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1 Einleitung

1.1 Anwendungsgebiete der Knorpeltransplantation

In den letzten drei Jahrzehnten hat die Verwendung von autologem Knorpel zuneh-
mend Verbreitung in der plastisch-rekonstruktiven Chirurgie gefunden.

Das Ziel autologer Knorpeltransplantationen ist die dreidimensionale und Funktion
wiederherstellende Rekonstruktion nach ausgedehnter Tumorchirurgie, traumatisch
bedingter Zerstérung oder im Rahmen einer kongenitalen Malformation.

Die Anwendungsbereiche von autologen Knorpeltransplantaten in dem genannten
Fachgebiet sind vielfaltig: Septorhinoplastiken, Mentoplastiken, Ohrkorrekturen und -
rekonstruktionen, Tracheal- und Augenlidrekonstruktionen [9, 33, 65, 66, 91, 135,
146].

Dabei finden Knorpeltransplantate aus autologem Ohr-; Nasen-, Septum-, Ala- und
Rippenknorpel breite Verwendung [123, 132]. Rippenknorpel wird im Bereich der
plastisch - rekonstruktiven Chirurgie insgesamt seltener angewandt, da diese Metho-
de mit einem ausgepragten Hebedefekt, dem Auftreten von Brustkorbdeformitat und
perioperativen Komplikationen wie Pneumothorax, Wundheilungsstérungen und In-

fektionen einhergehen kann.

Das haufigste Einsatzgebiet von Knorpelgrafts stellt die Septum- und Rhinoplastik
dar. Autologe Knorpelgrafts werden intensiv genutzt, um sowohl funktionelle als auch
asthetische Aspekte des Nasengerlstes zu korrigieren. Hierbei dient das Knorpelge-
webe zur Kontur- und Volumenverbesserung als Sheen’s oder Erol’s graft im Be-
reich der Nasenspitze zwischen den crura mediale, bzw. am Nasenrlcken oder als
Knorpelgraft nach Cardenas-Camarena an den Alares majores [34, 123, 132]. Der
hierzu verwendete Knorpel entstammt zum gréBten Teil dem Septum nasi, dem Ohr-
knorpel, dem Alaknorpel oder dem Rippenknorpel des Patienten. In zunehmendem
MaBe werden hierfir der im Folgenden vorgestellte crushed Knorpel oder mit chirur-
gischem Nahtmaterial bzw. umhullenden Polymerlayern verbundene Knorpeldisks
eingesetzt, da Irregularitidten der Nasenspitze und des Nasenrlickens gemaB Shen

und Elahi hiermit glinstiger ausgeglichen werden [33, 124].
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Ebenfalls haufige Anwendung findet Knorpelgewebe im Rahmen der Otoplastik bei
kongenital oder traumatisch erworbenen (zum Beispiel nach Autounfall, nach fehlge-
schlagenen Voroperationen oder nach Bissverletzungen) Veranderungen der Ohrhe-
lix, die zu einer korrekturbedurftigen Konturveranderung gefuhrt haben.

Ein weiteres Einsatzgebiet stellt die Augenlidrekonstruktion mit autologem Knorpel-
gewebe nach Trauma oder im Rahmen onkoplastischer Rekonstruktionen dar.

Unter den Teilbereich der Augenlidrekonstruktion fallt die heterotope Augenhdhlen-
und Augenlidrekonstruktion von Ocampo et al. [98]. Die Konzeption und die Trai-
ningsphase der hier vorgestellten Studie stehen in engem Zusammenhang mit dem
Projekt der heterotopen Augenhéhlen und Augenlidrekonstruktion von Ocampo et al.
[98]. Aus organisatorischen Griinden wurde zunachst das Projekt der heterotopen
Augenlid- und Augenhdhlenrekonstruktion mit praformiertem Lappen durchgeflhrt.
Darauf aufbauend wurde das Studiendesign unseres Versuchsvorhabens erarbeitet.

Die im Folgenden beschriebene Studie dient als Grundlagenuntersuchung zum Ver-
halten von autologem, heterotopem Knorpelgewebe hinsichtlich GefaBaussprossung
und Vitalitat im chondrokutanen Lappen. Hierzu wird ein pralaminierter kombinierter
chondrokutaner Lappen im Versorgungsgebiet der A. epigastrica superficialis einge-
setzt. Die Pralamination beinhaltet die Schichtung mehrerer unterschiedlicher Gewe-
be, um dadurch den gewtinschten kombinierten Lappen zu formen. Die Variante des
autologen, heterotopen Knorpeltransplantats wird in dem Versuchsvorhaben der Au-
genlid- und Augenhéhlenrekonstruktion von Ocampo et al. in einem praformierten
Lappen als Tarsusersatz genutzt, um Formgebung und Stabilisierung des Neolides

zu erreichen [98].

Dabei haben die von North im Jahre 1952 postulierten Bedingungen an das ideale
Transplantatgewebe in diesem Zusammenhang bis heute Gultigkeit [97]:
- Das Transplantat sollte technisch unproblematisch und ohne wesentlichen
Hebedefekt zu entnehmen sein.
- eine host versus graft Reaktion sollte vermieden werden.
- das Transplantat sollte selbst bei subkutanem oder submukdésem Transplan-
tatbett nicht perforieren oder dislozieren.
- das Transplantat sollte form- und volumenbestandig sein und keine Torsions-

neigung aufweisen.
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- das Transplantat sollte langfristig keiner Resorption unterliegen.

GemaB diesen Postulaten erweist sich autologes Knorpelgewebe fiir die Erfordernis-
se der plastischen und rekonstruktiven Chirurgie als geeignetes Transplantatmaterial.
Autologes Knorpelgewebe ist in ausreichendem MaBe verflgbar, technisch einfach
zu entnehmen und morcellierbar. Es ist durch seine Festigkeit geeignet, stabile Kon-
tur- und Stltzfunktion zu Gbernehmen [20, 40]. Die Korrektur bzw. die Wiederherstel-
lung von Knorpeldefekten durch autologes Knorpelgewebe bietet im Vergleich zu
kinstlichen Implantatmaterialien den Vorteil langfristiger Biokompatibilitdt ohne das
Risiko einer TransplantatabstoBung. Der Einsatz autologer wie auch allogener Knor-
peltransplantate in der rekonstruktiven Chirurgie ist aufgrund postoperativer Kompli-
kationen wie subakuter oder chronischer Resorption, UberschieBender Narbenbil-
dung, Deformitat und Wundheilungsstérung am Entnahmeort Gegenstand zahlrei-
cher Diskussionen. Dabei stellen akut-entziindliche Frih- bzw. Spéatreaktionen ge-
genlber autologen oder allogenen Knorpeltransplantaten in Form von Verbiegung,
Schrumpfung und Resorption auch heute noch ein ungeléstes Problem dar. Infektion,
immunologische Reaktionen, die Auswahl des Knorpeltransplantats (autolog versus
allogen), Einflisse des Transplantatlagers, die GréBe des bendtigten Transplantats
und Ernahrungsstérungen werden unter anderem als Ursache fir die Misserfolge bei
der Verwendung von Knorpeltransplantaten in der rekonstruktiven Chirurgie ange-
fihrt [51, 54, 59, 152]. Aufgrund seiner GefaBlosigkeit und der Zusammensetzung
der Knorpelmatrix galt Knorpel lange als ,inertes* Gewebe [55, 103]. Dies ist aller-
dings nach heutigem Kenntnisstand nicht der Fall. So haben Untersuchungen zum
Nachweis von Autoantikbrpern gegen Knorpelzellen bzw. Knorpelmatrixbestandteilen
zur Aufklarung einer Knorpeldestruktion im Rahmen rheumatischer Erkrankungen
gefthrt [21, 58, 99]. Naumann und Bujia (1997) konnten bei Patienten mit einer er-
folglosen Knorpeltransplantation eine humorale Autoimmunreaktivitat mit signifikant
erhéhten Antikdrpertitern gegen Chondrozyten und Kollagen vom Typ IX und Xl
nachweisen [92].

Neben den bereits genannten perioperativen Schwierigkeiten der Knorpeltransplan-
tation kann sich intraoperativ die Modellierung natirlicher konkaver und konvexer
Formen als technisch aufwendig darstellen. Fir den langfristigen rekonstruktiven Er-
folg der homologen Knorpeltransplantate hinsichtlich Form, Volumen und Stabilitat ist
der Knorpelerhalt infolge Resorption, Schrumpfung und Verformung gefahrdet, wie
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von vielen Autoren [3, 12, 31, 116, 119] beschrieben wird. Konventionelle Knor-
pelgrafts zeigen dabei histologisch regressive Verdnderungen mit Volumenzunahme
und VergrdéBerung der Chondrozyten, gefolgt von Chondrozytenuntergang mit Zell-
kernverlust.

Diese histopathologischen Veranderungen werden der mangelnden Versorgung der
Knorpelgrafts Gber das Perichondrium zugeschrieben, dabei wird geman Buijia et al.
(1995) und Hartig et al. (1994) eine Kombination aus fibrotischer Kapselbildung und
Resorption nach immunologischer Aktivierung induziert [13, 53]. Koshima et al. ver-
wendeten 1997 mit Erfolg gefaBgestielte Haut-Knorpel-Hautlappen aus der Ohrcon-
cha, um Knorpeldefekte der Trachea zu verschlieBen und postulierte, dass der im
Gewebsverband adaquat gefaBversorgte Knorpel zu geringerer Resorption neigt als

freie Knorpeltransplantate [71].

Die Sauerstoffversorgung des autologen Knorpeltransplantats im pralaminierten
Lappen erfolgt im zeitlichen Verlauf Gber drei Mechanismen:

1. Das Knorpelgewebe ist im Wesentlichen auf die vom Perichondrium ausge-
hende O2 - Plasmadiffusion angewiesen, wobei es lediglich einen O2 - Bedarf
von 1-2 % verglichen mit anderen Gewebetypen hat. Diese Form der Graft-
versorgung wird als supportive Funktion in den ersten 24-48 Stunden vor der
eigentlichen GefaBversorgung verstanden.

2. Nach 48-72 Stunden lasst sich stereomikroskopisch die Ausbildung von ersten
mit préexistenten GefaBen im Transplantatbett kommunizierenden Kapillaren
nachweisen [22].

3. AnschlieBend erfolgt das Einsprossen von Kapillaren aus dem GeféaBbett des
Transplantatlagers in das Knorpeltransplantat [129]. Es ist davon auszugehen,
dass ein kombiniertes Transplantat langerfristig durch Plasmadiffusion nicht
ausreichend erhalten werden kann, sondern auf eine erfolgreiche Revaskula-
risation aus dem Empfangerbett angewiesen ist [23]. Von Ruddermann et al.
(1994) wurde gezeigt, dass das Einwachsen von Kapillaren in den Knor-
pelgraft mit einer signifikanten Repopulation von Chondrozyten einhergeht
[119].

Daher ist die langfristige Sicherung der Vitalitat, der Formstabilitdt und des Volumens
eines Knorpeltransplantats entscheidend von der zur Verfligung stehenden GefaB-
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versorgung abhangig. Dies setzt eine ausreichende Kapillarisierung zur Versorgung
des bradytrophen Knorpelgewebes aus dem EmpfangergefaBbett voraus.

In der letzten Dekade wurden unterschiedliche Praparationstechniken, die in Kapitel
1.3 beschrieben werden, angewandt, um eine ausreichende Formstabilitat und Vitali-

tat der Grafts sicherzustellen und die Resorptionsquoten zu minimieren.

In der vorgestellten Studie wird die Optimierung der Angiogenese bei der autologen
und heterotopen Knorpeltransplantation untersucht.

Hierbei soll eine Technik, die als besonders hoffnungsvoll und pathophysiologisch
vorteilhaft erscheint, mit der bekannten Technik der intakten, freien Knorpeltransplan-

tation verglichen werden.

An gefaBlos entnommenem Knorpel wird durch zwei verschiedene Bearbeitungs-
varianten versucht, die Neovaskularisation nach Reimplantation zu untersttitzen und
damit dessen Bestand langfristig zu sichern. Zur Vorbeugung von ischamisch beding-
ten Resorptionsvorgangen, Formveranderungen und Nekrose des Transplantats soll
die GefaBversorgung des Knorpels optimiert werden. Dazu wird die Vaskularisation
von nativem Knorpel und mechanisch verdndertem Knorpel mit reduzierter Diffusi-

onsstrecke verglichen.
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1.2 Physiologie und Anatomie des Knorpels

Das Knorpelgewebe gehért zu den Binde- und Stltzgeweben. Funktionell zeichnet

es sich durch:

- Druckelastizitat,

- Fahigkeit, Gewicht zu tragen, zu stiitzen und Gleiten zu erméglichen,

- sowie durch Form gebende Wirkung aus.

Morphologisch ist Knorpel durch die drei Bestandteile:

- Kollagen,

- Chondrozyten und

- einer weitgehend amorphen Grundsubstanz, in die die Zellen und die Kollagenfa-
sern eingebettet sind, gekennzeichnet.

Die Chondrozyten liegen in Knorpelhéhlen und werden von Interzellularsubstanz

umgeben, die von den Knorpelzellen synthetisiert wird. Junge Chondrozyten sind

meist abgeflacht, reife sind eher rund, altere haufig hypertrophiert und groB. Knorpel-

zellen liegen Uberwiegend in isogenen Gruppen von bis zu zehn Chondrozyten vor,

die durch mitotische Teilung entstanden sind und mit dem umgebenden Knorpelhof

ein Chondron bilden.

Die funktionellen Eigenschaften des Knorpels sind an die Interzellularsubstanz gebun-

den. Unterschiede im Aufbau der Interzellularsubstanz bedingen das Vorkommen ver-

schiedener Knorpelarten. Diese Grundsubstanz besteht zu etwa 60-70% aus Wasser,

die Trockensubstanz setzt sich zu etwa 40-50% aus Hyaluronsaure, Proteoglykosami-

noglykanen (Chondroitin-4-sulfat, Chondroitin-6-sulfat, Keratansulfat) und Kollagen,

sowie etwa 10% Mineralsalzen zusammen. Um die Glykosaminketten formieren sich

Wassermolekille zu einer mehrschichtigen Hydrathille, die u.a. dem Stofftransport

dient. Auf dieses hohe Wasserbindungsvermdgen geht auch die Druckelastizitat des

Knorpelgewebes zurlck. Die Kollagenfibrillen, die Gber Wasserstoffbriicken mit den

Glykosaminketten verbunden sind, bestehen im Wesentlichen aus Typ Il - Kollagen.

Diese wiederum bestehen gemaB Schiebler et al. aus Mikrofibrillen, die sich aus Tro-

pokollagenmolekilen zusammensetzen [121]. Die Tropokollagenmolekile bestehen

aus drei gleichen a1 — Typ Il - Ketten im Sinne einer Tripelhelix, die einen hohen Anteil

an Hydroxylysin und Hydroxyprolin enthalten, das die Tropokollagenmolekile der

Fibrillen untereinander verknipft und Disaccharide bindet.
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Kollagenfasern Typ Il

Elastische Fasern

Struktur Faserblndel, unverzweigte Fasernetze, gefensterte
Einzelfaser Membranen,verzweigt
Durchmesser Kollagenfaser: 1-20pm 1-4um

Kollagenfibrillen: 0,3-0,5um
Mikrofibrillen: 10-20nm

Lichtmikroskopie

wenig lichtbrechend

Stark lichtbrechend

Polarisationsmikroskopie

stark anisotrop

gering anisotrop

Elektronenmikroskopie

quergestreifte Mikrofibrillen

ohne Querstreifung

Physikalisches Verhalten

zugfest, Dehnbarkeit 5%

Zugelastizitat, Dehnbarkeit
100-150%

Chemischer Aufbau

Hydroxyprolin,- lysin

Alanin, Leuzin, Isoleuzin, Va-

lin, Prolin, Glyzin, Desmosin

Lésungsmittelverhalten

Quellung in Saure, Auflésung

in Basen

unléslich in Sauren, Basen,
kochbestandig, Hydrolyse
durch Elastase

Farbung

Hamatoxylin-Eosin, Azan

Resorcinfuchsin, Orcein

Vorkommen

Hyaliner, elastischer Knorpel

elastischer Knorpel, GefaB-

wand, Ligamenta

Tabelle 1: Charakteristische Unterschiede zwischen Kollagenfasern und elastischen

Fasern, Schiebler et al. [121].

Das Perichondrium wird durch das an der Knorpeloberflache gelegene Stratum zellu-
lare und dem knorpelfernen Stratum fibrosum gebildet. Hierbei handelt es sich um
kollagenfaserreiches Bindegewebe mit einem hohen Anteil Fibroblasten &hnlicher
Zellen, das den Knorpel nahezu Uberall bedeckt, eng mit ihm verbunden ist und kon-
tinuierlich in die Knorpelgrundsubstanz Gbergeht. Eine Ausnahme besteht in der Pe-
richondrium freien Oberflache der Artikulationsflache des Gelenkknorpels, die vom
Stratum synoviale, der Synovia produzierenden Schicht, Uberzogen ist. Das Peri-

chondrium ist insbesondere fir das Wachstum und den Erhalt des Knorpels wichtig.

Knorpel gehért zu den wenigen gefaBfreien Geweben des Koérpers. Seine Versor-
gung erfolgt durch kapillare Diffusion aus dem umgebenden Bindegewebe oder in
Gelenken von der Synovia aus. Insgesamt gilt Knorpelgewebe als bradytrophes Ge-
webe. Hiermit hdngt zusammen, dass der Stoffwechsel der Chondrozyten haupt-

7
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sachlich auf anaerober Glykolyse basiert. Flr den intrazellularen Transport der Sub-
strate und Stoffwechselprodukte steht das in hohem MaBe gebundene Wasser zur
Verflgung. Das Knorpelgewebe ist lymphgefaBlos und hat keine nervale Versor-
gung.

Zu unterscheiden sind drei Knorpelarten:

Hyaliner Knorpel

Elastischer Knorpel

Faserknorpel

Rippen-, Gelenk-,
Tracheal-, Nasen-

des auBeren Gehor-

gangs,

Lage der Chondrozy- | Isogene Gruppen einzeln oder in klei- | kleine Gruppen

ten bis zu 10 Zellen nen Gruppen

Grundsubstanz Reichlich Matrix, Reichlich Matrix, wenig Matrix, sehr
tberwiegend elastische Fasern, viele Kollagenfasern,
Typ Il Kollagen Typ Il Kollagen Typ | Kollagen

Eigenschaften Druckelastisch Elastisch, biegsam Wenig elastisch

Vorkommen Haufigste Knorpelart, | Ohrmuschel, Wand Symphyse, Discus

intervertebralis,
Gelenkknorpel

knorpel, embryonales | Tuba auditiva

Skelett, Kehlkopf:
Epiphysenfugen, Cartilago epiglottica
Kehlkopf:

Cartilago thyroidea

Cartilago cricoidea

Tabelle 2: Ubersicht der drei unterschiedlichen Knorpelarten, Schiebler et al. [121].

Die zwei Mechanismen des Knorpelwachstums sind:
das interstitielle Wachstum, hierbei kommt es zu einer mitotischen Vermehrung
bereits vorhandener Chondrozyten und
das appositionelle Wachstum. In diesem Fall entstehen Chondroblasten durch
Differenzierung aus perichondralen Zellen.
Das interstitielle Wachstum erfolgt nur in der friihen Phase der Knorpelbildung und
beginnt mit mitotischer Zellteilung. Mit Bildung der Grundsubstanz riicken die Zell-
gruppen immer weiter auseinander. Der Knorpel wachst zentrifugal und die Differen-
zierung schreitet von innen nach auBen fort. Wahrend die Grundsubstanz fester wird,
wachst der Knorpel nur noch appositionell, wobei sich perichondrale Zellen teilen und
sich in Chondroblasten umwandeln. Am Knorpelrand werden alle Ubergangsformen
8
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zwischen perichondralen Fibroblasten und Chondrozyten gefunden. Der Knorpel
wachst bei appositionellem Wachstum durch Zunahme von auBen [30].

Als Folge von regressiv-degenerativen Veranderungen werden die Chondrozyten
gréBer, ihr Volumen nimmt zu und sie gehen spater zugrunde. In der Interzellular-
substanz treten dann sogenannte Asbestfasern auf, d.h. zusammengelagerte Kolla-
genfasern, die durch Veranderung der Glykosaminoglykane und Wasserentzug
sichtbar werden. Es kénnen Kalkeinlagerungen entstehen, schlieBlich verbleibt ver-
kalkter Restknorpel. Die Regeneration geschadigten Knorpels ist vor allem im Kin-

desalter méglich und nimmt mit zunehmendem Alter ab.

Der in der vorliegenden Studie verwendete elastische Knorpel ahnelt in mancher
Hinsicht dem hyalinen Knorpel. Zwischen den Chondrozyten bestehen keine Unter-
schiede, die Chondrone im elastischen Knorpel sind allerdings zellarmer mit ca. 1-2
(max. 3) Zellen und kleiner als im hyalinen Knorpel. Beide Knorpelarten besitzen eine
Grundsubstanz mit Kollagenfasern und —fibrillen vom Typ Il. Zusatzlich findet sich
aber in der Interzellularsubstanz des elastischen Knorpels ein reiches Netzwerk aus
feinen elastischen Fasern. Diese sind verzweigt und bilden in der Regel Netze. Das
Elastin enthalt Prolin, Glyzin und zusétzlich hydrophobe Aminosduren wie Alanin,
Valin, Leuzin und Isoleuzin, zusatzlich Desmosin und Isodesmosin, jedoch -anders
als Kollagen- wenig Hydroxyprolin und gar kein Hydroxylysin. Elastischer Knorpel ist
biegsamer und dehnbarer als hyaliner Knorpel. Eine histologische Darstellung der
elastischen Fasern im Knorpel ist mit Farbungen fir Elastin méglich, wie beispiels-
weise mit Orcein und Resorcinfuchsin. Elastischer Knorpel ist ebenfalls von Peri-
chondrium umgeben und wachst hauptsachlich durch Apposition. Elastischer Knorpel
ist gegenliber degenerativen Veranderungen weniger empfindlich als hyaliner Knor-
pel [121].
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Abbildung 1: Elastischer Knorpel (Chondrozyt=CH), elastische Fasern (EF) bilden
Fasernetzwerk im Interterritorium, Farbung nach Weigert, VergréBerung
200fach aus Schiebler T, Schneider F (1991).
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1.3 Historischer Hintergrund

Die ersten Berichte Uber den Einsatz von autologem Knorpel als formendes Element
in der plastischen und rekonstruktiven Chirurgie reichen bis in die zwanziger Jahre
zurtck. Gillies [43] berichtet bereits 1920 Uber das Phanomen der Distorsion autolo-
ger Knorpeltransplantate und brachte das Perichondrium damit ursachlich in Zu-
sammenhang. Mowlem [89], der seinen Empfehlungen folgend perichondriumfreie
Knorpeltransplantate einsetzte, schildert 1941, dass die mangelnde Formbestandig-
keit der Grafts jedoch weiterhin zu hohen Revisionsraten flihrte. Das unerklarliche
und unvorhersehbare Verhalten von frischem autologem Knorpel veranlasste die

Chirurgen damals, von dessen Gebrauch zur Rekonstruktion Abstand zu nehmen.

Noch bis Mitte der 50er Jahre wurden vielfach heterologe Knorpeltransplantate in der
rekonstruktiven Chirurgie vornehmlich bovinen Ursprungs genutzt [44]. Die ersten
Versuche Knorpel zu behandeln wurden von New und Erich [94] 1941 unternommen.
Durch das Abkochen von Knorpel vor der Implantation fehlte dem Gewebe die Ten-
denz sich zu wélben und zu falten. Dieser Bearbeitungsprozess sterilisierte das
Knorpelgewebe und bereitete es flr eine Aufbewahrung vor, flhrte jedoch gleichzei-
tig zur Denaturierung und zum Untergang der Chondrozyten. In den darauffolgenden
Jahren wurde die Verwendung von konserviertem Knorpel zunehmend haufiger.

Im historischen Rickblick wird die Beschreibung der Methode der Knorpelpraparation
von Gibson und Davis [40] 1969 als erster Meilenstein in der modernen Knorpel-

transplantation angesehen.

Seitdem wurden groBe Bemihungen unternommen, Uberdauernde, formstabile,
amplifizierende und verlassliche Knorpelmodelle einzufihren, die die herkdémmliche
Knorpeltransplantation mit und ohne Perichondrium ersetzen kénnten.

Da die potentiellen Entnahmestellen fur gefaBversorgten Knorpel begrenzt sind, wer-
den zunehmend Techniken zur Herstellung neovaskularisierter Knorpelflaps entwi-

ckelt, um so die Anzahl méglicher Enthnahmestellen zu erhéhen.

Die im Laufe der letzten 2 Jahrhunderte entwickelten Techniken des Knorpelersatzes

11
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gliedern sich in 7 groBe Kategorien:
1. Freie Knorpeltransplantate
2. Konservierte Knorpelpréparate
3. Bearbeiteter Knorpel
4. Freie, gefaBgestielte, chondrokutane composite grafts,
pralaminierte Lappen, prafabrizierte Lappen
5. Isoliertes Perichondrium
6. Knorpel tissue engineering
7. Anwendung von Wachstumsfaktoren

zu 1. Freie Knorpeltransplantate

Die erstmalige autologe Knorpeltransplantation wurde 1865 von Bert im Tierversuch
durchgefihrt [6]. 1896 erprobte Konig die autologe Knorpeltransplantation erstmals
am Menschen [70]. 1920 fuhrte Gillies und 1926 Mannheim et al. die ersten histolo-
gischen Studien an implantiertem Rippenknorpel durch. Gillies zeigte, dass sich freier
Knorpel mit unilateralem Perichondriumtberzug zur Perichondrium tragenden Seite
verformt [43, 80]. Als Schlussfolgerung aus seinen Studien empfahlen sie die kom-
plette Entfernung des Perichondriums. Obwohl dieses Prinzip groBe Verbreitung
fand, waren die Ergebnisse durchwegs unbefriedigend.

1938 versuchte Mowlem der Knorpelverformung entgegenzuwirken, indem er die
Knorpelgrafts voribergehend in die abdominale Wand einsetzte und sie erst in einer
zweiten Operation an den Bestimmungsort transplantierte [89]. Doch auch hier kam
es zu Verformungen, die Korrekturoperationen bedingten, welche wiederum den
Knorpel fur weitere Formanderungen anféllig machten.

Die Unvorhersehbarkeit des Verhaltens von frischem, autologem Knorpel fUhrte zur
vorlbergehenden Aufgabe dieser Methode.

SchlieBlich gelang es Gibson und Davis im Jahre 1958, die Eigenverformung der
Grafts aus menschlichem Rippenknorpel anhand verschiedener Schnittebenen und
Richtungen positiv zu beeinflussen [40]. David wies 1970 das eigenstandige Wachs-
tum von heterotop und orthotop und Glenn 1975 von autolog und homolog transplan-
tiertem Ohrknorpel am Kaninchen nach [27, 46]. In der Rekonstruktion des unteren
und oberen Augenlids konnten Kiyoshi et al. [65] 1989 mit Ohrconcha Knorpelgrafts,
die unilateral auf der konkaven Seite mit Perichondrium beschichtet waren, gute Er-
gebnisse hinsichtlich Stabilitdt und Asthetik erzielen. Ebenfalls signifikant bessere

12
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Ergebnisse erzielten Mutaf et al. 1994 bezlglich des Knorpelwachstums mit am Ka-
ninchenohr entnommenen Grafts durch den Einsatz von Hautexpandern [90]. In einer
Studie von Gubisch et al. (1995) wurde die Chondrozytenvitalitdt nach orthotoper,
submukdser Septumimplantation am Kaninchenmodell geprift [48]. Nach einem Be-
obachtungszeitraum von 3 Monaten konnte histologisch eine komplette Einheilung
nachgewiesen werden. Ein vielversprechender Ansatz wurde von Neu im Jahr 2000
vorgestellt, indem er durch die Kombination von Conchaknorpel mit Ethmoidalkno-
chen zur Korrektur des Septum nasi das Materialangebot erhéhte und zusétzlich
eine héhere Belastbarkeit erzielte als durch alleinigen Gebrauch von Conchaknorpel
[93]. Die Untersuchung von Wiseman et al. (2000) zeigte, dass autologe, native, in
mehreren Schichten applizierte, durch Naht verbundene und unverbundene Knor-
pelgrafts in vivo am Kaninchenmodell gut toleriert wurden [154]. Ein geringer Fla-
chen- und Volumenzuwachs wurde am ehesten auf die Bindegewebsbildung in den
Randbereichen zurlickgefihrt. Es konnte gezeigt werden, dass die Verbindung durch
Nahte keinen Einfluss auf das postoperative Volumenergebnis hat. Die Wirkung von
ummantelnden Medien wurde von Yilmaz et al. [155] (2001) anhand von Surgicel®,
einer Membran aus oxigenierter Cellulose gepriift. In 18 Kaninchen wurde nativer
und nativ ummantelter Ohrknorpel subkutan implantiert. Die mit Surgicel® ummantel-
te Knorpelgruppe zeigte einen signifikanten Anstieg an Kollagen Typ I, jedoch kei-
nen Hinweis auf Proliferation im Vergleich zum nativen Knorpel. Viterbo et al. (2003)
berichteten von asthetisch guten Resultaten mittels freier Ohrknorpelgrafts zur Kinn-

aufbauplastik an 28 Patienten [146].

zu 2. Konservierte Knorpelpraparate

Die ersten Versuche wurden von O’Conner und Pierce im Jahre 1938 unternommen,
indem sie Septorhinoplastiken mit vorgekihlten, autologen Knorpelgrafts an 375 Pa-
tienten durchfihrten [99]. Dabei wurden Resorptionsraten von unter 0,5% festge-
stellt. Auch Straith und Slaughter (1941) beschrieben an 100 durchgeflihrten Sep-
torhinoplastiken geringe Resorptionsraten des gekihlten Knorpels von 6% Uber ei-
nen Beobachtungszeitraum von 4,5 Jahren [131]. Alternativ wurde der Knorpel durch
Erhitzen praimplantatorisch von New und Erich 1941 denaturiert und erfolgreich im-
plantiert. Das Knorpelgewebe wurde dadurch sterilisiert und zur Konservierung vor-
bereitet und verlor durch diese Behandlung seine stérende Verformungstendenz,
jedoch auch seine Vitalitat [94]. Von Padgett und Stephenson (1948) wurden bereits
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deutlich héhere Resorptionsraten der konservierten Knorpeltransplantate von bis zu
33% angegeben [102].

