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Vorhabensziele:

Ziel des Projektes ist die Verbesserung der Behandlung von Schwerbrandverletzten durch die
Entwicklung eines neuen Verfahrens zur Generierung autologer Transplantate mit maximaler
FlachenvergroRerung durch die Anwendung von Mikrogewebspartikeln. Der verfolgte L&-
sungsansatz soll die Erzielung hoher Expansionsraten von autologer Spalthaut zur Deckung
grol3flachiger Defekte unter Einsatz kleinster unverletzter Hautflachen ermdglichen und
gleichzeitig einen schnellen Heilungsprozess mit guten funktionellen und asthetischen Ergeb-
nissen gewabhrleisten.

Im Forschungsvorhaben sollen folgende zwei Teilziele erarbeitet werden:

- Untersuchung der die Wundheilung beeinflussenden Parameter der Partikelgrof3e und
Lage in In-vivo-Versuchen

- Entwicklung eines Technologiekonzeptes zur Herstellung und Transplantation von
Mikrogewebspartikeln.
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2 Problemstellung

Jahrlich werden in Deutschland etwa 15.000 Patienten mit thermischen Verletzungen statio-
nar behandelt, davon etwa 1.400 Félle mit schweren und schwersten Verbrennungen inten-
sivmedizinisch in spezialisierten Verbrennungszentren. Obwohl die Uberlebenswahrschein-
lichkeit auch von Patienten mit schwersten thermischen Verletzungen (80-90% verbrannte
Korperoberflache, vKOF) in den letzten Jahrzehnten deutlich erhdht werden konnte, liegt die
Sterblichkeitsrate noch immer bei ca. 20%. [Hartmann et al. 2009], [Pallua et al. 2006]

Die chirurgische Standardtherapie zur Behandlung thermischer Verletzungen der Grade llb
und Il besteht in der Entfernung der irreversibel geschadigten Haut (Nekrosektomie) und der
sofortigen, permanenten Deckung der Wundflachen durch korpereigene (autologe) Haut.
Studien haben gezeigt, dass eine frihzeitige Nekrosektomie die Uberlebensrate Schwer-
brandverletzter signifikant steigert [Burke et al. 1974]. Da bei grof3flachigen thermischen Ver-
letzungen jedoch keine ausreichend grof3en Spenderareale zur Gewinnung autologer Trans-
plantate zur Verfiigung stehen, kommen andere kostenintensive und weniger effektive Verfah-
ren des Hautersatzes zum Einsatz. Dabei handelt es sich um verschiedene synthetische oder
biologische tempordre Hautersatzmaterialien sowie geziichtete autologe Kera-
tinozytentransplantate. Keines der angewandten Verfahren ist jedoch derzeit in der Lage, eine
dauerhafte Wiederherstellung der normalen Funktion der Haut zu ermdglichen. Das Problem
der frihestmoglichen, dauerhaften Deckung kann trotz intensiver Forschungen auf dem Ge-
biet des Tissue Engineering bisher nur durch autologe Spalthaut sicher geldost werden [Vogt et
al. 2007].

Ziel des Projektes ist daher die Verbesserung der Behandlung von Schwerbrandverletzten
durch die Entwicklung eines neuen Verfahrens zur Generierung autologer Transplantate mit
maximaler Flachenvergrol3erung durch die Anwendung von Mikrogewebspartikeln.

3 Forschungszweck/ -ziel

Im mathematischen Ansatz des Meek-Verfahrens zeigt sich, dass eine Erhéhung der Expan-
sionsrate bei gleichbleibenden oder verringerten Partikelabstanden nur durch eine Reduzie-
rung der PartikelgréRe moglich ist. Beispielsweise kann ausgehend von den bisherigen
Transplantatabstanden des Meek-Verfahrens bei einer Expansionsrate von 1:4 durch eine
Reduzierung der Partikelgréf3e auf 1 x 1 mm bei annahernd gleichbleibendem Partikelabstand
die Expansionsrate theoretisch auf 1:15, bei einer Partikelgréf3e von 0,5 x 0,5 mm sogar auf
1:50, erh6ht werden (Abbildung 1). Umgekehrt reduziert sich unter Beibehaltung der Expansi-
onsrate von 1:4 durch eine Verkleinerung der Partikel auf 1 x 1 mm der bisherige Partikelab-
stand um ca. 60%.
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Abhédngigkeit des Transplantatabstandes von der GroRe der Partikel sowie
deren Expansionsrate

Maximaler Partikelabstand
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Abbildung 1: Abhéangigkeit des Transplantatabstandes von PartikelgréRe und Expansionsrate

Ziel des Projektes ist daher die Entwicklung von Technologien zur Herstellung und Transplan-
tation von sogenannten ,Mikrogewebspartikeln“ aus autologer Spalthaut zur frihzeitigen,
permanenten Wunddeckung von Schwerbrandverletzten. Es wird davon ausgegangen, dass
sich mit diesem Szenario des Einsatzes von ,Mikrogewebspartikeln* sehr gute medizinische
Ergebnisse mit schnellen Heilungsraten und verringerter Narbenbildung erzielen lassen. Der
verfolgte Losungsansatz soll

die Erzielung hoher Expansionsraten von autologer Spalthaut zur Deckung grof3flachi-
ger Defekte unter Einsatz kleinster unverletzter Hautflachen erméglichen und

gleichzeitig einen schnellen Heilungsprozess mit guten funktionellen und &sthetischen
Ergebnissen gewabhrleisten.

