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1. Einleitung 1

1. Einleitung
1.1. Freie myokutane Lappen

Die chirurgische Behandlung von ausgepragten Deifekler Korperoberflache stellt eine
besondere Herausforderung fir die operative Pi€hirurgie dar. Um das bestmogliche
Behandlungskonzept zu finden, muissen patienterfigme Faktoren, Defektgenese, -
lokalisation, - ausdehnung, zu rekonstruierendek8iren und maogliche Kontamination des
Defekts berticksichtigt werden [44]. Freiliegendenia, Sehnen, Knochenanteile und
Fettgewebe verbieten die Transplantation von nichrimar vaskularisierten
Hauttransplantaten. Auch uber Gelenkregionen sip@ltS oder Vollhauttransplantate
nachteilig, da sie haufiger zu Narbenstrangen fiilued somit die Beweglichkeit stark
einschranken kénnen. Des weiteren gilt es zu beachiass bei Verletzungen der oberen
Extremitat eine sensible Defektdeckung mit maxim&lewegungsfreiheit entscheidend ist,
wéhrend die Versorgung der unteren Extremitat Wemader mechanischen Beanspruchung
gerecht werden sollte [115, 146].

Hier eignen sich freie oder lokale myokutane Gewele unabhangig von der Durchblutung
des umgebenden Gewebes sind und primar ihre eiGef@3versorgung mitbringen. Der
Begriff Transplantation beschreibt eine Ubertragwmom Organen, Zellen oder Geweben
zwischen zwei, durch Gewebe voneinander vollstaggigennte Korperbereiche. In Indien
wurden bereits 600 v. Chr. Nasenrekonstruktionen@ewebe des Oberarmes notwendig, da
Bestrafungen von Kriminellen in dieser Zeit haufigrch Amputation der Nase stattfanden.
Ahnliche ,Operationen“ sind auch aus Agypten undn@hbeschrieben. Diese Operationen
hatten jedoch den Nachteil, dass die transplaatiggewebe allein von der Durchblutung der
umgebenden Gewebestrukturen abhangig waren. Dasnairahe Wissen der Chirurgen
begrenzte sich lange Zeit auf die Stamm- und HaigRe der Muskulatur. Erst 1889
beschrieben Carl Manchot und 1936 Michel Salmonaillierte mikrozirkulatorische
Erkenntnisse Uber kutane, subkutane und transnirgkGefaldversorgungen [88, 126].

Als einer der wichtigsten Wegbereiter der chirurgen Transplantationen im Sinne primar
vaskularisierter Transplantate gilt Alexis Carredl873-1944). Er beschrieb 1902 die
Verbindung zweier BlutgefaRe mit feiner Seide imeei einreihig fortlaufenden Naht
(Carrelsche Naht). 1908 entdeckte er in Zusammeitarbt Charles Claude Guthrie (1880-
1963), dass der Organstoffwechsel durch eine kahstlHypothermie vermindert werden

kann und das transplantierte Gewebe somit |Ang&omeervieren ist. Zusammen verfassten
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sie die Schrift,The transplantation of veins and organsivelche allgemein als Grundlage
der Gefal3- und Transplantationschirurgie angesefrei22].

Ende des 19. Jahrhunderts beschaftigte sich dienische Professonginio Tansini mit den
ungunstigen &sthetischen und funktionellen Folgérnaen nach Mastektomie. 1896
veroffentlichte er Ergebnisse seiner ForschungRiitkenhautlappen in der Fachzeitschrift
Riforma Medica Die distalen Anteile des Lappens wiesen dabeidsgaNekrosezonen auf
und er untersuchte im anatomischen Institut zu atle morphologischen Besonderheiten
dieser Region. Dabei erkannte er die Bedeutung Alderiae perforantes, die die
Blutversorgung des Muskels und der daruber betthdin Haut sichern. Daraus entwickelte
er eine Lappenplastik, die nicht nur die Haut, ssndauch einen grof3en Anteil der
darunterliegenden  Muskelschicht umfasste [91]. Dagro3e Potential der
Lappentransplantation wurde zu jener Zeit jedochhtnihinreichend erkannt und die
Wundversorgung mit Lappentransplantaten in denasgntind gedrangt. Man griff auf einen
einfachen Wundverschlul3 mit Hauttransplantaten curérst 1939 wurde die Latissimus-
Dorsi-Lappentransplantation wieder aktuell. Hutshirbenutzte diese Methode, um
freiliegende GefalRe nach Axillaausraumung zu deakesh Lymphddeme durch die gute
Durchblutung dieses Muskels zu verhindern [60]. d&m@m geriet die Lappentransplantation
in Vergessenheit. Erst 1976 untersuchte Olivareetrden Musculus latissimus dorsi (LD)
und erkannte seine Vielseitigkeit und die Problesigkeit, mit der dieser Lappen gehoben
und auf die verschiedensten Gebiete transferiedevekonnte [107].

Die Verbesserung der chirurgischen Nahttechnikethdia Verfeinerung der Mikrochirurgie
bedeuteten weitere entscheidende Fortschritte iVé@ewendung des LD-Lappens. 1978
wurde zum ersten Mal durch Maxwell et al. Ergelmisach Transplantationen freier LD -
Lappen veroffentlicht [90]. Seither konnte die Verwdung der freien myokutanen Latissimus
dorsi Lappen (FMLD) verbessert und optimiert werdemd gilt als eine der
Standardmethoden fur die Deckung grofRer und pradtisomer Weichteildefekte im Bereich
des Kopfes, des Oberkorpers und der oberen Exaenttauptsachlich wird der FMLD
jedoch zur plastischen Deckung freiliegender Stmeki und ausgedehnter Weichteildefekte
der unteren Extremitat genutzt [115]. Die LD-Hebumgd Anastomosierung in das
Empfangerareal konnte in den letzten Jahren deutlerbessert und so die Ergebnisse
optimiert und die Zufriedenheit der Patienten ethéerden [104, 125]. Zwischenzeitlich
wurde die endoskopische LD-Lappenhebung besondarsidr Weichteilwundversorgung
von jungen Kindern wegen kleinerer Hebedefektwuneiagesetzt [128]. Jedoch handelt es

sich um ein zeitaufwendiges und technisch schwasriyerfahren, dessen Vorteile nicht
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bestatigt werden konnten. Eine ebenfalls mogliane wor allem bei einem Weichteiltrauma
mit zusatzlichem Knochenverlust sinnvolle Methodedie LD-Lappenplastik mit Anteilen
der Scapula [2].

Der Radialislappen wird auch als “Chinese forealap”f bezeichnet und kann sowohl als
freies Lappentransplantat oder Insellappen verwenwaeden. Aufgrund des relativ grof3en
GefalRdurchmessers kénnen vaskulare Anschlissengstomosiert werden [89]. Dariber
hinaus zeichnet sich der Radialislappen durch s¥ieéseitigkeit aus. Denn neben seiner
Verwendung als reiner muskulérer Lappen kann en au&ombination mit Faszien, Sehnen-
und Knochenanteilen sowie Nerven zum Einsatz komiih4n98, 103].

