Ergebnisse

Entwicklung der Praparationstechniken

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung eines Verfahrens zur Herstellung eines
autologen Fibrinklebers aus autologem Fibrinogen und autologem Thrombin, als
Komponenten einer rein autologen Fibrinmatrix fur das Tissue Engineering. Da
sowohl fur die Praparation des autologen Fibrinklebers als auch fur die Zellkultur
meist grollere Mengen an Plasma, bzw. Serum bendtigt werden, wurde fir die Art
der Blut- bzw. Plasmagewinnung die maschinelle Plasmapherese gewahlt. Bei
minimaler Komplikationsrate sind so auch mehrfache Plasmaspenden innerhalb
weniger Wochen mdglich. Im Hinblick auf eine klinische Anwendung lassen sich
durch diese Methode auch die Parameter Sterilitat, Pyrogen- und Endotoxinfreiheit
am sichersten einhalten. Bei der Entwicklung des Verfahrens zur Isolation der
Fibrinogen- und Thrombinkomponente war deshalb im Hinblick auf eine klinische
Anwendbarkeit zunachst versucht worden innerhalb eines geschlossenen Systems

weiterzuarbeiten.

Beobachtungen zur Isolation der Fibrinogenkomponente

Aus der Vielzahl bekannter Methoden zur Herstellung eines Fibrinogenkonzentrates
aus Blutplasma wurde die Kryoprazipitation ausgewahlt. Neben der Fallungstechnik
Uben jedoch auch die Handhabung und der Ablauf der Arbeitsschritte zur Trennung
des Prazipitates vom Plasmaulberstand Einfluss auf die Reinheit der beiden
Komponenten aus. Die Beobachtungen aus den Vorgehensweisen der

Verfahrensentwicklung sollen im Folgenden beschrieben werden.

Geschlossenes System — Trennung im Plasmabeutel

Bei der Trennung des Fibrinogens vom Plasmauberstand im Plasmabeutel, wurde
der Beutel mit frisch gefrorenem Plasma Uber 12 h bei 4°C im Kihlschrank aufgetaut.
Das prazipitierte Fibrinogen haftete zum gréf3ten Teil in Form eines Konglomerates

von miteinander verbundenen Schlieren der Beutelwand an, der andere Teill
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schwamm als flockiger Niederschlag im Beutel. Zur Trennung der beiden Phasen
wurde ein zweiter Beutel an dem Schlauchende des Plasmabeutels steril
angeschweil3t und dann beutelnah mit Klemmen verschlossen. Zentrifugiert wurde in
einer groRen Kuhlzentrifuge in deren Rotoreinsatzen beide Beutel Platz fanden mit
3600 U / min (~ 2800 g) bei 4°C. Die Plasmabeutel sollten nach Mdglichkeit aufrecht
eingelagert werden, damit sich am Boden das Prazipitat sammeln kann. Durch die
Zentrifugalkraft wurde das Prazipitat zum Boden des Plasmabeutels gedrangt. Die
Wand des elastischen Plasmabeutels gab jedoch auch dem Druck nach und schlug
Falten in denen sich ebenfalls Prazipitat sammelte. Nach der Zentrifugation muf der
Plasmauberstand in einen zweiten Beutel Uberfuhrt werden. Dies kann entweder
manuell mit einer Federpresse oder maschinell durchgefuhrt werden. Beim Einlegen
in die Federpresse wurden die Beutel geglattet und es kam vor, dass ein Teil des
Fibrinogens sich vom Zentrifugat abloste. Diese abgeldsten Teile wurden dann
zusammen mit dem Plasmauberstand in den zweiten Beutel Uberfihrt und gingen
damit der Fibrinogengewinnung verloren. Beim Uberfiihren blieb auRerdem ein Teil
des Plasmauberstandes im Beutel der nicht abgepresst werden konnte. Das
Fibrinogenkonzentrat verflissigte sich bei Zimmertemperatur und wurde dann in
sterile Spitzen UberfUhrt und zur Lagerung erneut bei -20°C tiefgefroren. Der
Reinheitsgrad der Fibrinogen- und Plasmakomponente hing bei dieser Methode
wesentlich von der Ubung und Geschicklichkeit der durchfiihrenden Person ab,
sodass eine saubere Trennung, mit hoher Fibrinkonzentration und weitestgehend
fibrinogenfreiem Plasmauberstand daher nur bedingt reproduzierbar war. In einem
weiteren Ansatz wurde deshalb zugunsten einer besseren Reproduzierbarkeit sowie
eines hoheren Reinheitsgrades der Komponenten auf die Arbeit innerhalb eines