Ausgehend vom beschriebenen mathematischen Modell (Abbildung 1) beruht der Losungsan-
satz auf der Annahme einer schnelleren Wundheilung durch eine Verringerung der zu ver-
wachsenden Partikelabstande. Dies impliziert eine verringerte Narbenbildung. Die klinische
Bedeutung besteht in der Verbesserung der Behandlung von Schwerbrandverletzten durch

die Erhohung der Uberlebenswahrscheinlichkeit,

die Verbesserung der Transplantatergebnisse (funktionell und asthetisch) mit resultie-
render Erhéhung der Lebensqualitat und schnellerer Wiedereingliederung

die Verringerung der Behandlungskosten u.a. durch Verringerung der Aufenthaltsdau-
er im Krankenhaus, Reduzierung notwendiger Folgeoperationen und Folgekosten
(Renten und Lohnersatzkosten)

Unter soziobkonomischen Gesichtspunkten bietet das Vorhaben ein erhebliches Kostende-
gressionspotential. Sanchez et al. belegen in ihrer Studie aus dem Jahr 2003, dass der Anteil
der indirekten Kosten, d.h. Produktivitatsverluste durch voribergehende oder dauerhafte



Seite 4

Arbeitsunfahigkeit, Invaliditdt und vorzeitige Sterblichkeit in Folge von Verbrennungsverlet-
zungen, bis zu 80% der gesamten Kosten betragen, wobei Pflegekosten und Kosten der
medizinischen Versorgung mit jeweils rund 10% ausgeglichen sind. Die Behandlungskosten
fur grof3flachig thermisch verletzte Patienten sind dabei sehr hoch. Ein 2-jahriger Patient mit
70 % vKOF wurde 115 Tage im Verbrennungszentrum der Klinik ftr Kinderchirurgie der MLU
Halle behandelt und hat der Krankenkasse Kosten in Hohe von 370.550 Euro verursacht.
Dabei ist bekannt, dass die Behandlungskosten nur 19 % ausmachen. Bei dem Hauptanteil
von 81% handelt es sich um Folgekosten (Renten, Lohnersatz).

Im Forschungsvorhaben sollen folgende zwei Teilziele erarbeitet werden:

- Untersuchung der die Wundheilung beeinflussenden Parameter der Partikelgro3e und
Lage sowie Expansion in In-vivo-Versuchen

- Entwicklung eines Technologiekonzeptes zur Herstellung und Transplantation von
Mikrogewebspartikeln.

4 Methodik mit schematischer Darstellung der geplanten und tatsachlichen
Arbeits- und Zeitablaufe

Die Aufgabenstellung erfordert die Durchfiihrung der notwendigen Arbeiten im Rahmen von
zwei Arbeitsschwerpunkten, deren Ergebnisse aufeinander aufbauen und parallel sowie itera-
tiv ablaufen:

- Untersuchung der die Wundheilung beeinflussenden Parameter der Partikelgréf3e und
Lage sowie Expansion in In-vivo-Versuchen

- Entwicklung eines Technologiekonzeptes zur Herstellung und Transplantation von
Mikrogewebspartikeln.

Die Erarbeitung eines Konzeptes unter der Zielstellung einer bestmoéglichen Wundheilung ist
abhangig von der geforderten Lage und der herzustellenden, medizinisch minimalen sinnvol-
len Partikelgrof3e sowie der daraus erreichbaren Wundheilungsdauer in Abhéngigkeit von der
Expansion. Zu beiden Parametern gibt es in der Literatur differenzierende Aussagen, so dass
keine konkrete Anforderung fur die Entwicklung einer Technologie erfasst bzw. aus Vorversu-
chen gewonnen werden konnte.

Zur Ermittlung dieser grundlegenden Anforderungen wurden entsprechende in-vivo-
Versuchsreihen geplant und durchgefihrt. Ziel ist die Erfassung des Zusammenhangs bzw.
der Abh&ngigkeit von Partikelgrof3e, Partikellage, Expansion und Wundheilungsdauer, um das
optimale Transplantatszenario und damit wesentliche Eingangsgréf3en fir eine anforderungs-
gerechte Konzeption zu definieren. Insbesondere der Einfluss auf die gewiinschten funktionel-
len und asthetischen Eigenschaften sowie die Dauer der Wundheilung sind zu prifen.

Parallel zu den Tierversuchen erfolgt eine Untersuchung verschiedener Losungsansétze zur
Herstellung und Expansion von Mikrogewebspartikeln. Auf Basis der in den Tierversuchen
ermittelten medizinischen Anforderungen kann eine Bewertung und Auswahl der bestehenden
Lésungsideen hinsichtlich der Zielerreichung einer bestméglichen Wundheilung erfolgen und
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zZielgerichtet ein technologisches Losungskonzept erarbeitet werden. Gesamtziel ist die Erar-
beitung einer technologisch-medizinischen Grundlage zur Auskonstruktion eines technischen
Systems fir den klinischen OP-Einsatz.

Im Rahmen der Projektlaufzeit wurden die in Tabelle 1 aufgefiihrten Forschungsarbeiten
durchgeflhrt.

Tabelle 1: Tatigkeiten wahrend des Berichtszeitraumes

Nr. | Tatigkeit geplanter | tatsachlicher
Aufwand Aufwand
AS1 | Entwicklung und Aufbau eines technischen Systems zur 2 MM 2,5 MM

Durchfiihrung von Tierversuchen

AS2 | Vorbereitung der Tierversuche 1,5 MM 1,5 MM

Ablauf- und Zeitplanung der Einzelversuche tber die
Versuchsdauer, Erarbeitung der notwendigen Protokol-
le, Planung und Beschaffung/ Sterilisation der bendtig-
ten Versuchsmaterialien bzw. Aufbereitung fir
Folgeversuche

AS3 | Durchfiihrung der Tierversuche im Umfang einer Ver- 55 MM 6,5 MM
suchsreihe von 12 Tieren

beinhaltet Zufiigen der Verbrennungen, Transplantation,
Wundbegutachtung entsprechend Zeitplan

AS4 | Auswertung der Tierversuche 1 MM

AS5 | Durchfihrung von technischen Vorversuchen sowie 4 MM 3,5 MM
Detailrecherche zu technischen L&sungsmoglichkeiten
fur die Konzepterarbeitung

5 Ergebnisse des Gesamtvorhabens

Fur die Herstellung der Mikrogewebspartikeltransplantate wurde ein vollautomatisches Sys-
tem (Abbildung 2) entwickelt, welches die automatisierte und reproduzierbare Herstellung von
Transplantaten verschiedener Partikelgré3en sowie vollkommen beliebiger Expansionen bzw.
Abstandsmuster der Partikel im Labormaf3stab im operativen Umfeld erlaubt. Die Herstellung
der Partikel erfolgt durch mechanisches Schneiden mittels Stanzwerkzeugen verschiedener
GroRen. Dies ermdglicht die Herstellung definierter Einzelpartikel. Der Gesamtprozess ist so
ausgelegt, dass ein Vergleich zur bisher angewandten Meek-Technik mdglich ist.