Die Verwendung freier myokutaner Lappen zur TheragrolRerer Gewebedefekte ist
zunehmend zur Routine geworden. Entsprechend et auch das wissenschaftliche
Interesse von primar klinischen Aspekten wie Opengtechniken und Methode zur
Sicherung desselben wie postoperatives Monitoringr dDurchblutung hin  zu
grundlagenwissenschaftlichen Fragen gewendet. Wiiker die Frage nach dem Uberleben
des Lappens, so richtet sich heute das Interedsdieapathophysiologischen Vorgange vor,
wahrend und nach dem GefalRanschlu3. Entsprechaoktwwanehmend die Aufmerksamkeit
an einem reinen Monitoring der Durchblutung einartedesse an den biochemischen und
immunologischen Veréanderungen nach freier Lappepgewansplantation. Es wird
zunehmend klar, dass die Transplantation eines FMIrtDbesonderes, weil elektives und
autologes Transplantationsmodell in der Klinik dais mit dem Ischamie-

Reperfusionsvorgange gezielt analysiert werden &dnn
1.2. Mikrodialysetechnik

Um pathophysiologische Vorgange in den verschiggean&eweben unter physiologischen
und pathologischen Bedingungen verstehen und aesdys zu konnen, muissen
Konzentrationsanderungen und Stoffwechselveranderurdirekt und lokal messbar sein.
1966 wurde erstmals durch Bito et al. [12] einehFek beschrieben, mit dén vivo Proben
aus dem interstitiellen Gewebe gewonnen werdentkonrtin mit einer Zucker-Elektrolyt-
Losung gefillter ,,Dialysesack” wurde in das subkt&ewebe implantiert und dort mehrere
Wochen belassen. Er wurde spéater entfernt und BeRehd auf die Konzentrationen von
Aminosauren hin untersucht. Eine Weiterentwicklymmgsentierte Delgado et al. 1972 [30].
Sie erfanden eine Kanlule, die in einer Dialysemambendete und Uberwachten so die
intrazerebrale Perfusion bei Affen. Um dartber bgachnellere und fortlaufende Ergebnisse

uber Neurotransmitterkonzentrationen im Hirn zua#dn, entwickelte Ungerstedt einen
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Katheter, der die Funktion einer Blutkapillare nacmen sollte [140]. Nach Einbringen des
Katheters in das zu untersuchende Hirngewebe wuaake Kathetersystem mit einer
Perfusionsfliissigkeit durchspiilt und so eine Agudtion mit der Umgebung hergestellt. Da
die Perfusionsflissigkeit mit standardisierter Hiellytlosung in einer festgelegten

Geschwindigkeit das Kathetersystem durchfloss, ewies alle abweichenden

Substanzkonzentrationen auf eine Veradnderung deffwgchselprozesse im umgebenden
Gewebe hin. Auf diese Weise konnten bereits zattlieeiDaten Uber pathophysiologische
Vorgéange im Hirn analysiert werd¢ss, 63. Durch die Mikrodialyse konnten metabolische
Vorgange und ischadmische Situationen in vielen cleeslenen Gewebearten erforscht
werden. Besonders in der Neurochirurgie hat sieh Monitoringmethode bereits klinisch

etabliert [105, 112]. Wahrend zu Beginn der Entwiok die Mikrodialysetechnik

vorwiegend im Bereich der Neurowissenschaften aageitwurde, kann man sie heutzutage
in fast allen medizinischen Bereichen finden. Digkiddialysetechnik hat sich somit sowohl
zu einem anerkannten diagnostischen Mittel im Khiltag als auch zu einem wertvollen

Instrument in der medizinischen Forschung entwickel

Abbildung 1: Katheteraufbau

.//' Ringerldsung

\

Diffusion von
Substanzen
unter 20 kDa

Semipermeable
Membran

Die Technik der Mikrodialyse besteht grundlegend &iner Mikrodialysepumpe, einem
Kathetersystem, einem Sammelbehaltnis (Microvial) einem Analysegerat. Sie beruht auf
dem Prinzip der Diffusion von Substanzen aus detraZrllularflissigkeit in das

Katheterinnere. Eine Perfusionsfliissigkeit wird airter konstanten Geschwindigkeit entlang
einer semipermeablen Membran geleitet. Hier konsrtlteeinem Ubertreten von Stoffen in

Richtung des Konzentrationsgefalles. Nachdem dituglonsflissigkeit die Katheterspitze



1. Einleitung 5

erreicht hat, wird sie in das Katheterinnere gete{Abbildung 1). Hier kann also keine
weitere Veranderung der Substanzkonzentration rsigtifinden. Dieses Prinzip ermdglicht
das Monitoring von Konzentrationsdnderungen derengchiedlichen Substanzen zu

verschiedenen Zeitpunkten.
1.3. Untersuchte metabolische Parameter

Perfusion, Ischamie und Reperfusion kdonnen dirdddr (eine Darstellung des Blutflusses
beispielsweise in Form von Doppler-Sonografie, Bplagthysmografie, mit Hilfe des
Fluoreszein-Tests oder der Hydrogen-Clearance-Tlecl@®] gemessen werden. Indirekt
erlaubt die Messung von metabolischen Substanrenfaissage Uber die Energieversorgung
und — umsetzung im Gewebe.

Die Umwandlung von Glukose in Pyruvat wird als Gligse bezeichnet. Diese
Reaktionskette kann in drei Abschnitte eingetedtrden. Im ersten Abschnitt wird Glukose
phosphoryliert, isomerisiert und erneut phospheryliIm zweiten Abschnitt wird das
entstandene Fructose-1,6-bisphosphat durch einelaslie gespalten, anschlieRend oxidiert
und erneut phosphoryliert. Im letzten Abschnitt dvinun unter Wasserabspaltung und
Umlagerung einer Phosphorylgruppe Phosphoenolpymyetildet. Dieses Zwischenprodukt
wird schlief3lich in Pyruvat verwandelt. Insgesamiiseehen bei der Umwandlung aus einem
Molekil Glukose zwei Molekille Pyruvat. Dabei werdemei Moleklle ATP frei. Pyruvat
kann auf dreierlei Weise weiterverwertet werden b@lle 1). Hefen und andere
Mikroorganismen wandeln Pyruvat uber das Zwischespkt Acetaldehyd in Ethanol um.
Dies bezeichnet man auch als alkoholische Garungoheren Organismen wird bei einem
Mangel an Sauerstoff Pyruvat in Laktat umgewandgkse Verarbeitung von Pyruvat wird
durch die Laktat-Dehydrogenase katalysiert. Beidmlionen stellen keine Oxidations-
Reduktions-Reaktionen dar, da das entstehende NAbremd der Reaktionen wieder zu
NADH regeneriert wird. Letztlich wird dennoch nunekleiner Teil der Energie aus dem
anaeroben Glukoseabbau gewonnen. Der weitaus gf@8tentsteht aus der Atmungskette
und dem Citratzyklus. Hierbei wird Pyruvat in dentddhondrien zu Acetyl-Coenzym A
(CoA) umgewandelt.
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Tabelle 1: Pyruvatumwandlung

Mikroorganismen, Hefen - 226 kJ/mol

Pyruvat + H = Acetaldehyd + C®
Acetaldehyd + NADH + A - Ethanol + NAD

Hohere Organismen, anaerolp

- 197 kJd/ma

Glukose +2ADP - 2Laktat + 2ATP + 25D

Hohere Organismen, aerob | -2881 kJ/mol

Pyruvat + NAD+ CoA = Acetyl-CoA + CQ + NADH

In der vorliegenden Arbeit wurden die Konzentratiorvon Glukose, Laktat, Pyruvat und
Glyzerol gemessen. Wie in Abbildung 2 gezeigt, wivélhrend der Perfusion das Gewebe
ausreichend mit Glukose versorgt und im Stoffwethgd?yruvat umgewandelt. Dieses wird
zu einem kleinen Teil zu Laktat verstoffwechsel§hrend der weitaus grof3ere Anteil Uber
CoA in den Zitratzyklus gelangt und dort fur die R‘Produktion zur Verfigung steht.
Folglich findet sich wahrend der normalen Perfusmines Gewebes eine ausreichende

Glukosekonzentration und ein niedriger Laktat-PgteQuotient.