geschlossenen Systems verzichtet.

Offenes System — Trennung in Falconréhrchen

Im offenen System wurden die Beutel mit dem frisch gefrorenen Plasma im
Wasserbad bei 37°C erwarmt. Nach vollstandigem Auftauen wurde unter der
Sterilbank das Schlauchende der Beutel mit einem sterilen Skalpell eréffnet und das
Plasma in 50 ml Falconrohrchen uberfuhrt. Diese wurden erneut bei —70°C
tiefgefroren und anschlielend bei 4°C im Kuhlschrank Uber 12 h aufgetaut. Im

Falconrohrchen fiel das Fibrinogen als Niederschlag groRerer weiller Flocken aus.
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Dann erfolgte die Zentrifugation bei 3600 U / min (~ 2800 g) flr 10 min bei 4°C. Unter
der Sterilbank wurden dann die Falconréhrchen gedffnet und der Plasmaiberstand
mit einer Pipette abgenommen und in einer sterilen Schottflasche gesammelt. Dieses
Vorgehen erleichtere die Praparation ohne das Teile des Fibrinogenpellets sich
I6sten und in den Plasmaulberstand Ubertraten. Bei Zimmertemperatur verflissigte
sich das Fibrinogenpellet innerhalb  weniger Minuten, die flissige
Fibrinogenkomponente wurde dann in sterile Spritzen aufgenommen und erneut bei -

20°C tiefgefroren.

Verfahrensentwicklung zur Praparation von autologem Thrombin

Die folgenden Verfahren beschreiben jeweils unterschiedliche Ansatze zur
Gewinnung des autologen Thrombinkonzentrates. Ausgehend von etwa 200 ml
Blutplasma wurde nach Abtrennen des Kryoprazipitates der Plasmauberstand zur

Isolation des Prothrombinkomplexes weiterverarbeitet.

Entwicklung eines geschlossenen Einmalsets zur Thrombinpraparation

Im anfanglichen Ansatz wurde die Entwicklung eines Prototypen bestehend aus
einem Einmalset von in der Transfusionsmedizin Ublichen Plasmabeuteln mit
zwischengeschalteter Chromatographieeinheit verfolgt. Das Hauptanliegen dieser
Lésung war ein Arbeiten innerhalb eines geschlossenen Systems zu ermdoglichen
und damit das Arbeiten unter der Sterilbank oder einem Reinraum uberflissig zu
machen. Das Set umfasst alle Schritte zur Gewinnung des Thrombinkonzentrates
und der gerinnungsfaktorarmen Plasmakomponente, aufbauend auf der Gewinnung
von Fibrinogen im oben beschriebenen geschlossenen System. Nach Abtrennung
des Kryoprazipitates und Uberfuhren des Plasmauberstandes in einen zweiten Beutel

wurde dieser durch steriles Anschweif3en an das entwickelte Set konnektiert.
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Beutel mit
Plasmatiberstand nach
Trennung vom
Kryoprézipitat

Beutel mit
lonenaustauscher
(Sephadex A-50)