Seite 6

Abbildung 2: Versuchsaufbau Stanzvorrichtung mit separatem Steuerungskasten und Bedienpanel zur
Anwahl der programmierten Versuchsmuster

Die geplante Tierversuchsreihe wurde nach 88 Abs. 1 des Tierschutzgesetztes genehmigt
(Reg.Nr. 15-001/12).

Im Berichtszeitraum wurde eine Versuchsreihe mit 12 Schweinen (Deutsche Landrasse) am
Institut flr Versuchstierkunde und Tierschutz in Jena durchgefihrt. Alle Tiere waren weibli-
chen Geschlechts. Die Tiere besaflen ein durchschnittliches Alter von 97 Tagen mit einem
Anfangsgewicht von ca. 32 kg und einer Rickenlange von ca. 75 cm. Die gewahlte Tiergrol3e
orientierte sich an der bendétigten Rickenlange zur Platzierung aller Versuchsfelder sowie
dem Aspekt des Handlings bei geschéatztem Wachstum tber 4 Wochen Versuchsdauer.

Der Versuchsablauf mit entsprechender Dokumentation kann Tabelle 2 enthommen werden.

Tabelle 2: Versuchsablauf und Dokumentation

Tag Tatigkeit Dokumentation
Tag -2 Verbrennungsverletzung Blutprobe
Fotodokumentation
Tag O Transplantation der Ver- Blutprobe
suchsfelder entsprechend Wundabstrich
Belegungsplan Biopsie der Nekrosefelder

Transplantatproben Fotodokumentation

Tag 7 1. Wundkontrolle Blutprobe
(Verbandswechsel) Wundabstrich
Fotodokumentation
Tag 14 2. Wundkontrolle Blutprobe
(Verbandswechsel) Wundabstrich
Fotodokumentation
Tag 21 3. Wundkontrolle Blutprobe
(Verbandswechsel) Wundabstrich

Fotodokumentation
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Tag Tatigkeit Dokumentation
Tag 28 4. Wundkontrolle Blutprobe
(Verbandswechsel) Wundabstrich

Biopsie der Versuchsfelder
Biopsie der ungeschadigten Haut und der
Spalthautentnahmestellen

Fotodokumentation

Bei Verbandswechsel ein- Blutprobe

Not- schlie3lich Wundkontrolle Wundabstrich

wendig- Fotodokumentation

keit

Bei Versuchsabbruch/  Toétung Blutprobe

Not- des Tieres mit abschlie3en- Wundabstrich

wendig- | der Wundkontrolle Biopsie der Versuchsfelder (je vom Randbe-

keit reich und direkt im Feld, sowie Auffalligkei-
ten)

Biopsie der gesunden Haut und der Spalt-
hautentnahmestellen
Fotodokumentation

Die Dauer des Versuches von 4 Wochen postoperativ entspricht der ungefahren Dauer des
Wundheilungsprozesses bis zur abgeschlossenen Narbenausbildung.

Das Einzelversuchsfeld wurde mit einer Gréf3e von 50 mm x 50 mm gewahlt. Die unbehandelt
belassenen Kontrollfelder zeigen, dass ein Wundverschluss durch ausschliel3liche Epithelisie-
rung vom Wundrand und Wundkontraktion innerhalb der vier Wochen nicht erfolgt.

Insgesamt wurden auf jedem Tier 10 Versuchsfelder einer GroRe von 50 mm x 50 mm links
und rechts entlang der Wirbelsdule platziert. Zuziglich der entstehenden Wundflachen durch
die Entnahme der zu transplantierenden Spalthaut kann so die Verletzungsflache ausreichend
gering gehalten werden, um systemische Auswirkungen zu vermeiden. Abbildung 4 zeigt ein
Versuchstier mit entsprechender Anordnung der Wundfelder auf dem Versuchstier.

Ziel der in-vivo-Versuche war die Erfassung des Zusammenhangs bzw. der Abhangigkeit von
PartikelgroRe, Partikellage, Expansion und Wundheilungsdauer, um das optimale Transplan-
tatszenario und damit wesentliche Eingangsgrof3en fir eine anforderungsgerechte Konzeption
zu definieren. Insbesondere der Einfluss auf die gewlinschten funktionellen und asthetischen
Eigenschaften sowie die Dauer der Wundheilung sind zu prifen. Daher wurden bei der Bele-
gung der Felder die Einflussgrofen

- PartikelgroRRe
- Partikellage und

- Expansion
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systematisch variiert.

Auf Basis der obigen Fragestellungen wurden folgende, in Tabelle 3 dargestellten Parameter-
auspragungen zur Belegung gewahlt.

Tabelle 3: Belegungsvarianten der expandierten Transplantationsversuchsfelder

Nr. Expansion Partikelgré3e Drm. diagonaler Ab- Wundrandlange
stand
1/x mm mm mm
1 3,11 1 1,21 3216,99
2 2,92 3 3,43 1140,40
3 11,70 1 3,29 854,51
4 11,79 3 9,91 282,74

Aus der Kombination von Expansion und Partikelgréf3e konnen die in der Literatur als relevant
diskutierten Faktoren des Abstandes (max. diagonal) und der Wundrandlange berechnet
werden. Die gewdahlte Variation der Belegungsparameter soll ermdéglichen, den Einfluss ein-
zelner sowie die Kombination mehrerer Parametergréf3en wie folgt zu prufen.

Die Wahl der angewandten Expansionen resultiert aus zwei Uberlegungen. Um einen Ver-
gleich zur bisherig angewandten MEEK-Methode zu ermdglichen, wurde zunachst die Expan-
sion 1:3 gewahlt. Die weiterhin gewahlte Expansionsrate von 1:12 ermdglicht zunachst die
Untersuchung der doppelten, heute haufig als Grenze fur gute funktionelle und &sthetische
Ergebnisse angesehenen Expansionsrate von 1:6. Sie erlaubt weiterhin im Vergleich nicht nur
die Betrachtung des Einfluss des Expansionsfaktors an sich, sondern auch des Einflusses der
resultierenden transplantierten Zellanzahl in Unabh&ngigkeit von Wundrandlange und Ab-
stand, wie im Folgenden erlautert.