Abbildung 2: Die Konzentrationsanderung metaboliscler Parameter wahrend Ischamie und Perfusion

f Glukose

f Energie +

 Pyruvat—s ¥ Laktat P «—

Glukose ¥

Pyruvat W

¥

| — Energie ¥

|

Glyzerol #

Wird ein Gewebe minderperfundiert oder ist isch@mjso ist auch die Glukosekonzentration
vermindert. Das gewonnene Pyruvat wird unter digdemstdnden in grof3en Anteilen zu

Laktat umgewandelt, da keine Energie fir den Ztfdus zur Verfligung steht. Folglich
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erhoht sich der Laktat-Pyruvat-Quotient und dielefeldes minderperfundierten Gewebes
werden abhangig von einer anaeroben ATP-Produkiiias allerdings mindet in eine
verminderte Zellfunktion oder — bei langerer Mingenfusion oder Ischamie — in einen
Zelluntergang. Diese Situation wiederum fuhrt zneeierhdhten Glyzerolkonzentration, da
diese Substanz ein Bestandteil der Zellmembrarumst bei einer hypoxisch bedingten

Zelllyse frei wird.
1.4. C3a

Das Komplementsystem ist ein potentes Abwehrsystgggen Mikroorganismen und
membrangebundene Pathogene (Abbildung 3). Daribeu$ wird das System durch
Entzindungsreaktionen, Traumen und Ischamie-Regerfsvorgange aktiviert [96]. C3 ist
die dritte Komponente des Komplementsystems. Esinat Gro3e von 187,163 Kilodalton
(kDa) und besteht aus 1663 Aminosauren. C3 besitanlichkeiten zu anderen
Komplementfaktoren wie C4, C5 und Alpha-2-Makroglhi. Das Gen fir C3 ist auf dem
kleinen Arm von Chromosom 19 lokalisiert. Grundgékesind zwei verschiedene Formen
bekannt: C3s (C3slow) und C3f (C3fast), wobei C%si &llen menschlichen Volkern
anzutreffen ist und C3f vornehmlich bei Kaukasiemeniger haufig bei schwarzen
Amerikanern und selten bei orientalischen Volkern.

C3 wird uber eine selektive Proteolyse auf direktemd indirektem, sowie tUber den Lektin-
Weg aktiviert. Klassisch werden zuerst C1 und C2ivakt, von C4 ein 4arg-Anteil
abgespalten und so zwei Anteile freigelegt. C2b Gdd lagern sich zusammen und bilden
nun eine C3-Konvertase. Der alternative Weg isegakeichnet durch einen spontanen bzw.
schnellen Zerfall von C3 in C3a und C3b. C3a wiakd Anaphylatoxin, C3b bindet an
Zelloberflachen. Handelt es sich um eine korpereggéelle, wird es rasch inaktiviert. Auf
pathogenen Oberflachen bleibt es aktiv und bind&td¥ B und wird so zum C3bB-Komplex.
Durch Abspaltung von Ba verandert sich der KommexC3bBb und wird nun als ,C3-
Konvertase des alternativen Weges" bezeichnetLBlin-Weg ist gekennzeichnet durch die
Bindung von Lektin (MBL) an Mannose oder N-Acetylo®osamin auf pathogenen
Zelloberflachen. Dadurch werden die Proteasen MASIASP-2 und MASP-3 aktiviert, die
die gleiche Reaktionen wie auf dem klassischen Wagorrufen. Auch hier bilden wieder
C2b und C4b einen Komplex und damit ebenfalls deeKGnvertase. Die C3-Konvertase
kann also in zwei unterschiedlichen Formen vorlede3bBb und C4bC2b, und spaltet mit
hoher Aktivitat C3 in C3a und C3b.
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Abbildung 3: Das Komplementsystem (nach Lo6ffler, Baiswissen Biochemie, Springer-Verlag)

Lektin ‘ Klassischer Weg ‘

Clq,Clr,Cls = : Antigen-Antikorperkompl ex
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C2a 4% C5a
¥
C4b2b C5b
—— C6
c3 ﬁb C3b c7
—— C38
L3a co
v " » aktivierend

Lytischer Komplex

C3a besteht aus 77 Aminosauren bei einer GroR&Qw&hDa. Es wird aufgebaut aus einer
einzelnen Kette, die einen 8-prozentigen Zystembnind eine endstandige kationische
COOH-Region aufweist. Eben dieser endstandige Argeialler Wahrscheinlichkeit nach
verantwortlich fir die Interaktionen zwischen C3alzellularen Rezeptoren. Die Rezeptoren
sind G-Protein gekoppelt und an Granulozyten, Mgtez und Mastzellen zu finden, sowie
auf aktivierten Lymphozyten und nervalem Gewebe, [380]. C3a — auch C3a
Anaphylatoxin genannt — spielt eine wichtige Rdiés lokalen Entzindungsprozessen [137].
Es fuhrt zur Kontraktion von glatten Muskelzellenhoht die Gefal3permeabilitdt und steigert
die Histaminfreisetzung aus basophilen Leukozyted Mastzellen. Zudem moduliert C3a
die Zytokinproduktion. Im Wesentlichen soll C3a daflie Produktion von Interleukin-1 und
Tumornekrosefaktos- (TNF- o) von ortsstandigen Monozyten erhéhen und die Praolukt
dieser Stoffe durch zirkulierende Zellen vermind¢i36]. C3a stellt somit einen nicht
unwesentlichen Faktor des inflammatorischen Systelas der sowohl pro- als auch

antiinflammatorisch wirkt [67]. Aul3erdem bestehtt nioher Wahrscheinlichkeit eine
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Verbindung zum blutbildenden System. So konnte hebtet werden, dass C3 durch das
Knochenmark in C3a und C3b aktiviert wird und hapatetische Zellen (hematopoetic
stem/progenitor cells = HSPC) retiniert werden l&mfl17]. C3a-Rezeptoren kdnnen vor
allem an der Oberflache aktivierter T-Lymphozytesfumden werden und spielen daher
moglicherweise eine Rolle bei T-Zell-vermitteltemakikheiten, wie beispielsweise atopische
Hautreaktionen, Vaskulitiden oder Autoimmunerkramien (Myasthenia gravis, Hashimoto-
Thyreoiditis) [145.

1.5. Interleukin—8

Die Hauptform des Interleukin—8 (11-8) ist ein Reiwt mit einer Grof3e von 8 kDa bestehend
aus 72 Aminosauren. Es wird aus einem 99-Aminosélarggen Prakursor durch Abspaltung
verschiedener Sequenzen gebildet, wobei unterdattied=ormen des II-8 entstehen kdnnen.
Das veradnderte AVLPR-II-8 ist ein um 5 Aminosaureerlangertes II-8-Molekul und
identisch mit FDNCF (fibroblast-derived neutropbtiemotactic factor). Die biologischen
Eigenschaften von II-8 &dhneln sehr stark denenNd&RB-2 (neutrophil-activating peptide 2)
[7].