Auffangbeutel fur den
Plasmaiiberstand

Auffangbeutel fur den
Waschpuffer

Beutel mit
Waschpuffer

Spritze mit
Elutionspuffer

Chromatografieeinheit
Mit Glasfritte

Chromatografieeinheit
mit Sephadex G-50

Spritze zum Auffangen des
Thrombinkonzentrates

Abb.2 Skizze des Einmalsets zur Praparation im geschlossenen System.
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Nach Konnektierung des Plasmalberstandes an das Beutelset wurde der
Verbindungsschlauch gedffnet und das Plasma lief in den mit 8ml Sepadex A-50
gefullten Beutel. Dann wurde mittels einer Klemme der Rucklauf verschlossen. Auf
einer Kippschaukel wurde innerhalb eines Zeitraumes von 45min bei
Zimmertemperatur der grolte Teil des Prothrombinkomplexes (PBSB) an Sephadex
A-50 gebunden. Das Set wurde dann an einem Haken befestigt und Plasma und
Sephadex-A50 liefen Uber die erste Chromatographieeinheit bestehend aus einem
Glaszylinder mit Fritte. Durch Filtration wurden so Sephadex-A50 und der zweite
Plasmaulberstand voneinander getrennt. Das Sephadex A-50 wurde Uber der Fritte
zuruckgehalten und packte sich innerhalb des Zylinders zu einer Saule. Das
Restplasma wurde Uber den Dreiwegehahn in einen leeren Beutel geleitet, dort
gesammelt und dann verschlossen. Sobald sich Uber der Saule noch ein etwa 1 cm
Hoher Plasmaspiegel befand wurde der Hahn geschlossen, um ein Austrocknen der
Saule zu verhindern. Dann wurde die Verbindung zum Beutel mit dem Waschpuffer
geoffnet. Der Waschpuffer durchlief die Chromatographieeinheit und reinigte dabei
das Sephadex A-50 von anderen Plasmaproteinen. Wie der zweite Plasmauberstand
wurde er in einem eigenen Beutel aufgefangen und dieser mit einer Klemme
verschlossen. Auch hier wurde der Hahn geschlossen, sobald sich nur noch ein etwa
1cm hoher Spiegel aus Waschpuffer Gber der Saule befand. Im Anschluss erfolgte
die Applikation des Elutionspuffers. Dieser durchlief die Saule und verdrangte mit der
hohen Salzkonzentration den PBSB-Komplex vom lonenaustauscher (Sephadex A-
50). Das hierbei entstehende PBSB-Konzentrat wurde zur Entsalzung in die zweite
Chromatograpieeinheit mit Sephadex G-25 geleitet. Dort wurde der Uberschul der
Salzionen gebunden, die eine ungunstige Konformationsanderung auf das
auszubildende Fibrinnetz bewirken konnten (De Cristofaro and Di Cera 1992). Die
negativ geladene Glasoberflache der Chromatographiesaule bewirkte zugleich die
Aktivierung des Prothombins zu Thrombin. Das Konzentrat wurde in einer Spritze mit
0,5 ml einer 40mmol/ml CaCl-Lésung gesammelt. Die Spritze mit der

Thrombinkomponente wurde dann steril verpackt und eingefroren.

48



Insgesamt wurden mit diesem Prototypen zehn Durchlaufe getestet wobei folgende

Konzentrationen gemessen wurden:

Thrombinaktivitat in NIH Fibrinogen in mg/ml

1 0,4 13,6
2 0,7 9,09
3 0,6 25

4 0.7 4,29
5 0,4 21,75
6 0,5 7,88.
7 560 42,96
8 1,0 12,9
9 0,7 24,1
10 | 600 12,2

Die mit dem Einmalset hergestellten Thrombinkonzentrate ergaben Werte mit einer
sehr hohen Schwankungsbreite von 0,4 — 600 NIH einem Mittelwert von 129,39 NIH
und einer Standardabweichung von 244,47 NIH/ml. Dabei hoben sich die beiden
hohen Werte von 560 und 600 NIH sehr deutlich von den ubrigen Werten zwischen
0,4 und 1 NIH ab. Die Fibrinogenkonzentration betrug im Mittel 17,4 mg/ml mit einer

Standardabweichung von 11,4 mg/ml.