Bei den Belegungen 1 zu 2 und 3 zu 4 wird jeweilig in gleicher Expansion jedoch bei unter-
schiedlicher Partikelgrof3e transplantiert. Bei den Belegungen 1 zu 3 und 2 zu 4 erfolgt eine
Transplantation bei gleicher Partikelgrof3e und unterschiedlicher Expansion. Mit diesen vier
Versuchsgruppen kann der zusammenhangende Einfluss von Partikelabstand und Wundrand-
lange sowie die generelle Aussage zum Einfluss der Expansion in Kombination mit der Varia-
tion der Lage geprift werden. Aufgrund des mathematischen Zusammenhanges von
Wundrandlange und Partikelabstand ist es jedoch nicht méglich, den jeweiligen Einfluss die-
ser beiden Variablen auf Differenzen bei der Wundheilung getrennt zu betrachten und die
Effektstarke zu ermitteln.

Eine weitere Betrachtung ergibt sich aus den Belegungen 2 zu 3. Bei unterschiedlicher Parti-
kelgroRe und unterschiedlicher Expansion besitzen diese Belegungen &ahnliche diagonale
Abstande und Wundrandlangen. Ein Vergleich kann also erstmalig einen Riickschluss auf die
Aussage erlauben, ob die Anzahl der transplantierten Zellen (Einfluss Expansion) oder die
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tatsachlich an der Wundheilung aktiv beteiligten Zellen (Einfluss Wundrandlange) ausschlag-
gebend sind.

Alle Belegungsvariationen aus Partikelgré3e und Expansion werden sowohl in der Partikella-
ge richtig herum (dermale Seite zum Wundgrund) als auch verkehrt herum (epidermale Seite
zum Wundgrund, epidermal down) untersucht. Dies erméglicht die gezielte Untersuchung
entsprechender Unterschiede im Epithelisierungsvermogen. Alle bisherigen Arbeiten zur
Untersuchung von Mikrogewebspartikeln basieren auf einer zufélligen Lage der Mikroge-
webspartikel, wodurch Aussagen zum Verhalten bzw. zum Epithelisierungsvermdgen von
Partikel in verkehrter Lage nicht getroffen werden kénnen, da diese nur anteilig im Transplan-
tat vorhanden sind und ihr Anteil an der Wundepithelisierung nicht von Partikeln in korrekter
Lage differenziert werden kann.

Weiterhin werden zwei Kontrollfelder genutzt. Zur Prifung des generellen Wundheilungsver-
mogens des Tieres erfolgt auf einem Feld die Transplantation von Spalthaut. Ein Nekrosefeld
dient weiterhin der Kontrolle der wirkenden Wundheilungsmechanismen der Randepithelisie-
rung und Wundkontraktion. Eine unvollstandige Heilung bis zum Versuchsende zeigt, dass die
zeitige Wundheilung auf die Behandlung durch Transplantation zurtickgefuhrt werden kann.

Damit ergeben sich die in Tabelle 4 dargestellten Belegungsvariationen auf 10 Versuchsfel-
dern.

Tabelle 4: Ubersicht der Belegungsvarianten

Nr. Transplantatform Expansion Lage Kurzbezeichnung
1 Partikel @ 3 mm 31 dermal down PG3/E3Ir
2 Partikel @ 3 mm 12:1 dermal down PG3/E12/r
3 Partikel @ 1 mm 311 dermal down PG1/E3Ir
4 Partikel @ 1 mm 12:1 dermal down PG1/E12/r
5 Partikel @ 3 mm 311 epidermal down PGS3/E3/v
6 Partikel @ 3 mm 12:1 epidermal down PG3/E12/v
7 Partikel @ 1 mm 311 epidermal down PG1/E3/v
8 Partikel @ 1 mm 12:1 epidermal down PG3/E12/v
9 Spalthaut 1 dermal down SH

10 Nekrose - - N

Abbildung 3 zeigt beispielhaft zwei Transplantate gleicher Expansion mit verschiedenen Parti-
kelgréRen.



Seite 10

Abbildung 3: Beispielhafte Transplantate kleiner Expansion der Partikelgré3en g 3 mm und g 1 mm

Um einen entsprechenden Einfluss durch die Wundfeldlage zu kompensieren, erfolgt die
Belegung in rotierender Reihenfolge tber die Versuchsfelder, so dass vertikal 5 mogliche
Wundfeldlagen zu je zwei Versuchsfeldern entstehen.

Zur Beurteilung des generellen Befindens der Schweine wurden zu jedem Behandlungstag
Blutproben entnommen sowie zur Dokumentation des mikrobiellen Befalls ab Beginn des
Versuches an jedem Behandlungstag Wundabstriche aller Versuchsfelder durchgefiihrt.

Der Wundheilungsverlauf wurde fur Versuchsfelder und Spalthautentnahmestellen hinsichtlich
der Parameter Wundzustand, Wundexsudat (Menge + Aussehen), Zustand von Wundumge-
bung und Wundrand (Aussehen + Form) protokolliert und makroskopisch fotografisch tber die
gesamte Versuchsdauer dokumentiert. Insbesondere wurde dabei auf klinische Symptome
einer lokalen Infektion (Rotung, Erwarmung, Schwellung) geachtet.

Biopsieproben wurden am Transplantationstag von den Nekrosefeldern zur Bestimmung der
Schadigungstiefe der Wunde sowie von der entnommenen Spalthaut und den hergestellten
Gewebspartikel genommen. Am Ende der Versuchszeit wurden zur Durchfiihrung histologi-
scher Untersuchungen je 3 Proben von den Versuchsfeldern, den Spenderstellen und der
gesunden Haut entnommen. Die Biopsieproben wurden formalinfixiert und zur morphologi-
schen Charakterisierung mit Hamatoxilin-Eosin (HE) gefarbt.