Das Gen fur 1I-8 hat eine Lange von 5,1 Kilobaddr) (ind konnte auf dem langen Arm von
Chromosom 4 lokalisiert werden. Die II-8-Synthes@dwdurch Interleukin-1 und den
Tumornekrosefaktoo- stimuliert und beispielsweise durch Glukokortik®idnd Interleukin-
10 gehemmt. Die 1I-8 kodierenden Genabschnitte areréguliert durch den Nuklear Faktor
KappaB, welcher seinerseits durch Glukokortikoideshegmmt werden kann [111]. Auch
Alpha 2-Makroglobulin scheint einen Einfluss auf e dill-8-Funktion speziell in
Lungengewebe zu haben [74]. Die Wirkung entfalteh siber CXCR1 und CXCR2, zwei
Rezeptoren aus der G-Protein gekoppelten Rezeptitida[111]. Interleukin-8 wird von
stimulierten Monozyten, nicht-gewebestandigen Mpkegen und anderen Zellen (auch
einigen malignen Zellreihen) produziert [7, 142k81wirkt im Gegensatz zu anderen
Chemokinen spezifisch aktivierend auf neutrophil@ar@lozyten und hat nur eine geringe
Einwirkung auf basophile und eosinophile Granulemyt Dabei fiuhrt II-8 zu einer
vorubergehenden Kalziumkonzentrationserhbhung, waederum eine Freisetzung
verschiedener Enzyme aus den Granula nach sich [ZietBei alleiniger Wirkung von 11-8
werden so Leukotriene freigesetzt, wahrend es iber é&ostimulation mit Interleukin-3 zu
einer additiven Ausschuittung von Histamin kommts&ulich wird der Umsatz von reaktiven

Sauerstoffradikalen erhéht und Adhasionsmolekiteneért exprimiert. Die Chemotaxis von
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neutrophilen und basophilen Granulozyten sowie lfeBewird angeregt, wobei gleichzeitig
die Leukozytenadhasion an Endothelzellen verhinded.

Interleukin—8 wird mit dem Wachstum und der Angionggee verschiedener Tumorarten in
Verbindung gebracht [147]. So stimuliert 11-8 demdkogenrezeptor und veréndert so das
androgenvermittelte Wachstum von Prostatacarcinooneth die Sekretion des Prostata-
spezifischen-Antigens. Die Wirkung von 11-8 wird eibdie Tyrosinkinasen Src und FAK
vermittelt. Dabei werden Wachstum und Zellmigrataer Carcinomzellen Uber Src und die

alleinige Zellmigration tiber FAK gesteuert [79].
1.6. RANTES

Der Faktor RANTES regulated uponactivation, normal T expressed, and presumably
secreted) hat eine Lange von 68 Aminoséuren und zahden CC-Chemokinen [4]. Das
zugehorige Gen befindet sich auf dem langen Arm @momosom 17. Die genauen
Wirkmechanismen und Aufgaben von RANTES konntemdyisnicht identifiziert werden —
Arbeiten aus unterschiedlichen medizinischen ungiohogischen Bereichen lassen dennoch
den Schluss zu, dass RANTES an einer Vielzahl monunologischen Prozessen beteiligt ist.
So lassen sich erhohte RANTES-Konzentrationen zemspil bei Hitzeschlagen [83] und
allergischen Reaktion€i43] finden. Etwa 4-12 Stunden nach Allergenexposikommt es

zu einer Hochregulierung der RANTES-Konzentratidf]] Die schnelle Bereitstellung von
RANTES wird durch die Verarbeitung bereits existimter mRNA in CD8-Gedachtnis-T-
Zellen ermoglicht [135].

RANTES wird nach Stimulation durch TNk-oder Interferon (IFN)-gamma produziert [56],
bindet an verschiedene Rezeptoren (CCR-1, CCR-R-BCCCR4, CCR-5) und wirkt
chemotaktisch auf Monozyten, T-Helfer-Zellen, bdslgp Granulozyten und Mastzellen.
Zusatzlich wird die Freisetzung von Histamin ausieaphilen Granulozyten angeregt. CD40
positive T-Zellen binden an Thrombozyten und fuheari diese Weise ebenfalls zu einer
Freisetzung von RANTES. Sogar in humanen Spermilemzést mRNA fiur CCR-1 und
CCR-5 vorhanden und RANTES scheint einen Einflugsdée Chemotaxis von Spermien im
weiblichen Organismus zu habgé2]. Nach neueren Erkenntnissen handelt es sich bei
RANTES dartber hinaus um einen Faktor, der auf HIVund HIV 2 (human

immunodeficiency virus), sowie SIV (simian immuné&dency virus) supprimierend wirkt

[4].
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Es lasst sich zusammenfassend feststellen, dassTR8MNeine wichtige und bisher noch
wenig erforschte Rolle bei vielen Vorgangen im nobiishen Korper spielt und in ein

kompliziertes Netzwerk von Signalwegen integristt i

1.7. Fragestellung

Die vorliegende Arbeit zielt darauf ab, den Zusamhamg zwischen Ischamiedauer und
Reperfusionsschaden zu erforschen. Es gilt herfindea, ob metabolische und
immunologische Parameter mittels der Mikrodialyskigk zu detektieren sind und ob deren
Konzentrationen mit einer Verlangerung oder Verkig der Ischamiedauer korrelieren.
Ferner gilt es zu Uberprifen, ob die Mikrodialysatgk als Monitoringtechnik bei freien
myokutanen Lappentransplantationen geeignet ishdiwurden fir solche Fragestellungen
allein Laktat, Pyruvat und Glukose, selten auchz&igl verwendet. In dieser Arbeit soll
erstmalig auch ein Monitoring der eingangs dargiéste immunologischen Parameter
erfolgen. Diese Parameter konnen auf Grund ihreinkh molekularen Struktur (<20 kDa)
mit Hilfe des Mikrodialyseverfahren gemessen werden
Folgende definierte Fragestellungen sollen als®Rahmen dieser Arbeit untersucht werden:
1. Stellt die Mikrodialysetechnik ein geeignetes noringverfahren fir die
postoperative Uberwachung bei freien myokutanerpeapransplantationen dar?
2. Verandern sich die Konzentrationen von metablois Parametern wie Glukose,
Laktat, Pyruvat und Glyzerol in Abhangigkeit vorr tichamiedauer?
3. Kann die Ischamiedauer die Konzentrationen vomunologischen Parametern wie
Interleukin-8, RANTES und C3a beeinflussen?
4. Bieten sich durch die gewonnenen Ergebnisse r&kenntnisse bezlglich der

Pathophysiologie des Ischamie-Reperfusionsschadens?
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2. Material und Methoden
2.1. Patientendaten

In der Zeit von Januar 2002 bis August 20@8den in der Plastischen Chirurgie 21 Patienten
mit einem freien myokutanen Latissimus dorsi LapfeMLD) versorgt und ein Patient mit
einem Radialislappen (R). 19 Patienten stimmterVorfelde der Uberwachung mittels der
MDT schriftlich zu, Grundlage war der Ethikantrag§-@12. Das Patientenkollektiv bestand
aus achtzehn mannlichen und einer weiblichen Perdienentweder primar direkt in der
Klinik behandelt oder durch eine andere behandeKiaek Gberwiesen worden waren. Das
Alter lag zwischen 17 und 58 Jahren (Tabelle 3).htaehn Patienten hatten
Weichteilgewebedefekte aufgrund eines Unfalltraunkas Patient wurde mit einem FMLD
versorgt, da sich nach einem Primarunfall 1989 etheonische Osteomyelitis in der
betroffenen Extremitat entwickelte. Die Art der \&trung konnte in vier verschiedene

Gruppen mit weiteren Untergruppen eingeteilt wer@abelle 2).

Tabelle 2: Unfallarten

A Arbeitsunfall 2
B Verkehrsunfall 1. PKW 4
2. Motorrad 5

Privatunfall 1. Biss- und Schussverletzung 1

C 2. alkoholbedingte 2gir 3
3. sonstige Stirze, tis 3

D Chronische Osteomyelitis 1

Total: 19

Ausschlaggebend fur die Versorgung des Wundareialsimem Lappen waren in allen Fallen
das Ausmald der Verletzung oder vorherige erfolglakernative Behandlungen. Dabei
wurden die Patienten im Mittel 48,5 Tage nach Gekeh des Traumas operativ mit einer
plastischen Deckung mittels eines Muskellappensoret.