Donald et al. erkannten 1986, dass mit Formaldehyd, Merthiolat, Cialit oder durch
Bestrahlung konservierter und damit avitaler Knorpel progressiver Resorption im
Gewebe unterliegt und sich wie ein spezifisches Antigen verhalt [31]. Eine Metaana-
lyse von Donald und Col von 1981 zeigte bereits eine deutliche Uberlegenheit von
nativem, autologem Knorpel gegenlber konserviertem Knorpel hinsichtlich der Re-
sorptionsrate [32]. In beiden Gruppen zeigen sich &hnliche Infektions- und Absto-
Bungsraten. Aus dieser Ubersichtsarbeit geht die Methode der Bestrahlung als Ver-
fahren mit der geringsten Resorptionsrate hervor. Adlington et al. postulierten 1992
anhand eines Mausmodells, dass nach Devitalisierung des Rippenknorpels durch
Bestrahlung, Formaldehyd, Glutaraldehyd und Alkohol nach einer medianen Follow -
up- Zeit von einem Jahr die Methode der Préaparation keinen Einfluss auf histologisch
verifizierbare Fibrosereaktion und Resorptionsrate hat [1]. Jingere Studien von Guy-
uron et al. und Rudderman et al., die im nachsten Unterpunkt ndher erldutert sind,
zeigen, dass nach bestimmten Fixationsschritten und Konservierungsbedingungen
konservierter autologer Knorpel und frischer autologer Knorpel prozentual vergleich-
bare Volumina besitzen [49, 119]. In einer nachfolgenden Studie von Bujia et al.
(1994) wurden isolierte Chondrozyten und Knorpelgewebe in unterschiedlichen Zell-
kulturmedien wie RPMI 1640, Ham F-12 und DMEM 4500, sowie Formaldehyd und
NaCl-Lésung Uber einen Zeitraum von 150 Tagen inkubiert. Der Nachweis vitaler
Zellen erfolgte durch intravitale Farbung histologischer Schnitte, sowie Farbung der
isolierten Chondrozyten und Darstellung der Zelladhasion in Monolayerkultur. In
Formaldehyd konservierter Knorpel war bereits nach 10 Tagen komplett avital, in
NaCl inkubierter Knorpel nach 30 Tagen. In den o.g. Zellkulturen behielt Knorpel
mehr als 85% seiner Vitalitadt Gber den gesamten Beobachtungszeitraum. Es konnte
gezeigt werden, dass vitaler Knorpel in Zellkulturmedien einen Zeitraum von 5 Mona-
ten erfolgreich Gberdauert [12]. 1995 untersuchten Bujia et al. das Verhalten von vita-
lem und avitalem, konserviertem Knorpel zur Trachearekonstruktion am Kaninchen.
Dabei wies Formaldehyd konservierter Knorpel deutliche Entziindungszeichen auf,
wahrend in Kulturmedien konservierter Knorpel keine Entziindungszeichen zeigte.
Daher wurden von Bujia et al. (1995) im Folgenden vitale Knorpelgrafts den che-
misch konservierten vorgezogen [14]. In einer vergleichenden Studie von Keskin et
al. (2000) wurde zur Rekonstruktion laryngotrachealer Stenosen der Einsatz von in
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Alkohol konserviertem homologem Knorpel mit autologem Knorpel am Kaninchen-
modell verglichen. Nach der sechswéchigen Beobachtungsphase der 20 operierten
Neuseelandkaninchen zeigte sich, dass autologer Knorpel mit 95% Chondrozytenvi-
talitat gegeniber 30% bei der homologen Gruppe deutlich vorteilhafter war. Auch die
Resorptions-, Fibrose- und Nekroserate war signifikant geringer, eine Reepitheliali-
sierung zeigte sich in 100% der autologen Transplantate verglichen mit 65% in der
homologen Vergleichsgruppe. Jedoch waren die Knorpelneusynthese

und die Integration in das umliegende Gewebe in beiden Gruppen nur gering ausge-
pragt. Insgesamt erschienen autologe Knorpelgrafts den in Alkohol konservierten
homologen grafts zur laryngotrachealen Rekonstruktion Uberlegen [63].

Die Konservierung verschiedener Gewebe durch Kryoverfahren flr spéatere chirurgi-
sche Anwendungen wurde in den letzten Jahren haufig praktiziert. 1957 berichtete
Gibson und 1958 Gibson und Davis, dass eine Vorbehandlung mit Glycerol, sowie
ein anschlieBendes langsames Abkulhlen nicht vor den negativen Folgen einer Kryo-
konservierung von minus 15°C schutzten [40, 42]. 1987 berichtete Schachar von ei-
ner Uberlebensrate der Chondrozyten von 30-40% bei stufenweiser, langsamer Kry-
obehandlung [120]. Kawabe und Yoshinao erreichten 1990 jedoch lediglich 19% Vi-
talitdt in Knorpelschichten und steigerten sie auf 34% durch Stanzung der Knorpel-
scheiben [60]. Die gréBten Transplantationserfolge nach Kryokonservierung wurden
mit epithelialen Geweben erreicht, so z.B. mit Hautgewebe gemaB Billingham und
Medawar (1952) und palatinaler Mukosa gemaB Weinstein et al. (1976) [7, 151].
Trotz friher ermutigender Erfolge mit kryokonservierten Knorpelallotransplantaten im
Tierversuch und am Menschen sind Spatkomplikationen aufgrund degenerativer
Veranderungen, wie Studien von Hellmich (1982) und Kastenbauer (1983) zeigten,
haufig [54, 59]. Ein wichtiger Faktor im Verhalten dieser Knorpelgrafts ist der Erhalt
der Vitalitdt und damit der Funktion der Chondrozyten. 1995 wurde in der Studie von
Kremer und Bujia durch vorherigen enzymatischen Abbau der Knorpelmatrix durch
Kollagenase Typ Il und Hyaluronidase die Dimethylsulfoxidpenetration erleichtert und
die Permeabilitat der Knorpelmatrix durch enzymatische Andauung erhéht [72]. Kryo-
konservierung des so vorbehandelten Knorpels fihrte zu einer Chondrozytenvitalitat
von 20%. In einer Folgestudie von Bujia et al. konnte 1995 eine Vitalitat von 94% am
nativen Septumknorpelpraparat als Kontrollgruppe, 80% in Zellkulturmedien und im
Vergleich lediglich 4% vitale Zellen kryokonserviert ohne DMSO und 3% kryokonser-
viert mit DMSO nachgewiesen werden [13]. Im Zellfunktionstest, mit dem die Adhasi-
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onsfahigkeit der Chondrozyten in Zellkulturmedien nach 5 Tagen untersucht wurde,
wuchsen 90% des nativen Knorpels, 75% der in Kulturmedien konservierten Zellen
und nur 1% aus beiden kryokonservierten Gruppen normal. Diese Untersuchung
zeigte, dass die Kryokonservierung zu deutlicher Nekrosebildung der Grafts flihrt. Die
Eliminierung dieser Nekrosen erfolgt Uber Bindegewebsersatz sowie Funktionsein-
buBen [13]. 1998 ergab eine Studie von Tojo et al. im Gegenzug eine deutliche Uber-
legenheit von kryokonserviertem, allogenem Knorpel im direkten Vergleich mit nati-
ven, allogenen Knorpelgrafts zur trachealen Defektdeckung im Hundemodell [139].
Davon leiteten sie eine verminderte Antigenitat durch Kryokonservierung ab.

Die ausgepragte Heterogenitat der Ergebnisse der Kyrokonservierung in der Literatur
beruht vermutlich auf den unterschiedlich verwendeten Knorpelarten (viele der vo-
rangegangenen Untersuchungen wurden an Gelenksknorpel durchgefiihrt) bzw. auf
den unterschiedlichen Nachweismethoden. Kryokonservierter Knorpel gilt weiterhin
als gunstiges Fullmaterial in der rekonstruktiven Chirurgie, jedoch nicht an Lokalisa-

tionen, die mechanischem Stress unterliegen.

zu 3. Bearbeiteter Knorpel

Cottle war 1951 der erste, der von dem Gebrauch von gemahlenem, morcelliertem
Knorpel, der auch als crushed Knorpel bezeichnet wird, berichtete. Dieser wurde von
ihm zur Rekonstruktion des Nasenseptums eingesetzt [26]. Seitdem erschienen zahl-
reiche Verdffentlichungen zu diesem Thema. Die Vorteile von crushed Knorpel liegen
in der idealen Modellierbarkeit, Anpassungsfahigkeit und Unauffalligkeit der
Graftrander. Die erzielten Ergebnisse waren jedoch uneinheitlich.

Bujia (1994) untersuchte diese kontroversen Aussagen und flhrte sie auf komplexe
immunologische Umbauvorgange in crushed Knorpel zuriick [11].

In einer Crossover-Studie von Rudderman et al. wurde 1994 die Knorpelvitalitat und
die Volumenpersistenz von nativem, nativ crushed, konserviertem und konserviert
crushed autologem Knorpel am Kaninchenohr untersucht. Knorpel donor site und
Implantationsort waren jeweils identisch. Die Dauer der Konservierung vor Implanta-
tion betrug jeweils 4 Monate. In einem zweiten Eingriff wurden der konservierte und
der konservierte crushed Knorpel an die donor site eingesetzt. Zeitgleich wurde
kontralateral nativer und nativer crushed Knorpel etwas versetzt zur donor site im-

plantiert. Nach einer dreimonatigen Beobachtungsphase erfolgte die Auswertung.
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Dabei wies nativer Knorpel eine 100%ige Knorpelvitalitdt und eine Volumenper-
sistenz von 94% auf, konservierter Knorpel erreichte eine 91%ige Volumenpersistenz
und vitale Knorpelzellen waren lediglich in Randzonen in der Umgebung von einge-
sprosstem GefaBendothel nachweisbar. Ebenso wies der konservierte crushed
Knorpel lediglich in Randgebieten in der Nahe von eingesproBten GeféaBendothel
vitale Knorpelzellen auf und erreichte eine Volumenretention von 74%. Nativer crus-
hed Knorpel wies 70-90% vitale Chondrozyten auf und erreichte eine Volumenper-
sistenz von nur 69%. Insgesamt zeigte sich der native Knorpel Uberlegen in Bezug
auf Knorpelvitalitdt und Volumenkonstanz. Jedoch wurde auch hier auf das gunstige-
re asthetische Ergebnis bei crushed Knorpel hingewiesen [119]. Erwdhnenswert im
Hinblick auf die vorliegende Studie ist die Beschreibung einsprossender Geféasse, die
zu einer signifikanten Repopulation von Chondrozyten in ihrem Versorgungsgebiet
fihrte. In einer aktuellen Arbeit von Elahi et al. wurden 2003 retrospektiv von 1995
bis 2000 die Ergebnisse von 67 Patienten ausgewertet, die eine Rhinoplastik mit
Surgicel® umhallitem morceliertem Knorpel in der Technik nach Erol (2000) erhalten
hatten [33, 34]. Als vorteilhaft stellten sich die einfache Praparation des Septums
bzw. Conchaknorpels, das ausreichend zur Verfligung stehende Donorsubstrat und
die Vermeidung von Konturirregularitdten am Zielort heraus. Die Komplikations- und
Revisionsrate war vergleichbar mit anderen Techniken, die Patientenzufriedenheit
war hoch und es wurden weder Dislokation noch Konturunebenheiten der Grafts ver-
zeichnet. Insgesamt erwies sich die mit Surgicel® gepackte Knorpeldisktechnik als

eine effektive Technik zum Wiederaufbau verschiedener Nasenregionen.

zu 4. Freie, gefaBgestielte, chondrokutane composite grafts, pralaminierte Lappen,
prafabrizierte Lappen

Zur laryngotrachealen Rekonstruktion bei subglottischer Stenose wurde von Glatz et
al. (2003) an 18 Kaninchen ein kombinierter pralaminierter, prafabrizierter gefaBge-
stielter Lappen erfolgreich implantiert [45]. Mit Verbreitung der mikrochirurgischen
Anastomosentechnik wurde seit der Mitte des letzten Jahrhunderts zur Deckung
mehrschichtiger Gewebsdefekte zunehmend die Technik der freien, gefaBgestielten
chondrokutanen composite grafts angewandt. Dabei werden Vollhautanteile mit dar-
unter befindlichen Strukturen und versorgendem GefaBstiel verwendet. So gelten
aurikulare chondrokutane Lappen aufgrund ihres vergleichbaren Hautcolorits, -textur
und —dicke als ideales Gewebe zur Defektdeckung im Nasenbereich.
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Anfangs wurden nichtvaskularisierte composite grafts implantiert, die jedoch nach
Converse (1950) und McLaughlin (1955) gréBenbeschrankt waren und zu starker
Schrumpfung neigten [24, 86].

Im Folgenden wurde Haut aus der Regio aurikulomastoidea als lokaler Lappen bei
Lewin (1950), Tanzer (1965) und anderen Autoren verwendet, oder nach einer delay
Operation an einem GeféBstiel an entferntere Lokalisationen transferiert [75, 79, 134,
149, 150]. 1976 konnten Fujino et al. erstmals und Wada et al. (1979) den erfolgrei-
chen Einsatz eines posterioren aurikularen Lappens basierend auf dem posterioren
aurikularen GefaBbindel zur Nasenrekonstruktion demonstrieren [38, 148]. Ortico-
chea beschrieb im Jahr 1980 den Transfer bilateraler Concha composite grafts zur
kompletten Nasenrekonstruktion [101]. Die orale Defektdeckung mit posterioren auri-
kularen Grafts wurde von Kolhe und Leonard (1987) beschrieben [69, 74]. Von Park-
house und Evans (1985) wurde die Verwendung eines anterioren auricularen com-
posite flaps zum Wiederaufbau der Ala nasi beschrieben [106]. Koshima et al. (1997)
verwendeten mit Erfolg Gefa3 gestielte Haut-Knorpel-Haut-Lappen aus der Ohrmu-
schel um Tracheadefekte zu verschlieBen [71]. In ihrem Fallbericht bestatigten sie,
dass der adaquat gefaBversorgte Knorpel zu geringerer Resorption neigt als freie
Knorpeltransplantate.

Voy verwendete 1985 zur Herstellung freier Omentum majus Lappen autologen, mit-
tels Cialit konservierten Knorpel und Fremdmaterialien wie Proplast® als Tragerma-
terial. In allen verwendeten Medien wurde nach Abschluss der Beobachtungsphase
eine deutliche Neovaskularisation ohne signifikante Resorption nachgewiesen [147].
Einen weiteren Schritt zur Lésung des Problems der GefaBversorgung von Knorpel-
transplantaten unternahmen Arden et al. (1995), indem sie das Uberleben von
chondrokutanen Grafts durch vorangehende GefaBimplantation am Kaninchenohr-
modell verbesserten [3]. Hodin et al. verwendeten 1996 freie composite Grafts aus
Ohrknorpel und dorsaler Ohrhaut, um Nasenrekonstruktionen im Bereich der Nasen-
fligel durchzufihren und erzielten damit gute Ergebnisse [56]. Zur Deckung von
Ohrdefekten, die das kraniale Drittel mit einbeziehen, benutzten Yotsuyanagi et al.
(1998) bei 7 Patienten erfolgreich chondrokutane, gefaBgestielte Lappen [156].
Ebenso berichtet Pribaz et al. (1999) von an 5 Patienten erfolgreich durchgefihrten
pralaminierten Haut und Knorpel Unterarm free flaps zur Rekonstruktion komplexer
zentraler Gesichtsdefekte [108]. In einer Studie von ten Koppel et al. wurde 1998 tra-
bekulare entmineralisierte Knochenmatrix von einem geféaBgestielten  Ohrperi-

18



1 Einleitung

chondriumlappen ummantelt und in unterschiedlich vaskularisierten Empfangerarea-
len des Kaninchens implantiert [137]. Nach einer Beobachtungsphase von 3 und 6
Wochen wurde die héchste Inzidenz von neugebildetem Knorpel in der Gruppe der
gefaBgestielten Perichondriumlappen, die an einem sehr gut vaskularisierten Ort im-
plantiert wurden, gemessen. In einer aktuellen, retrospektiven Arbeit an 15 Patienten
von Keck et al. (2003) werden chondrokutane aurikulare Grafts mit lokoregionaren
Transpositionshautlappen kombiniert [61].

zu 5. lIsoliertes Perichondrium

Es wurden Versuche unternommen, die Qualitdten des dinnen, faltbaren, knorpelbil-
denden und stark vaskularisierten Perichondriums zu nutzen, um die Knorpelresorp-
tion bei autologer Knorpeltransplantation zu vermeiden.

Bereits 1975 verfolgten Ritsila et al. die Idee, dass in heranwachsenden Tieren freie
perichondrale Grafts eine chondrogene Potenz haben, &hnlich der Fahigkeit freier
periostaler Grafts zur Osteogenese [114, 115], was in zahlreichen Studien bestatigt
wurde [113, 118, 141, 142, 143]. Sie untersuchten am Kaninchenmodell die
Chondrogenese freier perichondraler Grafts aus dem Ohr, die an iatrogen gesetzte
Defekte im Bereich der Femurartikulationsflache des Kniegelenks gesetzt wurden.
Nach einem Zeitraum von zwei Jahren konnte mikroskopisch neugebildeter Knorpel,
der dem hyalinen Umgebungsknorpel entsprach, nachgewiesen werden. Ritsila et al.
fihrten diese Untersuchungsreihe fort und zeigten 1994, dass bei der Chondrogene-
se von frei transplantiertem Ohrperichondrium am Kaninchen das Umgebungsgewe-
be, die GefaBversorgung des Empfangerbettes und konsekutiv die Oxygenisierung
entscheidenden Einfluss auf das Verhalten mesenchymaler Zellen haben [112].
Ramon rekonstruierte 1994 tracheale Defekte an Kaninchen zu gleichen Teilen mit
vaskularisiertem und avaskularem Ohrperichondrium, wobei sich keine signifikanten
Unterschiede hinsichtlich der Knorpelneubildung ergaben [110]. Von Clevens et al.
(1995) wurde vaskularisiertes, aurikulares Perichondrium im Kaninchenmodell zur
Rekonstruktion eines Tracheadefektes erfolgreich mit histologisch nachgewiesener
Chondrogenese implantiert [19]. Von ten Koppel et al. wurde 1998 gezeigt, dass
freie Perichondriumlappen auf trabekularer demineralisierter Knochenmatrix Neo-
knorpel generieren kdénnen, einen Implantationsort mit glnstiger GefaBversorgung
vorausgesetzt [137]. In einer Perichondriumstudie von Yotsuyanagi et al. wurde
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1999 an 12 Kaninchen aus Perichondrium generierter Knorpel mittels Thermoplast-
platten zu einem menschlichen Ohr geformt. In 8 der 12 Tiere konnte histologisch
vom Perichondrium ausgehende Knorpelbildung nachgewiesen werden, die erfolg-
reich zur Entwicklung einer rigiden Struktur mit der Form eines menschlichen Ohres
gefuhrt hatte [157].

zu 6. Knorpel tissue engineering

Die Konservierung von Knorpel flr die Transplantation stellt in dessen chirurgischer
Anwendung eine weitere Herausforderung dar. Chemische Konservierungsverfahren,
wie in Unterpunkt 2 erlautert, wurden durch vitale Konservierung, wie sie Buijia et al.
(1994) beschreiben und durch gefaBgestielte chondrokutane Lappen Ubertroffen.
Tissue engineering stellt eine vielversprechende Therapiemodalitéat dar, um fehlen-
den Knorpel zu ersetzen [12]. Die Methode, wie sie von Koch und Gorti (2002) be-
schrieben wird, umfasst die Asservierung von Knorpel, die enzymatische Isolierung
der Chondrozyten und die Amplifikation der Knorpelzellen auf einer zweidimensiona-
len Monolayerkultur. AnschlieBend werden resorbierbare Polymerscaffolds mit den
Zellen beimpft und diese in rotierenden Bioreaktoren kultiviert [68]. Bujia et al. ver-
wendeten 1995 lebende Zellkulturchondrozyten zur erfolgreichen Larynxrekonstrukti-
on am Kaninchen. Im Unterschied zu einer ausschlieBlichen Zellamplifikation auf
Monolayersystemen, hangt die Knorpelentwicklung entscheidend von der dreidimen-
sionalen Anordnung der Zellen und von der Synthese der extrazellularen Matrix ab.
Hierzu benutzte Bujia et al. (1995) resorbierbare Polymervliese aus Polyglykansaure
and Polylactat als Tragermaterial in einem FlieBkulturmedium. Mit diesem Verfahren
behielten Chondrozyten ihren differenzierten Phanotyp und die Fahigkeit zur Neusyn-
these von Knorpelmatrix [14]. In der Fortentwicklung dieser Technik wurde autologer
tissue engineered Knorpel auf vorgeformten Glycogenpolymeren kultiviert, um bereits
geformte Knorpelimplantate zu generieren. Britt und Park konnten 1998 mit dieser
Technik am Kaninchenmodell erfolgreich Knorpelwachstum histologisch nachweisen.
Nach einer Beobachtungszeit von 6 Monaten wurde in 71% der insgesamt 7 auszu-
wertenden Tiere eine signifikante Abnahme der Knorpelvitalitat, sowie eine Abnahme
der biomechanischen Eigenschaften von bis zu 76% verglichen mit nativem Knorpel-
gewebe dokumentiert [10]. Durch Zusatz von Wachstumsfaktoren in die Kulturme-
dien konnte 2001 in einer Studie von van Osch et al. demonstriert werden, dass der
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Phanotyp in multiplizierten Ohrchondrozyten wiedergewonnen wurde. In einem weite-
ren Optimierungsschritt wurden die Chondrozyten auf alginathaltigem E210, einem
planen Polyglactinvlies kultiviert [144]. Mit dieser Technik konnten Marijnissen et al.
(2002) hohe Konzentrationen an Glycosaminoglykanen und Kollagen Typ Il nach
zweimonatiger subkutaner Implantation am Mausmodell nachweisen. Der Zusatz
von Alginat erhéhte die Formstabilitat des Grafts und flhrte zu keiner nennenswerten
Entzindungsreaktion, Kapselbildung oder Beeinflussung der Knorpelmatrixprotein-
synthese im Beobachtungsintervall [82]. Rodriguez et al. konnten 1999 zeigen, dass
bovine Chondrozyten die Fahigkeit besitzen, tissue engineered Knorpel in einer defi-
nierten Form, wie z.B. einem menschlichen Ohr, zu generieren. Humane Chondrozy-
ten wurden auf ihre Multiplikationscharakteristika, auf ihre Kultivierbarkeit in dreidi-
mensionalen Strukturen sowie ihre Fahigkeit, elastische Knorpelmatrix zu produzie-
ren, untersucht. Das von 12 Patienten im Alter von 5-17 Jahren entnommene Knor-
pelmaterial wurde 12 Wochen inkubiert. In zweiwdchigen Abstanden wurden so kulti-
vierte Chondrozyten auf ein dreidimensionales polyglykolacetathaltiges GerUst auf-
getragen und am Mausmodell nach einem Zeitraum von jeweils 8 Wochen histolo-
gisch untersucht. In 71% der beimpften Polymere lie3 sich Knorpelgewebe nachwei-
sen, dieses war nach immunhistochemischer Auswertung vereinbar mit elastischer
Knorpelmatrix [116].

Die Adhasionseigenschaften von tissue engineered Knorpel an nativem Knorpel,
wurden von Silverman et al. (2000) untersucht [128]. Dazu wurde eine Fibrinpolymer-
Chondrozytenschicht ummantelt von zwei nativen Knorpelscheiben in 15 Mause sub-
kutan implantiert. Nach einem Beobachtungszeitraum von 6 Wochen zeigte sich in
dem Zwischenraum Neoknorpelmatrix dem nativen Knorpel ohne Kapselbildung ad-
harent. Mit dieser Studie lieB sich eindrucksvoll dokumentieren, dass auf diese Art
verbundene Knorpelteile, in verschiedenen biomechanischen Stresstests untersucht,
signifikant groBeren Kraften standhalten kénnen als mit einfachen Fibrinmedien ver-
bundene Knorpelschichten. In einer vergleichenden Studie am Mausmodell konnte
2001 von Panossian et al. gezeigt werden, dass bei subkutaner Applikation von Ohr-
und Gelenksknorpel vom Schwein das Volumen der Knorpelprobe mit zunehmender
Konzentration an Knorpelzellen und Inkubationszeit wéachst. Dabei fiel auf, dass sub-
kutan implantierter Ohrknorpel histologisch und biochemisch im Glycosaminoglykan-
und DNA-Gehalt nativem Ohrknorpel ahnlicher als Gelenkknorpel ist. Dies wurde

dem lokalen Umfeld isolierter Chondrozyten aus unterschiedlichen Quellen zuge-
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schrieben. Das subkutane Umfeld von nativem Ohrknorpel passt sich glinstiger den
injizierten Ohrchondrozyten als dem injizierten Gelenkknorpel an. Es wurde vermutet,
dass biochemische und immunologische Prozesse des Knorpelgewebes im Trans-
plantatbett die Proliferation differenzierter Chondrozyten induzieren [104]. Erfolgrei-
ches Knorpel tissue engeneering wird u.a. von Lavezzi et al. (2002) [73] und erstmals
von der Projektgruppe um Vacanti et al. (1997) in Boston am Mausmodell anhand
der Herstellung eines Knorpelpolymergertstes in Form eines menschlichen Ohrs am
Mausmodel berichtet [16].

zu 7. Wachstumsfaktoren

Im Knorpelzellmodel aus Rattengelenksknorpel wurden von Kloosters und Bernier
(2005) die verschiedenen Signaltransduktionswege von Tumor Nekrosefaktor alpha
(TNF-alpha) und dem epidermalen Wachstumsfaktor (EGF) auf die Chondrozyten-
Funktionen untersucht. Dabei wiesen TNF-alpha und EGF additive Effekte hinsicht-
lich der Reduktion von Aggrecan und Typ Il-Kollagen mRNA auf, hatten jedoch kei-
nen Einfluss auf eine Aktivierung der NF-kappa B oder Proteinkinase C Signaltrans-
duktion [67].

An autologen osteochondralen Transplantaten am Kniegelenk von Schafen wurde
der Einfluss von Fibroblastenwachstumsfaktor (oFGF) auf die Integration des Trans-
plantats untersucht. An 10 Schafen lieB sich in einer Beobachtungsphase von 6 Mo-
naten eine radiologisch solide Osteointegration nachweisen, es fehlte jedoch eine
makroskopische wie mikroskopische Integration der Knorpelpartie [126].

Der Transformationswachstumsfaktor-beta (TGF-beta) reguliert eine Vielzahl
Chondrozytenzell Aktivitaten. Die Bindung von TGF-beta an seinen Zelloberflachen-
rezeptor aktiviert verschiedene Signalkaskaden, von denen der TGF-beta Smad
Signaltransduktionsweg der am ausfuhrlichsten untersuchte ist. TGF-beta aktiviert
jedoch ebenso Proteinkinasen wie die mitogenaktivierende Proteinkinase (MAPK),
die Proteinkinase A und C (PKA, PKC) und moduliert tiber weitere Interaktionen mit
verschiedenen anderen Signaltransduktionswegen die Genexpression in Chondrozy-
ten. Wahrend der enchondralen Knochenformation ist TGF-beta ein wichtiger Inhibi-
tor der terminalen Differenzierung der Epiphysenfugenchondrozyten. Die Reifung der
Chondrozyten wird Uber den Smad- und den Wnt-Signaltransduktionsweg sowie den

Transcriptionsfactor Runx2 reguliert [77].
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Besonders im Zusammenhang mit Knorpel tissue engineering Modellen wird der Ein-
satz von Knorpelwachstumsfaktoren untersucht. Die Behandlung einer dreidimensio-
nalen mesenchymalen Stammzellkultur auf einem polycaprolacton Nanonetzes als
Trager mit TGF-beta einem Transformationswachstums Faktor-beta wies eine ver-
gleichbar hohe Chondrogenese sowie Synthese von knorpelassoziierter extrazellula-
rer Matrix auf verglichen mit mesenchymalen Stammzellkulturen in Zellaggregaten
auf herkbmmlichen Pellets [76].

Im Rahmen des vorliegenden Forschungsprojektes wurde auf den Einsatz von

Fibroblastenwachstumsfaktor verzichtet.
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1.4 Methoden der Defektdeckung

Das Ziel aller Lappenplastiken ist die dauerhafte Defektdeckung und Rekonstruktion
mit einer an die umgebende, intakte Haut angepassten Hauttextur, Pigmentierung
und Dicke des subkutanen Gewebes. Dabei soll der Hebedefekt funktionell und as-
thetisch mdglichst wenig Nachteile bieten. Der Defekt-deckende Hautlappen soll wie-
derum moglichst komplikationslos und ohne ausgepragte Schrumpfungstendenz
anwachsen [57].