Die Beurteilung der Wundheilung erfolgt makroskopisch und durch histologische Untersu-
chungen, soweit erfassbar, hinsichtlich folgender Parameter

- Wundheilung bzw. Dauer des Wundverschlusses

- Kontraktion der Wunde

- Qualitat der Haut (Epitheldicke, Qualitat der ausgebildeten Reteleiste, Dermisdicke)
- Anwachsrate

- Auswirkung von Einflussfaktoren

Alle Tiere uberlebten die operativen Eingriffe der Defektsetzung und Transplantation. Bei zwei
Tieren musste jedoch ein vorzeitiger Versuchsabbruch erfolgen.
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Der allgemeine Gesundheitszustand aller anderen Tiere im Versuchsverlauf kann als gut
beschrieben werden. Es zeigten sich keine Anzeichen systemischer Infektion oder anderweiti-

ger Erkrankung.

Abbildung 4 und Tabelle 5 zeigen beispielhaft Ergebnisse eines Versuchstieres in Woche 4.

Abbildung 4: Ubersicht Versuchsfelder nach Versuchsabschluss (4. Wo.)

Tabelle 5: Versuchsergebnisse makroskopisch, Auszug

Spalthaut

PartikelgréRe 1
Expansion 1:12

richtige Lage

PartikelgroRe 1
Expansion 1:12

verkehrte Lage

PartikelgréRe 3
Expansion 1:12

richtige Lage

PartikelgréRe 3
Expansion 1:12

verkehrte Lage

Die Auswertung der durchgefiihrten Versuche zeigt, dass das Prinzip der Mikrogewebspartikel
als Methode zur Defektdeckung bei Vollhautwunden gut geeignet ist.

Abbildung 5 zeigt die prozentuale Wundheilung der verschiedenen Belegungen an den
Wundkontrolltagen 14, 21 und 28. Eine Auswertung fir Tag 7 wird nicht vorgenommen, da bei
einem stark anhaftenden Priméarverband dieser in der ersten Woche auf der Wunde belassen
wurde, wenn ein Abldsen mit Kochsalzlésung nicht méglich war, um eine Stérung der Wund-
heilung zu vermeiden.
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Wundheilungsrate der Transplantatvarianten
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Abbildung 5: Vergleich der Wundheilungsrate in Abhangigkeit der Belegungsvarianten an Tag 14, Tag
21 und Tag 28.

Die Ergebnisse zeigen zu Beginn des Versuches eine sehr hohe Streuung. Dies resultiert zum
einen aus der gegebenen biologischen Variabilitit der Untersuchungsparameter sowie zum
anderen aus den zahlreichen Einflussfaktoren eines in-vivo-Versuches. U.a. kann dies bei-
spielsweise auch auf die Agilitat der Tiere und die resultierenden Probleme des Anwachsens
zuruckgefihrt werden, welches insbesondere bei der hohen Streuung der Spalthauttransplan-
tate auffallig ist.

Wesentliches Ergebnis ist, dass eine Transplantation von Gewebspartikeln selbst in unkorrek-
ter Lage eine Epithelisierung der Wundflachen ermoglicht. Es zeigt sich jedoch, dass diese im
Vergleich zu Transplantaten korrekter Partikellage geringer ist, sowie im Vergleich der Parti-
kelgroRen untereinander fir Transplantate der PartikelgroRe 3 mm deutlich abféllt. Dies gilt
insbesondere fur die Betrachtung der Expansion 1:12.

Im Vergleich der Belegungen 3/3/r und 1/12/r, welche ahnliche Wundrandlangen und Partikel-
abstande im Transplantat jedoch verschiedene Expansionen und damit an der Wundheilung
beteiligte Zellanzahlen aufweisen, zeigen sich deutliche Unterschiede, so dass moéglicher-
weise davon ausgegangen werden kann, dass die Epithelisierungspotenz eines Transplanta-
tes neben der Wundrandlange und dem Partikelabstand auch von der Expansion abhangig
ist. Aus Tabelle 5 wird jedoch der wesentliche Vorteil der geringeren Partikelgrof3e ersichtlich.
Das asthetische Ergebnis zeigt sich gegeniber der Nutzung von groReren Partikeln gleicher
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Expansion sowie im Vergleich zur Transplantation in inkorrekter Lage in weiten Teilen der sich
bildenden lividen Narbenstruktur deutlich homogener.

Wundkontraktion der Transplantatvarianten
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Abbildung 6: Vergleich der Wundkontraktion in Abhéngigkeit der Belegungsvarianten an Tag 14, Tag 21
und Tag 28

Abbildung 6: Vergleich der Wundkontraktion in Abhangigkeit der Belegungsvarianten an Tag
14, Tag 21 und Tag 28 stellt die Wundkontraktion in % der urspringlichen Wunde am Tag der
Defekterzeugung fur alle Transplantatvarianten tUber die Messpunkte an Tag 14, Tag 21 und
Tag 28 dar. Im Vergleich der Transplantationsvarianten hinsichtlich des Faktors Expansion
zeigt sich fur Belegungen der Expansion 1:12 eine hdhere Kontraktion gegenulber vergleich-
barer Belegung einer Expansion von 1:3. Weiterhin sind deutliche Unterschiede der Wund-
kontraktion hinsichtlich des Belegungsfaktors Lage zu erkennen. Belegungsvarianten mit
verkehrter Lage zeigen tendenziell eine hohere Kontraktion. Unterschiede bei gleicher Expan-
sion und Lage jedoch differierender Partikelgrof3e sind nur geringfligig.

Alle Ergebnisse der expandierten Belegungsvarianten sind deutlich schlechter als die Ergeb-
nisse der nicht expandierten Spalthaut, welche im Zuge des Wachstums des Tieres anteilig
sogar eine FlachenvergréRerung erfahren haben.