Die durchschnittliche Verweildauer der Patientefgaund der Transplantationsoperation in
der Plastischen Chirurgie betrug 48,2 Tage. Dieddgte Zeitdauer umfasste 27 Tage und die
langste 94 Tage. Anschlie3end konnten alle Pahemie gut abgeheilten Wundverhaltnissen
zur weiteren Behandlung in die Uberweisende Klmikiickgeschickt oder in die hausliche

Umgebung entlassen werden.
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Tabelle 3: Patienteniibersicht

offene Defektverletzung re. Vorful3 A tibialis ant. E/S
1 8 55 C1 FMLD | subtotale Amputation 5. Zehe, Frakturv' . )
. comitans
Metatarsale I11,IV,V
o . A. poplitea E/S
2 4 56 A FMLD | llI° offene Fraktur li. Unterschenkel V. poplitea E/S
o . A. tibialis post. E/S
3 4 28 B1 FMLD | lI° offene Fraktur li. Unterschenkel V. tibialis post. E/S
Calcaneusfraktur re. mit OsteomyelitisA. tibialis post. E/S
= 6 48 €2 FMLD Wundheilungsstorung V. tibialis post. E/E
I11° offene Trimmerfraktur li. Unter-
5 @ 21 B1 FMLD | schenkel, offene Innenkndchelfraktur| Truncus tibiofibularis E/S
li., Kompartmentsyndrom li.
IlI° offene Fraktur re. Unterschenkel | A. poplitea E/S
g 8 49 Bl FMLD mit Freiliegen der Tibia V. tibialis post. E/S
Osteonekrose Tibia li. nach
Luxationsfraktur oberes SprunggelenkA. poplitea E/S
y 8 87 B2 FMLD mehrf. Talusfraktur li., nicht dislozierteV. poplitea E/S
Weber—B—Fraktur li.
offene obere Sprunggelenksluxation réA. tibialis ant. E/S
3 8 45 B2 FMLD mit Talusverlust V. tibialis ant. E/S
. A. tibialis post. E/E
9 4 53 C3 R offene Calcaneusfraktur Ii. V. tibialis post. E/E
Talusenukleation li., Luxatio talo A. tibialis ant. E/S
10 6\ 17 Bl FMLD totalis, AuRenkndchelfraktur V. comitans E/E
Haut- und Weichteildefekt re. Unter- T
11 6\ 38 A FMLD | schenkel; knécherner Bandausriss A. t!b!al!s post. E/E
. V. tibialis post. E/E
dorsale Fibula re.
infizierte Plattenosteosynthese bei S
12 Q 38 C3 FMLD | distaler Unterschenkelfraktur mit A. tlb'al.'s post. E/S
o - V. comitans E/E
freiliegendem Malleolus medialis
Calcaneusfraktur beidseits mit A. fibularis E/S
= 6\ 23 €2 FMLD chronischer Osteomyelitis V. comitans E/E
Oberschenkelamputation re. mit 111°
offener Trimmerfraktur des A. femoralis E/E
e 6 18 €2 FMLD Unterschenkels, Oberschenkel- V. femoralis E/E
schaftfraktur re.
komplexe Unterschenkelfraktur re. mitA. tibialis post. E/E
= d | 4 €3 FMLD | \eichteildefekt V. tibialis post. E/E
Weichteildefekt bei Z.n. chronischer | A. poplitea E/S
e 6\ 56 D FMLD Osteitis li. Tibia (offene Fraktur '89) | V. poplitea E/S
Pilonfraktur re und IlI° offene A. tibialis post. E/E
2 6\ 40 B2 FMLD Trummerfraktur re. Calcaneus V. tibialis post. E/E
IlI° offene Trimmerfraktur re. Unter- A poplitea E/S
18 8 21 B2 FMLD | schenkel, I1° offene Femurschaft- - popil
V. poplitea E/E
fraktur re.
offene Tibiakopffraktur li. mit Haut- | A. poplitea E/S
1 8 21 B2 FMLD und Weichteildefekt; Fibulafraktur li. | V. poplitea E/S
Lappenart: FMLD — myokutaner Latissimus dorsi Lappen E/S —End zu Seit

Trauma:

R — Radialislappen
Tabelle 2

E/E — End zu End
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2.2. Operatives Vorgehen

Jeder Patient wurde mit zwei Mikrodialysekathet@MA 60 Microdialysis Catheter, CMA,
Stockholm, Schweden) versorgt. Ein Katheter wurdehnder Lappenhebung direkt im
Muskelgewebe des zu transplantierenden Muskellappktziert; der zweite Katheter wurde
in gesundes Referenzgewebe implantiert.

Abbildung 4: Intraoperativer Situs

Gewebedefekt der rechten unteren
Extremutit vor Debridement

Situs nach Platzierung des FMLD
Situs nach Deckung mit Spalthaut

Microvial und Mikrodialy sepumpe
(tntraoperativ 1m stenlen Handschuh), der
implantierte Katheter wurde direkt im

Lappen unter der Spalthaut platziert

Als Referenzgewebe wurde bei 10 Patienten die &taigrale und bei 9 Patienten die
ipsilaterale Beinmuskulatur verwendet. Die Zuordmugeschah randomisiert aufgrund
technischer Gegebenheiten wie OperationssituatiRatjentenlagerung, Lokalisation und
Ausdehnung der Verletzung. Eine Ischdmie des igpdéen Kontrollgewebes unter der
Operation konnte ausgeschlossen werden, da diestssasiBerhalb des Operationsgebietes
lag.

Die Katheteranlage erfolgte durch den Operatews. Mkrodialysepumpe (CMA 107, CMA
Microdialysis AB, Stockholm, Schweden) wurde aufieeiGeschwindigkeit von 2 pl/min
eingestellt. Die Spritze (3,0 ml Reservoir, MiniMeslylmar CA, USA) wurde mit minimal
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2,5 ml bis maximal 2,8 ml Ringerldsung (DeltaSel&tnbH, Pfullingen) befillt. Die

Probengewinnung begann nach einer 10-minutigeratdiphase, in der der Katheter durch
eine Werksvoreinstellung mit der Ringerlésung itugh“-Sequenz durchspult wurde. Der
Wechsel der Microvials (CMA, Schweden) erfolgte gitan im Muskelgewebe und

Referenzgewebe alle 90 Minuten sowohl wahrend dmhdmiephase als auch nach
Reperfusion. Dabei wurden die Katheter grundsétzic Beginn der Reperfusion gewechselt.
Die Proben wurden bei Patienten ohne Komplikationsnl18 Stunden post reperfusionem
abgenommen und bei Patienten mit Komplikationen Wierwachungszeit entsprechend
angepasst und verlangert (Abbildung 5). Die Iscleaeit wurde berechnet vom Zeitpunkt der
Unterbrechung der arteriellen Versorgung des Milasgpens bei Hebung bis zur
Wiederer6ffnung der Strombahn nach Anastomosiemmigmpfangergebiet. Traten nach der
Reperfusion Komplikationen auf, so wurde die gesagsit bis zur erfolgreichen Revision

als Ischamiezeit definiert.