In der plastisch-rekonstruktiven Chirurgie gliedert sich die rekonstruktive Defektde-
ckung prinzipiell in die zwei Teilbereiche: Transplantation und Transposition von Haut
und ggf. Fett-, Muskel-, Knochen- und Knorpelgewebe.

Als Transplantation wird die rAumliche Verlagerung von Gewebe nach Abtrennung
von der Blutversorgung bezeichnet.

Bei der Hauttransplantation wird die Spalthaut- und die Vollhauttransplantation unter-
schieden. Das Spalthauttransplantat besteht aus Epidermis und variablen Anteilen
der Dermis. Entnahmestellen sind in der Regel in ausreichendem MaBe vorhanden
und heilen spontan nach Reepithelialisierung ausgehend von Epithelinseln um Haar-
follikel. Spalthauttransplantate wachsen im Empfangerbett rasch an, weisen jedoch
eine hohe Schrumpfungsneigung und oftmals eine nicht zufriedenstellende Textur
und Pigmentierung auf [57].

Dagegen ist das kosmetische Ergebnis eines Vollhauttransplantats, das anatomisch
aus Epidermis und der kompletten Schichtdicke der Dermis besteht, meist glinstiger.
Die Spenderregion muss allerdings chirurgisch versorgt werden, was aus kosmeti-
schen Griinden die Verflgbarkeit limitiert. Insgesamt jedoch heilen Vollhauttransplan-
tate im Vergleich zu Spalthauttransplantaten in Abhangigkeit der Perfusion und der
Kontamination des Empféangerbetts schlechter an [57].

Als Transposition wird die Verschiebung von Hautlappen unter Beibehaltung der Ge-
faBversorgung verstanden. Die Spenderregion befindet sich dabei entweder in un-
mittelbarer Nahe zu dem zu deckenden Defekt oder in gréBerem Abstand davon, so

unterscheidet man raumlich zwischen einem ,local flap® und einem ,distant flap*“.
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Der ,local flap“ wird je nach angewandter Technik in einen Verschiebelappen, einen
Rotationslappen und einen Interpolationslappen unterschieden [84].
Der ,distant flap“ wird je nach angewandtem Verfahren eingeteilt in einen direkten

Lappen, in einen Rollappen und in einen freien Lappen.

Allen genannten Techniken ist gemeinsam, dass die gebildeten Hautlappen keine
definierte GefaBversorgung aufweisen, sondern sogenannte ,random pattern flaps*®
darstellen, die tGber den dermalen und subkutanen GeféaBplexus versorgt werden
[57].

Um jedoch eine sichere Perfusion des Transplantats und damit ein komplikationslo-
ses Anwachsen sicherzustellen, wurde eine Weiterentwicklung zur Herstellung von
Hautlappen mit definiertem GefaBstiel notwendig. Die potentiellen Spenderregionen
werden dabei nach der Art der Blutversorgung eingeteilt, wie z.B. myokutane oder
fasziokutane Lappen. In diesem Zusammenhang weisen fasziokutane und myokuta-
ne Lappen eine hohe Zuverlassigkeit auf, da die anatomische und die vaskulare Ba-
sis getrennt voneinander lokalisiert sind, im Vergleich zu ,random cutaneous flaps®,
in denen sich die GefaBebene in der zu transplantierenden Hautebene befindet. Bei-
spiele fir myokutane Lappen sind z.B. der Latissimus dorsi Lappen mit A. und V. tho-
rakodorsalis als GefaBstiel oder der ,transverse rectus abdominis myocutane flap®,
der von A. und V. epigastica superficialis superior versorgt wird. Ein Beispiel fir ei-
nen fasziokutanen Lappen stellt der Radialislappen dar, der zentral Gber der A. und
V. radialis gelegen ist. Myokutane und fasziokutane Lappen weisen jedoch eine hohe
Hebedefektmorbiditat auf [84].

Durch die Entwicklung sogenannter préafabrizierter Lappen, in die ein Zentralgefa
implantiert wird, konnte die nachteilige Limitierung aufgrund von anatomischen Ge-
gebenheiten aller bisher genannten Lappentechniken weiter reduziert werden [96].
Bisher war der freie Gewebetransfer durch die Notwendigkeit einer vorhandenen axi-
al verlaufenden GeféaBversorgung der Spenderareale begrenzt [158]. Fir die Metho-
de der Préafabrikation mit Implantation eines ZentralgefaBes eignet sich als GefaB-
fihrendes Gewebe das Omentum majus, Faszie, Muskelgewebe und isolierte Blutge-
faBe. Von diesen GefaBtragern geht die Neovaskularisation des zu transplantieren-
den Hautlappens aus [130]. Als vorteilhaft erweist sich in diesem Zusammenhang die
Zunahme an potentiellen Spenderregionen und die Mdglichkeit, schlanke Hautlappen
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mit axialer GeféaBversorgung fur die Rekonstruktion von Regionen mit nur wenig sub-
kutanem Gewebe (z.B. Gesicht) zu entnehmen. Da der GefaBstiel aller natirlichen,
axial versorgten Hautlappen aus tiefen Schichten stammt, weist der zu entnehmende
Flap mit dem adharenten Muskel- oder Fettgewebe eine deutliche, nachtraglich nicht
ausdiinnbare Schichtdicke auf [88]. Ebenso wie der gefaBgestielte Lappen weist der
prafabrizierte Lappen eine definierte GefaBversorgung auf, die flir die Hauttransplan-
tation an das EmpfangergefaBsystem reanastomosiert wird [84].

Der gestielte, ebenso wie der prafabrizierte Lappen kann aufgrund der eigenen Ge-
faBversorgung auch in vorgeschadigtem oder kontaminiertem Gewebe eingesetzt

werden.

Im Unterschied dazu wird zur Erstellung eines pralaminierten Lappens ein in situ ver-
laufender, axialer GefaBtrager (z.B. Faszie, Muskelgewebe oder GeféBe) genutzt,
um ein Hauttransplantat zur Versorgung aufzunehmen und in zweiter Sitzung an den

Zielort transferiert zu werden.
In der vorliegenden Studie wurde die Technik der Pralamination angewandt. Als

Zentralgefa3 wurde die A. und V. epigastrica superficialis gewahlt, um im zweizeiti-
gen Ansatz ein Knorpel- Vollhauttransplantat zur Versorgung aufzunehmen.
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1.5 Neovaskularisation

Die Neovaskularisation im pralaminierten Knorpel-Vollhautlappen verlauft nach fol-

genden Prinzipien:

Dem Prozess der Neovaskularisation liegt die Angiogenese, d.h. die Bildung neuer
kapillarer BlutgefaBe zugrunde. Angiogenese findet wahrend der embryonalen Ent-
wicklung statt und wahrend einiger physiologischer und pathologischer Ablaufe im
adulten Individuum, wie z.B. der Wundheilung, chronisch entziindlicher Vorgange
und auch bei Tumorwachstum. Im Rahmen der Tumorentwicklung ist die Angiogene-

se im Unterschied zu den Ubrigen Formen nicht selbstlimitierend [78].

Die Bildung neuer GefaBe folgt einem angiogenen Stimulus, wie z.B. das Vorliegen
einer ausgepragten Gewebeischamie oder ein chronisch-entziindlicher Prozess [36,
88, 105]. Daraufhin wird aus kapillaren Endothelzellen Plasminogen-Aktivator und
Kollagenase freigesetzt. Dies hat eine Lyse der Basalmembran der StammgefaBe
zur Folge, durch die die Endothelzellen zielgerichtet in den perivaskularen Raum
migrieren. Durch mitotische Zellteilung kommt es zur kapillaren GeféaBaussprossung
mit Lumenbildung. Nach Aufzweigung und Anastomosierung der kapillaren Gefas-
sprosse sowie Ausbildung einer Basalmembran setzt der Blutfluss ein [37]. Angioge-
ne Faktoren werden z.B. von Tumorzellen, aktivierten Makrophagen und
T-Lymphozyten sezerniert [36, 37, 88, 125, 138]. Nach heutigem Kenntnisstand gel-
ten Angiogenesewachstumsfaktoren (vascular endothelial growth factor VEGF), An-
giopoetine, Ephrine und Fibroblastenwachstumsfaktoren als entscheidende Faktoren
im komplexen Regelwerk der Angiogenese [4]. Die vascular endothelial growth fac-
tors (VEGFs) sind die Angiogenese und die mikrovaskulare Permeabilitat stimulie-
rende Proteine. Sie spielen eine zentrale Rolle im Rahmen der physiologischen und
pathologischen Neovaskularisation. Die Signaltransduktion erfolgt Gber die Rezepto-
ren Flt-1/ VEGFR1 und FIk-17VEGFR2. VEGFs kdnnen in vielen Isoformen generiert
werden, die wesentlichen humanen Isoformen sind V121, V165, V189 und V206. Die
verschiedenen Isoformen scheinen &hnliche Funktionen zu haben, differieren aber in
ihren Bindungsaffinitaten an extrazellulare Matrix. In einer Untersuchung von Ancelin

et al. (2002) konnte gezeigt werden, dass die Steroidhormone 17 beta-Estradiol und
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Progesteron die VEGF-Expression steigern [2]. VEGF und der basale Fibroblasten
Wachstumsfaktor bFGF flhren zu einer Aktivierung der Expression der Calcium akti-
vierten Kaliumkanale (IKCa1) in humanen Endothelzellen der Vena umbilicalis. Diese
Hochregulation der IKCa1 scheint eine entscheidende Rolle flr die Endothelzellproli-
feration und Angiogenese in vivo zu spielen [47]. Angiopoetine sind Proteine, die
wichtige Kofaktoren der Angiogenese darstellen. In einer Studie von Carlevaro et al.
(1997) konnte in vitro und am Tiermodell das isolierte Protein Transferrin als wesent-
licher Kofaktor der Neoangiogenese in hypertrophiertem Knorpel wahrend der en-

chondralen Ossifikation nachgewiesen werden [18].
Die Neovaskularisation im Knorpel-Vollhautlappen kann durch den Einsatz von
angiogenen Faktoren wie z.B. endothelial cell growth factor (ECGF) oder basic

fibroblast growth factor (bFGF) verbessert werden [64].

Im Rahmen des vorliegenden Forschungsprojektes wurde auf den Einsatz von

Angiogenesewachstumsfaktoren verzichtet.
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2 Problemstellung und Zielsetzung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, nach Prdparation eines pralaminierten
Lappens mit autologer, heterotoper Knorpel- und Vollhauttransplantation und unter-
schiedlicher Praparation des Knorpelgewebes das AusmafB der Neovaskularisation
im transplantierten Knorpel zu evaluieren.

Dabei wird die Angiogenese in Abhangigkeit von der GréBe des Knorpeltransplantats
beurteilt, um daraus die GefaBversorgung in kombinierten Knorpel-Vollhaut-Lappen
zu untersuchen.

Zu diesem Zweck werden in einer kontrollierten Studie zwei verschiedene Bearbei-
tungstechniken zur Stanzung des Knorpels miteinander verglichen.

Als Hauptvariable wurde in den drei Untersuchungsgruppen der transplantierte
Knorpellayer in unterschiedlichem, definiertem AusmaB perforiert. Dies geschieht in
der Absicht, eine gréBtmdgliche Bindegewebs- und Kapillareinsprossung zu
ermdglichen und dadurch eine Reduktion der Diffusionsstrecke zu erreichen. Als
klinischer Indikator flr eine erfolgreiche Revaskularisierung dient das Einheilen und
Anwachsen eines auf den Knorpellayer transplantierten, avaskularen Vollhauttrans-
plantats.

Dieses Vorgehen zur Férderung der Kapillareinsprossung wurde bisher in keiner
kontrollierten Studie untersucht.

Die durchgefiihrte Studie soll Uber die Kapillareinsprossung Auskunft geben, indem:

- die Qualitat und Quantitat der Neoangiogenese durch angiographischen und his-
tologischen Nachweis dokumentiert wird.

- die Vitalitat des autologen Knorpeltransplantats histologisch untersucht wird.

- in einem sekundaren Eingriff Vollhaut auf die Knorpelschicht appliziert und die
Vitalitdt und Flache der Transplantathaut im pralaminierten Lappen klinisch und
histologisch untersucht wird.

Die Erforschung des Verhaltens von Knorpel im Weichgewebe, sein Einfluss auf die
dariberliegende Haut und die GeféBeinsprossung in diesen kombinierten Lappen,
sowie die Untersuchung der spezifischen Vor- und Nachteile waren das Ziel dieser
kontrollierten, prospektiven tierexperimentellen Studie.
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Um vergleichbare, verlassliche und reproduzierbare Aussagen dber die
Vaskularisation des Knorpels im praformierten Lappen treffen zu kénnen, ist diese
zunachst im nativen, unmanipulierten Gewebe zu untersuchen.

AnschlieBend wurden das Auftreten von GeféaBen und die Knorpelbildung im
bearbeiteten Knorpel histologisch an van Gieson- und Hamatoxylin—Eosin-gefarbten
Schnitten studiert. Immunhistochemische Methoden wurden ebenfalls herangezogen,

um Lokalisation, Aufbau und Umgebung der GefaBe zu untersuchen.

Das Ziel dieser Arbeit ist es, einen chondrokutanen Lappen herzustellen und in
Abhéangigkeit vom Ausmal der iatrogenen Perforation des cartilagindren Layers die

transcartilagindre Neovaskularisation desselben zu induzieren und zu untersuchen.

In dieser tierexperimentellen Studie werden die Bedingungen, unter denen eine
Pralamination eines mehrschichtigen dinnen Lappens mdglich ist, untersucht.
Darauf aufbauend soll die Revaskularisation und die Vitalitdt der im zweizeitigen
Ansatz auf den Knorpel aufgebrachten Haut in Abhangigkeit der verschiedenen
implantierten  Knorpelgewebsvarianten gepriift werden. Das Uberleben des
Hautgrafts hangt dabei anfangs entscheidend von der Plasmadiffusion aus dem
Empféangerbett zum Graft ab, bevor ein permanenter kapillarer Anschluss die
Blutversorgung Ubernimmt [112]. Daher wurde als Implantationsort die Bauchregion
subkutan in der Pinna gewahlt, die wie bereits von ten Koppel et al. (1998)
beschrieben, als maBig gut vaskularisiert gilt [137].

Als Empfangerbett fir den Graft diente am Implantationsort die axiale
GefaBversorgung durch die Arteria und Vena epigastrica superficialis, die zu einem

freien Lappentransfer genutzt werden kénnen.
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3 Material und Methodik

3.1 Modellbeschreibung

Zur Untersuchung der vorgegebenen Parameter (siehe Kapitel 2) wurde eine kontrol-
lierte, prospektive tierexperimentelle Studie durchgeflhrt.

Als Versuchstier wurde das Kaninchen gewahlt. An 10 Kaninchen wurde die Préla-
mination eines chondrokutanen Lappens durchgeflhrt. Alle Eingriffe wurden durch
denselben Operateur ohne Assistenz ausgefthrt. Im Vorfeld der Studie wurde die
Durchfuhrung eines préalaminierten, chondrokutanen Lappens kontrolliert erlernt.

Das Tierversuchsvorhaben wurde gemafB § 8 Abs.1 des Tierschutzgesetzes vom
17.02.1993 durch die Regierung von Oberbayern genehmigt.

Die vorgestellte Studie dient der Bestimmung der Neoangiogenese im chondrokuta-
nen Transplantat im Hinblick auf die Verwendung in préfabrizierten Lappen.

Die zwei zu erprobenden Knorpelaufbereitungstechniken der Knorpelperforation ha-
ben eine optimierte Vitalitdt und damit eine formelastische Bestandigkeit des Knor-
peltransplantats zum Ziel.

Mit der zusatzlich applizierten Vollhaut wirde der chondrokutane Lappen in ver-
schiedenen Bereichen der plastisch - rekonstruktiven Chirurgie eingesetzt, wie der
genannten Lidrekonstruktion und der Nasen- und Ohrmuschelrekonstruktion.

Um die vorhandene GefaBversorgung, die Neoangiogenese und die makroskopische
und histopathologische Vitalitdt des chondrokutanen Lappens darzustellen wurden
folgende Untersuchungsverfahren angewandt:

Klinisch- makroskopische Beurteilung
Angiographie
Planimetrie

Lichtmikroskopische Histologie

SN A

Immunhistochemie

Die genannten Untersuchungsverfahren sollen Aufschllsse liefern Uber:
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zu 1. Wundheilungsstérung, vitale Hautflache, vitale Knorpelflache, Deformierung
des Knorpels

zu 2. GefaBdurchmesser, GefaBverteilung

zu 3. Quantifizierung der vitalen Hautflache

zu 4. Knorpel/ Perichondriumzustand, Hautzustand, GefaBdarstellung,
Entziindungsreaktion, Fremdkdérperreaktion

zu 5. Neoangiogenese, GefaBverteilung

Die erhobenen Daten sind folgende:
a) Quantitative Daten: GefaBverteilung (Angiographie)
vitale Hautflache (Planimetrie)
b) Semiquantitative Daten (Scoreverfahren):Vitalitdt Haut (Histologie)
Vitalitat Knorpel (Histologie)
c) Qualitative Daten: Intraoperative/ klinische Beobachtungen der Knorpelflache,

Knorpeldicke, Wundheilung
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3.2 Versuchstiere

Als Versuchstiere dienen weibliche Chinchilla-Bastard-Kaninchen (Fa. Charles River
GmbH, Sulzfeld).

Diese stellen ein Standardmodell fiir In-vivo-Untersuchungen am Knorpel dar [45, 88,
133].

Das Korpergewicht der Versuchstiere betrug zum Zeitpunkt des ersten Eingriffs
durchschnittlich 2,37kg (Minimum 2,0kg, Maximum 2,7kg), zum Zeitpunkt des zwei-
ten Eingriffs durchschnittlich 2,76kg (Minimum 2,4kg, Maximum 3,1kg), zum Zeit-
punkt des dritten Eingriffs durchschnittlich 3,11kg (Minimum 2,6kg, Maximum 3,6kg).

Die Tiere wurden in Einzelkafigen auf Lochblech gehalten und zweimal wdchentlich
umgesetzt. Futter (Kaninchenhaltungsdiat: Altromin®) und Wasser aus einer Nippel-
tranke erhalten die Tiere ad libitum. Die Beleuchtung des Stallraumes wird Uber ein
Programm mit automatischem Tag-Nachtrhythmus geregelt (12 Stunden hell [max.
500 Lux], 12 Stunden dunkel). Die Lufttemperatur betragt 21- 23°C bei einer relativen
Luftfeuchtigkeit von 50-70%.

Insgesamt gingen 13 Tiere in die Studie ein.

33



3 Material und Methodik

3.3 Versuchsplan

Von den 13 Kaninchen wurde an 12 Tieren die Knorpelentnahme an der Dorsalseite
der Ohrconcha durchgefiihrt, bei 9 Kaninchen am linken Ohr, bei 3 Kaninchen am
rechten Ohr. Ein Kaninchen verstarb wahrend der Narkoseeinleitung vor dem ersten
Eingriff an einer Asystolie.

Das entnommene Knorpelpraparat wurde in jeweils drei gleich groBe 2x2cm mes-
sende Quadrate geteilt und wies eine Knorpeldicke von durchschnittlich 0,5mm (0,4-
1,0mm) auf. Diese Knorpelflache wurde gewahlt, da sie einerseits groB genug sein
sollte, um ein ausgewogenes Verhaltnis zwischen nativer Knorpelflache und gestanz-
ter Flache bei gleichbleibender Stabilitat zu erreichen. Andererseits war das gesamte
zu entnehmende Knorpelvolumen unter Berlicksichtigung des zu erwartenden Hebe-
defektes limitiert. Das entnommene Knorpelgewebe wurde in drei Gruppen einge-
teilt. Zwei Gruppen wurden praimplantatorisch in jeweils unterschiedlicher Technik
bearbeitet. Die dritte Gruppe blieb unbearbeitet und diente als Kontrollgruppe. Der
Knorpel, der im Folgenden als Gruppe GL bezeichnet wurde, erhielt jeweils 9 zirkula-
re Perforationen mit einem Durchmesser von jeweils 4mm. Der Knorpel, der im wei-
teren Verlauf als Gruppe KL benannt wurde, wurde 20mal gestanzt. Diese Stanzun-
gen wiesen jeweils einen Durchmesser von 1,5mm auf. Die Anordnung der beiden
transcartilaginaren Perforationstypen wurde durch das Anlegen einer Schablone kon-
trolliert und flr den gesamten Versuchsablauf beibehalten. Die Flache eines Kreises
berechnet sich aus n mal Radius2. Somit ergibt sich fir die Gruppe GL eine gestanz-
te Flache von 9x 12,566 = 113,1mm?, fir die Gruppe KL eine gestanzte Flache von
20x 1,767mm?2 = 35,3mm? in einem Knorpelquadrat mit einer Flache von jeweils
20x20mm= 400mm?/ 4cm?2. Berechnet man das Verhaltnis gestanzter Knorpel zur
gesamten Knorpelflache pro Gruppe, ergibt sich fir die Gruppe GL eine gestanzte
Knorpelflache von 28,3%, flir die Gruppe KL eine perforierte Flache von 8,8%. Die
intakte, native Kontrollgruppe wies 0% gestanzte Flache auf. Diese Perforationsfla-
chen von ca. 10% und 30% der Gesamtknorpelflache pro Untersuchungsgruppe
wurden gewahlt, um einerseits mit einem Modell zu arbeiten, das eine geringgradige
und eine erhebliche Entfernung von Knorpelvolumen hinsichtlich des Parameters der
GefaBeinsprossung miteinander vergleicht. Andererseits sollte dabei die formgeben-
de, tragende und stabilisierende Funktion der Knorpelstruktur nicht beeintrachtigt

werden. Betrachtet man das einzelne Perforationsareal von ca. 12,6mm?2 in der
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Gruppe GL verglichen mit 1,8mm?2 in der Gruppe KL, zeigt sich auch hier ein deutli-
cher Unterschied mit einem Flachenverhaltnis von 1:7. Mit dieser Untersuchungsan-
ordnung sollte der Grad der transcartilagindren Neovaskularisation in Abhangigkeit
der GrdBe des transmuralen Knorpeldefekts evaluiert werden. Nach Einteilung des
entnommenen Knorpelgewebes in die drei Gruppen GL, KL und Kontrollgruppe wur-
den diese drei Untersuchungsgruppen im Rahmen des ersten Eingriffs in jedes der
12 Tiere implantiert. Diese autologe, heterotope Knorpeltransplantation erfolgte im
Bereich der seitlichen Bauchwand epifasciel auf das Gefassbett der A. epigastrica
superficialis. Die drei Knorpelgruppen wurden dabei in permutierter Reihenfolge im-
plantiert. Nach einem Intervall von vier Wochen wurde bei allen Tieren im Rahmen
eines zweiten Eingriffs ein 6x2cm messendes Vollhautareal an der kontralateralen
Bauchwandseite prapariert. Diese Vollhaut wurde in drei jeweils 2x2cm messende
Teiltransplantate geteilt und in der gleichen Operation auf die bereits vier Wochen in
situ befindlichen drei Knorpelgruppen transplantiert. Dazu wurde Uber jedem der drei
Knorpelgruppen jeweils ein 2x2cm groBer Hautdefekt geschaffen und die Vollhaut-
transplantate im Niveau auf die drei Knorpelgruppen transplantiert. Dieser zweizeitig
geschaffene chondrokutane Lappen wurde nach einer vierwéchigen Beobachtungs-
phase in situ mit Kontrastmittel perfundiert, exzidiert und angiographisch, histologisch
sowie planimetrisch untersucht.

Die Beobachtungszeit in situ betrug fir das Knorpelgewebe 8 Wochen, fir das Voll-
hauttransplantat 4 Wochen.

Die 10 Kaninchen, die der Auswertung mit Angiographie, Planimetrie und Histologie
zugefihrt wurden, hatten die Nummer 79, 80, 91, 109, 110, 111, 112, 133, 170 und
171.

Eine Besonderheit stellt die Untersuchung des chondrokutanen Lappens an zwei
Tieren dar, der nach Durchfihrung der drei aufeinander folgenden Eingriffe einer
qualitativen, immunhistochemischen Auswertung zugefihrt wurde.

Die zwei Tiere, die immunhistochemisch ausgewertet wurden, hatten die Nummer 37
und 93.

Kontrolle Gruppe KL Gruppe GL
Abbildung 2: Schematische Darstellung der drei Knorpelgruppen.
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Tiernr. Gruppen

79/ GL | KL | KO

80| GL | KL | KO

91| GL | KL | KO

109 GL | KL | KO

110| GL | KL | KO

111/ GL | KL | KO

112 GL | KL | KO

133 GL | KL | KO

170 GL | KL | KO

171 GL | KL | KO

Tabelle 3: Gruppeneinteilung.

Knorpelgruppe GL Knorpelgruppe KL Kontrollgruppe
(4 mm Lochstanzung) (1,5 mm Lochstanzung)
1. Woche Pralamination und Implantation

der 3 Knorpelgruppen in jeweils jedes

Tier, n=10 l

4. Woche autologe, heterotope Vollhauttransplantation
auf jede Knorpelgruppe in
jeweils jedem Tier, n=10

8. Woche Entnahme des chondrokutanen Lappens
Durchfiihrung der Analyseverfahren:

Angiographie, Planimetrie, Histologie, n=10

Tabelle 4: Darstellung des zeitlichen Versuchsablaufs mit Implantation der drei
Untersuchungsgruppen (GL, KL und Kontrollgruppe) in jeweils jedes Tier.
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3.4 Anasthesie

Alle operativen Eingriffe erfolgten in Allgemeinanasthesie. Diese wurde bei allen Tie-

ren mit einer initialen i.m. (Oberschenkel) Mischinjektion mit folgenden Wirkstoffen

und Dosierungen eingeleitet:

- Xylazinhydrochlorid/ Xylapan® (1ml = 23,3mg, Chassot Ag Bern, CH) 5mg/kg KG
und

- Ketaminhydrochlorid/ Narketan® (1ml = 115,3mg, Chassot GmbH, Ravensburg)
50mg/kg KG.

Das intraoperative, kontinuierliche An&sthesiemonitoring erfolgte Uber ein Pulsoxy-

meter, das an der Zungenspitze angebracht wurde. Die Tiere atmen wahrend der Op

spontan. Zur intraoperativen Aufrechterhaltung der Narkose wurde Ketaminhydroch-

lorid 50mg/kg KG 5fach verdiinnt und Xylazin 5mg/kg KG 5fach verdinnt als Erhal-

tungsdosis bedarfsadaptiert i.v. verabreicht. Hierzu wurde ein Venenverweilkatheter

Venflon® (Fa. Ohmeda Helsingborg, Durchmesser 0,8mm) in die V. auricularis ge-

legt.

Intraoperativ erfolgte eine kontinuierliche intravendse Volumensubstitution mit Ringer

Lésung® Delta Pharma (Boehringer Ingelheim, Pfullingen, Deutschland). Zuséatzlich

wurde als Lokalanasthesie an der Knorpelentnahmestelle am Ohr 0,5ml Mepivacain-

hydrochlorid/ Scandicain® 2% (Astra, Wedel) zweifach verdinnt subkutan verab-

reicht.

Abbildung 3: Infiltrationsandsthesie am Ohr.

Die Narkosedauer betrug beim ersten Eingriff ca. 170-240min, beim zweiten Eingriff
ca. 160-220min, es folgte jeweils ein ausgedehnter Nachschlaf. Die Narkosedauer
des letzten Eingriffs betrug ca. 190-340min.
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3.5 Operationsvorbereitung

Die Kaninchen wurden an der AuBenseite beider Ohren, jeweils ein Ohr zur Knorpel-
entnahme und eines zur Anlage einer intravendsen Verweilkanlle, sowie im Bereich
des gesamten Abdomens, der Inguinalregion und der Innenseite beider Oberschen-
kel rasiert. Die Tiere wurden dann in Rickenlage in leichter Spreizstellung der Vor-
der- und Hinterbeine auf der Unterlage locker fixiert.

Um ein Ausklhlen wahrend der Operationen und dem folgenden Nachschlaf entge-
genzuwirken, wurden die Tiere auf eine Heizmatte gelagert. Sie erhielten zur Unter-
stltzung der Spontanatmung eine kontinuierliche Sauerstoffvorlage Uber einen Na-
senflow von 2 Liter Sauerstoff/ min. Zum Schutz der Cornea wurde Dexpanthenol/
Bepanthen® Roche Augen- und Nasensalbe (Hoffmann-La Roche AG, Grenzach-
Wyhlen) lokal appliziert.

Alle drei operativen Eingriffe wurden unter sterilen Kautelen von einem Operateur

durchgefiihrt. Die Dauer des ersten Eingriffs betrug ca. 110-180min, des zweiten

Eingriffs ca. 100-150min und des letzten Eingriffs ca. 180-300min.

Abbildung 4: Lagerung des Kaninchens nach steriler Abdeckung.
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3.6 Operationstechnik und Instrumentarium

3.6.1 Eingriff |

Im Folgenden wird das verwendete chirurgische Instrumentarium beschrieben.
Abbildung 5 zeigt die fur die Praparation der Knorpelgruppe KL verwendete Metall-
schablone (Eigenanfertigung), der Abstand der Stanzungen betragt ca. 2,5mm.

Abbildung 5: Metallschablone zur Herstellung der StanzgréBe KL mit einem

Durchmesser von 1,5mm.

Abbildung 6 zeigt den zur Knorpelpraparation fir die Knorpelgruppe GL benutzten
Biopsie Punch (Stiefel Laboratorium GmbH, Muhlheimer Str. 231, 63075 Offenbach)

mit einem Innendurchmesser von 4mm.
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Abbildung 6: Biopsie Punch zur Herstellung der StanzgréBe GL mit einem
Durchmesser von 4mm.

Abbildung 7 zeigt das fur die drei Eingriffe benutzte chirurgische und mikrochirurgi-
sche Instrumenteset.