Das System erlaubte ein relativ komfortables Arbeiten in wenigen leicht zu
handhabenden Arbeitsschritten auerhalb der Sterilbank. Nach der Adsorption der
entsprechenden Gerinnungsfaktoren dauerte der ganze Vorgang jeweils etwa 90min.
Der die Geschwindigkeit bestimmende Schritt war hier die Trennung des Sephadex
vom zweiten Plasmaluberstand. Es war zu beobachten, dald die
Durchflussgeschwindigkeit mit der Menge des filtrierten Plasmas stetig abnahm.
Wahrend zu Beginn ein stetiger Plasmaflul in den Beutel zur Sammlung des
Uberstandes zu beobachten war konnte die Chromatographiesaule nach Durchflufd
von etwa 2/3 der Plasmamenge nur noch Tropfenweise passiert werden.
Desweiteren wurde beobachtet dass ein vollig horizontales Ausrichten des Systems

durch einfaches Aufhangen nicht erreicht werden konnte. Dadurch bildeten sich
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insbesondere beim Waschen und Eluieren in der Saule DurchfluBkanéle die eine
schnelle Durchfluligeschwindigkeit innerhalb dieser Kanale und eine langsame durch
den groften Teil des lonenaustauschers zur Folge haben mussten. Es ist davon
auszugehen, dal® deshalb ein betrachtlicher Teil des PBSB Komplexes nicht
ausgewaschen und im Eluat gesammelt werden konnte. Dies kdnnte auch eine
Erklarung daflr sein, dass in acht von zehn Proben eine nur sehr geringe
Thrombinaktivitat gemessen wurde. Eine andere Mdglichkeit ware, dald es zwischen
Herstellung und Messung zu einer Unterbrechung der Kihlkette kam und deshalb in
einigen Proben Thrombin aufgrund seiner relativ kurzen Halbwertszeit bereits
inaktiviert wurde. Auch bei der Thrombingewinnung wurde deshalb zugunsten einer
gegenuber Umwelteinflissen stabileren Versuchsumgebung das Arbeiten in einem

geschlossenen System aufgegeben.

Konstruktion einer autoklavierbaren Préaparationsvorrichtung

Ein weiterer Ansatz war deshalb die Entwicklung einer autoklavierbaren
Glaskonstruktion. Diese sollte bei Arbeiten unter der Sterilbank standardisierte
Bedingungen gewahrleisten um die durch das System entstehende FehlergrofRe zu

minimieren.
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Abb.3 Skizze der Praparationseinheit:

TN
— Reservoir
Plasma
K
.
Chromatographiesaule
4 Sephadex A-50

| ___— Sephadex G-25
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O

Falconrohrchen

Stativ

Mit der autoklavierbaren Praparationseinheit wurde das Ziel verfolgt
reproduzierbarere Ergebisse zu erzielen. Uber einer Chromatographiesdule wurde
ein Kolben mit einem Fassungsvolumen von 300ml befestigt. Nach Befullen der
Saule mit Sephadex A-50 wurde der Inhalt eines Beutels mit Plasmauberstand (ca.
200ml) in den Kolben gefiillt. AnschlieRend durchlief das Uberstandsplasma die
Saule, so dall der PBSB-Komplex am Sephadex anbinden konnte. Das Restplasma
wurde unter der Chromatographiesaule als Additiv fur Nahrmedien wieder
aufgefangen. Nach Durchlaufen des gesamten Plasmas erfolgte die Reinigung der
Saule mit Waschpuffer und letztlich die Ablésung des PBSB-Komplexes mit
Elutionspuffer. Das PBSB-Konzentrat wurde dann Uber einer zweiten Saule mit
Sephadex G-25 wiederum vom Salz befreit. Der an den negativ geladenen
Glaswanden zu Thrombin aktivierte PBSB-Komplex wurde dann ebenfalls in einem

Falconréhren aufgefangen, steril verpackt und eingefroren.

