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Ines Barz & Frank Engelmann

Cutane Mikrogewebspartikel -
Losungsansatze fiir eine

neue Technologie zur Behandlung
Schwerbrandverletzter

1 Problemstellung

Jahrlich werden in Deutschland etwa 15.000 Patienten mit thermi-
schen Verletzungen stationar behandelt, davon etwa 1.400 Falle mit
schweren und schwersten Verbrennungen intensivmedizinisch in
spezialisierten Verbrennungszentren. 20-30% der Patienten sind Kin-
der. Obwohl die Uberlebenswahrscheinlichkeit auch von Patienten
mit schwersten thermischen Verletzungen (80 %—-90 % verbrannte
Kérperoberflache, vKOF) in den letzten Jahrzehnten deutlich er-
hoht werden konnte, liegt die Sterblichkeitsrate noch immer bei ca.
20 %. (Hartmann & Ottomann 2009, Pallua & von Bilow 2006)

Die chirurgische Standardtherapie zur Behandlung thermischer
Verletzungen der Grade llb und lll besteht in der Entfernung der
irreversibel geschadigten Haut (Nekrosektomie) und der sofortigen,
permanenten Deckung der Wundflachen durch kdrpereigene (auto-
loge) Haut. Studien haben gezeigt, dass eine frihzeitige Nekrosek-
tomie die Uberlebensrate Schwerbrandverletzter signifikant steigert
(Burke et al. 1974). Da bei grofflachigen thermischen Verletzungen
jedoch keine ausreichend groRen Spenderareale zur Gewinnung
autologer Transplantate zur Verfligung stehen, kommen andere,
kostenintensive und weniger effektive Verfahren des Hautersatzes
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zum Einsatz. Dabei handelt es sich um verschiedene synthetische
oder biologische temporare Hautersatzmaterialien sowie gezlichtete
autologe Keratinozytentransplantate. Keines der angewandten Ver-
fahren ist jedoch derzeit in der Lage, eine dauerhafte Wiederherstel-
lung der normalen Funktion der Haut zu ermdglichen. Das Problem
der friihestmdglichen, dauerhaften Deckung kann trotz intensiver
Forschungen auf dem Gebiet des Tissue Engineering bisher nur
durch autologe Spalthaut sicher geldst werden (Vogt et al. 2007).

Ziel des Projektes ist daher die Verbesserung der Behandlung von
Schwerbrandverletzten durch die Entwicklung eines neuen Verfah-
rens zur Generierung autologer Transplantate mit maximaler Flachen-
vergrofierung durch die Anwendung von Mikrogewebspartikeln.

2 Stand der Technik

Um eine Expansion von patienteneigener Spenderhaut zu erreichen,
wurde seit Beginn des 20. Jahrhunderts eine Vielzahl an Methoden
entwickelt, die zwar im Rahmen tierexperimenteller Studien und Ein-
zelfallen zum Einsatz gekommen sind, aber nie in die klinische Praxis,
insbesondere der Behandlung Schwerstbrandverletzter, Gbernom-
men wurden. Eine Ursache dafir ist moglicherweise die Tatsache,
dass wesentliche biologische Parameter bezlglich der Wundhei-
lung nicht oder nur unzureichend bekannt sind. Diese sind aber
flr eine optimale Herstellung von Hauttransplantaten notwendig.

Gegenwartig finden bei der Behandlung von Brandverletzten im
europdischen Raum zwei Verfahren zur Expansion von Spalthaut
malgeblich Anwendung. Grundlage bei beiden Verfahren ist die
Entnahme der kérpereigenen Haut mit speziellen Dermatomen in
einer Dicke von 0,2 mm bis 0,4 mm. Im Anschluss wird die ent-
nommene Eigenhaut mechanisch bearbeitet und expandiert auf
die Wundflache appliziert. Dabei basiert das Mesh-Verfahren nach
Tanner und Vandeput auf der Erzeugung einer Gitterstruktur in der
Spalthaut und deren Aufweitung zu einem Gitternetz. Bei der Me-
thode nach Meek wird die Spalthaut in quadratische Partikel der
Grofde 3 x 3 mm zerteilt und mit Hilfe eines vorgefalteten Tragerma-
terials expandiert (siehe Abbildung 1 und 2, Kreis et al. 1994). Die



Abbildung 1: Verfahren zur Expansion autologer Spalthaut
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Meek-graft Mesh-graft [Jostkleigrewe2005]

Wundheilung erfolgt durch SchlieRen der Transplantatzwischen-
radume ausgehend von den Transplantatrandern durch sekundare
Epithelisierung.