Abbildung 7: Chirurgisches Instrumenteset.
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Im Rahmen des ersten operativen Eingriffs wurde freier Ohrknorpel mit Perichondri-
um entnommen und nach Pr&paration durch zwei unterschiedliche Stanzungen hete-
rotop gemeinsam mit der Kontrollgruppe auf die A. epigastrica superficialis implan-
tiert.

Im ersten Teil des ersten Eingriffs wurde im mittleren Bereich des Ohrrlickens eines
Ohres die Haut langs inzidiert. Es erfolgte die Praparation eines ca. 6 x 2cm groB3en
Knorpelstlicks, das unter sorgfaltiger Darstellung der umliegenden GefaBe unter lau-
fender Blutstillung mittels bipolarer Koagulation (MET F. L. Fischer, Berlin) entnom-

men wurde.

Abbildung 8: Praparation des Ohrknorpels.

AbschlieBend wurde die Haut mit 4-0 Ethilon® (Ethicon, Norderstedt) intrakutan fort-
laufend vernaht.

Es folgte nun in gleicher Narkose der zweite Teil des ersten Eingriffs.

Dieser bestand aus der unterschiedlichen Knorpelpraparation und der heterotopen
Implantation der im Folgenden beschriebenen Knorpelgruppen.

Zur Vorbereitung auf die heterotope Implantation wurde das unter Belassung des
Perichondriums entnommene Knorpelstiick in drei gleich groBe, ca. 2 x 2cm mes-
sende Quadrate geteilt. Die entstandenen Quadrate wurden nach dem Zufallsprinzip
entweder einer der beiden Variablengruppen oder der Kontrollgruppe zugeteilt.

Pro Tier entsprach die Kontrollgruppe einem 2 x 2cm messenden Knorpelquadrat.
Die erste Vergleichsgruppe bestand bei jedem Tier aus einem 2 x 2cm groBen, peri-
chondriumhaltigen Knorpelquadrat, in das mit einer im Durchmesser 1,5mm mes-

senden StrauBenkanile® (Dispomed Witt, Gelnhausen - Haller) 4 x 5 entsprechend
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groBe Lécher unter Zuhilfenahme der selbstangefertigten Metallschablone mit einem

Abstand von ca. 4mm gestanzt wurden.

s
3

i il

Abbildung 9: Metallschablone, StrauBenkanlle®, Knorpelgruppe KL.

Mit einem Biopsie Punch erhielten die Knorpelquadrate der zweiten Gruppe 3 x 3
Stanzungen mit einem Einzeldurchmesser von 4mm in einem Abstand von ca. 3mm

unter Zuhilfenahme einer Millimeterschablone (Stauen, Germany).

Abbildung 10: Knorpelgruppe GL, Biopsie Punch.

Die Aufarbeitung des Knorpels wurde bei Raumtemperatur unter kontinuierlicher
Feuchthaltung des Knorpels und unter sorgfaltiger Schonung des Restknorpels

durchgefihrt.
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Abbildung 11: 4mm gestanzter Knorpel links (GL), 1,5mm gestanzter Knorpel in der
Mitte (KL) und nativer Knorpel rechts (KO).

Im dritten Abschnitt des ersten Eingriffs wurde nach Préparation der Knorpelgruppen
die Bauchhaut Uber einen medianen Langsschnitt von der Symphyse bis zum
Xiphoid eréffnet.

Als Implantationsort fir den entnommenen Knorpel wurde das Versorgungsgebiet
der A. und V. epigastrica superficialis ab ca. 7cm cranial der Symphyse gewahlt. Da-
zu wurde bei allen zehn Tieren die linke A. und V. epigastrica superficialis auf einer
Lange von 10cm unter vorsichtiger Blutstillung durch Elektrokoagulation und sorgfal-
tiger Darstellung der GefaBabgange prapariert.

Abbildung 12: A. und V. epigastrica superficialis sinistra (A / V).
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Bei jedem Kaninchen wurde aus jeder Untersuchungsgruppe jeweils ein Knorpelpra-
parat mit Einzelknopfnahten (Ethilon® 4-0, Ethicon, Norderstedt) direkt auf der frei-
gelegten A. und V. epigastrica superficialis fixiert. Die Reihenfolge, in der die Knor-
pelquadrate der einzelnen Gruppen im GefaBverlauf von kranial nach kaudal implan-
tiert wurden, war randomisiert und deren gegenseitiger Implantationsabstand betrug

mindestens 1,5cm.

Abbildung 13: Eingriff | nach heterotoper Knorpelimplantation auf die A. und V.

epigastrica superficialis.

Die nachfolgende Tabelle beschreibt die Permutation des Implantationsortes der
einzelnen Knorpelgruppen mit kleiner Stanzung, groBer Stanzung und der nativen
Kontrollgruppe in axialer Ausrichtung, dabei entspricht Position 1 der kaudalen, Po-
sition 2 der mittleren und Position 3 der kranialen Implantationsstelle bei den 10 Tie-
ren.
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Tiernr.| GL | KL | KO
79 1 3 2
80| 3 2 1
91 2 1 3

109 1 3 2
110, 3 2 1
111 2 1 3
112 1 3 2
133 3 2 1
170, 2 1 3
171 1 3 2

Tabelle 5: Position der Knorpelimplantate in situ.

AnschlieBend erfolgte der Wundverschluss mit Ethilon® 3-0 (Ethicon, Norderstedt)

in fortlaufender Intrakutannaht.
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3.6.2 Eingriff

Der zweite Eingriff erfolgte nach einem Beobachtungsintervall von vier Wochen.

Im Rahmen des zweiten Eingriffs wurde Vollhaut von der unversehrten, kontralatera-
len Abdomenseite entnommen, um sie anschlieBend auf die bis dahin seit 4 Wochen
in situ verbliebenen Knorpelimplantate zu nahen.

Dazu wird eine Vollhautflache von ca. 2 x 6cm im Bereich der kontralateralen rechten

Abdomenseite prapariert und entnommen.

Abbildung 14: Abdominale Vollhautentnahme.

Der kutane, abdominale Hebedefekt wurde in fortlaufender Intrakutannaht mit
Ethilon® 3-0 verschlossen.

Die drei Knorpelstlicke wurden einzeln unter Belassung der sich bis dahin entwickel-
ten vaskularisierten, bindegewebigen Verschiebeschicht freigelegt. Diese wurde le-
diglich entlang der Knorpelrdnder inzidiert, um eine Versorgung dieser Schicht und
des nachfolgenden Hauttransplantats ausschlieBlich durch vertikal eingesprosste
GefaBe sicherzustellen und den Einfluss von horizontal eingewachsenen GefaBen
zu reduzieren. Intraoperativ wurde der Knorpel nach vierwdchiger Einheilungsphase
vermessen und klinisch in einem Scoreverfahren hinsichtlich Vitalitat und Flache be-
urteilt. Das Vollhauttransplantat wurde in drei gleich groBe, 2 x 2cm messende Voll-
hautquadrate geteilt. Die Bearbeitung der Vollhaut erfolgte bei Raumtemperatur unter
sorgféltiger Feuchthaltung und Schonung des Gewebes. Bei jedem Tier wurden die
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drei zu transplantierenden Vollhautstiicke mit ca. 12 Einzelknopfn&hten Ethilon® 4-0

im Niveau der Haut direkt auf die drei freigelegten Knorpelrechtecke genaht.

Abbildung 15: Eingriff Il nach Vollhautimplantation.

Abbildung 16: Eingriff Il nach Vollhautimplantation mit kontralateraler
Hebedefektdeckung (HD).
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3.7 Postoperative Versorgung

Nach Eingriff | und Il bestand die Wundversorgung aus einem atmungsaktiven, anti-
septischen Nobekutan® Spriihverband (Astra Chemicals GmbH, Wedel) und einem
Rudavlies® Pflasterverband (Noba Verbandmittel Danz GmbH, Wetter-Wengern).
Zum zusatzlichen Wundschutz wurde allen Tieren ein dauerelastischer, thorakoab-
dominaler Schlauchverband aus TG - Grip G® (Lohmann, Neuwied) Ubergezogen.
Nach s.c. Injektion des Antibiotikums Enrofloxacin/ Baytril® 2,5% (Bayer, Leverku-
sen) 5mg/kg KG und s.c. Injektion des Analgetikums Buprenorphinhydrochlorid/
Temgesic® (Boehringer Mannheim GmbH, Germany) 0,05mg/ kg KG wurden die
Tiere wahrend der Aufwachphase in die Transportbox gelegt.

In der Aufwachphase wurde die Sauerstoffabgabe Uber den Nasenflow und die
Warmezufuhr durch die Heizmatte beibehalten, um einer Hypothermie und Hypoxie
in der Aufwachphase vorzubeugen. Nach Erreichen des Stellreflexes wurden sie in
ihren Einzelkafig gesetzt. Futter und Wasser standen ihnen sofort ad libitum zur Ver-
flgung.

Zur postoperativen Nachsorge erhielten die Tiere eine Antibiose mit Enrofloxacin/
Baytril® 2,5% (Bayer, Leverkusen) 5mg/kg KG, s.c. appliziert, einmal taglich Uber
einen Zeitraum von sechs Tagen. Die Analgesie mit Buprenorphinhydrochlorid
0,05mg/ kg KG, s.c. injiziert, wurde in Abhangigkeit der klinischen Symptomatik und
des Allgemeinzustands in der Folgezeit bis zu zweimal taglich weitergefuhrt.
RegelméaBige TG-Grip®-Anzugwechsel waren Bestandteil der postoperativen Be-
handlung.

Die abdominalen und aurikularen Wunden wurden regelmaBig kontrolliert zum Aus-
schluss von Wundinfektion und Wundheilungsstérung (Ischdmie, Odem, Entziin-
dung, Nekrose). Ebenso wurde eine Beurteilung des Allgemeinzustandes der Kanin-
chen regelméaBig durchgefthrt. Auf eine postoperative Heparinisierung wurde ver-
zichtet.
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3.8 Schlusspraparation

Nach einem weiteren Beobachtungsintervall von vier Wochen wurden die Tiere dem
letzten Eingriff zugeflhrt. Hier wurden analoge Operationsvorbereitung und Narkose
wie bei Eingriff | und Il (siehe Kap. 3.4 und 3.5) durchgefihrt. Im Rahmen dieser drit-
ten Operation erfolgte nach insgesamt 8 wdchiger Beobachtungszeit die Kontrastmit-
telperfusion der pralaminierten chondrokutanen Lappen sowie die Gewebegewin-
nung zur weiterfhrenden Auswertung.

Zur Vorbereitung der nachfolgenden Schritte wurde den Tieren 2 h vor Operations-
beginn 5.000 I.E. Heparin (Heparin-Natrium 25000 IE Ratiophahrm®, Ratiopharm
GmbH, Ulm) subkutan injiziert.

Die Schlusspraparation wurde unter mikroskopischer Kontrolle mit einem mikrochi-
rurgischen Instrumentenset durchgefihrt. Intraoperativ erfolgte die klinische Beurtei-
lung der Vollhautimplantate nach vierwdchiger Einheilungsphase. Zunachst wurde
der chondrokutane Lappen sowie ein vergleichbar groBer nativer Hautlappen auf der
kontralateralen Seite als angiographische Kontrolle prapariert.

Far die anschlieBende Kontrastmittelperfusion des chondrokutanen Lappens und des
nativen Hautlappens wurde die A. femoralis communis beidseits zur arteriellen Ka-
theterisierung gewahlt. Dazu wurden die Aa. epigastricae superficiales sowie die Aa.
femorales communes beidseits ausgehend vom Ligamentum inguinale auf einer
Lange von 4cm nach kaudal freigelegt. Die Aa. femorales communes wurden jeweils
mit einer Biemer-Klemme ca. 1cm proximal und mit Biemer-Klemmen ca. 2cm distal
des Abgangs der Aa. epigastricae superficiales unterbunden. Zwischen den beiden
distal angebrachten Klemmen wurden die Aa. femorales durchtrennt und eine 26G
Vasculon Plus® Kanulle (Ohmeda, Helsingborg, Schweden) jeweils bis kurz vor den
Abgang der Aa. epigastricae superficiales eingefiihrt. Die Fixation der Kanilen er-
folgte mit 6-0 Prolene® (Ethicon, Norderstedt).

Uber ein Infusionssystem (R87V Ohmeda, Erlangen) wurden unter gleichmaBigem
Perfusionsdruck von 100 cmH20 selektiv die Aa. femorales communes retrograd
und die Aa. epigastricae superficiales orthograd perfundiert. Hierflir wurden die Aa.

femorales proximal des Abganges der Aa. epigastricae superficiales legiert.
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Abbildung 17: Katheterisierung der A. femoralis communis (AF).

Die arterielle Perfusion des chondrokutanen Lappens sowie des nativen Hautlappens
wurde mit Ringer Lésung far jeweils 30min eingeleitet. AnschlieBend wurde fur weite-
re 45min eine Suspension aus gefiltertem Bariumsulfat/ Micropaque® (Guerbet
GmbH, Sulzbach) und ein Plasmaexpander Rheomacrodex 10 %® (Fa. Pharma
Reusch GmbH, Bonn) im Verhaltnis 2 : 1 verdlinnt, infundiert. Dieser Suspension
wurden 10.0001.E. Heparin/ 500ml (Heparin-Natrium 25000IE, Ratiopharm GmbH,
Ulm) zugesetzt.

Abbildung 18: Perfusion mit Ringer Lésung, kontralateral bereits mit Bariumsulfat,
schwarze Punkte markieren die Ecken der eingeheilten Vollhaut.
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Abbildung 19: Regelrechte Bariumsulfatperfusion der A. epigastrica
superficialis (A).

Abbildung 20: Bariumperfusion der A. epigastrica superficialis beidseits.

Waéhrend der letzten 15min der Kontrastmittelperfusion wurden die Vv.

epigastricae superficiales des pralaminierten Lappens und des kontralateralen Haut-
lappens sowie die Aa. epigastricae superficiales legiert, um einem Abfluten des Kon-
trastmittels aus dem chondrokutanen Lappen und dem kontralateralen Hautlappen
vorzubeugen und somit eine ausreichende Kontrastmittelflillung der GeféaBe zu errei-
chen. Zur Entnahme des perfundierten Lappens wurden die Kontrastmittel-
zufihrenden Aa. epigastricae superficiales kurz nach dem Abgang aus den Aa. fe-
morales ligiert. Der gesamte mit Kontrastmittel perfundierte prélaminierte Lappen
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wurde mit einem Seitenabstand von 2cm zum Knorpel préapariert und die Rander
sorgfaltig

elektrokoaguliert, um einer seitlichen Leckage des Bariumsulfatgemisches und somit
einem Kontrastmittelverlusts Uber seitliche GefaBaste vorzubeugen. Insgesamt wur-
de eine Menge von 8-10ml Bariumsulfat zur Kontrastmittelperfusion je Seite ver-
wandt. Der prélaminierte Lappen und der ebenso préaparierte kontralaterale, native

Hautlappen wurden entnommen und der weiterfihrenden Auswertung zugefuhrt.

Abbildung 21: Praparation des pralaminierten, chondrokutanen Lappens nach
Bariumsulfatperfusion.

Unmittelbar nach der Enthahme des zu untersuchenden chondrokutanen Lappens

und des kontralateralen Hautlappens wurden die narkotisierten Kaninchen mit Pen-
tobarbital/ Narcoren® 160mg/kg Kg i.v. schmerzlos getbtet.
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3.9 Untersuchungsabschnitt

3.9.1 Klinisch-makroskopische Beurteilung

Im Verlauf des zweiten und dritten operativen Eingriffs erfolgte eine Kklinisch-
makroskopische Beurteilung der Knorpeltransplantate, der Vollhauttransplantate und
der Wundheilung im Bereich der Spenderareale. Hierbei konnte die Gewebevitalitat
und -integritédt sowie das Vorliegen von Entziindungszeichen grob beurteilt werden.

Jede Operation wurde anhand der folgenden Protokolle dokumentiert:

3.9.1.1 Eingriff |

Datum

Tiernr.
Versuchsnr.
Gewicht

Op —Dauer
Narkosedauer
Komplikation

Seite/Reihenfolge |Knorpeldicke |Knorpelflache |Sonstiges
(re./li., kaudal/
Mitte/ kranial)

1. Kontrolle
2. KL
3.GL

Postoperative Phase

Medikation Wunde/Ohr Wunde/Abdomen Sonstiges

1.postop.Tag
2.postop.Tag
3.postop.Tag
4.postop.Tag
5.postop.Tag
1.postop. Wo.
2.postop.Wo.
3.postop.Wo.
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3.9.1.2 Eingriff

Datum
Tiernr.
Versuchsnr.
Gewicht
Ohrstatus
Op —Dauer
Narkosedauer
Komplikation
Bauchwunde | Knorpelflache |Knorpelscore | Vollhaut | Sonstige
1.Kontrolle
2. KL
3.GL
Makroskopische Ubereinstim- komplett 2
mung zu Ursprungsgewebe teilweise 1
keine 0
Erosionen keine 2
teilweise 1
komplett 0
Flache Ausgangsflache 2
<100% der Ausgangsflache 1
<75% der Ausgangsflache 0
Postoperative Phase
Medikation Wunde/Ohr | Wunde/Abdomen Sonstiges

1.postop.Tag

2.postop.Tag

3.postop.Tag

4.postop.Tag

5.postop.Tag

1.postop. Wo.

2.postop. Wo.

3.postop. Wo.

54




3 Material und Methodik

3.9.1.3 Schlusspraparation

55

Datum

Tiernr.

Versuchsnr.

Gewicht

Ohrstatus

Sonstiges

Op -Dauer

Narkosedauer

Seite/Reihenfolge |Bauchwunde | Hautflache |Hautscore |Sonstiges

1. Kontrolle

2. KL

3. GL

Makroskopische Ubereinstim- komplett 2

mung zu Ursprungsgewebe teilweise 1
keine 0

Erosionen keine 2
teilweise 1
komplett 0

Flache Ausgangsflache 2
<100% der Ausgangsflache 1
<75 % der Ausgangsflache 0
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3.9.2 Angiographie

Der gesamte enthommene pralaminierte Lappen sowie der Kontrollhautlappen wur-
den nach Bariumsulfatperfusion in situ jeweils auf die urspringliche Flache aufge-
spannt und auf eine réntgendurchlassige Korkplatte fixiert. Mit einem Rdntgengerat
Typ Torr Radiofluor 120® (Fa. Philipps Electronic Instruments, Minchen) wurden
Aufnahmen auf einem X. OMAT® (Ready-Pack®, Fa. Kodak, Frankreich) Réntgen-
film angefertigt. Von dem Knorpel-Vollhautlappen und dem Kontrollhautlappen wur-
den jeweils zwei Aufnahmen mit 19 kV und 20 kV bei 5 mA und einer Belichtungszeit
von je 30 sec in einer Ebene angefertigt.

Zur Betrachtung und Auswertung wurden die Bilder auf Ubliche Réntgenbildbetrach-
ter gelegt.

Die Abbildung 22 stellt zwei ausgewahlte Beispiele der angefertigten Angiographien
dar.

Abbildung 22: ausgewahlte Angiographien der chondrokutanen Lappen (rosa Recht
ecke) zum Zeitpunkt der Schlusspraparation mit Darstellung der A.
und V. epigastrica superficialis (roter Pfeil), Klemme nach Biemer
(gelber Stern).
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3.9.2.1 Quantitative Auswertung

Um eine moglichst objektive und exakte Evaluation der Vaskularisation im Bereich
des chondrokutanen Lappens und des nativen Kontrollhautlappens zu erzielen, wur-
den die angiographischen Aufnahmen nach folgendem Schema beurteilt und quanti-
fiziert. Die Auswertung erfolgte unter Bertcksichtigung der Lokalisation und der Rei-
henfolge der Knorpelimplantate bzw. der kontralateralen Hautareale.

Eine Messschablone wurde 90° zum axialen Verlauf der A. epigastrica superficialis
und senkrecht auf die Knorpel- Vollhautlappen gelegt. Die Messung im kontralatera-
len Hautlappen wurde analog an aquivalenten Hautarealen durchgefihrt.

Die Messschablone wies vier parallele Linien auf, die zueinander einen Abstand von
5mm haben. Die Projekton der Linien auf das Knorpel- Vollhautareal erfolgte mit ei-
nem Abstand von 2,5mm zum Rand. Diese Linien werden im Folgenden als virtuelle
Schnittlinien mit den angiographisch dargestellten KapillargefaBen zur weiteren Aus-
wertung genutzt. Die Schnittlinie 1 entspricht dabei der am weitesten kaudal, Schnitt-
linie 4 der am weitesten kranial auf dem jeweiligen Knorpel bzw. Hautquadrat gele-
genen Linie.

Im Folgenden ist die Auswertungsschablone schematisch dargestellt.

— Abstand 2,5mm
— Abstand 5mm

Knorpel/ Haut

1 2 3 4 Schnittlinien

Abbildung 23: Auswertungsschablone fir Angiographie.

Die Anzahl der mit bloBem Auge erkennbaren, Kontrastmittel-gefiliten GefaBe, die
mit den jeweils vier einzelnen Schnittlinien Schnittpunkte bilden, wurde erfasst. Die
Messung wurde jeweils dreimal durchgefihrt und das arithmetische Mittel der

Schnittpunkte je Schnittlinie im Messareal bestimmt. Diese Summation erfolgt pro
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Tier fir beide Knorpelvarianten, die Kontrollgruppe und die Aquivalentareale im
kontralateralen Hautlappen. Mit diesem Rasterverfahren konnten wir reproduzierbare
Messungen durchflihren.

Das arithmetische Mittel der GefaBschnittpunkte im Bereich des nativen, kontralate-
ralen Hautlappens wurde als Kontrolle und Referenz fur die GefaBverteilung (ent-
sprechend 100%) festgelegt. Die arithmetischen Mittel der GefaBschnittpunkte im
Bereich der beiden Knorpelvarianten und der Kontrollgruppe wurden dazu ins Ver-
haltnis gesetzt und die Abweichung wurde als prozentuale Neovaskularisation bzw.
Rarefizierung von GefaBen interpretiert.
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3.9.2.2 Qualitative Auswertung

Im Rahmen der qualitativen Beurteilung wurde makroskopisch zwischen arteriellen
und vendsen GeféBen unterschieden soweit diese Differenzierung bei der Auswer-
tung der angiographischen Darstellungen mit bloBem Auge mdglich war.

Zusatzlich wurden die arteriellen und vendsen GefaBkaliber nach folgendem Score

beurteilt und gingen ebenfalls in die qualitatve angiographische Auswertung mit ein:

A Arteria epigastrica superficialis / Vena epigastrica superficialis

B Abgang 1. Grades der Arteria epigastrica superficialis/ Vena epigastrica
superficialis

C Abgang 2. Grades der Arteria epigastrica superficialis/ Vena epigastrica

superficialis

Fir die qualitative Auswertung wurde das in Kapitel 3.9.2.1 beschriebene Verfahren
der Schnittpunkte und Schnittlinien angewandt.

Die Anzahl der arteriellen und venbésen GefaBe, die mit den Schnittlinien Schnitt-
punkte bildeten, wurden ausgezahlt. Gleichzeitig wurde der GréBendurchmesser der
dargestellten GefaBe mitabgebildet. Dabei wurde die A. epigastrica superficialis bzw.
V. epigastrica superficialis als ReferenzgefaBe mit A bezeichnet. Abgehende GefaBe
ersten Grades wurden als GefaBe der Klasse B klassifiziert. Die GréBenordnung C,
entsprechend den abgehenden GefaBen zweiten Grades, reprasentierte die kleins-
ten gerade noch mit bloBem Auge sichtbaren GeféaBe. Durch dreimalige Messung
wurden diese Ergebnisse Uberprift und das arithmetische Mittel bestimmt.

Diese Vorgehensweise der qualitativen Auswertung der Angiographie wurde an je-
dem Tier fiir beide Knorpelgruppen, die Kontrollgruppe und die Aquivalenzflachen im
kontralateralen Hautlappen, jeweils flir das arterielle und fiir das vendse GefaBsys-
tem getrennt durchgefihrt.

Exemplarisch wird fir die Knorpelvarianten GL und KL, flir die Kontrollgruppe KO
und das aquivalente Hautareal ngl, bzw. nkl, bzw. nko nachfolgend jeweils nur die
tabellarische Darstellung des arteriellen GefaBsystems gezeigt, die vendse Darstel-

lung erfolgte analog.
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GL_1|GL_2|GL_3|GL_4|ngl_1.|ngl_2.|ngl_3.|ngl_4.| A B C
SL| .SL| .SL| .SL{SL SL |SL |SL

79

80

91
109
110
111
112
133
170
171

Tabelle 6: Qualitative Auswertung der Angiographie: arterielles GefaBsystem GL, ngl.

KL_1|KL_2| KL_3|KL_4|nkl_1.|nkl_2. |nkl_3.|nkl_4.| A B C
SLf S, SLf SLSL st [SL [SL

79

80

91
109
110
111
112
133
170
171

Tabelle 7: Qualitative Auswertung der Angiographie: arterielles GefaBsystem KL, nkl.
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KO_1|KO_2|KO3 [KO_4|nko_1.|nko_2.|nko_3.|nko_4.| A B C
SL |SL |SL |SL |SL SL SL SL

79

80

91
109
110
111
112
133
170
171

Tabelle 8: Qualitative Auswertung der Angiographie: arterielles GefaBsystem KO,

nko.
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3.9.3 Planimetrie

Zum Zeitpunkt der Vollhautimplantation wahrend des zweiten operativen Eingriffs
wurden die drei Vollhauttransplantate nach erfolgreicher Implantation mit einer Ni-
kon® F601 Kamera mit Nikon® Ringblitz auf Ektachrome 64® Film photographiert.
Nach der vierwdchigen Einheilungsphase wurde der enthommene préalaminierte,
chondrokutane Lappen mit einer Stativkamera Reprovit [I® (Leitz) in Auflicht mit ei-
nem Medical Nikkor® 120 mm Objektiv und mit einsehbarer Skalierung in mm pho-
tographiert.

AnschlieBend wurden die angefertigten Diapositive der zu untersuchenden Hautarea-
le der chondrokutanen Lappen an einem Diascanner Nikon LS 2000® im Diaformat
eingescannt, um sie anschlieBend an einem Power Macintosh 7600/ 132M® PC mit
der Software von Nikoncoolscan® Version 1.05 und Adobe Photoshop® Version
2.5® zu bearbeiten.

Um die Flache der vitalen Vollhauttransplantate, sowohl zum Zeitpunkt der Imlanta-
tion, als auch zum Entnahmezeitpunkt zu vermessen, wurden die digitalen Daten mit
der Software von NIA Image® 1,59 bearbeitet. Die GréBenkalibrierung der Messda-
ten erfolgte an der regelmaBig neben den Hautgrafts mitabgebildeten Skalierung in
mm.

Die Kontrastierung, Farbe und Auflésung der Abbildungen wurden digital optimiert.
AnschlieBend wurde die Flache der makroskopisch vitalen Vollhauttransplantate um-
randet und berechnet. Zur Optimierung der Messgenauigkeit wurde die Messung der
drei zu untersuchenden Gruppen jeweils dreimal wiederholt und das arithmetische
Mittel bestimmt.

Das Vorgehen bei der Auswertung der planimetrisch ermittelten Befunde war dem
der angiographisch ermittelten Befunde analog. Auch hier berechneten wir die pro-
zentuale Abweichung der vitalen Hautflache nach vierwdchiger Beobachtungsphase
bezogen auf die urspriingliche Hautflache bei Implantation.
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Abbildung 24: Vollhaut bei Implantation.

Abbildung 25: Vollhaut nach 4 wdchiger Einheilungsphase (die schwarzen Punkten
kennzeichnen die Ecken des eingeheilten Vollhautgewebes).
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Flache der Haut Operation Il Flache der Haut Operation Il

KOgecm |KLgem |GLgem |[KOgem |KLgem |GLgcm

79

80

91

109

110

111

112

133

170

171

Tabelle 9: Darstellung der planimetrischen Ergebnisse bei Implantation und

Explantation.

KO _1m KL_1m GL 1m KO _2m KL_2m GL_2m

79

80

91

109

110

111

112

133

170

171

Tabelle 10: Arithmetische Mittelwerte (m) der planimetrischen Messung bei
Implantation (1) und bei Explantation (2) der Kontrollgruppe KO, KL und
GL.
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3.9.4 Histologie

Der gesamte pralaminierte Lappen wurde einer lichtmikroskopischen, histolopatholo-
gischen Untersuchung zugeflihrt und dazu sorgfaltig in die drei zu untersuchenden
chondrokutanen Lappen GL, KL und Kontrolle KO unterteilt. Diese wurden in neutra-
lisierter, 6% Formaldehydldsung jeweils ca. 30 Tage fixiert. In aufsteigenden Aceton-
reihen wurden die Gewebeproben dehydriert und anschlieBend in Paraffin eingebet-
tet und am Microtom-Kryostat® HM 500 OM (Microm Laborgerate GmbH, Walldorf)
geschnitten. Die Schnittstufen wurden mit einer Schnittdicke von ca. 5 um und einem
Schnittabstand von ca. 30um - 50um angefertigt. Im folgenden Schema sind die

Schnittebenen durch den chondrokutanen Lappen dargestellt.

| I
Vollhaut ‘
Knorpel ?//é
—p | ——]
GefaBfihrende
Schicht

Abbildung 26: Schnittebenen der histologischen Préaparate.

Im Bereich der gestanzten Gewebeareale wurden mindestens 5-10 histologische
Schnitte angefertigt, siehe Abbildung 27.