Abbildung 5: Operationsverlauf

Ischamie

Il B B EE .
X1 X2 X3 X4 X5 X6

¥1 — Hebung des Musculus latissimus dorsi

%2 — Platzieren des Muskellappens im ©perationssitus
X3 — Katheteranlage (&)

X4 — Mikrochirurgische Anastomosierung { =)

X5 — Ende der Operation

%6 —intensivmedizinische Uberwachung, Monitoring

Die gewonnenen Proben wurden nach dem WechsehémeEisschrank bei -5 Grad Celsius
aufbewahrt und am Ende der Messungen bis zur Dadérs®e in einem Tiefklhlgerat
(economic froster, BOSCH) bei -30 Grad Celsius geia

Die Bestimmung der Konzentrationen der immunolduysc Parameter C3a, RANTES und
Interleukin-8 wurden unter Verwendung spezifisckazymimmunoassays durchgefihrt. Es

wurden die Proben wahrend der Ischamiezeit, sowielen Zeitpunkten Reperfusion — 90
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Minuten, 181 — 270 Minuten, 541 — 630 Minuten udd 8 900 Minuten nach Reperfusion
analysiert.

Bei allen gewonnenen Proben erfolgte eine Analysk Glukose, Laktat, Pyruvat und
Glyzerol mit dem CMA 600 Microdialysis Analyzer (GM Schweden).

Darliber hinaus wurde bei allen Lappen ein klinischdonitoring der Hautinsel mit
zusatzlicher Uberwachung der Vitalzeichen und Besctien des Patienten in Abstanden von

einer Stunde durchgefiihrt (Tabelle 4).

Tabelle 4: Klinisches Monitoring

<1 Sekunde la
Rekapillarisierung 2 - 4 Sekunden 1b
> 5 Sekunden 1c
weich 2a
Lappenturgor fest 2b
hart 2c
blass 3a
Farbe der Hautinsel rosa / rot 3b
livide 3c

Eine normale und zufriedenstellende Lappensituatiinde mit 1b, 2b, 3b bewertet. Bei
Abweichungen der Situation zu diesem ,Normalfalltirge die Lagerung des Patienten und
der betroffenen Extremitat, Flissigkeitshaushalitalzeichen sowie Verbande durch den
diensthabenden Arzt Uberprift. Bei Weiterbestehes sthlechten klinischen Bildes wurde
der verantwortliche Operateur hinzugezogen, der é@lme erneute Operation zu entscheiden
hatte.

Bei einem Patienten konnte aufgrund des intraoperaEntfernens der Monitorinsel nur ein
Monitoring aufgrund der Lappenblutungen nach Skaeifen durchgefiihrt werden. Der
Lappen wurde an geeigneter Stelle mit einer spikzmile geritzt und die Durchblutung des
Lappens beurteilt.
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2.2.1. Transplantation des Musculus latissimus dors

Die Indikation zu einer freien myokutanen Gewehetmantation mit dem Musculus
latissimus dorsi wurde aufgrund der bestehenderel?eingen gestellt (Tabelle 5). Als
Indikationen wurden gewertet: ausgedehnte Haut- \Wmichteilverletzungen, freiliegende
Knochenanteile, ausgedehnte infizierte Weichteliéteungen, Amputationsverletzungen und

chronische Osteomyelitis.

Tabelle 5: Indikation fur Lappentransplantation

Grol3flachige Haut- und Weichteilverletzungen 3
Offene Frakturen, Knochen liegt frei 11
Amputation mit Weichteildefekt 2
Chronische Osteomyelitis 3

In Abhangigkeit der Verletzungsausdehnung, Ersbrgisng und Begleitverletzungen
erfolgte zunadchst das ein- oder mehrzeitige Débratd. Das Débridement galt als
abgeschlossen, wenn mangeldurchblutetes oderes/i@webe radikal entfernt worden war
und punktférmige Blutungen auf eine ausreichendetvBrsorgung und Vitalisierung im
angrenzenden Gewebe hinwiesen. Die eigentliched@iparbegann zunachst mit der exakten
Lagerung und Polsterung des Patienten. Es wurd@-g@mam-Vorgehen gewahlt. Das erste
Team fuhrte ein weiteres Débridement des Defekteschd und praparierte die
GefalRanschlusse frei. Die Mikrogefal3anschlissenlag@bei proximal der L&sion im
gesunden Gewebe. Das zweite Team praparierte gladalfu das Muskelgewebe und die
thoracodorsalen GefalRe des Musculus latissimus. ddash Bestimmung der GrofRe wurde
nun der Muskel abgesetzt und vom ersten Team Ubenen. Es folgten das lockere
Einndhen des Transplantates und die mikrochirungigddaht der Gefal3anastomosen unter
Zuhilfenahme des Operationsmikroskops. Nach eirfelgeeichen ,Einlaufzeit” von rund 30
Minuten wurde der Muskellappen nun vollstandig ineféktgebiet fixiert und mit
Spalthauttransplantaten (meist von einem Oberseieoller der Gesalregion) gedeckt.
Parallel dazu wurde durch das zweite Team der Hedbktdinach ausgiebiger Blutstillung und

Drainageeinlage verschlossen. Die weitere Wundvgusy des Lappens erfolgte mit
Adaptia® (Johnson + Johnson, Ethicon) und lockerem Watbaret (Cellon® , Lohmann &

Rauscher internationale GmbH & CoKG, Rengsdorfe Dionitorinsel wurde dabei fur ein
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klinisches Monitoring ausgespart. Die Stabilisigyutles Transplantates wurde mit einem
Fixateur externe oder durch eine halbseitige Glpegse gewahrleistet. Anschliel3end kam der
Patient auf eine intensivmedizinische Uberwachumagjss. Die mit dem Transplantat

versorgte Extremitat wurde leicht erhdht ohne Drack das transplantierte Muskelgewebe

und mit Fersenfreiheit gelagert.

2.2.2. Transplantation des Radialislappen

Bei einem Patienten fanden sich geringe Haut- uneickteilverletzungen mit einem
freiliegenden Calcaneusanteil ohne Kortikalisvedegen. Aufgrund der vergleichsweise
geringen Defektgro3e sowie der Defektlokalisatiamde hier ein Radialislappen verwendet.
Auch hier wurde ein 2-Team-Vorgehen gewahlt. DasteerTeam begann mit dem
ausfuhrlichen Débridement des Defektes und andtdnieé erfolgte das Praparieren der
GefalRanschlisse. Das zweite Team bestimmte FornGudlde des Lappens. Nach Anlage
der Blutsperre am Oberarm wurde die Arteria raslialin Handgelenk identifiziert und ihr
Verlauf nach proximal dargestellt. Tiefe Versorgsésfe zur Muskulatur und Sehnenanséatze
wurden ligiert ebenso wie die Venae comitantes, evabe Faszie und die versorgenden
Seitenaste erhalten wurden. Es wurde intraopecdatirch Abklemmen der Arteria radialis
nochmals die ausreichende Blutversorgung der Héed die Arteria ulnaris (Allen — Test)
gezeigt und schlief3lich die Arteria radialis disligiert und proximal durchtrennt. In der
Zwischenzeit hatte das zweite Team die Lasion defsti Das Débridement galt auch hier als
abgeschlossen, wenn makroskopisch sichtbare Nekresternt waren und punktférmige
Blutungen auf vitales Gewebe hinwiesen. Ebensoanar Zeitpunkt der Lappenabtrennung
die Praparation der EmpfangergefaRe bereits abigeseim. Nach Ubernahme des
Transplantates begann das Team mit der Anpassund-a@jgoens in den Defektbereich.
Anschliel3end wurde unter Zuhilfenahme des Opersttiikroskops die arterielle und vendse
Anastomose genaht. Nach einer ,Einlaufzeit* vonMi@uten wurde das Lappentransplantat
nun vollstandig in den Defekt eingenéht. Es foldjee Deckung der verbliebenen Restdefekte
mit Spalthauttransplantaten. Das erste Team vdesorngihrenddessen das Spenderareal.
Dabei wurde die Defektstrecke der Arteria radiatis einem Veneninterponat (V. saphena
magna) uberbrickt und der restliche Defekt mit Baait gedeckt. Auch hier erfolgte die
weitere Wundversorgung wie oben dargestellt sowiechd anschlielende Ruhigstellung

mittels einer Gipsschiene.
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2.2.3. Mikrodialysetechnik