Technisch sind mit beiden Verfahren Expansionen von 1,5:1 bis 9:1
maglich. Eine Erhéhung der Expansion fihrt zu einer VergréfRerung
der Transplantatzwischenrdume und bedingt damit langere Wund-
heilungsdauern. Eine Expansion > 4:1 wird daher nur in Ausnahme-
fallen angewandt, da sowohl die funktionellen als auch dsthetischen
Ergebnisse aufgrund der langen Epithelisierungsdauer unbefriedi-
gend sind.

Bei kleinen Expansionen wird in der klinischen Praxis Uberwiegend
das Mesh-Verfahren eingesetzt. Die das Projekt begleitenden Me-
diziner begriinden diesen Umstand damit, dass die Transplantate
einfacher und schneller herzustellen sind. Weiterhin ist weniger
Personal wahrend der Operation bzw. Transplantation erforderlich.
Die Handhabung von Mesh-Transplantaten wird jedoch mit zuneh-
mender Expansion schwieriger (»Spaghetti«). Werden Expansionen
groRer als 4:1 notwendig, kommmt haufig das aufwendigere Meek-
Verfahren zum Einsatz. Beim Meek-Verfahren wird bedingt durch
die Technologie immer ein zweites Operationsteam bendtigt. Der
grundlegende medizinische Vorteil des Meek-Verfahrens bei gro-
Ren Expansionen ergibt sich aus der Art der Expansion und ermog-
licht, dass die entstehenden Transplantatabstdnde gegenlber dem
Mesh-Verfahren bei gleicher Expansion deutlich geringer sind.
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3 Zielsetzung

Im mathematischen Ansatz des Meek-Verfahrens zeigt sich, dass
eine Erhohung der Expansionsrate bei gleichbleibenden oder ver-
ringerten Partikelabstanden nur durch eine Reduzierung der Par-
tikelgrofde moglich ist. Beispielsweise kann ausgehend von den
bisherigen Transplantatabstanden des Meek-Verfahrens bei einer
Expansionsrate von 1:4 durch eine Reduzierung der Partikelgrof3e
auf 1 mm x 1 mm bei annahernd gleichbleibendem Partikelabstand
die Expansionsrate theoretisch auf 1:15, bei einer Partikelgrofie von
0,5 mm x 0,5 mm sogar auf 1:50, erhoht werden (Abbildung 2).
Umgekehrt reduziert sich unter Beibehaltung der Expansionsrate
von 1:4 durch eine Verkleinerung der Partikel auf 1 mm x 1 mm der
bisherige Partikelabstand um ca. 60 %.

Es wird daher davon ausgegangen, dass sich mit diesem Szenario
des Einsatzes von »Mikrogewebspartikeln« sehr gute medizinische
Ergebnisse mit schnellen Heilungsraten und verringerter Narbenbil-
dung erzielen lassen.

Abhéngigkeit des Transplantatabstandes von
der GroRe der Partikel sowie der Expansionsrate

Max. diagonaler
Partikelabstand [mm)]

m 3,00
40,0 PartikelgroBe [mm] . 21,00

35,0
30,0
25,0
20,0
15,0
10,0

5,0

0,0

Expansionsrate 1:X

Abbildung 2: Diagonaler Partikelabstand in Abhdngigkeit von Partikelgréf3e
und Expansionsrate



FUr die Erarbeitung eines technischen Konzeptes zur Realisierung
einer Transplantationstechnologie auf der Basis von Mikrogewebs-
partikeln sind die folgenden drei operativen Schritte umzusetzen:

— Herstellung der Mikrogewebspartikel
— Expansion der Mikrogewebspartikel
— Transplantation der Mikrogewebspartikel

Eine wesentliche medizinische Anforderung bei der Herstellung ist
dabei die Reduzierung bzw. Vermeidung der Schadigung der Mi-
krogewebspartikel. Das ist notwendig, um eine grofstmagliche Vi-
talitat und damit Proliferationsfahigkeit der Partikel zu erhalten. Die
anschlieRende Expansion der Partikel sollte regelméaRig erfolgen.
Postoperativ muss die Methode der Transplantation eine Wundbe-
gutachtung bzw. einen frihzeitigen Verbandswechsel ermoglichen,

ohne einen Verlust der Transplantate zu verursachen.