Seite 14

Partikelgrie Anwachsrate
[75-100%
1,00 3,00 @i50-75%
[ 25-50%
100,0% [0 0-25%
80,0%
1]
t
@ 60,0% w
b =
e o
o ap,0%
20,0% m
>
=
0,0% 5
w,
- =]
100,0% s
80,0%
[+ 1]
€ -
@ 60,0%7] ~
(=]
2 8
0 4 0%
20,0%
0,0%

Lage Lage

Abbildung 7: Vergleich der Anwachsrate in Abhangigkeit der Belegungsvarianten

Ein weiterer Parameter, welcher als maf3gebliches Kriterium einer neuen Technologie anzu-
sehen ist und direkt die Wundheilung beeinflusst, ist die erzielbare Anwachsrate.

Abbildung 7 zeigt deutlich, dass Partikel der GroRe 3 mm bei Transplantation in verkehrter
Lage eine deutliche geringere Anwachsrate im Vergleich zur Transplantation sowohl gleicher
und kleinerer Grof3e in korrekter Lage als auch kleinerer Grof3e in verkehrter Lage besitzen.
Bei allen Belegungsvarianten mit Ausnahme der Belegung 3/3/r zeigt sich im Vergleich zur
Belegung mit hoherer Expansion eine Verschlechterung der Anwachsrate. Mégliche Ursache
kénnten hier verstarkte Exsudat- und Granulationsgewebebildung sein.

Die histologische Auswertung erfolgte fur jedes Versuchsfeld durch Vermessung von 3 Biop-
sieproben zu je 5 Messungen pro Biopsieprobe in einem fest definierten Rastermal3. Es wur-
den Epidermisdicke, Dermisdicke und Dicke des Stratum Papillare bestimmt sowie weitere
Auffalligkeiten dokumentiert. Weiterfuhrende immunhistologische Untersuchungen sind mit
FortfUhrung der Auswertung zur Untersuchung spezifischer Kriterien von Interesse durchzu-
fuhren.

Hinsichtlich der in Abbildung 8 dargestellten Epidermisdicke zeigen sich im Vergleich der
Belegungsvarianten nur geringfligige Unterschiede. Auffallig sind die deutlich geringeren
Dicken sowohl von mit unexpandierter Spalthaut transplantierten Versuchsfeldern als auch
insbesondere von umgebender ungeschadigter Haut.
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Epidermisdicke der Transplantatvarianten
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Abbildung 8: Vergleich der Epidermisdicke in Abh&ngigkeit der Belegungsvarianten
Dicke des Stratum Papillare der Transplantatvarianten
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Vergleich der Dicke des Stratum Papillare in Abhangigkeit der Belegungsvarianten
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Auch im Vergleich der in Abbildung 9 dargestellten Dicke des Stratum papillare zeigen sich
keine signifikanten Unterschiede. Das Stratum papillare zeigt sich anteilig in allen Belegungs-
varianten bereits gut abgrenzbar.

Dermisdicke der Transplantatvarianten
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Abbildung 10: Vergleich der Dermisdicke in Abhangigkeit der Belegungsvarianten

In Abbildung 10 sind vergleichend die gemessenen Dermisdicken der verschiedenen Bele-
gungsvarianten dargestellt. Dabei zeigen sich deutliche Unterschiede sowohl hinsichtlich des
Vergleiches von richtiger zu verkehrter Lage als auch im Vergleich der Expansionen zueinan-
der. Dies kann auf die vermehrte Bildung von, typischerweise im Rahmen der verzdgerten
sekundaren Wundheilung auftretenden, Granulationsgewebe zuriickgefiihrt werden. Dies
konnte bereits makroskopisch im Wundheilungsverlauf beobachtet werden.

Parallel zu den Tierversuchen erfolgte eine Untersuchung verschiedener Losungsansatze zur
technischen Realisierung. Das Vorgehen orientiert sich an der methodischen Vorgehensweise
der VDI 2221 und VDI 2222.

Die Umsetzung einer entsprechenden Transplantationstechnologie bedingt dabei die Betrach-
tung der folgenden drei funktionalen Schwerpunkte:

e Herstellung der Mikrogewebspartikel
e Expansion der Mikrogewebspartikel

¢ Transplantation der Mikrogewebspatrtikel
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unter Bericksichtigung der vielfaltigen Anforderungen aus Betriebs- bzw. Nutzerperspektive
und Anwendungsumgebung sowie gesetzlicher und regulatorischer Vorgaben.

Folgende Hauptanforderungen sind dabei zwingend von einer neuen Technologie zur Be-
handlung Schwerbrandverletzter zu erfiillen:

o Vermeidung einer Gewebeschadigung in allen Schritten der zu realisierenden Pro-
zesskette

e sicherer und genauer bzw. reproduzierbarer Verfahrensablauf/Prozess, insbesondere
tatséchliche Erreichung der jeweilig gewéhlten Expansion

e Variabilitdt in der Expansion zur Anpassung entsprechend spezifischer Anforderungen
¢ sichere und leichte Handhabbarkeit der fertigen Transplantate wahrend der Operation
e sichere und einfache Bedienbarkeit der Geratetechnik

e Integration in den bestehenden Operationsablauf sowie die Operationsumgebung, ins-
besondere hinsichtlich der zeitlichen Restriktionen

o Sterilisierbarkeit
e Erfullung der gesetzlichen und normativen Anforderungen

e Reduzierung von Kosten bzw. Rechtfertigung von Mehrkosten durch Verbesserung
von Behandlungsergebnissen (Nachweis der medizinischen Leistungsfahigkeit).

Die zu untersuchenden technischen Lésungsansétze resultieren aus einer entsprechenden
Vorauswahl nach einer umfassenden systematischen Losungssuche. Auswabhlkriterien bzw. —
restriktionen waren dabei insbesondere die technologische Machbarkeit sowie die Schadi-
gung der Haut im Prozess. Hinsichtlich der technologischen Realisierung wurden auch L6-
sungsansatze in die experimentelle Evaluierung einbezogen, deren Entwicklung der
technologischen Reife zukinftig eine Umsetzbarkeit unter der gegebenen Zielstellung erwar-
ten lasst. Die Problematik einer Bewertung der verschiedenen Losungsansatze zur weiteren
Eingrenzung der Vorauswahl besteht insbesondere darin, dass eine theoretische Abschét-
zung nicht mdglich ist. Dies bedingt die technische Realisierung von Funktionsprototypen und
die Evaluierung in entsprechenden experimentellen Untersuchungen.