51



Ergebnisse aus der Praparation mit der autoklavierbaren Glaseinheit.

Nr. | Thrombinaktivitat in NIH Fibrinogenkonzentration in mg/ml
1 [414,0 14,6
2 [327,0 3,65
3 | 236,0 16,8
4 2410 21,52
5 |146,0 7,89
6 | 95,0 17,2
7 [ 215,0 9,33
8 | 142,0 43,6
9 [151,0 31,6
10 [193,0 17,98
11 [51,9 22,96
12 [216,0 15,56
13 [126,0 36,3
14 [184,0 18,52
15 [ 221,0 32
16 [ 221,0 43
17 [169,0 446
18 [ 161,0 31,88
19 (76,8 42,96
20 [137,0 2418

Die in der autoklavierbaren Praparationseinheit hergestellten Thrombinkonzentrate
zeigten eine wesentlich groRere Homogenitat der Thrombinaktivitat mit Werten von
51,9 — 414 NIH/ml. Das Volumen der Thrombinfraktion betrug 5,6 +/- 1,1ml, die
Aktivitat des autolog praparierten Thrombins betrug im Mittel 186,2 mit einer
Standartabweichung von +/- 81,1 NIH/ml. Die Fibrinogenkonzentration betrug im

Mittel 24,8 mg/ml mit einer Standardabweichung von 12,4 mg/ml.
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Vergleich der geschlossenen und offenen Herstellungsverfahren
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Im direkten Vergleich der beiden Verfahren zeigt sich eine hohere Ausbeute an
Fibrinogen und Thrombin sowie eine homogenere Verteilung der Werte bei der
Verwendung des offenen im Vergleich zum geschlossenen System. Im Mann —
Whitney Test sind diese jedoch nur in Bezug auf Thrombin auch statistisch signifikant
(p= 0,018). Im T-test fur unverbundene Stichproben ergibt sich fur Fibrinogen ein
Wert von p=0,13.

Weitere Anpassung des Prozesses wahrend der klinischen Préparation

Im Hinblick auf eine klinische Anwendung sollten einzelne Arbeitsschritte weiter
rationalisiert werden, um eine Praparation in kurzerer Zeit zu ermdglichen.
Insbesondere der sehr zeitaufwendige Schritt der Trennung des mit PBSB Komplex
beladenen Sephadex A-50 vom Plasmauberstand wurde deshalb erneut Gberdacht.
Mit fortschreitender Durchlaufmenge nahm die Durchflussgeschwindigkeit stetig ab.
Dies mag zum einen durch Zusammenpressen der Sephadexsaule durch das
obenaufliegende Plasma verursacht worden sein zum anderen durch Restmengen
von Fibrinogen die innerhalb der Saule auspolymerisierten und den Durchfluf3

verstopften. Eine wichtige Verbesserung hinsichtlich dieser Engstelle war das
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Umstellen auf eine sogennate Batch-Technik indem das Binden des
Plasmaulberstandes an Sephadex-A50 in einer rotierenden sterilen Schottflasche
stattfand. Im Anschluss wurde die Schottflasche fur einige Minuten stehengelassen,
so dass sich das Sephadex am Boden absetzten konnte, der zweite
Plasmaulberstand wurde dann mit einer Pipette aufgenommen und Uber der
Glassaule mit Fritte abfiltriert. Dieser Plasmaulberstand steht damit als Additiv fur
Nahrmedien zur Verfugung. In die Schottflasche wurde dann der Waschpuffer gefullt,
die Schottflasche wurde noch einige Male gedreht, und der Waschpuffer wieder bis
auf einen Rest von etwa 10 ml mit einer Pipette entfernt. Dieser Rest wurde dann
zusammen mit dem abgesetzten Sephadex A-50 in einer Pipette aufgenommen und
in den Glaszylinder mit Fritte gegeben. Es folgte das Abfiltrieren des Waschpuffers,
bis auf eine Restmenge von etwa einem ml Uber der Saule und das anschlieRfende
vorsichtige Aufbringen des Elutionspuffers. Das weitere Vorgehen gleicht der
vorausgehenden Beschreibung. Die fur die klinische Praparation entscheidende
Dauer der Thrombinpraparation konnte so von etwa 90 min auf etwa 20 min verkurzt

werden.