Folgende wesentliche Hauptanforderungen fir eine neue Techno-
logie zur Behandlung Schwerbrandverletzter kdnnen zusammen-

gefasst werden:

Vermeidung einer Gewebeschadigung in allen
Schritten der zu realisierenden Prozesskette

sicherer und genauer bzw. reproduzierbarer
Verfahrensablauf/Prozess, insbesondere Erreichung
der gewunschten Expansion

Variabilitat in der Expansion (und Partikelgrof3e)
sichere und leichte Handhabbarkeit der Transplantate
sichere und einfache Bedienbarkeit der Geratetechnik
Integration in den Operationsablauf

sowie die Operationsumgebung,

insbesondere hinsichtlich der zeitlichen Restriktionen
Sterilisierbarkeit der Komponenten, welche Kontakt zur
Spenderhaut oder sterilem Personal haben

Erflllung der gesetzlichen

und normativen Anforderungen

Reduzierung von Kosten bzw. Rechtfertigung von
Mehrkosten durch Verbesserung von Behandlungs-
ergebnissen (Nachweis der medizinischen Leistungs-
fahigkeit, Barz & Engelmann 2011)

Ines Barz & Frank Engelmann

505



4 Losungsanséatze und Realisierung

Die Herstellung der Mikrogewebspartikel erfordert ein geeignetes
Verfahren zum Trennen des Gewebes in die gewlnschte Form.
Wesentliche Hauptanforderung an ein derartiges Verfahren ist die
Vermeidung einer Gewebeschadigung, insbesondere an den Schnit-
trandern. Alle bisherigen, im klinischen Alltag zum Einsatz kommen-
den, Techniken arbeiten mit mechanischen Schneidwerkzeugen.
Vordergrindig werden Messerwalzen genutzt. Bei diesen handeltes
sich um sterilisierbare Mehrwegprodukte mit einer, im Vergleich zu
geschliffenen Schneiden von Skalpellen, relativ breiten Schneidkan-
te. Ein erster Arbeitsschritt bestand daher, u. a. in der Untersuchung
des Einflusses der Schneidfdhigkeit mechanischer Werkzeuge
auf die Vitalitat und die Reepithelisierung der erzeugten Partikel.

Unter der Nutzung von mechanischen Schneidwerkzeugen wur-
den bzw. werden verschiedene Losungskonzepte untersucht. Die-
se kénnen in Bezug auf die Gleichformigkeit der entstehenden
Partikel in ein definiertes und undefiniertes Trennen unterschieden
werden. Die Losungsmaoglichkeiten differenzieren dabei sowohl
hinsichtlich der Schneidenform, Schneidenkontur und der Anzahl
der Schneiden der verschiedenen Werkzeuge als auch in Bezug
auf die angewandte Schnittart. Fir alle Konzepte ergeben sich fol-
gende Hauptanforderungen:
— Vermeidung bzw. Reduzierung einer
Gewebeschadigung, durch entsprechend hohe
Schneidfahigkeit (»Schérfe«)
— hohe Standzeit/ Schneidhaltigkeit der Werkzeuge
im zeitlichen Rahmen der Operation (Auslegung als
geschliffene Einwegprodukte)
— Flexibilitat der PartikelgrofRe
— Minimierung von Werkzeugkosten bzw. zusétzlich
notwendiger Verbrauchs- bzw. VerschleiRmaterialien
— einfache Handhabung ohne Gefahrdung des Personals

Cutane Mikrogewebspartikel — Losungsansatze fiir eine neue Technologie zur Behandlung Schwerbrandverletzter