Abbildung 27: Schnittfiihrung im gestanzten Areal.
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Die Schnitte wurden anschlieBend jeweils mit Hamatoxylin-Eosin nach Romeis [117]
und Elastika van Gieson Farbung untersucht. An einem Durchlichtmikroskop Leica
(Fa. Leica, Bensheim) wurden die Gewebeschnitte mit 2.5, 5, 10, 20 und 30 facher
VergréBerung beurteilt. Jede Schnittebene wurde in ihrer vollen GréBe untersucht
und ausgewertet.

Die Kollagenfasern und die elastischen Fasern wurden durch die H.E. und Elastika

van Gieson Farbung suffizient rot bis blassrot dargestellt.

Abbildung 28: Histologie GL, 2,5fache VergréBerung, Micropaque ® geflillte
GefaBe (MP), in den Perforationsdefekt eingesprosstes Bindegewebe
(B), Chondrozyten (CH).

Abbildung 29: Histologie GL, 5fache VergrdBerung, Mikropaque ® geflillte GefaBe

(MP), in den Perforationsdefekt eingesprosstes Bindegewebe (B),
Chondrozyten (CH).
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Abbildung 30: Histologie KL, 10fache VergréBerung, in den Perforationsdefekt
eingesprosstes Bindegewebe (B), Chondrozyten (CH).

Abbildung 31: Histologie KO, 20fache VergrdBerung, Chondrozyten (CH).

Die Gewebeschnitte wurden nach den folgenden Kriterien beurteilt:

- Morphologie des Knorpels

- Morphologie der Haut und des Unterhautgewebes

- Morphologie und Anzahl der GefaBe in der Verschiebeschicht um den Knorpel und
im Stanzbereich.

Mit einem Scoreverfahren wurden die oben aufgeflhrten histologischen Parameter in

drei Abstufungen unterteilt. Hierbei stellt innerhalb aller aufgefihrten Parameter die

Auspragung ,+“ den am ehesten physiologischen Verhaltnissen entsprechenden Zu-

stand dar. ,+++“ beschreibt Zustande, die als Folgeerscheinung von Andmie und

konsekutivem Gewebeuntergang zu werten sind. Die Auspragung ,++" bezeichnet

Zustande, die zwischen den beiden vorgenannten Extremauspragungen angesiedelt

sind. Innerhalb des Scoreverfahrens sind die Auspragung der Merkmale der zu un-

tersuchunden histologischen Parameter folgendermaBen festgelegt:
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Knorpelzustand - Nekrosen, stark eosinophiles Zytoplasma

fahler bis fehlender Nukleus +++
- reife Chondrocyten ++
- Chondrogenese, junge Chondrozyten +
Perichondriumzustand - fehlend +++
- verandert ++
- vital +
Vaskularisierungsgrad des gestanzten Knorpelareals - gering +++
- mittel ++
- hoch +

Tabelle 11: Scoreverfahren und Parameter zur histologischen Auswertung der Knor-

pelvitalitat.

FUr die histomorphologische Beurteilung der transplantierten Hautareale gelten beim

Scoreverfahren die bereits aufgefiihrten Bewertungskriterien.

Hautoberflache - stark beeintrachtigt +++
- abgeflacht ++
- vital +
Subkutis
Schichtung des Bindegewebes - verdichtet +++
- geringgradig verdichtet ++
- intakt +
Haarfollikel - fehlen +++
- unregelmaBig gepackt ++
- regelmaBig gepackt +
Drisen - fehlen +++
- rarefiziert ++
- vorhanden +
Dermale GefaBe - vorhanden/ hyperamisch +++
- selten ++
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- nicht vorhanden +

Tabelle 12: Scoreverfahren und Parameter zur histologischen Auswertung der
Hautvitalitat.

Die Beurteilung der betrachteten histologischen Parameter und deren Zuordnung zu

einer bestimmten Scorestufe erfolgte nach dem Gesamteindruck des Betrachters
und dem Auftreten von typischen Zellen und histologischen Phanomenen.
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3.9.5 Immunhistologie

Das angewandte immunhistologische Auswertungsverfahren wurde als Ergénzung
zu den bereits beschriebenen Untersuchungsmethoden durchgefiihrt. An zusétzli-
chen histologischen Schnitten von zwei Tieren wurden immunhistochemische Pra-
parate angefertigt. Der Vorteil dieser Untersuchungstechnik besteht darin, mit mo-
noklonalen Antikérpern selektiv neoendothelialisiertes Gewebe darzustellen. Zur im-
munhistologischen Charakterisierung der Neovaskularisation, insbesondere des En-
dothels der eingesprossten GefaBe in die Knorpel - Vollhautlappen wurden die un-
tersuchten Endothelantigene mit der im Folgenden beschriebenen APAAP- Methode
(Alkalische Phosphatase anti- Alkalische Phosphatase Komplex) nachgewiesen.

Antikbrper Epitop Verdinnung | Referenz/Firma
(monoklonal)

ECA Anti Rabbit Endothel/ 1:1 Dr. S. Kloth
Podozyten Regensburg
IgG (Priméarantikérper)

APAAP - Briicke |Anti Maus IgG 1:25 DAKO, Hamburg
(Sekundarantikérper) No. Z259

APAAP- Komplex | Maus-anti-alkalische 1:50 DAKO, Hamburg
Phosphatase- No. D651

Antikdrper, konjugiert
mit intestinaler alkali-
scher Phosphatase vom
Kalb

Tabelle 13: Endotheliale Antikdrper.
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3.9.5.1 Losungen fiir die APAAP- Farbemethode

1. TBS - Puffer ( Tris - gepufferte physiologische Kochsalzlésung)
0,05M Tris - HCI, 0,15M NaCl, pH 7,6
Bestandteile fur einen Liter dieser Losung:

6,05g Tris - Hydroxymethyl - Aminomethan
9g NaCl
pH 7,6 mit 6M HCI eingestellt.

2. Tris - Puffer 0,05M, pH 9,7
6,057 g Tris/ 11 Aqua dest.
PH 9,7 mit 2M HCI eingestellt.

3. Propandiol 0,2M
21,028 g 2 - Amino - 2 - Methyl - 1,3 - Propandiol/ 11 Aqua dest.

4. Neufuchsinlésung (5%)
0,5 g Neufuchsin in 10 ml 2M HCI

5. Farbecocktail (Substratlésung)

Lésung A
25 ml Propandiol (0,2M)

40 mg Levamisole
75 ml Tris - Puffer (pH 9,7)

Lésung B
30 mg Naphtol - AS - Bl - Phosphat

600 ul N,N - Dimethylformamid

Lésung C
20 mg NaNO2

500 pl Aqua dest.
200 ul Neufuchsinlésung (Chlorgas - Entwicklung!)
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Zur Mischung des Farbecocktails wurden zuerst Lésung A und Lésung B gemischt,
anschlieBend wurde Lésung C zugegeben. Das Gemisch wurde mit 2M HCI auf
pH 8,7 eingestellt.
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3.9.5.2 APAAP - Methode

Es wurden an einem Mikrotom Kryostat, in einem Temperaturbereich von - 21°C bis
- 25°C, 6um dicke Gefrierschnitte hergestellt, auf Silan beschichtete Glasobjekttrager
aufgezogen und bei - 20°C gelagert. Die im Folgenden beschriebene Methode orien-
tiert sich im Wesentlichen am Standardprotokoll von Cordell et al. 1984 [25]. Die De-
tektion spezifisch gebundenen Primarantikdrpers am Gefrierschnitt beruht dabei auf
der Bindung des APAAP- Komplexes (Maus - anti - alkalische - Phosphatase - Anti-
kérper, konjugiert mit alkalischer Phosphatase vom Kalb) an den Brlickenantikérper
(Kaninchen - anti Maus 1gG) der gegen die Spezies des Primarantikérpers (Maus —
anti Kaninchen Antikdrper) gerichtet ist. Die Farbentwicklung erfolgt durch die Reak-
tion der alkalischen Phosphatase mit dem im Farbecocktail enthaltenen Substrat
Naphtol - AS - Bl - Phosphat und dem Chromogen Neufuchsin.

Die Gefrierschnitte wurden zunachst langsam unter Alufolie aufgetaut, luftgetrocknet,
10min lang in Aceton fixiert, wiederum flr etwa 10min bei Raumtemperatur getrock-
net und 10min in TBS rehydriert. Alle folgenden Schritte wurden in einer feuchten
Kammer durchgefthrt. Zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen, welche bei-
spielsweise durch van der Waals'sche Wechselwirkungskréafte entstehen kdnnten,
wurden die Praparate 20min lang mit TBS inkubiert, welchem 20% Schweineserum
zugesetzt war.

Nach der Entfernung Uberschissiger Flissigkeit wurden die Praparate fir 60min mit
dem konzentrierten Primarantikérper EC1 inkubiert. AnschlieBend wurde 3mal in
TBS gewaschen, der Briickenantikérper im Uberschuss aufgetragen und (iber einen
Zeitraum von 30min auf den Praparaten belassen. Es wurde wiederum 3mal gewa-
schen und letztendlich 30min lang mit dem APAAP- Komplex inkubiert. Nach drei
weiteren Waschschritten wurde, um die Reaktion zu verstérken, ein zweites Mal im
Uberschuss Briickenantikdrper fir 15min aufgetragen. Nach drei Waschgéngen wur-
de wiederum mit dem APAAP- Komplex 15min inkubiert. AnschlieBend wurde wieder
dreimal mit TBS gewaschen und es erfolgte die Detektion spezifisch gebundener al-
kalischer Phosphatase mit Hilfe des Substrates Naphtol - AS - Bl - Phosphat im gén-
gigen Farbecocktail, welcher zur Blockierung endogener alkalischer Phosphatase
1mM Levamisole enthielt. Als Chromogen diente Neufuchsin. Zuletzt wurden die Zel-
kerne mit einer sauren Hamalaunlésung (Rezeptur nach Mayer, 1920) 2min ange-

73



3 Material und Methodik

farbt, die Praparate 10min lang unter flieBendem Leitungswasser geblaut und mit

Kaiser's Glyceringelatine eingedeckt.

Abbildung 32: Immunhistochemischer Endothelnachweis € in der Gruppe GL, 5fache
VergréBerung, Chondrozyten (CH), in den Perforationsdefekt

eingesprosstes Bindegewebe (B).

Abbildung 33: Immunhistochemischer Endothelnachweis (E) in der Gruppe GL,
40fache VergroBerung.
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Abbildung 34: Immunhistochemischer Endothelnachweis (E) in der Gruppe KL,
20fache VergrdBerung, in den Perforationsdefekt eingesprosstes
Bindegewebe (B), Chondrozyten (CH).

Abbildung 35: Immunhistochemischer Endothelnachweis (E) in der Gruppe KO,
20fache VergréBerung, Chondrozyten (CH).

Die Befundung der immunhistologischen Schnitte erfolgte in Durchlichtmikroskopie
unter Berlcksichtigung folgender Kriterien:

- Morphologie und Lokalisation der immunhistochemisch detektierten GeféBe

- Anzahl der nachgewiesenen GefaBe

Wie bereits in Kapitel 3.9.4 beschrieben, wurde das semiquantitative Scoreverfahren
zur Darstellung der Auspragung der Merkmale herangezogen.
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Die Beurteilung der betrachteten histologischen Parameter und deren Zuordnung zu
einer bestimmten Scorestufe erfolgte nach dem Gesamteindruck des Betrachters

und dem Auftreten von typischen Zellen und histologischen Phanomenen.

Lokalisation des Endothelfarbenachweises:

- Stanzungsbereich 4+
- Perichondrium ++
- sonstige +

Anzahl der nachgewiesenen GeféBe im Perichondrium:

- zahlreich F++
- wenig ++
- keine +

Anzahl der nachgewiesenen GefaBe im Stanzungsbereich:

- zahlreich T+

- wenig ++

- keine +

Methode Positiv
Negativ

Tabelle 14: Parameter zur Evaluierung der Immunhistologie.
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3.9.6 Statistik

Zur statistischen Auswertung und Darstellung der Versuchsergebnisse wurde das
Softwareprogramm SPSS V10.0® verwendet.

In der vorliegenden Studie wurden die zwei Knorpelgruppen mit groBen Stanzungen
(GL) und kleinen Stanzungen (KL) sowie die Kontrollgruppe (KO) jeweils in jedes der
10 Tiere implantiert. Die Anzahl von 10 Kaninchen stellt dabei die Mindestanforde-

rung flr eine statistische Auswertung der Ergebnisse dar.

Daraus ergibt sich fiir die mathematische Versuchsauswertung der Sachverhalt der
verbundenen Stichproben.

Es wurden folgende verteilungsfreie Tests benutzt:
- Friedman Test bei =3 Messbedingungen

- Wilcoxon Test bei 2 Messbedingungen

Zunachst wurde primar stets der nichtparametrische Friedman Test durchgefihrt.
Ergab dieser Test eine exakte Signifikanz p< 0,05 wurde die statistische
Auswertung damit beendet.

Wurde keine exakte Signifikanz p> 0,05 festgestellt wurde der Wilcoxon Test

fir den Paarvergleich angeschlossen.

Dabei ist es, geman Marcus et al. [81], aufgrund der besonderen Konstellation des
Paarvergleichs bei drei Gruppen nicht notwendig, das Signifikanzniveau

anzupassen.

Die Signifikanztests wurden mit einem Signifikanzniveau von p = 5%

durchgeflhrt. Es wurde exakt und zweiseitig getestet, soweit nicht anders
angegeben. Es wurden die MaBzahlen: Median, Maximum, Minimum, Mittelwert und
Standardabweichung berechnet.

Die Darstellung der Ergebnisse erfolgte in tabellarischer und graphischer Form.

In den Grafiken wird der Median mit Standardabweichung, Minimum und Maximum
bzw. der Mittelwert mit Standardaweichung dargestellt. Dieser Bereich reprasentiert
das 95% Konfidenzintervall der Messwerte .

Nichtquantitative Ergebnisse werden deskriptiv aufgefihrt.
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4 Ergebnisse

4.1 Versuchstiere

Der vorliegenden Studie wurden die insgesamt 13 genehmigten Tiere zugefihrt.

Vorzeitig schieden 2 Tiere aus:

-1 Tier (Nr. 37) aufgrund einer narkosebedingten Asystolie im letzten Drittel des
dritten Eingriffs.

-1 Tier (Nr. 108) aufgrund einer narkosebedingten Asystolie in der Narkoseeinleitung
fir den ersten Eingriff.

Keines der Tiere wurde revisionspflichtig. Die Auswertung mit Angiographie,

Planimetrie und Histologie wurde an 10 Tieren durchgefuhrt (Nr. 79, 80, 91, 109, 110,

111, 112, 133, 170, 171). Die immunhistochemische Auswertung der

chondrokutanen Lappen wurde an dem vorzeitig ausgeschiedenen Tier Nr. 37 und

an Tier Nr. 93 durchgefiuhrt.

Tiernummer Auswertung

37 Immunhistochemie, verstorben
79 Ausgewertet

80 Ausgewertet

91 Ausgewertet

93 Immunhistochemie
108 Verstorben

109 Ausgewertet

110 Ausgewertet

111 Ausgewertet

112 Ausgewertet

133 Ausgewertet

170 Ausgewertet

171 Ausgewertet

Tabelle 15: Versuchstiere.
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4.2 Klinisch-makroskopische Ergebnisse

Nach Durchfihrung des ersten und zweiten Eingriffs konnten keine
schwerwiegenden Wundheilungsstérungen im Bereich der abdominalen Wunde der
12 Tiere festgestellt werden.

3 Tiere wiesen im postoperativen Verlauf des ersten Eingriffs und 2 Tiere im
postoperativen Verlauf des zweiten Eingriffs geringgradige abdominale
Wundheilungsstérungen auf, die unter lokaler und systemischer antibiotischer
Therapie rasch abheilten.

Am Entnahmeort des Knorpels an der Dorsalseite der Ohrconcha, traten bei einem
Tier ausgepragte Wundheilungstérungen mit Nekroseentwicklung und
wanddurchgreifender Defektbildung auf.

Im Bereich der thorakoabdominalen Hautenthnahme des zweiten Eingriffs ergaben
sich keine relevanten Wundheilungsstérungen.

Die klinisch-makroskopische Beurteilung der Wundheilung im Bereich der
Spenderareale im Verlauf des zweiten operativen Eingriffs und der
SchluBpraparation ist in Tabelle 16 wiedergegeben.

Tiernr. | Eingriff Il SchluBpraparation
Ohr Abdomen Ohr Abdomen
37 opB opB opB opB
79 opB opB opB opB
80 opB 5mm Wundheilungs- | opB Wundheilungsstérung
stérung cranialer Hautgraft 5mm
91 opB opB opB opB
93 opB opB opB opB
108 - - - -
109 opB opB opB Wundheilungsstérung

cranialer Hautgraft

110 Nekrose 1x2cm | Wundheilungsstérung, |Defekt |[opB

Serom
111 opB opB opB opB
112 opB opB opB opB
133 opB opB opB opB
170 opB Wundheilungstérung | opB opB
caudal
171 opB opB opB opB

Tabelle 16: Klinisch-makroskopische Beurteilung der Wundheilung.
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Im Verlauf des zweiten und dritten operativen Eingriffs wurden die Knorpel-
transplantate und die Vollhauthauttransplantate ebenso zunachst klinisch-
makroskopisch beurteilt. Hierbei wurde die Gewebevitalitat und -integritéat sowie das
Vorliegen von Entziindungszeichen semiquantitativ beurteilt und nach einem Score
System, siehe Tabelle 17, von 0 (avitales Knorpel/ Hauttransplantat) bis 6 (intaktes
Knorpel/ Hauttransplantat) Punkte reichend, gemaB des semiquantitativen Score
Systems zur Beurteilung der histopathologischen Praparate siehe Kapitel 3.9.4,

klassifiziert.

Makroskopische Ubereinstimmung zu Ursprungsgewebe | komplett

teilweise

keine

Erosionen keine

teilweise

komplett

Flache Ausgangsflache

<100% der Ausgangsflache
<75% der Ausgangsflache

O = NO=2DNO =N

Tabelle 17: Scoretabelle zur klinisch-makroskopischen Beurteilung von Knorpel- und
Hauttransplantat.

Die erhobenen klinisch-makroskopischen Ergebnisse sind in Tabelle 18 und 19

dargestellt. Im Folgenden wird in den Ergebnistabellen die Knorpelgruppe mit den

4mm messenden Perforationen GL, die Knorpelgruppe mit den 1,5mm messenden

Stanzungen KL und die Kontrollknorpelgruppe KO genannt.

Haut | GL | KL | KO
Knorpel | GL [ KL [ KO 37 |6 |5 |5
37 6 |6 |6 79 |6 |6 |6
79 6 |6 |6 80 |6 |6 |5
80 6 1518 91 |6 |6 |6
91 43 1° 109 |6 [3 |6
109 6 |6 |5

110 |4 [4 |4
110 6 |6 |6

111 |4 [4 |4
111 5 |5 |5
112 5 15 |5 112 |4 [5 |4
170 5 |6 |6 170 |5 [4 |5
171 6 |6 |6 171 |5 [6 |6
Tabelle 18: Klinisch-makroskopische Tabelle 19: Klinisch-makroskopische
Beurteilung der Knorpelvitalitat. Beurteilung der Hautvitalitat.
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4.3 Angiographie

Die an 10 Tieren durchgefihrte Angiographie wurde, wie in Kapitel 3.9.2
beschrieben, ausgefihrt.

Zur Darstellung der GefaBe im Untersuchungsareal wahlte man die Angiographie mit
Bariumsulfatperfusion unter physiologischem Druck.

Der chondrokutane Lappen wurde nach den in Kapitel 3.9.2.1 und 3.9.2.2 genannten
Parametern beurteilt und quantifiziert.

Ebenso wurde an dem gefaBgestielten Hautlappen der kontralateralen
Abdomenseite vorgegangen, um so einen Ausgangswert flr die native

GefaBversorgung zu erhalten.

Bei der statistischen Auswertung der Angiographie wurde stets die permutierte
Reihenfolge der Knorpelquadrate beziglich des Implantationsorts beriicksichtigt.

Bei keinem Tier ergab sich angiographisch der Verdacht einer Thrombosierung oder
GefaBobliteration der A. epigastrica superficialis.

81



4 Ergebnisse

4.3.1

Quantitative Auswertung

Die folgende Tabelle zeigt die ermittelten Summen der GefaBschnittpunkte in der

Knorpelgruppe mit 4mm Perforation (GL), in der Knorpelgruppe mit 1,5mm Stanzung

(KL) und in der Kontrollknopelgruppe (KO) mit den insgesamt vier Schnittlinien (1.-4.

SL) in allen 10 Tieren, sowie den jeweiligen Mittelwert (m).

GL_1]GL 2|GL 3[GL_4[KL 1] KL 2] KL_3[KL_4]KO_1]KO_2]KO_3[KO 4

SL| s .st| .s.| .s.| .st .S .s.| .s.| .St .SL| .sL
79 17 19| 17| 13| 9 11| 10| 7| 11| 11| 12[ 1i
80| 14| 10| 13| 16| 12| 13| 12| 10| 10| 10| 7| 8
91| 15 19| 14| 18] 13| 13| 16| 12| 13| 13| 12| 10
109 16| 17| 15/ 13| 11| 10| 12| 12| 11| 11] 9 9
110 13 14| 12] 11 11| 10| 9| 10| 6| 10| 11| 12
111] 18] 14| 16| 15 12 8] 12 15 8] 9 8 5
112 11| 19| 19| 17] 11| 7] 9] 6| 13| 8 9 10
133 14 14| 16| 11| 12| 13] 13] 13| 12| 10| 13 11
170 18] 19| 21| 19 12| 15/ 16| 16| 12| 11| 10| 10
171] 11| 13| 14| 12] 11| 11| 6| 9 8| 6| 8 7
m| 14,7| 15,8] 15,7| 145 11,4] 11,1] 11,5 11,0 10,4] 9,9 9.9 9,3

Tabelle 20: Quantitative GefaBauszahlung am chondrokutanen Lappen.

Die folgende Tabelle beschreibt die GefaBschnittpunkte mit den Schnittlinien (1.-4.

SL) am kontralateralen Hautlappen (n) in vergleichbaren Messarealen analog zur

permutierten Anordnung von GL (gl), KL (kl) und Ko (ko) im chondrokutanen Lappen.

ngl_1./ngl_2.|ngl_3.|ngl_4.|nkl_1./nkl_2.|nkl_3.|nkl_4.|nko_1|nko_2|nko_3|nko_4

SL SL SL SL SL SL SL SL| .SL| .SL| .SL| .SL

79 5 6 5 4 7 5 4 4 4 4 6 4
80 11 9 7 6 6 7 6 6 5 8 8 6
91 13 9 10 1 2 3 3 3 4 3 6 6
109 5 9 8 8 7 4 3 2 4 5 5 4
110 7 5 4 4 6 4 5 5 5 6 6 5
111 8 8 10 7 4 5 5 4 6 7 5 7
112 6 7 8 7 9 7 7 6 3 3 4 7
133 4 8 6 5 3 4 8 5 1 2 4 4
170 5 5 6 6 6 7 8 9 9 9 10 7
171 5 4 4 6 3 5 3 2 5 6 4 5
m 69 70 68 64 53 5,1 52| 46| 46| 53 58/ 55

Tabelle 21: Quantitative GefaBauszahlung am nativen Hautlappen.
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Es folgen die Einzeldarstellungen der quantitativ-angiographischen Ergebnisse der

Knorpelgruppen GL, KL und KO unter

Messareals im kontralateralen nativen Hautlappen.

Berlcksichtigung des aquivalenten

Die Tabelle 22 und die dazugehdérigen Abbildungen 36, 37 und 38 zeigen die Summe
der GefaBschnittpunkte in der Knorpelgruppe GL, KL und KO (siehe Tabelle 20)
abzlglich der Summe der Schnittpunkte des Vergleichsareal im kontralateralen

Hautlappen (siehe Tabelle 21) ngl, nkl und nko fir die jeweils 10 Tiere je Schnittlinie

1-4 unter Angabe des errechneten Mittelwertes und des Konfidenzintervalls, in dem

95% der Schnittpunktsummen liegen. Diese Differenz wird im Folgenden als DGL,
DKL und DKO bezeichnet.

DGL_|DGL_|DGL_|DGL_|DKL_|DKL_ [DKL_ |[DKL_ |[DKO_|DKO_|DKO_|DKO
1 SL|2 SL{3SL|4SL|{1SL|2SL|3SL|4SL |1 SL|2SL|3SL|4SL
GL_1.|GL_2.|GL_3.|GL_4.|[KL_1.|KL_2.|KL _3.|KL 4.|KO _1|KO 2 |KO 3 |KO 4

SL SL SL SL SL SL SL SL SL |.SL |.SL |[.SL
ngl_1.(ngl_2.|ngl_3.[ngl_4.|nkl_1.[nkl_2.|nkl_3. [nkl_4.|nko_1|nko_2|nko_3|nko_4

SL SL SL SL SL SL SL SL SL |.SL |.SL |.SL
79 12 13 12 9 2 6 6 3 7 7 6 7
80 3 1 6 10 6 6 6 4 5 2 -1 2
91 2 10 4 7 11 10 13 9 9 10 6 4
109 11 8 7 5 4 6 9 10 7 6 4 5
110 6 9 8 7 5 6 4 5 1 4 5 7
111 10 6 6 8 8 3 7 11 2 2 3 -2
112 5 12 11 10 2 0 2 0 10 5 5 3
133 10 6 10 6 9 9 5 8 11 8 9 7
170 13 14 15 13 6 8 8 7 3 2 0 3
171 6 9 10 6 8 6 3 7 3 0 4 2
m 78 88 89 8,1 6,1 6,00 6,3 6,4 58 46| 4,1 3,8

Tabelle 22: Darstellung der Differenz von quantitativer GefaBauszahlung am

chondrokutanen Lappen und am nativen Hautlappen.
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Anzahl [GefaBschnittpunkte]

Abbildung 36:

12

11
10 _

95% ClI

N= 10 10 10 10
DGL_1_SL DGL_2_SL DGL_3_SL DGL_4_SL

DGL_1_SL bis DGL_4_SL: Quantitativ-angiographische Darstellung
der GefaBschnittpunkte in der Knorpelgruppe GL je Schnittlinie 1-4,

abzlglich der jeweiligen Werte an der kontralateralen Seite, n=10.

Innerhalb der Knorpelgruppe GL I&sst sich keine signifikante Zu- oder Abnahme der

GefaBschnittpunktanzahl im Verlauf der von kaudal nach kranial zu liegen

kommenden Schnittlinien erkennen.

Im Folgenden

wird die Summe der Schnittpunkte in der Knorpelgruppe KL abzlglich

der Summe der Schnittpunkte in dem aquivalenten nativen Hautlappen nkl

(DKL) je Schnittlinie far alle 10 Tiere geman Tabelle 20 graphisch dargestellt, unter

Berlcksichtigung des errechneten Mittelwertes und des Konfidenzintervalls, in dem

95% der Schnittpunktsummen liegen.
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12

11

10

Anzahl [GefaBschnittounktel
N

95% ClI
N

N= 10 10 10 10
DKL_1_SL DKL_2_SL DKL_3_SL DKL_4_SL

Abbildung 37: DKL_1_SL bis DKL_4 SL: Quantitativ-angiographische Darstellung
der GefaBschnittpunkte in der Knorpelgruppe KL je Schnittlinie 1-4,
abzlglich der jeweiligen Werte an der kontralateralen Seite, n=10.

Innerhalb der Knorpelgruppe KL I&sst sich keine signifikante Zu- oder Abnahme der
GefaBschnittpunktanzahl im Verlauf der von kaudal nach kranial zu liegen

kommenden Schnittlinien.

Im Folgenden ist die Differenz (DKO) der Summe der Schnittpunkte je Schnittlinie in
der Kontrollknorpelgruppe KO und der Hautvergleichsflache des unmanipulierten
Hautlappens nko, gemaB Tabelle 20, unter Bertcksichtigung des errechneten
Mittelwerts und des Konfidenzintervalls, in dem 95% Schnittpunktsummen liegen,
dargestellt.
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Anzahl [GefaBschnittpunkte]

95% Cil

N= 10 10 10 10
DKO_1_SL DKO_2 SL DKO_3_SL DKO_4 SL

Abbildung 38: DKO_1_SL bis DKO_4_ SL: Quantitativ-angiographische Darstellung
der GefaBschnittpunkte in der Knorpelgruppe KO je Schnittlinie 1-4,
abzlglich der jeweiligen Werte an der kontralateralen Seite, n=10.

Innerhalb der Kontrollknorpelgruppe KO zeigte sich keine signifikante Zu- oder
Abnahme der GefaBschnittpunktanzahl im Verlauf der von kaudal nach kranial zu

liegen kommenden Schnittlinien.

Es wurde der Einfluss der Position 1/2/3 entsprechend kaudal/ mittig/ kranial der
einzelnen Knorpelimplantate auf die quantitativ angiographisch ermittelten
Ergebnisse untersucht.

Dazu wurde jeweils fir GL, KL und KO getrennt in Abhangigkeit von der Position die
Mittelwerte der Gesamtschnittpunktmengen pro Knorpelquadrat DGL_M_SL,

DKL _M_SL, DKO_M_SL, die im Konfidenzintervall liegen, aufgetragen.
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30

20

Anzahl [GefaBschnittpunkte]

95% CI DGL_M_SL

-10

GL

Position 1/2/3

Abbildung 39: Abhangigkeit der Anzahl der GeféaBschnittpunkte von der Position
1/kaudal, 2/mittig, 3/kranial des Knorpelquadrats GL.