Abb. 4
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Ubersicht des gesamten Verfahrens
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Gewinnung des autologen Plasmas durch maschinelle Plasmapherese

Schockgefrieren des separierten Plasmas

Transport in das Praparationslabor

Auftauen des Plasmas im Wasserbad

Umflllen des Plasmas in Falconrorchen

Erneutes einfrieren des Plasmas

Auftauen bei 4°C Uber 12 h

Trennung des Préazipitates vom Uberstand durch Zentrifugieren

Abfullen und Einfrieren des prazipitierten Fibrinogens

Binden von Sephadex A-50 an den Plasmatberstand

Trennen von Sephadex A-50 und Plasmauberstand

Waschen von Sephadex A-50

Eluieren des Prothrombinkomplexes von Sephadex

Aktivieren von Prothrombin zu Thrombin

Stabilisation des Thrombins

Abfillen und Einfrieren der Thrombinkomponente
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Weitergehende Untersuchungen zur Klebefestigkeit des Fibrinklebers und zur Kultur von
Chondrozyten in einer Fibinmatrix wurden von Dipl. Ing. Jan David im Rahmen seiner Diplomarbeit
durchgefiihrt (David 1999).

Am immunkompetenten Tiermodell wurde das Verfahren zur Herstellung eines speziesspezifischen
Fibrinklebers als Matrix fiir das Tissue Engineering von Knorpelgewebe am Kanninchen im Rahmen

der Dissertation von Dr. med. Frank Wanjura angewendet (Wanjura 2002).

Die Konzeption und Durchfihrung der folgenden Anwendung erfolgte durch die Klinik far
Plastische- und Handchirurgie, Universitatsklinikum Freiburg (Direktor Prof. Dr. GB Stark).
Die Zellkulturen erfolgten unter Reinraumbedingungen in einem GMP-Labor der Firma

BioTissue - Technologies (Freiburg).

Anwendung des autologen Fibrinklebers als Zellmatrix im Tissue
Engineering zur Rekonstruktion eines Ohrmuscheldefektes am
Patienten.

Erstmals klinisch angewendet wurde die rein autologe Fibrinmatrix fur das Tissue
Engineering an einem 23-jahrigen Patienten der neben anderen Verletzungen
wahrend eines Arbeitsunfalls den mittleren Teil seiner rechten Ohrmuschel verloren
hatte. Zuvor war der Patient bereits vielfach an anderen Korperstellen operiert
worden, eine plastische Deckung durch ein Compositegraft des linken Ohres sollte

nach Madglichkeit vermieden werden da er keine Eingriffe winschte, die zu weiteren

sichtbaren Narben am Kopf fihren wirden.

(Abb. 5 a und b) Ansicht des
Ohrmuscheldefektes von hinten
und von der Seite.

Um jegliche Fremdkorperreaktion gegenuber dem gezichteten Transplantat

auszuschlief3en zu kénnen, wurden lediglich kdrpereigene Ausgangsmaterialien, d.h.
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autologe Chondrozyten und eine Matrix aus autologem Blutplama verwendet. Unter
Zuhilfenahme von Techniken der Epithetik sollte ein passgenaues und exakt dem
anatomischen Defekt entsprechendes Transplantat aus gezichtetem Knorpel

gefertigt werden.

Zunachst erfolgten daher eine in mehreren Schritten durchgefihrte Abformung des
Defektes und die Anfertigung einer sterilisierbaren Giel3¢form aus Silikon, in welcher

spater das Transplantat geformt wurde.