Eine wichtige Anforderung an das Herstellungskonzept ist die Er-
zielung einer hohen Flexibilitat hinsichtlich der herstellbaren Parti-
kelgrofRe. Dabei sollte nicht nur die Notwendigkeit des generellen
Vorhaltens spezifischer Werkzeuge fir einzelne Transplantatsze-
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narien, sondern auch die Notwendigkeit eines Werkzeugwechsels
im Operationsverlauf vermieden werden. Der Operateur soll in der
Lage sein, die betroffenen Kdrperregionen entsprechend ihrer diffe-
renzierenden Anforderungen (z. B. kosmetisch wichtige oder funk-
tionell sensible Bereiche) mit den notwendigen Transplantaten, bei
Bedarf auch abweichend von der praoperativen Planung, versorgen
zu kénnen. Eine Variation der Partikelgrofe innerhalb eines Trans-
plantates stellt dabei das zu erzielende Optimum dar. Eine Proble-
matik bei der Nutzung mechanischer Schneiden zur Zerkleinerung
stellt das Anhaften der feuchten Spalthaut an den Schneiden dar.
Ein mdglicher Ansatz zur Losung dieses Problems, ist die Nutzung
ultraschallerregter Klingen. Durch die hochfrequente Oszillation,
kann die notwendige Schnittkraft deutlich reduziert und die Stand-
zeit des Schneidwerkzeuges erhdht werden. Gleichzeitig wird ein
Anhaften der Spalthaut vermieden.

Ein Verfahren zum undefinierten Trennen durch mechanische
Schneidwerkzeuge stellt das Mixen der Spalthaut mittels rotieren-
der Schneidmesser dar. Da sich am Markt verfligbare Standardge-
rate als ungeeignet flr aussagkraftige Ergebnisse erwiesen, wurde
ein eigenes Versuchsgerat konstruiert und gefertigt. In diesem
kommen als Schneidwerk herkdmmliche Skalpellmesser zum Ein-
satz, welche durch eine einfache Mechanik auf der Messerwelle
positioniert und ausgetauscht werden koénnen. Die Kuhlung der
Haut wahrend des Trennprozesses, erfolgt durch die Zugabe von
gekuhlter, steriler Kochsalzlosung. Die durchgeflhrten Versuche
zeigen die prinzipielle Machbarkeit. Die Technik erscheint zunachst
von der Handhabung sehr einfach und lasst sich insbesondere im
Hinblick auf die zeitlichen Restriktionen gut in den vorgegebenen
Operationsablauf einbinden. Problematisch ist jedoch, dass eine
Abhangigkeit der PartikelgroRe von der Prozessdauer nur unzurei-
chend definiert werden kann. Ebenso ist eine homogene Partikel-
grofRe nicht flr alle PartikelgroRen erreichbar. Damit ist die fur die
operative Planung notwendige Prozesssicherheit nicht gegeben.
Weiterhin ist die Schadigung der Partikel insbesondere bei geringen
PartikelgroRen hoher. Aus diesen Grinden wird, in Abstimmung mit
den das Forschungsprojekt begleitenden Medizinern, das Verfahren
des Mixens von Haut gegenwartig nicht weiterbearbeitet.

Ines Barz & Frank Engelmann
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Einen vollig neuen Ansatz stellt das Abtragen mittels Laserstrahl dar.
Die Technologie der Ultrakurzpulslaser ermdglicht das »kalte« La-
serschneiden temperaturempfindlicher Materialien und wird bereits
vielfaltig in der refraktiven Chirurgie eingesetzt. Wesentlicher Vorteil
dieser Methode ist die Mdglichkeit einer sowohl in GréRe als auch
Form vollkommen variablen Generierung von Gewebspartikeln
ohne Warmeinfluss und entsprechender Gewebeschadigung.

Im Projekt wird daflir ein Femtosekundenlaser genutzt. Da es
nicht moglich war die Lasertechnik in einer sterilen Umgebung zu
installieren, mussten flr die Durchfihrung von ersten Versuchen
spezielle Versuchskammern entwickelt werden. Diese ermagli-
chen eine sterile Bearbeitung der Spalthautproben bei gleichzeitig
sehr guter optischer Qualitdt des Strahlganges. Ziel erster Ver-
suche ist zunachst die Charakterisierung der Ablation von Haut-
gewebe durch Parameterstudien, um im Folgenden ein geeigne-
tes Parameterset zur Erzielung der notwendigen Schnitttiefe bei
gleichzeitig zeitlicher Optimierung des Prozesses (Maximierung
der Ablationstiefe bzw. Reduzierung der notwendigen Schnittan-
zahl) ohne thermische Schadigung zu erarbeiten. Dabei ergaben
sich in ersten Versuchen zwei grundlegende Probleme im Prozess:
— Probleme bei der Fokussierung
durch starke Inhomogenitaten der Haut
— Austrocknung der Haut wahrend
der Prozessdurchfiihrung