Die Knorpelquadrate der Kontrollgruppe GL wurden 4mal an Position 1/ kaudal, 3mal
an Position 2/ mittig und 3mal an Position 3/ kranial genaht.
Die Mittelwerte der Gesamtschnittpunktmengen DGL_M_SL fir Position 1, 2 und 3

zeigen keinen relevanten Unterschied im Positionsvergleich.
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Position 1/2/3

Abbildung 40: Abhangigkeit der Anzahl der GeféBschnittpunkte von der Position
1/kaudal, 2/mittig, 3/kranial des Knorpelquadrats KL.

Die Knorpelquadrate der Kontrollgruppe KL wurden 3mal an Position 1/ kaudal, 3mal
an Position 2/ mittig und 4mal an Position 3/ kranial genéht.

Die Mittelwerte der Gesamtschnittpunktmengen DKL_M_SL fiir Position 1, 2 und 3
zeigen keinen relevanten Unterschied im Positionsvergleich.
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Abbildung 41: Abhangigkeit der Anzahl der GeféaBschnittpunkte von der Position
1/ kaudal, 2/ mittig, 3/ kranial der Kontrollgruppe KO.

Die Knorpelquadrate der Kontrollgruppe KO wurden 3mal an Position 1/ kaudal, 4mal
an Position 2/ mittig und 3mal an Position 3/ kranial genaht.

Die Mittelwerte der Gesamtschnittpunktmengen DKO_M_SL fir Position 1, 2 und 3
zeigen keinen relevanten Unterschied im Positionsvergleich.

GemanB der graphischen Darstellungen wird deutlich, dass die Position der
Knorpelquadrate zu keinen eindeutigen Veranderungen von Dgl_M_SL, Dkl_M_SL
und Dko_M_SL flhrt.

88



4 Ergebnisse

Damit konnte gezeigt werden, dass die angiographischen Ergebnisse von der

Implanationsposition kaudal, mittig und kranial weitgehend unbeeinflusst und davon

unabhéangig zu betrachten sind.

Auf eine Ermittlung der exakten Signifikanz wurde damit verzichtet.

Der wesentliche Versuchsaspekt der quantitativ angiographischen Auswertung wird

im nachsten Punkt erlautert:

Es handelt sich hierbei um den direkten Vergleich der angiographisch ermittelten

GefaBversorgung zwischen den Knorpelquadraten GL, KL und KO nach

achtwéchiger Einheilungsphase und damit einer Darstellung der Unterschiede

bezlglich Neovaskularisation in den zwei Untersuchungsgruppen GL und KL

verglichen mit der Kontrollgruppe KO.

Im Folgenden werden DGL_M_SL, DKL_M_SL und DKO_M_SL unter
Berlcksichtigung des Konfidenzintervalls dargestellt.

N | Mean Std. Minimum | Maximum Percentiles
Deviation 25" 50" 75M
DGL_M_SL | 10| 8,4000 2,59 5,00 13,75 7,062| 7,750| 10,00
DKL_M_SL | 10| 6,2000 2,56 1,00 10,75| 4,812 6,625| 7,375
DKO_M_SL | 10| 4,5750 2,61 1,25 8,75| 2,000 4,875| 6,875

Tabelle 23: Deskriptive Statistik , DGL_M_SL, DKL_M_SL, DKO_M_SL.

Mit Hilfe des Wilcoxon Tests wurden jeweils zwei Gruppen verglichen.

DKL_M_SL- |DKO_M_SL - |DKO_M_SL -
DGL_M_SL DGL_M_SL |DKL_M_SL
Exact Sig.(2 seitiger Test) ,088 ,010 ,186

Tabelle 24: Wilcoxon Test.
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Anzahl [GefaBschnittpunkte]

95% Cl

N= 10 10 10
DGL_M_SL DKL_M_SL DKO_M_SL

Abbildung 42: Quantitativ-angiographischer Gruppenvergleich.

Daraus ergibt sich fir den Gruppenvergleich zwischen der nativen Kontrollgruppe
DKO_M_SL und der Gruppe DGL_M_SL ein signifikanter Unterschied mit p= 0,010.
Im Mittel wurden in der Knorpelvariante GL mit den 4mm messenden Stanzungen
somit angiographisch signifikant mehr GefaBschnittpunkte ermittelt als in der
Kontrollgruppe KO. Es ergab sich ein Trend zugunsten von GL im Gruppenvergleich
GL/KL jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen GL/ KL und KL/
KO.

AbschlieBend wurde die Fragestellung der effektiven Neovaskularisation im Vergleich

zur iatrogen induzierten Granulationsgewebebildung evaluiert.

Dabei wurde davon ausgegangen, dass die Differenz an GefaBschnittpunkten
zwischen der Gruppe DKO_M_SL und dem kontralateralen Vergleichshautlappen

DnKO_M_SL einer Granulations- und Fibrosereaktion entspricht.

Diese operativ bedingten Umbauvorgéange wurden jeweils von DGL_M_SL und
DKL_M_SL subtrahiert, um die effektive im Bereich der Stanzung liegende
Kapillarisierung in der Gruppe GL genannt DGL_EFF und in der Gruppe KL genannt

DKL _EFF statistisch auszuwerten.
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N | Mean Std. Minimum | Maximum Percentiles
Deviation 25" 50" 75"
DGL_EFF | 10| 3,8250 3,7287 -1,50 11,75| 1,500 3,500 5,687
DKL_EFF | 10| 1,6250 3,4826 -4,75 6,00 -1,375| 2,625| 4,125

Tabelle 25: Deskriptive Statistik, DGL_EFF und DKL_EFF.

Anzahl [GeféaBschnittpunkte]

95% ClI

10

DGL_EFF

10

DKL_EFF

Abbildung 43: Quantitativ-angiographischer Gruppenvergleich DGL_EFF und

DKL_EFF.

Nach Bereinigung der Ergebnisse und Subtraktion der operationsbedingten

Granulationsprozesse konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen

GL und KL in der Kategorie effektive, angiographisch nachweisbare Kapillarisierung

nachgewiesen werden.
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4.3.2 Qualitative Auswertung

Im Folgenden werden die Gruppen GL, KL und die Kontrollgruppe KO geman der
Kapitel 3.9.2.1 und 3.9.2.2 angiographisch nach arterieller und vendser
GefaBversorgung unterschieden. Gemaf des Scores in Kapitel 3.9.2.2 erfolgt die
Auswertung zuséatzlich unter Berilicksichtigung der GefaBkalibern A, B und C.

Die Darstellung erfolgt unter Berticksichtigung der GefaBversorgung im nativen,

kontralateralen Hautlappen.

GLArt.A

GLAr.B

GLArt.C

GLVen.A

GLVen.B |GLVen.C

79

80

91

109

110

111

112

133

170

171
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~N 00| 00| 00[00| 00| 00| | 00|00
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NI IWIN NN WOIN O
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Tabelle 26: Qualitative, kombinierte arterielle und vendse Ergebnisdarstellung von

GL.

nglArt.A |nglArt.B |nglArt.C |nglVen.A |nglVen.B |nglVen.C
79 2 2 7 2 0 0
80 5 6 7 6 2 4
91 4 2 0 4 2 0
109 1 1 7 1 1 2
110 3 4 6 4 4 1
111 1 2 1 1 2 2
112 4 2 0 4 2 0
133 1 1 7 1 0 2
170 1 7 8 3 3 4
171 3 2 2 4 1 1

Tabelle 27: Qualitative, kombinierte arterielle und vendse Ergebnisdarstellung von

ngl.
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KLArt.A|KLArt.B|KLArt.C|KLVen.A |KLVen.B|KLVen.C

79 4 6 7 4 1 2
80 5 5 4 0 0 0
91 2 5 8 5 3 1
109 5 2 4 4 2 2
110 3 4 7 4 3 6
111 3 3 2 3 3 1
112 4 3 5 4 0 2
133 3 2 6 3 7 3
170 3 4 7 3 2 2
171 5 3 3 4 1 0

Tabelle 28: Qualitative, kombinierte arterielle und vendse Ergebnisdarstellung von

KL.
nklArt.A |nklArt.B |nklArt.C|nklVen.A|nkIVen.B|nklVen.C
79 4 4 4 3 0 2
80 1 3 7 3 2 6
91 4 1 0 4 0 0
109 4 4 6 4 0 0
110 1 3 6 4 2 4
111 2 0 3 0 0 1
112 4 2 2 4 2 1
133 5 3 3 4 1 0
170 1 2 6 5 3 2
171 4 1 0 2 0 0
Tabelle 29: Qualitative, kombinierte arterielle und vendse Ergebnisdarstellung von
nkl.
KOArt.A|[KOArt. |[KOArt. |[KOVen.A|[KOVen.B|[KOVen.
B C C
79 8 6 6 4 1 0
80 4 3 5 0 0 0
91 1 6 6 7 2 0
109 1 5 2 3 5 1
110 3 2 5 3 2 5
111 6 4 4 5 2 0
112 3 7 3 6 1 1
133 4 5 5 4 5 2
170 2 5 2 4 0 0
171 2 4 4 2 4 2

Tabelle 30: Qualitative, kombinierte arterielle und vendse Ergebnisdarstellung von

KO.
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nkoArt.A|nkoArt.B |nkoArt.C|nkoVen.A |nkoVen.B [nkoVen.C
79 8 0 4 7 0 0
80 0 5 8 0 4 6
91 8 3 2 6 0 0
109 7 3 4 6 1 1
110 0 5 8 3 3 6
111 3 3 3 4 1 0
112 4 5 2 4 4 2
133 6 1 2 6 0 0
170 4 3 8 4 2 5
171 4 4 4 4 1 2

Tabelle 31: Qualitative, kombinierte arterielle und vendse Ergebnisdarstellung von

nko.

Vergleicht man die Ergebnisse der beiden Gruppen GL, KL und der Kontrollgruppe
KO des chondrokutanen Lappens mit den Ausgangswerten im unbeeinflussten
Praparat des nativen Hautlappens, unter Bertcksichtigung der korrekten
Knorpelposition auch im kontralateralen Vergleichslappen, stellt die Differenz der
Ergebnisse die postoperative Granulationsgewebe- und Kapillarneubildung im
operierten Areal dar.

Daher wurde in einem Gruppenvergleich zwischen GL, KL und KO ein quantitativer
angiographischer Unterschied zwischen den Stanzungsgruppen und der
Kontrollgruppe als positives Versuchsergebnis gewertet, da dies als Hinweise auf
Neovaskularisation interpretiert wurde.

Anzahl [GeféaBschnittpunkte]

95% ClI

-6

N= 10 10 10
DGLART_A DKLART_A DKOART_A

Abbildung 44: Qualitativ-angiographische Ergebnisdarstellung DGL, DKL und DKO
fir die Kategorie Arterie, GefaBkaliber A, n=10.
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Anzahl [GeféaBschnittpunkte]

95% Cl

N= 10 10 10
DGLART_B DKLART_B DKOART_B

Abbildung 45: Qualitativ-angiographische Ergebnisdarstellung DGL, DKL und DKO

fir die Kategorie Arterie, GeféBkaliber B, n=10.

Anzahl [GeféaBschnittpunkte]

95% ClI

N= 10 10 10
DGLART_C DKLART_C DKOART_C

Abbildung 46: Qualitativ-angiographische Ergebnisdarstellung DGL, DKL und DKO

fir die Kategorie Arterie, GefaBkaliber C, n=10.
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DGL DGL DGL DKL DKL DKL DKO DKO DKO
ART_ | ART_ | ART_ | ART_ | ART_ | ART_ | ART_ | ART_ | ART_
A B C A B C A B C
79 |2 0 1 0 2 3 0 6 2
80 | -3 -1 1 4 2 -3 4 2 -3
91 -1 3 7 -2 4 8 7 3 4
109 | 5 2 1 1 -2 -2 6 2 -2
110 |1 -1 2 2 1 1 3 -3
111 | 3 3 7 1 3 -1 3 1 1
112 | 0 3 8 0 1 3 -1 2 1
133 | 2 3 1 -2 -1 3 -2 4 3
170 | 2 0 0 2 2 1 -2 2 -6
171 | 0 2 6 1 2 3 -2 0 0
m 1,1 1,4 3,4 0,7 1,4 1,6 -1,0 1,5 -0,3

Tabelle 32: Qualitativ-angiographische Darstellung DGL, DKL und DKO fir die
Kategorie Arterie, GefaBkaliber A,B,C.

DGLART_A DGLART_B DGLART_C
DKLART_A DKLART_B DKLART_C
DKOART_A DKOART_B DKOART_C
N 10 10 10
Chi - Square 3,829 0,514 5,243
Df 2 2 2
Asymp. Sig. 0,147 0,773 0,073
Exact Sig. 0,153 0,790 0,071
Point Probability 0,018 0,034 0,007

Tabelle 33: Statistische Auswertung der qualitativ-angiographischen Ergebnisse
DGL, DKL und DKO fir die Kategorie Arterie, GefaBkaliber A,B,C.

Es besteht kein signifikanter Unterschied zwischen den drei Gruppen in der
arteriellen Auswertung in der GefaBkaliberklassen A und B. Die nahe am
Signifikanzniveau (p< 0,05) liegende exakte Signifikanz von 0,071 in der
GrdBenklasse C, die das Kapillardquivalent darstellt, wurde mit Hilfe des Wilcoxon

Tests im direkten Gruppenvergleich weiter aufgeschlisselt.
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Dabei zeigt sich ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen GL und KO in
der arteriellen Auswertung im GefaBkaliber C mit p= 0,008 (p< 0,05). Es besteht kein
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen KL und GL sowie KO und KL.

Im Folgenden erfolgt die analoge Auswertung fiir die Gefasskategorie Vene.

'1 —

-3
N= 10 10 10
DGLVEN_A DKLVEN_ DKOVEN_A

Abbildung 47: Qualitativ-angiographische Ergebnisdarstellung DGL, DKL und DKO
fir die Kategorie Vene, GefaBkaliber A, n=10.
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Anzahl [GeféaBschnittpunkte]

95% Cl

-2

N= 10
DGLVEN_B DKLVEN_B DKOVEN_B

Abbildung 48: Qualitativ-angiographische Ergebnisdarstellung DGL, DKL und DKO
fir die Kategorie Vene, GefaBkaliber B, n=10.
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Anzahl [GefaBschnittpunkte]

95% Cl

N= 10 10 10
DGLVEN_C DKLVEN_C DKOVEN_C

Abbildung 49: Qualitativ-angiographische Ergebnisdarstellung DGL, DKL und DKO
fir die Kategorie Vene, GefaBkaliber C.

DGL DGL DGL DKL DKL DKL DKO DKO DKO

VEN_ | VEN_ | VEN_ | VEN_ |VEN_ |VEN_ | VEN_ | VEN_ | VEN_

A B C A B C A B C
79 |4 5 4 1 1 0 -3 1 0
80 |-3 0 2 -3 -2 -6 0 -4 -6
91 -1 3 7 1 1 1 0
109 | 5 2 2 0 2 -3 0
110 | O -2 3 0 1 2 0 -1 -1
111 | 3 0 4 3 3 0 1 1 0
112 | 0 0 5 0 -2 1 2 -3 -1
133 | 3 3 5 -1 6 3 -2 5 2
170 | 2 1 -1 -2 -1 0 0 -2 -5
171 | 0 1 3 2 1 0 -2 3 0
m 1,3 1,5 3,4 0,1 1,2 0,3 -0,6 0,6 -1,1

Tabelle 34: Qualitativ-angiographische Darstellung DGL, DKL und DKO fir die
Kategorie Vene, GefaBkaliber A,B,C.
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DGLVEN_ A| DGLVEN B] DGLVEN_C

DKLVEN_A| DKLVEN B| DKLVEN_C

DKOVEN A| DKOVEN B| DKOVEN _C
N 10 10 10
Chi - Square 1,563 1,167 15,600
Df 2 2 2
Asymp. Sig. 0,458 0,558 0,00
Exact Sig. 0,494 0,586 0,00
Point Probability 0,029 0,052 0,00

Tabelle 35: Qualitativ-angiographische Auswertung DGL, DKL und DKO fir die
Kategorie Vene, GefaBkaliber A,B,C.

Es besteht kein signifikanter Unterschied zwischen den drei Gruppen in der
qualitativ-angiographischen Auswertung in der Kategorie Vene in den
GefaBkaliberklassen A und B. Der signifikante Unterschied 0,00 der drei Gruppen in
der GréBenklasse C, die das Kapillaraquivalent darstellt, wurde mit Hilfe des
Wilcoxon Tests im direkten Gruppenvergleich weiter aufgeschlisselt.

Dabei zeigt sich ein signifikanter Unterschied zwischen allen Gruppen GL, KL und
KO untereinander in der venésen Auswertung im GefaBkaliber C mit p= 0,012,
p=0,002, p= 0,031 (p< 0,05).

Im Folgenden wird jeweils innerhalb einer Gruppe das GefaBkaliber C in arterieller

und vendser Auswertung dargestellt.

6

95% Cl

Anzahl [GeféaBschnittpunkte]

0

N= 10 10
DGLART_C DGLVEN_C

Abbildung 50: Qualitativ-angiographischer Vergleich arteriell und vends im
GefaBkaliber C innerhalb der Knorpelgruppe GL.
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Anzahl [GeféaBschnittpunkte]

95% Cl

/

10 10
DKLART_C DKLVEN_C

Abbildung 51: Qualitativ-angiographischer Vergleich arteriell und vends im

GefaBkaliber C innerhalb der Knorpelgruppe KL.

3

Anzahl [GeféaBschnittpunkte]
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DKOART_C DKOVEN_C

Abbildung 52: Qualitativ-angiographischer Vergleich arteriell und vends im

GefaBkaliber C innerhalb der Knorpelgruppe KO.

In keiner Gruppe GL, KL und KO zeichnete sich ein signifikanter Unterschied in der

GefaBgréBe C im direkten Vergleich arterielles versus vendses GeféaBsystem ab.
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4.4

Mit dem planimetrischen Auswertungsverfahren sollte ermittelt werden, ob die
Schrumpfungstendenz bzw. die ischamische Involution des Vollhauttransplantats auf
der Knorpelvariante GL bzw. KL durch verbesserte, transcartilaginare Vaskularisation
geringer ausfallt als in der Kontrollgruppe KO. Bei dieser Auswertungsmethode

wurde ein mdglicher Einfluss der Position 1/2/3 entsprechend kaudal, Mitte, kranial

Planimetrie

ebenso bericksichtigt. Die dreimalig durchgefiihrte Flachenmessung der

Vollhautransplantate der Kontrollgruppe KO, der Gruppe GL und KL zum

Implantationszeitpunkt und nach vierwdchiger Einheilungsphase kommt in folgender

Tabelle zur Darstellung. Die Angaben sind in gcm angegeben.

1.1KO [1.2KO [1.3KO |2.1KO |2.2KO [2.3KO |KO_1m |[KO_2m
79 4,33 4,95 488 3,07 2,99 3,02 4,72 3,03
80 4,71] 4,33 4,56 252 2,36 2,20 4,53 2,36
91] 4,88 4,700 499 3,05 3,08 3,15 4,86 3,09
109 3,94 424 413 2,63 239 2,31 4,10 2,44
110 4,18 4,25 3,57 2,71 2,18 1,89 4,00 2,26
111 5,08 3,61 3,73] 1,87 2,74 1,71 4,14 2,11
112| 4,11 3,95 4,33 2,88 242 2,37 4,13 2,56
133] 6,11 589 5,99 1,64 297 1,41 5,99 2,01
170 6,29 6,25 6,33] 2,77] 2,80 249 6,29 2,69
171] 5,98 599 5,92 3,76] 3,79 3,89 5,96 3,81

Tabelle 36: Planimetrie KO, Messzeitpunkt 1 und 2 (1., 2.), Position (1, 2, 3),

Mittelwert zum Messzeitpunkt 1 und 2 (1m, 2m).

1.1KL |1.2KL |[1.3KL [2.1KL [2.2KL |2.3KL |KL_1m KL_2m

79| 5,67 563 557 265 2,73 3,43 5,62 294
80| 4,65 425 432 3,12] 3,56 3,42 441 3,37
91| 411 441 424 3,81 295 190 425 2,89
109] 2,98 3,020 3,16] 2,29 2,59 194 3,05 227
110] 4,000 4,25 3,58 299 246, 1,67, 3,94 237
111] 6,000 447 6,14 343 226/ 3,61] 5,54 3,10
112| 5,08 5,09 5,10, 2,53 2,46, 2,14 5,07] 2,38
133] 4,29 422 425 3,68 3,69 3,67 425 3,68
170 4,31 439 4,25 198 1,91 1,99] 432 1,96
171] 6,68 6,74 6,94 5,02 5,39 523 6,79 5,21

Tabelle 37: Planimetrie KL, Messzeitpunkt 1 und 2 (1., 2.), Position (1, 2, 3),
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Mittelwert zum Messzeitpunkt 1 und 2 (1m, 2m).

1.1GL 1.2GL [1.3GL |2.1GL |2.2GL [2.3GL |GL_1m|GL_2m

/79 6,01 589 597 349 2,35 3,28 596 3,04

80| 599 5,65 589 299 3,01] 297 584 2,99

91| 3,89 3,61 3,80 3,35 296 2,76 3,77 3,02

109 3,76] 4,10 4,55 3,17 3,57 3,31 4,14 3,35

110 4,46] 4,75 3,74 3,13] 3,05 292 4,32 3,03

111 4,47 3,25 4,62 262 251 246] 4,11 2,53

112| 5,29 4,79 5,15 4,26] 2,56/ 3,07 5,08 3,30

133] 4,99 4,64 4,89 2,89 2,78 2,99 484 2,89

170 4,78 4,75 4,56] 3,65 3,56] 3,62 4,70, 3,61

171] 7,65 7,14 7,40[ 5,51 5,75 5,78/ 7,40 5,68

Tabelle 38: Planimetrie GL, Messzeitpunkt 1 und 2 (3malige Messung), Mittelwert
(Messzeitpunkt 1 und 2).

Die Schrumpfung der Vollhautgrafts im Rahmen des physiologischen
Wundheilungsprozesses sowie die ischamische Involution nach vierwéchiger
Einheilungsphase wurden als Differenz der Ausgangsflache zur Endflache
dargestellt. Die Flache der vitalen Vollhautabschnitte zum Zeitpunkt des letzten
Eingriffs wurde in Prozent der implantierten Ausgangsflache angegeben.

KO % (KL% |GL %

79| 64,19| 52,31 51,01

80| 52,10| 76,42 51,20

91| 63,58, 68,00, 80,11

109| 59,51 74,43] 80,92

110| 56,50, 60,15 70,14

111, 50,97, 55,96, 61,56

112| 61,98, 46,94| 64,96

133| 33,55/ 86,59| 59,71

170| 42,77 45,37| 76,81

171| 63,93 76,73| 76,76

m| 54,91| 73,79| 67,32

Tabelle 39: Vitale Hautflache (%) bei Explantation.
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Abbildung 53: Planimetrie Positionsvergleich, GL.
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Abbildung 54: Planimetrie Positionsvergleich, KL.
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Abbildung 55: Planimetrie Positionsvergleich, KO.

Die planimetrisch ermittelten Werte der vitalen Hautflache zum Zeitpunkt des dritten

Eingriffs nach vierwdchiger Einheilungsphase wurden der statistischen Auswertung

zugefuhrt.
N Mean Std. Minimum | Maximum Percentiles
Deviation 25" 5ot 75
GL 2P |10| 67,3162| 11,3437 51,01 80,92| 57,582 | 67,549 | 77,632
KL 2P | 10| 64,2897| 14,1596 45,37 86,59 | 50,970| 64,076| 76,495
KO 2P | 10| 54,9085| 10,2381 33,56 64,19| 48,916| 58,006 | 63,666

Tabelle 40: Planimetrie, deskriptive Statistik.

Im Gruppenvergleich zwischen GL und KO zeigte sich ein signifikanter Unterschied

in der planimetrisch ermittelten vitalen Hautflache nach der vierwéchigen

Beobachtunsdauer mit p= 0,027 (p < 0,05) zu Gunsten der Gruppe GL. Es ist eine

Tendenz zu héhergradiger Hautflachenerhaltung in der Gruppe GL und KL

verglichen mit der Kontrollgruppe KO zu erkennen, jedoch ohne signifikanten
Unterschied zwischen GL und KL sowie KL und KO.
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Im folgenden Diagramm werden die Hautflachen

Explantation dargestellt.

80

der Gruppen GL, KL und KO bei

70

60

50

Vitale Hautflache %

95% Cl

40

10
GL 2P

KL 2P

10
KO_2P

Abbildung 56: Planimetrie, Gruppenvergleich GL, KL, KO.
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4.5 Histologie

Zur Analyse der histologisch ermittelten Daten wurde das in Kapitel 3.9.4
beschriebene semiquantitative Scoreverfahren verwendet. Dieses weist flir jeden der
im Folgenden dargestellten Parameter drei Auspragungsgrade auf.

Die Gewebeschnitte wurden nach den folgenden Kriterien untersucht:

- Morphologie und Vitalitat des Knorpels

- Morphologie und Vitalitat der Cutis und Subcutis

- Vaskularisierung der Verschiebeschicht um den Knorpel und im Stanzbereich.

In den folgenden Ausfiihrungen wird flr jeden der betrachteten histologischen
Parameter zun&chst der Gesamtvergleich zwischen der 4mm Perforationsgruppe GL,
der 1,5mm Stanzungsgruppe KL und der Kontrollknorpelgruppe KO und
anschlieBend die Ergebnisse der Knorpel- und Hautparameter zusammenfassend
dargestellt. Hierbei stellt der Parameter der GefaBe im Stanzbereich eine Ausnahme
dar, es wurde hier nur der Gruppenvergleich GL und KL durchgefihrt.

FUr die statistische Auswertung der histologischen Ergebnisse wurde die permutierte
Reihenfolge der Implantation (Position 1/kaudal, 2/mittig, 3/kranial) bertcksichtigt.

GL|Position [Knorpel |Pericho [Stanzung |Hautobe |Subcutis [Haarf |Driisen|Dermale
zustand |ndrium |sbereich |rflache ollikel GefaBe
79 1 2 1 1 2 1 1 1 2
80 3 1 1 1 2 2 2 2 1
91 2 2 2 1 1 1 1 2 2
109 1 2 2 1 2 1 1 2 3
110 3 1 1 2 3 2 3 3 3
111 2 1 1 1 1 2 1 2 2
112 1 2 1 2 2 2 2 2 2
133 3 2 2 1 2 1 2 2 1
170 2 1 1 1 2 2 2 2 2
171 1 2 2 1 1 1 1 2 2

Tabelle 41: Histologische, semiquantitative Scoreauswertung des chondrokutanen
Lappens GL.
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KL|Position|Knorpel |Pericho |Stanzung|Hautobe |Subcutis|Haarfollik|Driisen |[Dermale
zustand |ndrium |sbereich |rflache el GefaBe
79 3 2 1 1 2 2 1 2 3
80 2 3 2 1 2 3 2 2 3
91 1 3 2 2 2 2 2 2 3
109 3 2 1 2 2 2 2 2 2
110 2 1 2 3 2 2 2 2 2
111 1 2 2 2 3 2 2 3 3
112 3 2 2 3 3 2 2 2 2
133 2 2 3 1 3 2 2 2 2
170 1 2 2 1 2 2 2 2 3
171 3 2 1 3 2 2 1 2 2

Tabelle 42: Histologische, semiquantitative Scoreauswertung des chondrokutanen

Lappens KL.
KO|Position |Knorpel |Pericho |Stanzung [Hautobe |Subcutis |Haarfoll|Drisen |Dermale

zustand |[ndrium |sbereich |rflache ikel GefaBe
79 2 3 1 0 3 2 2 3 3
80 1 2 2 0 2 3 2 2 3
91 3 3 2 0 3 3 2 2 3
109 2 2 2 0 2 2 2 2 3
110 1 1 1 0 2 2 2 2 3
111 3 2 2 0 3 3 2 2 2
112 2 2 2 0 2 3 2 2 2
133 1 2 2 0 3 2 2 3 2
170 3 3 2 0 3 3 2 3 3
171 2 3 3 0 3 3 2 2 3

Tabelle 43: Histologische, semiquantitative Scoreauswertung des chondrokutanen

Lappens KO.

Eine geringgradige Fremdkdrperreaktion im Bereich der bindegewebigen

Verschiebeschicht um den Knorpel an verbliebenem Fadenmaterial wurde in vier

Fallen festgestellt.

Das Auftreten einer metaplastischen Umwandlung des Knorpel- oder

Hautparenchyms konnte nicht nachgewiesen werden.
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4.5.1 Knorpel
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Abbildung 57: Histologie, Gruppenvergleich Knorpelzustand.

In der Kategorie Knorpelzustand erreichte die Knorpelgruppe GL einen Scorewert
von durchschnittlich 1,6 + 0,52, bei einem Minimum von 1 und einem Maximum von
2.

Die Knorpelgruppe KL wies einen Scorewert von durchschnittlich 2,1 + 0,57, bei
einem Minimum von 1 und einem Maximum von 3.

Die Knorpelgruppe KO erzielte einen Scorewert von durchschnittlich 2,3 + 0,67, bei

einem Minimum von 1 und einem Maximum von 3.

Im zusammenfassenden Gruppenvergleich zeigte sich ein signifikanter Unterschied
im Gruppenvergleich GL und der Kontrollgruppe KO (p= 0,031).

Die histologische Beurteilung der Knorpelvitalitdt wies in der Knorpelgruppe GL eine
signifikant hdhere Knorpelvitalitat auf als in der Kontrollknorpelgruppe KO.

Die Knorpelgruppe GL wies eine geringfligig verbesserte Knorpelvitalitéat im Vergleich
zur Knorpelgruppe KL auf.

Die Knorpelgruppe KL wies ebenso eine verbesserte Knorpelvitalitdt gegenlber der
Kontrollgruppe KO auf.