(Anfertigen der Silikonform durch Dr. U. Schneider, Universitatsklinikum Freiburg)

(Abb. 6 a, b und c) Mit zwei viscdsen A-Siliconen (Epiform flex and Epiform solid, Dreve, D-Unna) wurde zunachst
ein Abdruck des Defektes genommen. Nach Erstellen von Arbeitsmodellen aus Superhartgips und Synthetik
wurde dann eine Silikonhohlform mit einem Injektions- und zwei Entliftungkanalen angefertigt.

Vor der Gewinnung des autologen Knorpels wurden dem Patienten mittels
Plasmapherese drei Einheiten autologen Blutplasmas von 200-220 ml enthommen
die unter der Sterilbank nach dem entwickelten Verfahren zu autologem Fibrinogen
und Thrombin sowie einer serumartigen Fraktion separiert wurden.

Insgesamt konnten so 18ml Fibrinogenkonzentrat, 10 ml Thrombinlésung und 540 ml
serumahnliches  gerinnungsfaktorarmes Plasma gewonnen werden. Die
Fibrinogenkomponente erreichte dabei eine Konzentration von 35 mg/dl die
Thrombinlosung zeigte eine Aktivitat von 44 NIH/ml.

Im Rahmen eines ersten operativen Eingriffs wurde innerhalb einer minimal invasiven
Operation eine kleine Probe Knorpel aus dem rechten Rippenbogen am
costosternalen Ubergang entnommen. Die Biopsie wurde mit einem Skalpel in etwa
1mm?® messende Stiicke zerkleinert und enzymatisch (2mg/ml type Il Kollagenase
(Seromed, Germany) und 0.1 mg/ml Hyaluronidase (Serva, Germany) geldst in RPMI
1640 Medium (Seromed, Germany) bei 37°C uber 18 h verdaut.
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Die Zellvermehrung erfolgte dann in Kulturflaschen (Nunc, Naperville, USA) mit
modifiziertem RPMI 1640 Medium (10% humem autologem Serum, 2% Hepes, 1%
penicillin/streptomycin) unter Standartbedingungen. Das Medium wurde jeden
zweiten Tag erneuert, insgesamt wurde so innerhalb von 14 Tagen dreimal

passagiert und die Chondrozyten von 26 Millionen auf 58 Millionen Zellen vermehrt.

Nach Abernten der kultivierten Zellen aus der Monolayerkultur wurden die so
gesammelten Zellen in einer Spritze mit 2ml der autologen Fibrinogenlésung
vermengt, 0,5 ml der Thrombinldsung wurden in eine zweite Spritze geflllt. Durch
zeitgleiche Injektion der Chondrozyten/Fibrinogen- Suspension und Thrombinlésung
Uber eine Doppelspritze in die Siliconhohlform wurde dann das Transplantat geformt.
Wahrend des Einspitzens wurde das Fibrinogen mit Thrombin vermischt und zu

Fibrin auspolymerisiert.

(Abb. 7) Einbringen der Chondrozyten/Fibrinogen -
Suspension und  Thrombinlésung Uber eine
Doppelspritze und einen Adapter in die praformierte
Siliconhohlform, Uber zwei Entliftungkanale kann die

Restluft entweichen.

Zur Unterstitzung des Polymerisationsprozesses der Matrix wurde die
Silikonhohlform dann fur 20 min bei 37°Celsius im Brutschrank inkubiert. Das so
geformte Transplantat wurde entnommen und in einer mit Nahrmedium (5%
humanes autologes Serum, 2% Hepes, 1% Penicillin/Streptomycin, 100 000
Einheiten Aprotinin (Trasylol, Bayer, Deutschland) per 100ml) geflllten Petrischale
zur Reifung erneut fur 14 Tage unter Standartbedingungen im Brutschrank

aufbewahrt. Das Nahrmedium wurde alle 6h erneuert.
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(Abb. 8 a wund b) Bild des
Transplantates vor und nach 14-
tagiger Inkubation im Brutschrank.
Wahrend dieser Phase gewann das
Transplantat palpatorisch an
Festigkeit. Das Aussehen anderte
sich  von einem gelartigen
Erscheinungsbild zu einem eher
hyalin-knorpligem Aussehen. Die
Form blieb Uber die gesamte in-

vitro Kultivierung stabil und zeigte

keine Zeichen von Schrumpfung.