Ein spéaterer Einsatz im OP bedingt eine hohe Prozesssicherheit.
Eine Definition einzuhaltender Rahmenparameter hinsichtlich der
Qualitat der gewonnenen Spalthaut ist aufgrund der biologische Va-
riabilitat und des Entnahmeverfahrens kaum maoglich. Im Folgenden
ist es daher notwendig, den Einfluss verschiedener Faktoren (z. B.
Feuchtigkeit der Haut, Dickenunterschiede und Welligkeit der Haut-
oberflache) sowie die Toleranzen der einzelnen Laserparameter zu
ermitteln und gezielt aufeinander abzustimmen.

Prinzipiell kann die Aussage getroffen werden, dass bezuglich des
ersten operativen Schrittes, die Herstellung der Mikrogewebsparti-
kel, sowohl mechanische Schneidtechniken als auch die Lasertech-



nik genutzt werden kdénnen. Die Problematik bei der Auswahl bzw.
Weiterentwicklung erster geeigneter Konzepte besteht gegenwar-
tig darin, dass wesentliche, sowoh! die Wundheilung als endgulti-
ge ZielgroRe, als auch die Technologie beeinflussende, biologische
Parameter nicht oder nur unzureichend bekannt sind. Dies sind:
— die biologisch minimale sinnvolle PartikelgréRe und
— die Lage der Partikel zum Wundgrund

Beide Eigenschaften kénnten, in Bezug auf ihre im Hinblick auf eine
bestmogliche Wundheilung anzustrebende Ausprdagung, eine die
Technologie wesentlich bestimmende Restriktion darstellen. Fir
den Einfluss der PartikelgroRe muss angenommen werden, dass
sich die Epithelisierungspotenz der Partikel ab einer definierten
minimalen Partikelgrofe gegenlaufig zu den erzielten Vorteilen der
Reduzierung der Partikelabstande durch Minimierung der Grofl3e
verhalten wird. Dabei kdnnte die Grofse der Partikel gleichzeitig ei-
nen Einfluss auf die notwendige Lage der Partikel zum Wundgrund
besitzen. Zu beiden Fragestellungen finden sich in der Literatur dif-
ferenzierte Aussagen.

Eine Beantwortung dieser medizinischen Fragestellungen kann
jedoch nur durch in-vivo-Versuchsdurchfiihrungen erfolgen. Daher
waren sehr frih im Entwicklungsprozess erste Tierversuche not-
wendig, welche zunachst mit einem einfachen Versuchsaufbau zur
Evaluierung von Technik und Tiermodell in kleiner Zahl durchgefiihrt
wurden. FUr eine Verifizierung der ersten Versuchsergebnisse war
es notwendig eine Folgesystem zu entwickeln und zu fertigen, mit
welchem eine deutlich reduzierte Herstellungszeit der Transplantate
erreicht werden kann. Grundlage daflr waren u. a. die Erfahrungen
aus den ersten Tierversuchen. Das System ermdglicht eine au-
tomatisierte und reproduzierbare Herstellung der verschiedenen
Transplantate. Dazu wird die Spalthaut mittels eines Stanzwerk-
zeuges geschnitten und entsprechend dem Transplantatszenario
geometrisch und lagerichtig definiert abgelegt. Aufgrund der ge-
ringen Formstabilitat derart kleiner Hautpartikel sowie der starken
Adhasionsneigung war die Hauptproblematik dabei die Realisierung
einer prozesssicheren und gewebeschonenden automatisierten
Handhabung der Partikel.