Neben den bereits in eigenen Vorarbeiten untersuchten Lésungsalternativen wurden im Be-
richtszeitraum folgende weitere Losungsalternativen betrachtet:

e Trennen mittels ultraschallerregter Schneide
e Trennen mittels Ultrakurzpulslaser

e Trennen mittels mechanischer Mehrfachschneiden unter Optimierung der Schneidbe-
wegung und Reduzierung von Adhasionskraften

e Expansion in Medien

e Expansion mittels Tragermaterialien
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Fur die Durchfiihrung der Schneidversuche mit ultraschallerregter Klinge wurde die in Abbil-
dung 11 dargestellte Sonotrode mit Schneidkavitaten der Grof3e 1mm x 1mm, in einer ersten
Prototypenausfiihrung mit der Anzahl von 100 Kavitaten, entwickelt.

Abbildung 11: Ultraschallschneideinheit mit Sonotrode

In den Versuchen konnte ein erfolgreiches Schneiden von Spalthaut, wie in Abbildung 12
dargestellt, bis zu einer Dicke von 0,25 mm in korrekter Lage mit dem aktuellen Stand des
Versuchsaufbaus bzw. den technologischen Parametern realisiert werden. Dickere Spalthaut
sowie Spalthaut einer unkorrekten Lage konnte nicht vollstédndig getrennt werden bzw. blieb in
der Sonotrode haften. Weiterhin konnte ein Schneiden auf méglichen Expansionsmaterialien
nicht realisiert werden.

Abbildung 12: Geschnittene Spalthaut und anhaftende Partikel

Versuche, das Anhaften der Partikel durch entsprechende Trennmedien bzw. Beschichtungen
zu vermeiden, waren nicht erfolgreich. Ebenso fiihrte ein erhéhter Energieeintrag zur Verbes-
serung bzw. Realisierung des Schneidens dickerer Haut zur starken thermischen Schadigung
der Schnittrander.

Neben dem Schneiden mittels ultraschallerregter Klinge wurde als weiteres nichtmechani-
sches Schneidverfahren das Schneiden mittels Ultrakurzpulslaser untersucht. Der Einsatz von
Ultrakurzpulslasern zum Schneiden verschiedenster Materialien ohne thermische Schadigung
findet zunehmend, auch im medizinischen Bereich, Verbreitung. Eine entsprechende Eignung
fur gegebenen Anwendungsfall sollte daher experimentell Gberprift werden.

Fur die Durchfihrung der Versuche wurden entsprechende Versuchskammern konstruiert,
welche ein planparalleles Ausrichten der Haut in der geforderten Genauigkeit sowie eine
Befeuchtung der Proben erméglichen.
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Ziel der Versuche war zum einen zunéchst die der Untersuchung der grundsatzlichen Mach-
barkeit sowie fortfihrend die Ermittlung der notwendigen Parameter fiir die Erzielung eines
Optimums aus Schnittglte (Schnittbreite), Schneidgeschwindigkeit und Gewebeschadigung
unter Berucksichtigung der Einflussfaktoren von Hautdicke, -unregelméafigkeit und —feuchte.

Abbildung 13 zeigt beispielhaft einen Laserschnitt im Prozess sowie fortfihrend als histologi-
sche Probe aufbereitet. Problematisch erwies sich in den Versuchen wiederum das Schneiden
dickerer Haut im Einmalschnitt, so dass sich u.a. mit Erhéhung der Leistung geringfligige
Schadigungszonen (wenige um) am Schnittrand zeigen.

Durch Reduzierung der Abtragrate und mehrmaliges Uberfahren sind Ergebnisse ohne ther-
mische Schadigung mit hoher Schnittgite erzielbar. Durch den Einsatz moderner Scanner-
Technologie kdnnen aktuell Schneidgeschwindigkeiten von bis zu 15 m/s erzielt werden,
wodurch zeitliche Restriktionen durch mehrmaliges Uberfahren eingehalten werden kénnen
(Schnittlange eine Probe analog MEEK-Transplantatgrol3e ~ 3,2 m). Im Forschungsbereich
konnen aktuell mit neuen Polygonscanner bereits Geschwindigkeiten von mehreren 100 m/s
erreicht werden.

Abbildung 13: Laserschnitt (Mikroskop Laseranlage) und HE-gefarbte Schnittprobe

Eine weitere Problematik ist die starke Ankopplung an das Tragermaterial, wie in Abbildung
14 ersichtlich, wodurch die Gefahr von Ablationsriickstanden im Transplantat besteht.
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Abbildung 14: Ablationsmuster im Tragereinsatz der Versuchskammer
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Neben einer Optimierung der Fokussierung bzw. Rayleigh-Lange werden aktuell verschiede-
ne weitere Optimierungsmaoglichkeiten (Nutzung von Trenn- oder Opferschichten) zur Vermei-
dung bzw. Reduzierung der Ankopplung untersucht.

Der Einsatz der Lasertechnik in einer zukinftigen Konzeption ist aktuell, insbesondere auf-
grund der Maschinenkomplexitat und dem hohen Invest, stark differenziert zu betrachten. Im
Zuge der rasanten technischen Entwicklung sowohl hinsichtlich technologischer Neuentwick-
lung, insbesondere jedoch aber im Bereich der marktreifen Serienprodukte, ist jedoch in den
nachsten Jahren mit einer deutlichen Reduzierung der Anschaffungskosten als auch der
Verbesserung zahlreicher weiterer Anforderungen, wie etwa Bauraum, auszugehen.

Unter der Nutzung von herkémmlichen mechanischen Schneidwerkzeugen wurden bereits in
den Vorarbeiten verschiedene Losungskonzepte zur Herstellung von Mikrogewebspartikeln
untersucht. Die Lésungsmoglichkeiten differenzieren dabei sowohl hinsichtlich der Schneiden-
form, Schneidenkontur und der Anzahl der Schneiden der verschiedenen Werkzeuge als auch
in Bezug auf die angewandte Schnittart. Der wesentliche Vorteil besteht dabei zunachst aus
konstruktiver Sicht in dem einfachen Aufbau sowie der einfachen Handhabung und dem rela-
tiv gunstigen Anschaffungs- und Instandhaltungskosten eines derartigen Systems. Die Prob-
lematik beim Trennen kleiner Partikel besteht jedoch in der starken Adh&sionsneigung, so
dass eine gerichtete Lage nach dem Schneidprozess nicht erreicht wird, s. Abbildung 15.