Die Mikrodialysetechnik (Abbildung 6) beruht aufrdd®rinzip der Diffusion von Substanzen
aus der Extrazellularflissigkeit entlang einer g@mmneablen Membran in das
Katheterinnere. Die Membran lasst eine Diffusiom v®ubstanzen mit einer maximalen
MolekilgrofRe von 20 kDa zu. Das entstandene Dialysal an der Katheterspitze in das
Katheterinnere geleitet, so dass wahrend des Toaespin das Sammelgefal (= Microvial)
keine weiteren Konzentrationsanderungen mehr istad¢th konnen (Abbildung 1, Einleitung).
Der Kérper des Probensammelgefal3 (Microvial, CMAhweden) besteht aus Polysteren
144C BASF mit Gummiverschlissen aus Santoprene r6deden Enden. Es hat ein
maximales Fassungsvolumen von 200 pl.

Der CMA 60 Microdialysekatheter (CMA, Schweden) sgteziell flr ein Monitoring von
Substanzen in Muskel- und subkutanem Fettgeweb@akatit worden. Er besteht aus einer
30 mm langen und im Durchmesser 0,6 mm messendembk@ aus Polyamid. Der
zufuhrende Schlauch, der abfiuihrende Schlauch unddeaft des Katheters bestehen aus
Polyurethan. Der zufihrende Schlauch ist 400 mrg lamd hat einen Durchmesser von 1,0
mm. Der abfiihrende Schlauch weist bei einer Larmpe 05 mm den gleichen Durchmesser
auf. Der Schaft misst 20 mm in der Lange und 0,9imrdurchmesser. Die Insertionskantile
besteht aus rostfreiem Stahl und hat eine Lange5domm und einen Durchmesser von 1,4
mm.

Die Katheter wurden mit Hilfe einer Insertionskamin das Gewebe eingebracht. Nach dem
Entfernen der Kanule konnte der Katheter mittelshtNeterial (2/0, Teryler®, Serag

Wiessner, Naila) am Gewebe fixiert und die Mikragsapumpe CMA 107 mit dem Katheter
konnektiert werden. Das Beflillen der Spritze et®lgit Ringerldsung. Anschlie3end wurde
das Ende des Spulzyklus und eine 10-minitige Eiplease abgewartet und das erste
Probengefald (Microvial) eingesetzt. Der WechselMierovials erfolgte simultan in Muskel

— und Referenzgewebe alle 90 Minuten wahrend ddralmiephase und nach Reperfusion.
Die Mikrodialysepumpen wurden anschlie3end in tétandschuhe (Biog®)) verpackt und

gesichert. Die gewonnenen Proben wurden nach deoch&¥kin einem Eisschrank bei -5
Grad Celsius aufbewahrt und am Ende der Messungerzdy Datenanalyse in einem
TiefkUhlgerat bei -30 Grad Celsius gelagert.

Die Mikrodialysepumpe CMA 107 hat eine Grofl3e vorxdD x 20 mm und wiegt rund 70g.
Sie wird mit 6V Batterien betrieben mit einer dwschnittlichen Laufdauer von 14 Tagen bei
Dauerbetrieb. Das Gehause der Pumpe besteht assikPland ist spritzsicher. Die

Mikrodialysepumpe wurde auf eine Geschwindigkein @ pl/min eingestellt, wobei die
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Geschwindigkeit des Spulzyklus 15 pl/min betragte(Wéeinstellung). Die Pumpe verfugt
Uber verschiedene Leuchtsignale, so dass Alarmifurdt vom problemlosen Betrieb der
Pumpe abgrenzbar sind.

Abbildung 6: Mikrodialysetechnik

A. Mikrodialysepumpe, Kathetersystem, Microvial
B. Katheter mit semipermeabler Membran
C. Microvial (Sammelgefali)

2.3. CMA-Analyse

Der CMA 600 Microdialysis Analyzer wurde spezidir fdie Anforderungen des Monitoring
auf Krankenhausstationen entwickelt. Da der Klifilk Plastische Chirurgie kein eigenes
Gerat zur Verfugung stand, wurden in AbspracheHuwitrn PD Dr. J. Gliemroth und Frau Dr.
A. KI6hn aus der Klinik fir Neurochirurgie die dg#&n Gerate genutzt. Das System besteht
aus dem Analysegerat, Monitor, Computersystem undcck2r auf einem mobilen Wagen.
Das Analysegerét hat eine ungefahre GréRe von BE3x 345 mm und wiegt rund 23 kg.
Die Analyse einer Substanz dauert zwischen 60 Gn8ekunden, wobei ein Volumen von 2
Kl pro Probe und einer zu messenden Substanz gendtil. Das Messprinzip beruht auf der
kinetischen colorimetrischen Messung bei einer tigienlange von 546 nm fir Glukose,
Laktat, Pyruvat, Glyzerol und Glutamat (Tabelleuy 365 nm fur Harnstoff. Dabei wird die
Absorptionsdnderung wahrend der ersten 30 Sekugelmessen und die maximale Reaktion
als Quantifizierung fur den weiteren Verlauf genutz



2. Material und Methoden 21

Die Microvials wurden mit Beginn der einstiindigeraliérierung bei Zimmertemperatur
vorsichtig aufgetaut und nach Eingabe der Pati@mmationen alle Proben auf Glukose,
Laktat, Pyruvat und Glyzerol untersucht. Die aniaten Proben wurden anschlieRend

verworfen.

Tabelle 6: CMA - Substanzanalyse

Messung der rot-violetten Farbstoffanderung bei a6
D-Glukose + @ €5 Glukonolakton + kD,

Glukose 2 H,0, + Phenol + 4-Amino-Antipyrin=3 Farbstoff + 4 KD
[GOD - Glukoseoxidase; POD — Peroxidase]
Messung der rot-violetten Farbstoffanderung bei a6
L-Laktat + @ 25 Pyruvat + HO,

Laktat

H,O, + 4-Chlorphenol + 4-Amino-Antipyrir?% Farbstoff + 2 KO + HCI

[LOD - Laktatoxidase; POD — Peroxidase]

Messung der rot-violetten Farbstoffanderung bei 56

Glyzerol + ATP ;. Glyzerol-3-Phosphat + ADP
Glyzerol | Glyzerol-3-Phosphat +£0-°"$ Dihydroxyazetonphosphat +6,
H,O, + DCHBS + 4-Amino-Antipyrin 223 Farbstoff + 2 KO + HCI

[GK — Glyzerolkinase; GPO — Glyzerol-3-Phosphateagi&l POD — Peroxidase]

Messung der rot-violetten Farbstoffanderung bei 56

5 t Pyruvat + Q + anorgan. Phosphaf¥% Acetylphosphat + CO+ H,0
ruva

Y H,O, + TOOS + 4-Amino-Antipyrin %, Farbstoff + 4 KO

[PyrOx — Pyruvatoxidase; POD — Peroxidase]

2.4. Enzymimmunoassay

Alle verwendeten Enzymimmunoassays bestimmten gatntdie Substratkonzentrationen
in den Mikrodialysatproben. Sie benutzen das Rpirder Sandwich-Technik, wobei die
optische Dichte bei 450 nm gemessen wird. DiesertWeéd in Korrelation mit der

Standardkurve und den Leerwerten gesetzt und dieétdration der Probe angegeben.
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Die Versuche wurden im ELISA-Labor des Instituts r fimmunologie und
Transfusionsmedizin durchgefiihrt. Dabei wurden neben Standardlaboreinrichtungen

(Messutensilien, Pipetten) auch spezielle Gerawwearmrdet (Tabelle 7).