Ines Barz & Frank Engelmann
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Die Herstellung und Expansion von Mikrogewebspartikeln mit ei-
ner derartigen automatisierten Handhabungstechnologie ist sehr
aufwandig und trotz der hohen Verfahrgeschwindigkeiten sehr
zeitintensiv. Das Konzept basiert jedoch auf der Idee, individuelle
Transplantate zu erzeugen, deren Aufbau sich ausschlieRlich an
den spezifischen Gegebenheiten der Wundgeometrie sowie der
Korperregion orientiert. Dazu ist es notwendig mittels geeigneter
Bodyscanning-Technologien, einen 3D-Datensatz der geschadigten
Korperteile des Patienten zu erzeugen. Diese ermdglichen es, in Ver-
bindung mit einer Flachenrickflihrungssoftware mafigeschneiderte
Transplantate, etwa flr Gelenkregionen, zu generieren. Hierbei kann
der Operateur, je nach funktionellen und asthetischen Erfordernis-
sen, die GroRke der Mikrogewebspartikel und die Expansionsrate
variieren. Somit werden die vorhandenen Ressourcen an Spalthaut
optimal genutzt.

5 Zusammenfassung und Aushlick

Nach dem gegenwartigen Stand der Arbeiten kann aus ersten
Versuchsreihen belegt werden, dass die Nutzung cutaner Mikro-
gewebspartikel einen Losungsansatz flr die bessere Versorgung
Schwerstbrandverletzter darstellen kann. Die mechanisch herge-
stellten und transplantierten Gewebspartikel sind vital und besitzen
eine entsprechende Proliferationspotenz. Die mechanische Herstel-
lung eignet sich gut, um die noch offenen medizinischen Fragestel-
lungen in fortfihrenden Tierversuchen zu beantworten und erlaubt
einen Vergleich zur bisher angewandten Meek-Technik.

Hinsichtlich des umzusetzenden Ldsungskonzeptes bezlglich der
Herstellung der Mikrogewebspartikel flr den spateren OP-Einsatz,
sind sowohl eine mechanische Ldsung, als auch ein Trennen mittels
Lasertechnologie denkbar. Ein Nachteil der mechanischen Ldsung
besteht in der geringeren Flexibilitat gegeniber der Lasertechnik.
Durch die hohe Flexibilitat dieses Wirkprinzips ist es moglich, mal3-
geschneiderte Transplantate zu generieren. Eine Voraussetzung
daflr ist die Losung der im Punkt 4 aufgefihrten Probleme. Mit
der Lasertechnik kdnnen bei gleichzeitig guten funktionellen und &s-
thetischen Ergebnissen, die vorhandenen Ressourcen an Spalthaut,



nach dem gegenwartigen Stand der Bearbeitung des Projektes, op-
timal genutzt werden. Dies wiederum kann bedeuten, dass weniger
Operationen notwenig sind und die Verweilzeit in medizinischen
Einrichtungen verklrzt werden kann. Eine gesicherte Aussage, wel-
ches Wirkprinzip die Grundlage fur die Herstellung von Hauttrans-
plantaten aus cutanen Mikrogewebspartikel unter OP-Bedingungen
ist, kann erst nach der eindeutigen Klarung aller die Technologie be-
einflussenden biologischen Parameter getroffen werden. BezUglich
des zweiten erforderlichen operativen Schrittes, der Expansion der
erzeugten cutanen Mikrogewebspartikel, wurden verschiedene Lo6-
sungskonzepte erarbeitet. Dies erfolgte parallel zur Erarbeitung von
Losungen fur ein geeignetes Verfahren zum Trennen des Gewebes.
Welches Ldsungsprinzip alle in Bezug auf die bei der Expansion zu
realisierenden Anforderungen erflllt, hangt wiederum wesentlich
von der Klarung der biologischen Parameter ab. Von grofser Bedeu-
tung ist hierbei eine gesicherte Aussage Uber die erforderliche Lage
der Partikel zum Wundgrund. Weiterhin ist es von dem gewahlten
Losungskonzept zur Herstellung der Mikrogewebspartikel abhangig.
Technisch ist es aber moglich, flr alle Szenarien Ldsungen zum spa-
teren OP-Einsatz zu generieren. Gegenwartig befinden sich erste
Loésungsprinzipien in der Entwicklungsphase. Es ist geplant, diese
im Zuge der Durchfihrung von weiteren Tierversuchen zu testen.
Dadurch soll es moglich sein, frihzeitig Aussagen zur Prozesssi-
cherheit der einzelnen Ldsungskonzepte treffen zu kénnen.
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