form. Die intramuskular und in
den prafabrizierten Lappen implantierten Konstrukte waren im Gegensatz zu den

subkutan implantierten Konstrukten geringradig geschrumpft.

2. Die Ergebnisse zeigten die Entwicklung eines knorpeldhnlichen Gewebes, was
ersichtlich war an der Expression von knorpelspezifischen Kollagen Typ Il und

Proteoglykanen.

3. Es gab keinen signifikanten Unterschied in der Expression von
knorpelspezifischen Kollagen Typ Il und von Proteoglykanen bezlglich der

unterschiedlichen Implantationsorte.

4. In der 12- Wochen Gruppe zeigte sich gegeniber der 6- Wochen Gruppe eine
geringfugig vermehrte Bildung von knorpelartigem Gewebe. Bei zwei Tieren zeigten

sich nach 12 Wochen Implantationszeit mehrere Ossifikationen in allen Implantaten.

5. Tissue- engineerter Knorpel in einem prafabrizierten Hautlappen kdnnte neue
Mdoglichkeiten in der rekonstruktiven Chirurgie bieten, indem man Lappen mit
verschiedenen Gewebekomponenten anhand der speziellen Erfordernisse eines
Defektes herstellt. Somit wirde sich die Variabilitat und das Transplantationsangebot
solcher Lappen vergréRern und man kodnnte die Rekonstruktion verschiedener

Strukturen deutlich erleichtern.
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Kaninchenohr nach Wundverschluf3

Planung des Bauchhautlappens

Freipraparierte  Arterie (GefalBklemmchen mit Skalierung) und
proximaler Venenstumpf (Pfeil)

GefalRdoppelklemme mit Stumpf der A. saphena links und V. femoralis
rechts vor End- zu- End Anastomose

Gefal3stiel nach Anastomose, nach kranial umgeschlagen unter die
Bauchhaut

Wundverschlul3 und Implantationsorte (Markierung)

Trypanblaufarbung der isolierten Chondrozyten in der Zahlkammer
Zellvermehrung in Monolayerkultur: Kaninchen nach 12 Wochen
geopfert mit * , Kaninchen im Versuchsverlauf verstorben mit +
versehen

Waéhrend P1 funf Tage nach Zellisolation

Live- Dead —Test : Konstrukt vor Implantation in Kaninchen: Lebende
Zellen griin, (,tote”) Fasern des Tragermaterials rot (Pfeil)

Zell- Biomaterial- Konstrukt nach 12 Wochen in stationarer Kultur
makroskopisch

Immunhistochemischer Schnitt: Zell- Biomaterial- Konstrukt nach 12

Wochen in stationarer Kultur (APAAP-Farbung), rot: Kollagen Typ Il
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Unterschiedliche Implantate nach Explantation. Von links nach rechts:
Kontrollvlies (Ko), Subkutanes Konstrukt (Sk), Lappenkonstrukt (La),
intramuskulares Konstrukt (Im)

Kontrollvlies mit eingewanderten Zellen und Restfasern (dunkelblau)
nach 6-wochiger Implantationszeit (Toluidinblaufarbung), Vergréf3erung
x 200

Subkutan implantiertes Konstrukt

Immunhistochemischer Schnitt: Subkutan implantiertes Konstrukt
(APAAP- Farbung), rot: Kollagen Typ Il (Pfeil), weil3lich: Restfasern des
Biomaterials

Knorpelkonstrukt (weil3er Kasten) im M. rectus femoris

Histochemischer  Schitt:  Intramuskular implantiertes  Konstrukt
(Alcianblaufarbung), blau: Proteoglykane (Vergrof3erung x 400)
Makroskopisch prafabrizierter Lappen mit Knorpel (WeiRer Kasten),
Aufsicht von unten

Histochemischer Schnitt von in préafabrizierten Lappen implantiertes
Konstrukt  (Toluidinblaufarbung), blau: Nachweis von sauren
Mucopolysacchariden (VergréRerung x 400)

Angiografische Darstellung des Bauchhautlappens mit Knorpel (weil3er
Kasten) und implantiertem Gefalistiel (Pfeil)

Ossifikation (Pfeile) nach 12 Wochen Implantationszeit

Zellzahl der isolierten Chondrozyten x 10° nach Enzymverdau (EV)
sowie Amplifikation der isolierten Chondrozyten tber 3- 5 Passagen mit

Mittelwerten
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