Die Gruppenvergleiche GL und KL sowie KL und KO ergaben jedoch keinen
signifikanten Unterschied in der Kategorie Knorpelzustand.
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45.2 Perichondrium
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Abbildung 58: Histologie, Gruppenvergleich Perichondriumzustand.

In der Kategorie Perichondrium erreichte die Knorpelgruppe GL einen Scorewert von
durchschnittlich 1,4 £ 0,52, bei einem Minimum von 1 und einem Maximum von 2.
Die Knorpelgruppe KL wies einen Scorewert von durchschnittlich 1,8 + 0,63, bei
einem Minimum von 1 und einem Maximum von 3.

Die Knorpelgruppe KO erzielte einen Scorewert von durchschnittlich 1,9 + 0,57, bei

einem Minimum von 1 und einem Maximum von 3.

In der Kategorie Perichondriumzustand ergab sich kein signifikanter Unterschied im
Gruppenvergleich GL und KO, KL und KO sowie GL und KL.

Die Vitalitat des Perichondriums war in der histologischen Beurteilung geringfiigig
besser als in der Knorpelgruppe KL und KO.

Die Praparation der Knorpelgruppe GL fiihrte jedoch zu keiner signifikant
verbesserten Vitalitat des Perichondriums im Vergleich zur Préaparationsmethode der
Knorpelgruppe KL und zur Knorpelkontrollgruppe KO.

Die Knorpelgruppe KL unterschied sich hinsichtlich der Kategorie
Perichondriumzustand nicht von der Kontrollgruppe KO.
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4.5.3 Hautoberflache
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Abbildung 59: Histologie, Gruppenvergleich Hautoberflache.

In der Kategorie Hautoberflache erreichte die Knorpelgruppe GL einen Scorewert
von durchschnittlich 1,8 + 0,63, bei einem Minimum von 1 und einem Maximum von
3.

Die Knorpelgruppe KL wies einen Scorewert von durchschnittlich 2,3 + 0,48, bei
einem Minimum von 2 und einem Maximum von 3.

Die Knorpelgruppe KO erzielte einen Scorewert von durchschnittlich 2,6 + 0,52, bei

einem Minimum von 2 und einem Maximum von 3.

Die Vitalitat der Hautoberflache der Knorpelgruppe GL war geringfligig besser als in
der Knorpelgruppe KL und ebenso im Vergleich zur Kontrolle KO.

Die Knorpelgruppe KL wies gegenuber der Kontrollknorpelgruppe eine geringflgig
Verbesserung in der Kategorie Hautoberflache auf.

Es ergab sich jedoch kein signifikanter Unterschied in der Kategorie Hautoberflache
im Gruppenvergleich GL und KL, GL und KO sowie KL und KO.
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4.5.4 Subcutis
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Abbildung 60: Histologie, Gruppenvergleich Subcutis.

In der Kategorie Subcutis erreichte die Knorpelgruppe GL einen Scorewert von
durchschnittlich 1,5 £ 0,53, bei einem Minimum von 1 und einem Maximum von 2.
Die Knorpelgruppe KL wies einen Scorewert von durchschnittlich 2,1 + 0,32, bei
einem Minimum von 2 und einem Maximum von 3.

Die Knorpelgruppe KO erzielte einen Scorewert von durchschnittlich 2,6 + 0,52, bei

einem Minimum von 2 und einem Maximum von 3.

In der Kategorie Subcutis ergab sich ein signifikanter Unterschied zwischen der
Knorpelgruppe GL und der Knorpelgruppe KL (p= 0,031).

Die histologische Beurteilung der Subcutis wies eine signifikant verbesserte Struktur
der Subcutis in der Knorpelgruppe GL verglichen mit der Knorpelgruppe KL auf.
Ebenso zeigte sich eine signifikant verbesserter Zustand der Subcutis in der
Knorpelgruppe GL im Vergleich zur Kontrollgruppe KO (p= 0,004).

Die Knorpelgruppe KL wies im Vergleich zur Kontrollgruppe KO eine geringflgig
verbesserte histomorphologische Struktur der Subcutis auf, jedoch ergab sich in
diesem Gruppenvergleich kein signifikanter Unterschied.
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4.5.5 Haarfollikel
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Abbildung 61: Histologie, Gruppenvergleich Haarfollikel.

In der Kategorie Haarfollikel erreichte die Knorpelgruppe GL einen Scorewert von
durchschnittlich 1,6 £ 0,70, bei einem Minimum von 1 und einem Maximum von 3.
Die Knorpelgruppe KL wies einen Scorewert von durchschnittlich 1,8 + 0,42, bei
einem Minimum von 1 und einem Maximum von 2.

Die Knorpelgruppe KO erzielte einen Scorewert von durchschnittlich 2,0 = 0,0, bei

einem Minimum von 2 und einem Maximum von 2.

Es ergab sich kein signifikanter Unterschied in der Kategorie Haarfollikel im
Gruppenvergleich GL und KL, GL und KO sowie KL und KO.
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4.5.6 Hautanhangsdrisen
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Abbildung 62: Histologie, Gruppenvergleich Driisen.

In der Kategorie Drlsen erreichte die Knorpelgruppe GL einen Scorewert von
durchschnittlich 2,0 £ 0,47, bei einem Minimum von 1 und einem Maximum von 3.
Die Knorpelgruppe KL wies einen Scorewert von durchschnittlich 2,1 + 0,32, bei
einem Minimum von 2 und einem Maximum von 3.

Die Knorpelgruppe KO erzielte einen Scorewert von durchschnittlich 2,3 + 0,48, bei

einem Minimum von 2 und einem Maximum von 3.

Die Auspragung der Drisen in der Knorpelgruppe GL war geringflgig héher als in
der Kontrollknorpelgruppe KO.

Die Knorpelgruppe KL wies gegenuber der Kontrollknorpelgruppe ebenso eine
geringfligig Verbesserung in der Kategorie Driisen auf.

Es ergab sich jedoch kein signifikanter Unterschied in der Kategorie Drisen im
Gruppenvergleich GL und KL, GL und KO sowie KL und KO.
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4.5.7 Dermale GefaBe
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Abbildung 63: Histologie, Gruppenvergleich dermale GefaBe.

In der Kategorie dermale GefaBe erreichte die Knorpelgruppe GL einen Scorewert
von durchschnittlich 2,0 + 0,67, bei einem Minimum von 1 und einem Maximum von
3.

Die Knorpelgruppe KL wies einen Scorewert von durchschnittlich 2,5 + 0,53, bei
einem Minimum von 2 und einem Maximum von 3.

Die Knorpelgruppe KO erzielte einen Scorewert von durchschnittlich 2,7 + 0,48, bei

einem Minimum von 2 und einem Maximum von 3.

Im zusammenfassenden Gruppenvergleich zeigte sich ein signifikanter Unterschied
im Gruppenvergleich GL und der Kontrollgruppe KO (p= 0,031).

Die histologische Beurteilung der Auspragung der dermalen GefaBe wies in der
Knorpelgruppe GL einen signifikant héheren Anteil an dermalen GefaBen auf als in
der Kontrollknorpelgruppe KO.

Die Knorpelgruppe GL wies einen geringflgig h6heren Anteil dermaler GeféBe auf im
Vergleich zur Knorpelgruppe KL und zur Kontrollknorpelgruppe KO.

In der Kategorie dermale GeféaBe unterschied sich die Knorpelgruppe KL nicht von
der Kontrollgruppe KO.
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4.5.8 Knorpel allgemein

Im Folgenden wurden die Kategorie Knorpelzustand und Perichondrium zur
Auspragung Knorpel allgemein KN_S zusammengefasst und im Gruppenvergleich
dargestellt.
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Abbildung 64: Histologie, Gruppenvergleich Knorpel allgemein.

In der Kategorie Knorpel allgemein erreichte die Knorpelgruppe GL einen Scorewert
von durchschnittlich 3,0 + 0,94, bei einem Minimum von 2 und einem Maximum von
4. Die Knorpelgruppe KL wies einen Scorewert von durchschnittlich 3,9 + 0,87, bei
einem Minimum von 3 und einem Maximum von 5.

Die Knorpelgruppe KO erzielte einen Scorewert von durchschnittlich 4,2 + 1,03, bei
einem Minimum von 2 und einem Maximum von 6.

Im zusammenfassenden Gruppenvergleich zeigte sich ein signifikanter Unterschied
im Gruppenvergleich GL und der Kontrollgruppe KO (p= 0,016).

Die zusammenfassende Beurteilung Knorpel allgemein wies in der Knorpelgruppe
GL eine signifikant héhere Knorpelvitalitat auf als in der Kontrollknorpelgruppe KO
und der Knorpelgruppe KL. Die Knorpelgruppe KL wies eine geringfligig verbesserte
Knorpelvitalitat gegendber der Kontrollgruppe KO auf.

Die Gruppenvergleiche GL und KL sowie KL und KO ergaben jedoch keinen
signifikanten Unterschied in der Kategorie Knorpel allgemein.
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4.5.9 Haut allgemein
Ebenso wurden die Kategorien Hautoberflache, Subcutis, Haarfollikel, Driisen und
dermale GefaBe zu dem Parameter Haut allgemein subsummiert und im

Gruppenvergleich im Folgenden dargestellt.
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Abbildung 65: Histologie, Gruppenvergleich Haut allgemein.

In der Zusammenfassung Haut allgemein erreichte die Knorpelgruppe GL einen
Scorewert von durchschnittlich 8,9 + 2,13, bei einem Minimum von 7 und einem
Maximum von 14. Die Knorpelgruppe KL wies einen Scorewert von durchschnittlich
10,8 = 1,13, bei einem Minimum von 9 und einem Maximum von 13.

Die Knorpelgruppe KO erzielte einen Scorewert von durchschnittlich 12,2 + 1,03, bei
einem Minimum von 11 und einem Maximum von 14.

Im zusammenfassenden Gruppenvergleich zeigte sich ein signifikanter Unterschied
im Gruppenvergleich GL und der Kontrollgruppe KO (p= 0,012).

Die zusammenfassende Beurteilung Haut allgemein wies in der Knorpelgruppe GL
eine signifikant héhere Hautvitalitat auf als in der Kontrollknorpelgruppe KO.

Die Knorpelgruppe GL wies eine geringfligig verbesserte Hautvitalitat im Vergleich
zur Knorpelgruppe KL auf, jedoch ohne signifikanten Unterschied.

Die Knorpelgruppe KL wies eine signifikant héhere Hautvitalitat gegentber der

Kontrollgruppe KO auf (p=0,039).
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4.5.10 GefaBe im Stanzbereich

Das Vorhandensein von GefaBen im Stanzungsbereich wurde im Gruppenvergleich
GL und KL dargestellt.
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Abbildung 66: Histologie, Gruppenvergleich GefaBe im Stanzbereich.

In der Kategorie der GefaBe im Stanzbereich erreichte die Knorpelgruppe GL einen
Scorewert von durchschnittlich 1,2 + 0,42, bei einem Minimum von 1 und einem
Maximum von 2.

Die Knorpelgruppe KL wies einen Scorewert von durchschnittlich 1,9 + 0,88, bei
einem Minimum von 1 und einem Maximum von 3.

Im Gruppenvergleich wies die Knorpelgruppe GL signifikant haufiger GefaBe im
Stanzbereich auf als die Knorpelgruppe KL (p= 0,031).
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4.5.11 Positionsvergleich

Im Positionsvergleich von Knorpel allgemein Kn_S und den darin
zusammengefaBten Parametern fir jeweils alle 3 Gruppen konnte ein Einflu3 der
Lokalisation auf das histologische Resultat wie bereits in den vorangegangenen

Auswertungen ausgeschlossen werden.
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Abbildung 67: Histologie, Knorpel, Positionsvergleich GL.
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Abbildung 68: Histologie, Knorpel, Positionsvergleich KL.
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Abbildung 69: Histologie, Knorpel, Positionsvergleich KO
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Die Unabhangigkeit der histologischen Ergebnisse von der Implantationsreihenfolge
der Knorpelpraparate wurde auch far Haut allgemein Ha_S und den darunter
aufgelisteten Parametern bei allen 3 Gruppen nachgewiesen.
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Abbildung 70: Histologie, Haut, Positionsvergleich, GL.

120



4 Ergebnisse

16
14
12
10
8
6
4
T T
T 2 m_ 0
(O]
= _ 11
s Q o
o X
N o
o -2
N= 333 33
1
KL _POS

Abbildung 71: Histologie, Haut, Positionsvergleich, KL.
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Abbildung 72: Histologie, Haut, Positionsvergleich, KO.
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4.6 Immunbhistologie

Nach der in Kap. 3.9.5 beschriebenen immunhistochemischen Methode wurden die
chondrokutanen Lappen von zwei Tieren immunhistochemisch evaluiert und nach
dem in Kap. 3.9.5.2 dargestelltem semiquantitativen Score ausgewertet.

Die Resultate werden in folgender Tabelle aufgelistet:

Tiernr. Methode | Lokalisation Endothel | Anzahl nachgewiesener
pos./ neg. — Farbenachweis GefaBe
GL Perichondrium |Stanzung
37 pos +++ ++ +++
93 pos +++ +++ ++
KL
37 pos ++ ++ +
93 pos ++ + +
Ko
37 pos ++ ++ +
93 pos ++ + +

Tabelle 44: Immunhistochemische Auswertung fir GL, KL und KO.

Da dieses Verfahren nur an zwei Tieren beispielhaft durchgeftihrt wurde und damit
der Stichprobenumfang fiir eine statistische Auswertung zu gering ist, dient das
immunhistochemische Verfahren zur weiteren Deskription des bearbeiteten Knorpels.
Die in Tabelle 44 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass das Verfahren in den zwei
Tieren mit Erfolg angewandt werden konnte und der positive Endothelnachweis in
beiden Féllen als Voraussetzung fir die Auswertung gegeben war.

In der Knorpelgruppe GL konnte Endothel im Stanzungsbereich in den zwei Tieren
nachgewiesen werden. In der Knorpelgruppe KL war der Endothelnachweis lediglich
im Bereich des Perichondriums positiv.

Insgesamt lie3 sich ein positiver Endothelnachweis im Stanzbereich nur in der

Gruppe GL nachweisen.
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5 Diskussion

5.1 Eignung des Tiermodells

In der durchgefihrten Studie wurden die Auswirkungen zweier verschiedener
Perforationstechniken am Knorpel auf die Neovaskularisation im chondrokutanen
Lappen untersucht.

Hierbei handelt es sich um eine vorklinische Studie am Tiermodell. In vergleichbaren
tierexperimentellen Studien wurde zur Untersuchung chondrokutaner Gewebe
ebenfalls das Kaninchenmodell gewéahlt [14, 19, 112, 119, 153, 157]. Die
untersuchten Gewebe und deren Eigenschaften erwiesen sich im Kaninchenmodell
als vergleichbar deren menschlichem Pendant.

In Zusammenschau &ahnlicher durchgefiihrter Studien variierte die Anzahl der
Versuchstiere von 8 bis 20 [14, 45, 119, 153].

Die Beobachtungsdauer des pralaminierten Knorpellappens wurde mit 8 Wochen
nach Implantation im Hinblick auf Haltung, Pflege, Auslastung und Zumutbarkeit in
Analogie zur internationalen Studienlage gewahlt. In vergleichbaren Studien werden
hierfir 6 bis 12 Wochen [14, 119, 153] angegeben.
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5.2 Eignung des Studienaufbaus

Bisher wurden viele Vorgehensweisen untersucht, um die Neoangiogenese und
damit die Vitalitdtserhaltung von Knorpeltransplantaten zu optimieren. Seit den
Anfangen der autologen Knorpeltransplantation wurden viele Studien publiziert, die
auf die klinische Anwendung, die Vitalitdt und Langlebigkeit der Knorpelgrafts
abzielten. Die Studien weisen eine hohe Heterogenitat der erzielten Ergebnisse auf.
In Abhangigkeit von der verwendeten Technik wurde von ausgedehnten Nekrosen
und Resorption der Grafts berichtet [145]. Viele dieser Ansatze erwiesen sich als
ungeeignet.

Angewendete Verfahren waren crushed oder kryokonservierter Knorpel. Keines
dieser Verfahren erbrachte signifikante Verbesserungen oder konnte sich in der
klinischen Praxis durchsetzen [119].

In der hier vorgestellten Arbeit wurde tierexperimentell ein neuer Ansatz verfolgt.
Diesem liegt der Gedanke zugrunde, durch Perforation des Knorpeltransplantats das
transcartilagindre Einsprossen von GefdBen zu férdern und damit die zu
Uberbrickenden Diffusionswege zu verringern.

Dieser Ansatz, der den Nachteil einer verringerten Stabilitdt und Integritat des
Transplantats birgt, erscheint vom pathophysiologischem Standpunkt sinnvoll.

Die hierbei hauptsachlich zu klarende Frage ist neben der Neovaskularisation des
Transplantats die nach dem AusmaB und der GréBe der zu setzenden Perforationen.
Hierbei gilt es einen Kompromiss zwischen maximaler Foérderung der
Neoangiogenese und der Wahrung der biomechanischen Stabilitat des Transplantats
zu schlieBen.

In vergleichbaren tierexperimentellen Studien wurde dazu ebenfalls elastischer
Ohrknorpel in Portionen von 2x2cm verwandt [119].

Um unter kontrollierten Bedingungen das optimale AusmaB der Perforation zu
ermitteln erscheint das Studiendesign als zweckmaBig.

Elastischer Ohrknorpel ist hinsichtlich der Préparationstechnik und der Verfligbarkeit
fir die Fragestellung und den Versuchsaufbau besonders glinstig. Auch im Hinblick
auf den klinischen Einsatz im Bereich der plastisch-rekonstruktiven Chirurgie stellt
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elastisches Knorpelparenchym ein ideales Transplantatmaterial im Vergleich zur
Vielzahl der alloplastischen Materialien dar [26, 33, 34].

Unter diesen ist Silikon neben Hydroxyapatit, Mersilene meshs, Polyethylen,
Polyamid meshs, Akryl, Silastik und Polytetrafluoroethylen das in der plastisch -
rekonstruktiven Chirurgie am haufigsten verwendete Material [5, 52, 85, 87, 95, 107,
109, 122, 140, 146].

Es wurde ein zweizeitiges Vorgehen gewahlt. In erster Sitzung erfolgte die
Entnahme, Bearbeitung und heterotope Implantation des autologen Knorpels. In
zweiter Sitzung erfolgte die Transplantation von Vollhaut auf den in erster Sitzung
transplantierten Knorpel.

Dieses Vorgehen verfolgt zwei Grundgedanken:

1. Um eine kontrollierte basale GefaBeinsprossung zu ermdglichen, wurde die
Uber dem Transplantat liegende native Haut in zweiter Sitzung entfernt.
Hierdurch wird versucht, die Neovaskularisation des Transplantats
ausschlieBlich durch den darunterliegenden GefaBstiel (A. epigastrica
superficialis) zu erzielen.

2. Eher als Nebeneffekt einzustufen ist das avaskulare Vollhauttransplantat als
primarer klinischer Indikator fir die erfolgreiche Revaskularisation des
darunterliegenden Knorpellayers.

Das zweizeitige Vorgehen wurde gewahlt, da bei einzeitigem Vorgehen die
Versorgung des Vollhauttransplantats durch den primar avaskularen Knorpellayer
hindurch nicht gewahrleistet ware.

Die vierwdchige Latenz der beiden Eingriffe erscheint in pathophysiologischer Sicht
sinnvoll, da nach dieser Frist von einer suffizienten Kapillaraussprossung im

Heilungsverlauf ausgegangen werden kann [22, 121, 127, 129].

Zur Beurteilung der Vaskularisation des Transplantats wurden direkte und indirekte
Evaluationsverfahren angewendet.

Der direkte Nachweis erfolgte durch die klassischen Verfahren der Angiographie und
Histologie.
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Als neuartiges Verfahren, das aufgrund mangelnder Verfligbarkeit in unserer Studie
nur an zwei Fallen herangezogen wurde, kam ein immunhistochemischer
Endothelzellnachweis zur Anwendung.

Indirekte Verfahren, die Ruickschllisse auf die Vitalitdt des Knorpeltransplantats
ermoglichen, waren die Planimetrie und die Kklinische Vitalitatsbeurteilung des
Knorpels und der Vollhaut.
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5.3 Untersuchungsmethoden

5.3.1 Angiographie

Zur angiographischen Untersuchung von bereits vorhandenen oder neugebildeten
GefaBen wird im Rahmen von Tiermodellen und vergleichbaren Fragestellungen die
Angiographie mit reinem oder verdinntem, gefilterten Bariumsulfat als Kontrastmittel
unter konstantem, physiologischem Infusionsdruck angewandt [124].

Optional wird eine abschlieBende formaldehydhaltige Bariumsulfatperfusion
empfohlen [35, 111]. Um eine exakte Abbildung der Neovaskularisation zu erhalten
werden alternative Darstellungsmodi und Messverfahren beschrieben.

Debbage et al. (1998) verwendeten eine intravitale Lektinperfusion am Mausmodell
mit elektronenmikroskopischer und magnetresonanztomographischer Auswertung
zur Unterscheidung effektiver und ineffektiver Mikroperfusion im Tumorgebiet [29].
Tark et al. (1996) evaluierten die Technik der Fluormetrie zur Messung der Perfusion
von abdominalen Hautlappen an Ratten, nachdem verschiedene GefaBtrager
implantiert worden waren. Dabei wurde 1,5 mg/kg KG Sodiumfluoreszein in die V.
jugularis externa injiziert. Nach 30 min wurde die Hautflache Uber Fluoroscan
gemessen. Trotz nahezu 100% Uberlebensraten der Hautlappen erreicht die Fluores-
zeinmethode bestenfalls Werte von 54% [136].

Zur Darstellung der GefaBe im Untersuchungsareal wahlte man in diesem Modell die
angiographische Methode mit Bariumsulfatperfusion unter physiologischem Druck.
Bei keinem Tier ergab sich angiographisch der Verdacht einer Thrombosierung oder
GefaBobliteration der A. epigastrica superficialis.

Bei der statistischen Auswertung der Angiographie wurde stets die permutierte
Reihenfolge der Knorpelquadrate bezlglich des Implantationsorts berticksichtigt.
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5.3.1.1 Quantitative Auswertung

Die anhand des Friedman Tests untersuchten Ergebnisse lassen keine statistisch
signifikante Zu- oder Abnahme der GefaBschnittpunkt-anzahl im Verlauf der von
kaudal nach kranial zu liegen kommenden Schnittlinien innerhalb eines

Knorpelquadrats erkennen.

Es wurde der Einfluss der Position 1/2/3 entsprechend kaudal/ mittig/ kranial der
einzelnen Knorpelimplantate auf die quantitativ angiographisch ermittelten
Ergebnisse untersucht.

Damit konnte gezeigt werden, dass die angiographischen Ergebnisse von der
Implanationsposition kranial, mittig oder kaudal weitgehend unbeeinflusst und davon
unabhéangig zu betrachten sind.

Auf eine Ermittlung der exakten Signifikanz wurde damit verzichtet.

Der wesentliche Versuchsaspekt der quantitativ angiographischen Auswertung

stellt die Auswertung der Unterschiede bezliglich Neovaskularisation in den zwei
Untersuchungsgruppen GL und KL verglichen mit der Kontrollgruppe KO nach
achtwdchiger Einheilungsphase dar.

Daraus ergibt sich fiir den Gruppenvergleich zwischen der nativen Kontrollgruppe
und der Gruppe GL ein signifikanter Unterschied. Im Mittel wurden in der
Knorpelvariante GL mit den 4mm messenden Stanzungen somit angiographisch
signifikant mehr GefaBschnittpunkte ermittelt als in der Kontrollgruppe KO. Es ergab
sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen KL/ KO und KL/ GL.

AbschlieBend wurde die Fragestellung der effektiven Neovaskularisation im Vergleich

zur iatrogen induzierten Granulationsgewebebildung evaluiert.

Dabei wurde davon ausgegangen, dass die Differenz an GefaBschnittpunkten
zwischen der Kontrollgruppe KO und dem kontralateralen Vergleichshautlappen
einer Granulations- und Fibrosereaktion entspricht.

Diese operativ bedingten Umbauvorgénge wurden jeweils von der Summe der
GefaBschnittpunkte der Gruppe GL und KL subtrahiert, um zu der effektiven, im
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Bereich der Stanzung befindlichen Neokapillarisierung in der Gruppe GL und KL zu

gelangen und statistisch ausgewertet.

Es ergab sich somit abschlieBend nach Bereinigung der Ergebnisse und Subtraktion
der operationsbedingten Granulationsprozesse kein signifikanter Unterschied
zwischen den Gruppen GL und KL in der Kategorie der effektiven, angiographisch
nachweisbaren Kapillarisierung.
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5.3.1.2. Qualitative Auswertung

Im Folgenden werden die Gruppen GL, KL und die Kontrollgruppe KO

nach angiographisch arterieller und venéser Auswertung und dabei wiederum nach
der LumengréBe des GefaBes (A entsprechend A. bzw. V. epigastrica superficialis, B
entsprechend GefaBen 1. Abgangs, C entsprechend dem Kapillaraquivalent)
unterschieden. Die Darstellung erfolgte unter Berlicksichtigung der GefaBversorgung
im nativen kontralateralen Hautlappen.

Es besteht kein signifikanter Unterschied zwischen den drei Gruppen in der
arteriellen Auswertung in der GefaBkaliberklassen A und B.

In der GréBenklasse C der arteriellen Auswertung wurde das Ergebnis mit Hilfe des
Wilcoxon Tests im Gruppenvergleich GL/ KL, GL/ KO und KL/ KO weiter
aufgeschlisselt.

Dabei ergibt sich ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen GL und KO in
der arteriellen Auswertung im GefaBkaliber C. Die Gruppe GL weist im Vergleich zur
Kontrollknorpelgruppe signifikant mehr arterielle GefaBe auf Kapillarebene auf.

Die Auswertung fiir das vendse GefaBsystem wurde analog durchgefihrt.

Es besteht kein signifikanter Unterschied zwischen den drei Gruppen in der vendsen
Auswertung in der GefaBkaliberklassen A und B. Der signifikante Unterschied 0,00
der drei Gruppen in der GréBenklasse C, die das Kapillaraquivalent darstellt, wurde
mit Hilfe des Wilcoxon Tests im Gruppenvergleich GL/ KL, GL/ KO und KL/ KO weiter
aufgeschlisselt.

Daraus ergibt sich ein signifikanter Unterschied zwischen allen Gruppen GL, KL und
KO untereinander in der venésen Auswertung im GeféaBkaliber C. Die Gruppe GL
weist im Vergleich zu Gruppe KL und zur Kontrollknorpelgruppe KO signifikant mehr
vendse GefaBe auf Kapillarebene auf. Ebenso weist auch die Knorpelgruppe KL im
Vergleich zur Kontrollknorpelgruppe KO signifikant mehr vendse GefaBe auf
Kapillarebene auf.

Die Angiogenese auf Kapillarebene als Reaktion auf die lokale Ischdmie in Knorpel-
und Vollhautgewebe nach Transplantation lieB sich In Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen von Folkman et al. (1982) [36], Morrison et al. (1990) [88], Park et al.
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(1996) [105] und Stepan et al. (1993) [130] nachweisen. Es wird postuliert, dass es
als Folge eines angiogenen Stimulus wie der posttransplantatorischen
Gewebeischamie im Bereich des Knorpeltransplantats im Rahmen des ersten
Eingriffs und des Vollhauttransplantats im zweiten Eingriff ausgehend vom
bestehenden GeféBbett zur lokalen Freisetzung von angiogenen Faktoren aus dem
GefaBbett und schlieBlich zur kapillaren GefaBausprossung in den perivaskularen
Raum kommt.

Diese von der Arteria und Vena epigastrica superficialis ausgehende kapillare
Neoangiogenese konnte man in diesem Versuchsvorhaben entsprechend Nguyen et
al. (2004) [96] und Stepan et al. (1993) [130] bereits nach einem Zeitintervall von 8
Wochen angiographisch nachweisen.

Um die Unterschiede deutlicher auszuarbeiten, wurde innerhalb einer jeden Gruppe
GL, KL und KO das GefaBkaliber C jeweils in arterieller und vendser Auswertung
dargestellt.

In keiner Gruppe zeichnete sich ein deutlicher Unterschied in der Anzahl der GefaBe
in der GefaBgrdéBe C im direkten Vergleich arterielles versus vendses GefaBsystem
ab.
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5.3.2 Planimetrie

Mit dem planimetrischen Auswertungsverfahren sollte gezeigt werden, dass die
Schrumpfungstendenz bzw. die ischamische Involution des Vollhauttransplantats auf
der Knorpelvariante GL bzw. KL durch verbesserte, transcartilaginare Vaskularisation
geringer ausfallt als in der Kontrollgruppe KO.

Auch bei dieser Auswertungsmethode wurde ein mdglicher Einfluss der Position
1/2/3 entsprechend kaudal, Mitte, kranial berlcksichtigt. Es lieB sich statistisch kein
Einfluss des Implantationsorts auf die planimetrischen Ergebnisse nachweisen.

Im Gruppenvergleich ergab sich ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen GL
und KO, es lagen keine statistisch relevanten Unterschiede in den anderen
Gruppenvergleichen vor. Zusammenfassend ist eine Tendenz hinsichtlich
héhergradiger Hautflachenerhaltung in der Gruppe GL verglichen mit der
Kontrollgruppe zu erkennen.