Abbildung 15: Anhaften von Mikrogewebspartikeln beim mechanischen Schneiden mittels rotierender
Messerwalzen

Um ein Anhaften zu vermeiden, erfolgt aktuell die Untersuchung verschiedener metallischer
und nicht-metallischer Beschichtungen der Messer hinsichtlich lhrer Eignung unter Bertck-
sichtigung der Erhaltung der notwendigen Messerschérfe sowie der Schichtbestandigkeit tber
die geforderte Lebensdauer. Weiterhin erfolgt die Untersuchung des Einfluss weiterer
Schneidparameter.

Hinsichtlich der Funktion des Expandierens werden derzeit zwei unterschiedliche Lésungs-
konzepte verfolgt. Die erste Losungsvariante basiert im Hinblick auf die im Tierversuch erziel-
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ten besseren Ergebnisse bei korrekter Lage auf der Umsetzung einer gerichteten, geordneten
Expansion. Ziel ist die Entwicklung von Materialien, welche durch spezifische geometrische
und werkstoffliche Auslegung eine entsprechende Dehnung auf Basis plastischer Verformung
ermdglichen. Dabei erfolgt sowohl die Untersuchung von Materialien, welche gleichzeitig als
Priméarverband dienen, als auch Materialien, welche eine direkte Ubertragung auf den Patien-
ten erlauben.

Eine zweite Losungsvariante basiert auf einer vereinfachten, ungeordneten Expansion durch
eine gezielte Sedimentation in einem flissigen Medium. Derzeit kann jedoch noch keine
homogene Verteilung der Partikel sichergestellt werden. Diesbeziiglich sind weitere Untersu-
chungen zur Optimierung des Sedimentationsprozesses geplant. Anwendung kdnnte dieses
vereinfachte Verfahren fir kleinere Wundflachen unter Anwendung kleiner Expansion sowie
bei Ulzera finden.

6 Auflistung der fur das Vorhaben relevanten Ergebnisse, Vertffentlichungen,
Schutzrechtsanmeldungen und erteilten Schutzrechte von nicht am Vorha-
ben beteiligten Forschungsstellen.

Nicht vorhanden.

7 Bewertung der Ergebnisse hinsichtlich des Forschungszweckes/ -ziels,
Schlussfolgerungen. Beschreibung der Relevanz der Ergebnisse fiur die ge-
setzliche Unfallversicherung insbesondere im Hinblick auf die Praxisver-
knupfung

Der Bezug zur gesetzlichen Unfallversicherung hat sich im Zuge der Projektbearbeitung be-
statigt. Entsprechend der im Antrag beschriebenen Projektziele wird weiterhin davon ausge-
gangen, dass durch die Projektergebnisse eine Basis fiir neue Technologien zur Herstellung
von cutanen Mikrogewebspartikeln geschaffen wird, welche eine Versorgung Schwerbrand-
verletzter zukiinftig besser ermdglicht.

8 Aktueller Umsetzungs- und Verwertungsplan moglichst mit Angabe der
absehbaren Zeithorizonte

Die klinische Anwendung des Prinzips ist mit verschiedenen Einrichtungen im Gesprach.
Weiterhin ist eine Aufweitung der Indikation auf Ulcera angedacht. Grundlage diesbeziiglich
ist die erfolgreiche technologische Umsetzung. Ein Zeithorizont ist derzeit aufgrund der tech-
nischen Unsicherheiten noch nicht bestimmbar.
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Kurzfassung

Forschungsvorhaben: ,Cutane Mikrogewebspartikel“, Vorhabenskennzeichen: 412.02-FR-
0211, Abrechnungszeitraum: 01.11.2012-30.04.2014

Zielsetzung

Ziel des Projektes ist die Verbesserung der Behandlung von Schwerbrandverletzten durch die
Entwicklung eines neuen Verfahrens zur Generierung autologer Transplantate mit maximaler
FlachenvergroRerung durch die Anwendung von Mikrogewebspartikeln. Der verfolgte L&-
sungsansatz soll die Erzielung hoher Expansionsraten von autologer Spalthaut zur Deckung
grof3flachiger Defekte unter Einsatz kleinster unverletzter Hautflachen ermdoglichen und
gleichzeitig einen schnellen Heilungsprozess mit guten funktionellen und asthetischen Ergeb-
nissen gewabhrleisten.

Aktivitaten und Methoden

Es erfolgte die Untersuchung der Wundheilung von drittgradigen Verbrennungswunden nach
Behandlung durch Transplantation expandierter, autologer Spalthaut auf Basis von Mikroge-
webspartikeln in in-vivo-Versuchen. Ziel war die Ermittlung wesentlicher Gestaltungsanforde-
rungen fur die Erarbeitung eines technischen Konzeptes. Parallel wurden mogliche
Losungskonzepte zur technischen Realisierung prototypisch untersucht.

Ergebnisse

Im Rahmen des Projektes konnten durch methodische Untersuchungen verschiedener Ein-
flussfaktoren wesentliche Ergebnisse sowohl hinsichtlich medizinischer Fragestellungen als
auch technischer Anforderungen gewonnen werden. Die Ergebnisse zeigen, dass das Prinzip
der Mikrogewebspartikel als Methode zur Defektdeckung bei Verbrennungsverletzungen sehr
gut geeignet ist und eine verbesserte Behandlung grof3flachiger Verbrennungen ermdglicht.
Sowohl die Analyse zur optimalen Auspragung der untersuchten Parameter zur Gestaltung
der Mikrogewebspartikel-Transplantate als auch die Erkenntnisse prototypischer Untersu-
chungen moéglicher Lésungsprinzipien bilden die Grundlage fur die Erarbeitung und Umset-
zung eines technischen Konzeptes in fortfilhrenden Arbeiten.