In einer zweiten Operation erfolgte die Implantation des gezlichteten Knorpels. Zu
diesem Zeitpunkt passte das Transplantat exakt in den vorbestehenden Defekt, das
Transplantat war fest genug um mit intercartilaginaren Einzelknopfnahten im Bereich
des Defektes am rechten Ohr eingenaht zu werden. Dann wurde mit einem gestielten
temporoparietalen Fazienlappen ein Neoperichondrium geschaffen welches das
Transplantat schitzen und erndhren sollte, im letzten Schritt folgte eine Deckung mit

vom Oberschenkel entommener Spalthaut.

(Durchfihrung der Operation durch Prof. Dr. GB Stark und Dr.med. D. Schéfer, Klinik fur

Plastische- und Wiederherstellungschirurgie, Universitatsklinikum Freiburg)

Praoperativer Einndhen des Heben des Umschlagen des  Deckung mit Postoperativer
Situs Knorpeltrans- Temporo- Gestielten Spalthaut Situs
plantates parientalen Fazienlappens

Fazienlappens

(Abb 9 a, b, ¢, d und f)

Um die Vitalitat des Lappens zu Beurteilen wurde postoperativ zwei Wochen lang
taglich die Wunde kontrolliert und der Verband gewechselt. Die Faden wurden am
7.postoperativen Tag entfernt. Um das Transplantat zu schutzten trug der Patient fur

drei Wochen eine daflr angefertigte Silikonform.
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(Abb. 10) Silikonschutzform die unter dem Verband getragen wurde
um das Transplantat wahrend der Einheilungsphase vor
Druckschaden zu schitzen.

Postoperative Beobachtungen

Nach einer anfanglichen Schwellung des Lappens im Transplantationsbereich
innerhalb der ersten Woche folgte eine Schrumpfung und Kontraktion des
Hauttransplantates. Durch diese Prozesse kam es besonders im Bereich der Helix zu
Verziehungen. Trotz eines kosmetisch nicht optimalen Ergebnisses konnte der
Defekt auch langfristig gedeckt werden. Palpatorisch liel sich unter der Haut des
Defektbereiches eine derbe feste Schicht ertasten die mdglicherweise eher
Faserknorpel entspricht. Da diese Schicht postoperativ mit zunehmender Dauer
ausdunnte wurde das Transplantat nach 12 Monaten nocheinmal mit Conchaknorpel

der Gegenseite unterlegt.

praeoperativ 7.Tag post OP 14.Tag post OP 3 Monate post OP 38 Monate post OP

Ansicht
seitlich

Ansicht
von

hinten

Reihe oben: (Abb. 11 a, b, ¢, d und e)
Reihe unten (Abb. 12 a, b, ¢, d und e)
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Zusammenfassender Uberblick:

—

Abformung des Defektes und Anfertigen einer Silikonhohlform

2. Gewinnung von Plasma mittels Plasmapherese

3. Herstellung von autologem Fibrinogen, Thrombin und serumahnlichem Plasma
4. Gewinnung einer kleinen Knorpelbiopsie aus Rippenknorpel

5. Isolation und Vermehrung der Chondrozyten in Monolayerkultur

6. Formen des Transplantates in der Hohlform aus Chondrozyten und Fibrin

7. Kultivieren und in-vitro Reifung des Transplantates

8. Implantation und in-vivo Reifung des Transplantates
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