Entsprechend der Ergebnisse von Converse et al. (1950) [24] und Mc Laughlin et al.
(1955) [86] neigen nichtvaskularisierte Gewebegrafts zu starker Schrumpfung. Holle
et al. (1994) [57] zeigte, dass das Einheilen, der Funktionszustand, die Vitalitat und
der langfristige Erhalt der Flache von Vollhauttransplantaten mit der
GefaBversorgung des Empfangerbetts zum Zeitpunkt der Transplantation in
Zusammenhang steht. Durch die Auswahl oder die Préafabrikation eines
Empfangerbetts mit ausreichender arteriovendser GeféBversorgung konnte die
Ischamiezeit des Grafts nach Transplantation reduziert werden und ein gunstigeres
Einheilen sowie eine geringere Schrumpfungstendenz des Vollhautgewebes
nachgewiesen werden [57, 130].
In der vorliegenden Arbeit wies die Gruppe GL tendenziell einen héheren
angiographisch nachweisbaren GefaBanteil (siehe Kapitel 4.3.1) auf Kapillarebene
(siehe Kapitel 4.3.2) im Vergleich zu KO auf. Die Postulate fiir eine ideales
Uberleben des Vollhauttransplantats zu Grunde legend [57, 130], konnte als
klinischer Indikator fir das Vorliegen einer funktionell optimierten GefaBversorgung in
der Gruppe GL zum Zeitpunkt der Vollhauttransplantation nach vier Wochen auch
der planimetrische Nachweis einer geringeren Schrumpfungstendenz in der Gruppe
GL im Vergleich zu KO gefiihrt werden.
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5.3.3 Histologie

Der chondrocutane Lappen wurde, wie in Kapitel 3.9.4 beschrieben, histologisch
hinsichtlich Knorpelzustand, Morphologie von Subcutis und dermalen GefaBen,
Perichondriumzustand, Hautoberflache, Vorhandensein von Haarfollikeln und Driisen
sowie GeféaBendothel im Stanzbereich untersucht.

Bei der Auswertung der histologischen Daten setzte man sich mit einem bekannten
Problem der Histopathologie auseinander.

Die quantitative Auswertung histopathologischer Befunde ist unpréazise und stellt
lediglich eine Stichprobenuntersuchung des gesamten histologischen Praparats dar.
Das Auszéahlen bestimmter endothelialer Zellen pro Flacheneinheit ist nur als
Hilfsmittel bei der Befundung histologischer Schnitte anzusehen. Nach allgemeiner
histopathologischer Lehrmeinung rechtfertigt dieses Vorgehen keine prazise,
quantitative Auswertung histologischer Befunde. Daher wurde ein semiquantitatives
Auswertungsverfahren fur die Erhebung histologischer Daten herangezogen.

In der histomorphologischen Auswertung wurde ein Scorevergleich zwischen den
Gruppen GL, KL und der Kontrollgruppe KO in jeder Kategorie durchgeflhrt.

5.3.3.1 Knorpelzustand

In der Kategorie Knorpelzustand ergibt sich ein signifikanter Unterschied zwischen
GL und der Kontrollgruppe KO, in den weiteren Gruppenvergleichen ergeben sich
keine signifikanten Unterschiede. Die Gruppe GL weist nach dem achtwéchigen
Beobachtungsintervall im Vergleich zur Kontrollgruppe histomorphologisch haufiger
vitale Chondrozytenzellen auf.

5.3.3.2 Perichondrium

In der Kategorie Perichondrium ergab sich in keinem Gruppenvergleich ein
signifikanter Unterschied hinsichtlich der Vitalitat der perichondrialen Zellen.
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5.3.3.3 Cutis

In der Kategorie Cutis ergab sich ebenfalls in keinem Gruppenvergleich ein
signifikanter Unterschied hinsichtlich der Vitalitat der Cutis.

5.3.3.4 Subcutis

In der Kategorie Subcutis lag ein signifikanter Unterschied zwischen GL und KL,
sowie zwischen GL und der Kontrollgruppe KO vor. Zwischen KL und der Kontroll-
gruppe KO ergab sich kein relevanter Unterschied.

Die Gruppe GL wies im Vergleich zu der Gruppe mit kleinen Perforationen und zur
Kontrollknorpelgruppe eine signifikant besser erhaltene Struktur der Subcutis nach
4wdchiger Beobachtungszeit auf.

5.3.3.5 Haarfollikel

In der Kategorie Haarfollikel ergab sich in keinem Gruppenvergleich ein signifikanter
Unterschied hinsichtlich des Vorhandenseins von regelmaBig gepackten
Haarfollikeln.

5.3.3.6 Driisen

In der Kategorie Driisen ergab sich in keinem Gruppenvergleich ein signifikanter
Unterschied hinsichtlich des Vorhandenseins von Hautanhangsdrisen.

5.3.3.7 Dermale GefaBe

In der Kategorie dermale GeféaBe zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen
der Gruppe GL und der Kontrollgruppe KO. In den weiteren Gruppenvergleichen GL/
KL und KL/ KO ergaben sich keine signifikanten Unterschiede.

Die Gruppe GL wies im Vergleich zur Kontrollknorpelgruppe signifikant haufiger
dermale GefaBe auf.
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Im Uberblick wurden die Kategorien Knorpelzustand und Perichondrium zu Knorpel
allgemein zusammengefasst und im Gruppenvergleich dargestellt.

Hierbei lasst sich in der Zusammenfassung Knorpel allgemein ein signifikanter
Unterschied zwischen GL und der Kontrollgruppe KO nachweisen, in den weiteren
Gruppenvergleichen ergeben sich keine signifikanten Unterschiede. Die Gruppe GL
wies im Vergleich zur Kontrollknorpelgruppe einen signifikant besseren allgemeinen
Knorpelzustand auf.

Ebenso wurden die Kategorien Hautoberflache, Subcutis, Haarfollikel, Driisen und
dermale GefaBe zu dem Parameter Haut allgemein zusammengefasst und im
Gruppenvergleich dargestellt. Die Zusammenfassung Haut allgemein weist einen
signifikanten Unterschied zwischen GL und der Kontrollgruppe KO auf, sowie
zwischen KL und der Kontrollgruppe KO. Die Gruppe GL hatte im Vergleich zur
Kontrollknorpelgruppe einen signifikant besseren allgemeinen Hautzustand. Ebenso
wurde in der Gruppe KL im Vergleich zur Kontrollknorpelgruppe ein signifikant
besserer allgemeiner Hautzustand nachgewiesen. Die Gruppen GL und KL wiesen
keinen statistisch signifikanten Unterschied auf.

Das Vorhandensein von GefaBen im Stanzungsbereich wurde im Gruppenvergleich
GL und KL untersucht. Es zeigte sich ein statistisch signifikanter Unterschied in der
GefaBdarstellung im Stanzbereich zwischen GL und KL. Die Gruppe GL wies im
Vergleich zur Gruppe mit kleinen Perforationen signifikant mehr GefaBendothelzellen
im Stanzbereich auf.

GemaB Koshima et al. (1997) [71], Holle et al. (1994) [57] und Voy et al. (1985) [147]
neigen gefaBversorgte Knorpeltransplantate mit kurzer Diffusionsstrecke zwischen
Knorpelgewebe und versorgendem Kapillarnetz zu geringerer Devitalisierung und
Resorption. Holle et al. (1994) [57] zeigte, dass die Vitalitat von Vollhauttrans-

plantaten mit der GefaBversorgung des Empfangerbetts in Zusammenhang steht.

In der vorliegenden Arbeit wies die Gruppe GL tendenziell einen héheren
angiographisch nachweisbaren GefaBanteil (siehe Kapitel 4.3.1) auf Kapillarebene
(siehe Kapitel 4.3.2) im Vergleich zu KO auf und einen héheren histologisch
nachweisbaren GefaBanteil im Stanzbereich (siehe Kapitel 4.5.10) im Vergleich zu
KL auf. Entsprechend der Ergebnisse von Koshima et al. (1997) [71], Holle et al.
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(1994) [57] und Voy et al. (1985) [147] lassen sich flir die Gruppe GL in der
histologischen Auswertung im Gruppenvergleich mit KL und KO glnstigere
Verhéltnisse hinsichtlich der Knorpel- und Hautvitalitat nach achtwdéchiger

Beobachtungsdauer nachweisen.

Der Positionsvergleich von Knorpel allgemein und Haut allgemein und den darin
zusammengefassten Parametern konnte einen Einfluss der Lokalisation auf das
histologische Resultat wie bereits in den vorangegangenen Auswertungen far alle
drei Gruppen ausschlieBen.
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5.3.4 Deskriptive Verfahren

Im Anschluss an die Gewebegewinnung wurden keine klinischen
Funktionsprifungen am Knorpel vorgenommen.

Es koénnen daher keine quantifizierbaren Aussagen Uber die Druck- und
Zugfestigkeit, die Elastizitdt und Biegsamkeit des elastischen Knorpels in den
untersuchten Knorpelgruppen GL, KL und KO nach achtwdchiger Beobachtungs-
dauer getroffen werden.

Jedoch wird eine vergleichbare funktionelle Stabilitdt der Knorpelgruppen GL und KL
im Vergleich zu KO angenommen, da sich weder klinisch-makroskopisch noch
mikroskopisch Hinweise flir eine Retraktion in den jeweiligen Stanzbereichen der
Knorpelgruppen GL und KL fanden.

Zusétzlich konnte im Bereich der Perforationen der Knorpelgruppen GL und KL eine
bindegewebige Durchwachsung in der achtwdchigen Beobachtungsdauer
histologisch nachgewiesen werden, die eine verbesserte biomechanische Integration
der Knorpelgruppen GL und KL am Implantationsort vermuten IaBt.

Unter Umsténden ist es auch darauf zurtckzufihren, dass es in der vorliegenden
Studie nicht zu den von Gibson und Davis beschriebenen Deformationen des
Transplantats im postoperativen Verlauf gekommen ist [40].
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5.3.5 Klinische Beobachtungen

Im Rahmen des zweiten Eingriffs wurde intraoperativ die Flache und der Zustand der
implantierten Knorpelgruppen GL, KL und KO nach vierwdchiger Beobachtungsdauer
makroskopisch beurteilt.

Im AnschluB an die SchluBpréparation wurden die Flache und der Zustand der

Hauttransplantate nach vierwdchiger Beobachtungsphase makroskopisch beurteilt.

Im Verlauf der gesamten achtwéchigen Beobachtungsdauer wurde die Wundheilung
im Bereich der Knorpelentnahmeregion klinisch beurteilt, ebenso wie die
Wundheilung im  Bereich der abdominalen Entnahmeregion fir das
Vollhauttransplantat nach dem zweiten Eingriff.

Bei keinem der 12 Tiere kam es zu einer Dislokation der Knorpel- oder
Vollhauttransplantate, so dass der zweizeitig durchgeflihrte chondrokutane Lappen
Uber den Beobachtungszeitraum in seinen Bestandteilen zueinander stabil blieb.

Nach Durchflhrung des ersten und zweiten Eingriffs konnten keine relevanten
Wundheilungsstérungen im Bereich der abdominalen Wunde der 12 Tiere festgestellt
werden, die zu einer Beeinflussung der angiographischen, histologischen oder
planimetrischen Ergebnisse geflihrt hatten.

Ebenso wird der Effekt der geringgradigen, lokal begrenzten Fremdkdrperreaktion
an verbliebenem Fadenmaterial im Bereich der pericartilaginaren, bindegewebigen
Verschiebeschicht in vier Fallen auf die angiographischen, histologischen und
planimetrischen Ergebnisse als geringgradig und vernachlassigbar eingestuft.

Aufgrund des zurtickhaltenden und nur punktuellen Einsatzes der Elektrokoagulation
zur Blutstillung im Rahmen des ersten und zweiten Eingriffs sowie wahrend der
SchluBpraparation, wird die durchgeflhrte Elektrokoagulation nicht als relevante
EinfluBgréBe auf die angiographischen, histologischen und planimetrischen

Ergebnisse berlicksichtigt.
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5.3.6 Immunhistochemie

Da dieses Verfahren nur an zwei Tieren beispielhaft durchgeftihrt wurde und damit
der Stichprobenumfang fiir eine statistische Auswertung zu gering ist, dient das
immunhistochemische Verfahren lediglich der qualitativen Deskription des
bearbeiteten Knorpels.

Die in Kapitel 4.6 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass das Verfahren in beiden
Tieren mit Erfolg angewandt werden konnte und der positive Endothelzellnachweis
geflhrt werden konnte.

In der Knorpelgruppe GL konnten Endothelzellen im Stanzungsbereich in beiden
Tieren nachgewiesen werden, jedoch nicht in der Gruppe KL. In der Gruppe KL war
der Endothelzellnachweis lediglich im Bereich des Perichondriums positiv.

Im Stanzungsbereich in der Knorpelgruppe GL waren die Ergebnisse in quantitativer
Hinsicht uneinheitlich.

Insgesamt lie3 sich ein durchwegs positiver Endothelzellnachweis im Stanzbereich in
der Gruppe GL verzeichnen.
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6 Schlussfolgerung

In der statistischen Auswertung der drei Untersuchungsverfahren (Angiographie,
Planimetrie, Histologie) konnte die Unabhangigkeit der ermittelten Ergebnisse von

der Position des Knorpels in situ nachgewiesen werden.

Ein signifikanter Unterschied in der quantitativen angiographischen Auswertung
ergab sich im Gruppenvergleich zwischen Kontrollgruppe und der Gruppe mit den
groBen Stanzungen (GL).

Durchschnittlich wurden in der Gruppe GL angiographisch signifikant mehr
GefaBschnittpunkte ermittelt, als in der Kontrollgruppe. Zwischen den (brigen
Gruppenvergleichen bestanden keine signifikanten Unterschiede.

Die qualitative Auswertung erbrachte ebenfalls einen Unterschied zwischen der
Gruppe GL und der Kontrollgruppe bei der arteriellen Auswertung im GefaBkaliber C.
Es konnten keine relevanten Unterschiede zwischen GL und KL, sowie KL und KO in

der arterielle Auswertung im GefaBkaliber C festgestellt werden.

In der venbésen Auswertung zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen allen
Gruppen GL, KL und KO untereinander im GefaBkaliber C.

Zusammenfassend wurde in dem Parameter GefaBkaliber C der quantitativ grdBte
Zuwachs an GefaBen sowohl vends als auch arteriell nachgewiesen. Die
Kapillarausprossung ist nach 8 Wochen angiographisch nachweisbar gewesen mit
einer signifikanten Zunahme in der Gruppe GL verglichen mit der Kontrollgruppe.

Im planimetrischen Untersuchungsverfahren wurde ein statistisch signifikanter
Unterschied der Hautflache nach 4 wéchiger Einheilungsphase zwischen GL und der
Kontrollgruppe ermittelt. Dabei wies die Gruppe GL im Durchschnitt bei Explantation
die gr6Bte vitale Hautflache auf.

Zwischen den anderen Gruppenvergleichen bestand kein relevanter Unterschied.
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Die statistische Untersuchung der histologischen Ergebnisse ergab in der Kategorie
Knorpelzustand eine signifikant héhere Knorpelvitalitdt in der Gruppe GL im
Vergleich zur Kontrollgruppe, in der Kategorie Subkutis eine signifikant besser
erhaltene Schichtung in der Gruppe GL im Vergleich zur Gruppe KL und im Vergleich
zur Kontrollgruppe. In der Kategorie dermale GefaBe zeigten sich signifikant mehr
vorhandene dermale GefaBe in der Gruppe GL im Vergleich zur Kontrollgruppe. In
den Ubrigen untersuchten Kategorien zeigten sich keine relevanten Unterschiede in

den Gruppenvergleichen.

Als histologischer Uberblick (iber die Knorpelvitalitdt wurden die knorpelrelevanten,
histologischen Parameter zu dem Wert Knorpel allgemein zusammengefasst. Dieser
Wert bildet die Knorpelvitalitat in ihrer Gesamtheit je Knorpelvariante und
Kontrollgruppe ab. Damit konnte eine signifikant héhere Knorpelvitalitat in der
Knorpelvariante GL im Vergleich zur Kontrollknorpelgruppe gezeigt werden.

Ebenso wurde der Wert Haut allgemein, der die Gesamtheit der hautspezifischen
histologischen Parameter in sich vereint, die Uber die Hautvitalitat Auskunft geben,
definiert. Fir diesen Wert wurde eine signifikant hdéhere Hautvitalitat in der
Knorpelvariante GL im Vergleich zur Kontrollgruppe festgestellt. Ebenso ergab sich
eine signifikant hdéhere Hautvitalitat in der Knorpelvariante KL im Vergleich zur
Kontrollgruppe.

Das Schlisselkriterium bei diesem Versuchskonzept des Vorhandenseins von
GefaBen im Stanzbereich wurde im Gruppenvergleich GL und KL dargestellt.

Dabei ergab sich ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den beiden
Gruppen zugunsten der Knorpelvariante GL.

Bei der statistischen Auswertung der histologischen Ergebnisse lasst sich insgesamt
ebenfalls eine verbesserte Haut- und Knorpelvitalitat fir die Knorpelvariante GL
gegentber der Kontrollgruppe nachweisen. Es konnten keine relevanten Unterschie-
de zwischen KL und GL, sowie KL und Kontrollgruppe festgestellt werden.

Im deskriptiven, immunhistochemischen Verfahren zum Endothelnachweis zeichnet
sich ein Uberwiegen der GefaBdarstellung im Stanzungsbereich in der Knorpelva-
riante GL im Unterschied zu KL ab.
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6.1 Qualitat des Knorpels

Um die Qualitat des Knorpels darzustellen werden die drei Gruppen GL, KL und die
Kontrollgruppe nach dem histologischen und quantitativ angiographischen Analyse-
verfahren verglichen und die Korrelationskoeffizienten angegeben. Es erfolgen je-
weils Paarvergleiche:

KL mit GL KL mit KO GL mit KO
Angiographie |p>0,05 p>0,05 Signifikanz, p<0,05
Histologie p>0,05 p>0,05 Signifikanz, p<0,05

Tabelle 45: Vitalitat Knorpel
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6.2 Qualitat der Haut

Um die Qualitdt der Haut darzustellen werden die drei Gruppen GL, KL und die
Kontrollgruppe nach dem histologischen, quantitativ angiographischen und planime-
trischen Analyseverfahren analog dem Kapitel 6.1 verglichen. Es erfolgen jeweils
Paarvergleiche:

KL mit GL KL mit KO GL mit KO
Angiographie |p>0,05 p>0,05 Signifikanz, p<0,05
Histologie p>0,05 p>0,05 Signifikanz, p<0,05
Planimetrie p>0,05 p>0,05 Signifikanz, p<0,05

Tabelle 46: Vitalitat Haut

Aufgrund der richtungsweisenden Tendenzen in den Untersuchungsmodi Angiogra-
phie und Histologie ist die Ursache der zahlenmaBig geringen statistischen
Signifikanz mdglicherweise in dem knappen Beobachtungszeitraum von 8 Wochen
ab Knorpelimplantation und der begrenzten Anzahl von 10 operierten Tieren zu ver-

muten.

Insgesamt konnte nur eine gering ausgepragte statistisch nicht signifikante
Neoangiogenese nachgewiesen werden. Im Vergleich dazu wurden in den
internationalen Studien, wie sie in Kapitel 1.3 beschrieben wurden, teilweise
unterschiedliche Knorpelarten verwendet und zum Teil auch andere Nachweis-
methoden der GeféBneubildung durchgefihrt.

Beispielsweise wurde in einer Studie von Haisch et al. im Jahre 2000 wurde die
Protektion autologer Knorpelgrafts vor Resorption in einem neuen Ansatz durch
Einkapselung des Grafts mit einem semipermeablen Polyelektrolytkomplex am
Mausmodell erfolgreich durchgeflihrt. Nach einem Beobachtungszeitraum von 4
Monaten nach Implantation zeigte die abgekapselte, humane Septumknorpelgruppe
im Vergleich zur Kontrollgruppe keine Anzeichen von gesteigerter Resorptions-
aktivitat. Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass eine Gewebsumhullung mit
einem Polyelektrolytkomplex einen ausreichenden Schutz vor resorptiven Einfliissen
bieten kann [50].

143




6 Schlussfolgerung

In der vorliegenden Studie konnte ein Beitrag zur Férderung der Angiogenese durch
unterschiedliche operative Techniken geleistet, sowie die angewandten Untersu-
chungsverfahren als relevante und zuverlassige Methoden fir das Monitoring der

Vitaliat der Knorpel- und Hautgrafts definiert werden.

Durch diese Studie konnte man Daten Uber die Neovaskularisation im
transplantierten Knorpel ermitteln, die tendenziell in perforiertem Knorpel glnstiger
sind. In einer Studie von Gubisch et al. (1995) konnte ebenso mikroangiographisch
demonstriert werden, dass die Reintegrationsrate von autologen Knorpelgrafts
zunimmt, je geringer die Distanz zwischen Chondrozyt und Kapillargefaf ist [48].

Eine GefaBeinsprossung erfolgte im eigenen Beobachtungszeitraum Uber kurze
Distanzen. Bei intaktem Knorpel wurde diese nur von der AuBenseite und den
Randern des Grafts, bei perforiertem Knorpel an allen Perforationen gleichzeitig
beurteilt.

Die gewonnen Daten von chondrokutanen Lappen sind vielversprechend und
verstehen sich als Beitrag im Rahmen der wachsenden Knorpelgraft- und tissue-
engineering- Forschung.

Die geplante Studie sollte hieriber Auskunft geben, indem

1. der Knorpel vor Transplantation derart bearbeitet wurde, dass eine
gréBtmdgliche Bindegewebs- und Kapillareinsprossung induziert wurde.
Die Qualitat der Neoangiogenese durch angiographischen
und histologischen Nachweis dokumentiert wurde.

2. die Transplantate genigend gro3 gewahlt wurden.

3. in einem sekundaren Eingriff Vollhaut auf die Knorpelschicht appliziert
wurde und das Verhalten des Composite- grafts untersucht wurde.

Die vorliegende Studie diente der genauen Bestimmung der Neoangiogenese in

Knorpel-Vollhaut-Transplantaten im Hinblick auf die Verwendung in prafabrizierten
Lappen, wie sie im Versuch von Ocampo et al. zur Anwendung kamen [98].
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6 Schlussfolgerung

Die Erforschung des Verhaltens von Knorpel in Hautgeweben, sein Einflu auf die
dartberliegende Haut und die GefaBeinsprossung in dieses System in Abhangigkeit
von der Perforation des Knorpels, sowie die Erforschung der spezifischen Vor- und

Nachteile waren das Ziel dieser experimentellen Studie.

Vollstandigkeitshalber sollen hier einige Teilaspekte aufgezahlt werden, die im
Rahmen dieser Studie nicht untersucht wurden.

Es wurde nicht auf spezielle Farbemethoden bzw. Darstellungsmdglichkeiten der
Kollagenfasern und der elastischen Fasern eingegangen.

Ebenso wurden am Knorpel nach Explantation keine klinischen Funktionstests
durchgeflhrt.

Es wurden Kkeine laborchemischen Untersuchungen am Serum oder am

Knorpelmaterial selbst zur Erhebung immunologischer Ablaufe unternommen.
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7 Zusammenfassung

7 Zusammenfassung

Einleitung

Seit Einflhrung der Verwendung von autologen Knorpeltransplantaten in der
plastisch - rekonstruktiven Chirurgie Mitte der 70er Jahre werden operative Verfahren
zur Optimierung der Vitalitat der Knorpelgrafts entwickelt.

Ziel der vorliegenden Studie ist es, die Neovaskularisation im pralaminierten,
chondrokutanen Lappen unter dem Einfluss zweier unterschiedlicher operativer
Praparationstechniken des Knorpels in einer tierexperimentellen Studie zu unter-

suchen.

Material und Methodik

An 12 Chinchilla Bastard Kaninchen wurde eine vergleichende Studie an einem
pralaminierten, chondrokutanen Lappen im Bereich der A. epigastrica superficialis
durchgefihrt.

Nach einseitiger Explantation von elastischem Ohrknorpel wurde dieser jeweils einer
Kontrollgruppe und den beiden zu untersuchenden Stanzgruppen zugeordnet. Die
beiden Gruppen unterscheiden sich jeweils durch die Anzahl und die Gr6Be der
Stanzzylinder und damit in der Gesamtknorpelflache. Die Untersuchungsgruppen
und die Kontrollgruppe wurden jeweils in jedem Tier als pralaminierter Lappen der
linken A. epigastrica superficialis implantiert.

Nach einer vierwdchigen Einheilungsphase wurde Vollhaut der kontralateralen
thorakoabdominalen Seite auf die freigelegten Knorpelareale transplantiert.

Nach einem weiteren Intervall von vier Wochen wurde nach einer
Kontrastmittelperfusion mit Bariumsulfat eine Angiographie des chondrokutanen
Lappens sowie eines vergleichbar groBen, kontralateralen Hautareals zur Darstellung
der Vaskularisation durchgeflhrt.

Es wurde eine planimetrische Untersuchung der transplantierten Vollhaut nach
vierwdchiger Einheilungsphase zur Bestimmung der vitalen Hautflache durchgefihrt.
Die lichtmikroskopische histologische Untersuchung des kombinierten Lappens
hinsichtlich Morphologie des Knorpels und der Haut sowie Darstellung von
Neovaskularisation im Bereich der Knorpelstanzareale erfolgte an mittels H.E. und
van Gieson gefarbten Schnitten.
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7 Zusammenfassung

An 10 Tieren erfolgte die angiographische, planimetrische und histologische
Auswertung.

An zwei Tieren wurden die Praparatschnitte durch immunhistochemische
Untersuchung (Endothelantikérper EC1) auf das Vorhandensein von Endothelzellen

im Stanzbereich untersucht.

Ergebnisse
Die Reihenfolge der Knorpelimplantation von kaudal nach kranial hatte keinen
EinfluB auf die angiographischen Ergebnisse.

In der quantitativen angiographischen Auswertung war der GefaBnachweis in der
Gruppe GL mit 4mm messender Stanzung signifikant héher als in der Kontrollgruppe
KO (p<0,05).

Die qualitative Auswertung erbrachte ebenfalls einen haufigeren GeféaBnachweis in
der Gruppe GL im Vergleich zur Kontrollgruppe in der arteriellen Auswertung im
GefaBkaliber C. In der venésen Auswertung zeigten sich im GefaBkaliber C deutliche
Unterschiede zwischen allen Gruppen GL, KL und KO untereinander. In der Gruppe
GL lieB sich im Vergleich zu Gruppe KL und zur Kontrollgruppe im Kapillaraquivalent
C héaufiger vendése GeféaBe nachweisen. Ebenso konnten in der Gruppe KL im
Vergleich zur Kontrollgruppe héaufiger venése GeféaBe mit einem GefaBkaliber C

nachgewiesen werden.

Planimetrisch zeigte sich in der Gruppe GL eine signifikant gr6Bere Hautflache nach
4 wochiger Einheilungsphase im Verhaltnis zum Zeitpunkt der Implantation als in der
Kontrollgruppe KO. Zwischen den anderen Paarvergleichen bestand kein
signifikanter Unterschied.

Histologisch konnten signifikant mehr GefaBanschnitte im Stanzbereich der Gruppe
GL mit 4mm verglichen mit der Gruppe KL mit 1,0mm Stanzung nachgewiesen
werden.

Die knorpelrelevanten, histologischen Parameter zur Darstellung der Knorpelvitalitat
zusammengefasst. Damit konnte ein signifikant glnstigerer histologischer Score fir
die Gruppe GL mit 4mm Stanzung im Vergleich zur Kontrollgruppe KO erreicht

werden.
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7 Zusammenfassung

Ebenso wurde der Wert Haut allgemein, der die Gesamtheit der hautspezifischen
histologischen Parameter in sich vereint, die Gber die Hautvitalitdt Auskunft geben,
bestimmt. Dabei wurde fur die Gruppe GL mit 4mm Stanzung eine signifikant
bessere Hautvitalitat erzielt als in der Kontrollknorpelgruppe. Es zeigte sich ebenso
eine signifikante Verbesserung der Hautvitalitdt in der Gruppe KL mit 1,0mm
Stanzung verglichen mit der Kontrollgruppe.

Im deskriptiven, immunhistochemischen Verfahren zeichnete sich ein Uberwiegen
der GefaBdarstellung im Stanzungsbereich der Gruppe GL mit 4mm Stanzung im
Unterschied zur Gruppe KL mit 1,0mm Stanzung ab.

Diskussion

Insgesamt lag der groBte Zuwachs an GefaBen sowohl arteriell als auch vends bei
GefaBkaliber C, d.h. eine zunehmende Kapillarausprossung ist nach 4 Wochen
angiographisch nachweisbar, mit einer signifikant starkeren Auspragung in der
Gruppe mit 4mm Stanzung.

Bei der statistischen Auswertung der histologischen Ergebnisse lasst sich insgesamt
ebenfalls eine signigikant verbesserte Haut- und Knorpelvitalitdt in der Gruppe mit
4mm Perforation nachweisen.

Zusammenfassend lasst sich (ber die Evaluation direkter GefaBparameter
(Angiographie, Histologie des Knorpels) und indirekter GefaBparameter (Planimetrie,
Histologie der Haut) eine Verbesserung der Neoangiogenese mit begunstigter Haut-
und Knorpelvitalitdt bei gestanztem Knorpel nachweisen. Innerhalb der gestanzten
Knorpelvarianten tberwogen diese Vorteile in der Gruppe mit 4mm Stanzung.

In der vorliegenden Studie konnte man einen Beitrag zur Evaluation der
Angiogenese durch unterschiedliche operative Techniken leisten, sowie die ange-
wandten Untersuchungsverfahren als relevante und zuverlassige Methoden fir das
Monitoring der Knorpelgrafts definieren.

Die GefaBeinsprossung erfolgte in unserem Beobachtungszeitraum Uber kurze
Distanzen. Bei intaktem Knorpel erfolgte die Neovaskularisation nur entlang des
Perichondriums, in perforiertem Knorpel jedoch auch transcartilagindr an allen
Perforationsstellen und in deutlich héherem MaBe in der Gruppe mit den

ausgedehnteren Perforationsvolumina.
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