Tabelle 7: verwendete spezielle Laborartikel

Precicolor, Fortuna
Drucker
Brand
Rotator Titramax 100
Heidolph, Schwabach
anthos reader 2001
Spektrometer anthos labtec instruments
Salzburg, Osterreich
Vortex REAX 2000
Heidolph, Schwabach
Waschautomat Columbus \_Nasher
Tecan, Crailsheim
Mikrotiterolatten Microtest U-Bottom, Becton Dickinson
P Labware, Franklin Lakes, NJ, USA

Die bei -30 Grad Celsius tiefgefrorenen Proben wnrdangsam aufgetaut und auf Eis
gelagert. Nach Entnahme der bendtigten Probenmengenden Microvials wurden die
Proben erneut bei -30 Grad Celsius eingefrorengatagert. Vor Entnahme der gebrauchten
Volumina wurden die Proben mit einem Vortexgerat Id Sekunden durchmischt. Alle
Proben wurden in sterilen Mikrotiterplatten auf da&rgesehene Verdinnung vorbereitet. Die
Verdinnung wurde anschliel3end in der jeweiligertmdsotiterplatte weiter verwendet.
Durch das begrenzte Probenvolumen (180 ul VolunrenRyobe; 90 Minuten bei einer
Pumpgeschwindigkeit von 2ul/min) musste bei denyEnmmunoassays von RANTES und
Interleukin-8 auf eine Doppelbestimmung verzichwerden. Beim C3a-Enzymimmunoassay
konnten dagegen Doppelbestimmungen mit untersébineti Verdiinnungen durchgefihrt
werden.

Insgesamt wurden 18 Enzymimmunoassays durchgefidntdenen zwei wiederholt werden
mussten. Die Konzentrationen von C3a und Interte&kivurden bei allen Patienten ermittelt.

Die Konzentrationen von RANTES wurden nur von destam Patienten bestimmt, da die
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Konzentration im Laufe der vier Assays unter derchiNeeisgrenze des Testkits lagen.
Aufgrund des geringen Probenvolumens wurde desh#ilweitere Analysen von RANTES

verzichtet.

Tabelle 8: Ubersicht — Kumulierte MeRzeitpunkte derEnzymimmunoassays

24.04.2002
11.10.2002
19.02.2003
C3a 23.04.2003
11.09.2003 Wiederholung notwendig
16.01.2004
05.03.2004
24.04.2002
11.10.2002
19.02.2003
Interleukin-8 23.02.2003
11.09.2003
26.02.2004 Wiederholung notwendig
10.09.2004
25.04.2002
11.10.2002
19.02.2003
22.04.2003

RANTES

2.4.1. C3a

C3a entsteht im Korper durch die Spaltung des Kemphtfaktors C3 in C3a und C3b.
Angeregt wird diese Bildung sowohl durch den klsssen, den alternativen und auch durch
den Lektin-Aktivierungsweg. Das Anaphylatoxin C3&a sehr kurzlebig und wird im Serum
schnell in C3a(desArg) umgewandelt. Der Enzymimnassay (Quidel, San Diego CA,
USA, Vertrieb durch InnogeneticsGmbH, Heiden) besite quantitativ C3a(desArg)
Fragmente im Mikrodialysat.

Die Mikrotiterplatten sind mit monoklonalen, spéathen Antikdrpern gegen C3a(desArg)
beschichtet. Wahrend der Inkubationszeit bindet(@32Arg) an die spezifischen Antikorper.
Ungebundene C3a(desArg) Fragmente werden beim WagEng entfernt. Mit Hilfe von
Peroxidase-konjugiertem Kaninchen-Anti-C3a werdeie gebundenen C3a-Fragmente
detektiert. Die C3a-Konzentration der Mikrodialysspe wird mittels der optischen Dichte
(O.D.) bei 450 nm gegen eine Standardkurve ermiited in ng C3a /ml angegeben.
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Die ersten Testergebnisse zeigten, dass C3a Kaoatienen bei der empfohlenen
Probenverdinnung von 1:100 nicht messbar waren.f@genden Messungen wurden mit
Verdunnungsreinen von 1:10, 1:20 und 1:30 durchgé&fiwobei die 1:10 und 1:20
Verdinnungen eindeutige Ergebnisse zeigten.

Testdurchfihrung:
1. Pipetieren von 100 pl der Standards, Kontrollen #ndbenverdiinnungen in die Titerplatte
Inkubation: 1 Stunde bei Raumtemperatur
Waschvorgang
Pipetieren von 100 pl Konjugat (Kaninchen Anti-C3adlie Titerplatte
Inkubation: 1 Stunde bei Raumtemperatur
Waschvorgang
Pipetieren von 100 pl TMB-Substrat-Lésung in dierpiatte
Inkubation: 15 Minuten bei Raumtemperatur
Pipetieren von100 pl Stopplésung in die Titerplatte
0. Messung der O.D. bei 450 nm innerhalb von 60 Mimggegen den Leerwert

BOONOOAWLDN

2.4.2. Interleukin-8

Der human Interleukin-8/NAP-1 Enzymimmunoassay (Bxn MedSystems, Wien,
Osterreich) misst quantitativ die vorhandene Kotration von Interleukin-8 im
Mikrodialysat.

Die Mikrotiterplatten sind mit monoklonalen AntiH8/NAP-1 beschichtet. Das im
Mikrodialysat vorhandene 1I-8 bindet an diese Adatper. Ein hinzugegebenes HRP-
Konjugat enthalt polyklonale Antikorper und bindsd an die bereits gebundenen IL-8
Molekiile. Uberschiissiges Konjugat wird entfernt wide hinzugegebene Substratldsung
reagiert mit dem gebundenen Konjugat. Die Reaktuma bei 450 nm gemessen und die
Konzentration gegen einen Leerwert auf einer Stalkdave ermittelt und in pg IL-8 /ml
angegeben.

Fur die Testdurchfiihrung wurden Probenverdinnungeri:2 durchgefihrt.

Testdurchfihrung:
1. Waschvorgang

2. Pipetieren von 100 ul der Standards, Kontrolled robenverdiinnungen in die Titerplatte
3. Pipetieren von 50 pl HRP-Konjugat in die Titerpdat
4. Inkubation: 2 Stunden bei Raumtemperatur
5. Waschvorgang
6. Pipetieren von 100 ul TMB-Substrat-Losung inTdierplatte
7. Inkubation: 15 Minuten bei Raumtemperatur
8. Pipetieren von 100 pul Stopplésung
9. Messung der O.D. bei 450 nm
2.4.3. RANTES

Der Human-RANTES-Enzymimmunoassay (R&D Systems Gmbie¢sbaden-Nordenstadt)

misst ebenfalls quantitativ die vorhandene RANTESwkentration des Probenvolumens.
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Die Mikrotiterplatten sind mit monoklonalem Antikigr gegen RANTES beschichtet. Das in
der Probe vorhandene RANTES bindet wahrend derblakonszeit an diese Antikorper. Bei
einem Waschgang wird Uberschissiges Material entf@as anschlieend hinzugegebene
Konjugat enthalt polyklonale Antikdrper gegen RANS Eombiniert mit einer Peroxidase.
Bei einer erneuten Inkubation verbindet sich dasjégat mit den bereits gebundenen
RANTES-Molekiilen. Die nach einem Waschgang hinzebege Substratldsung reagiert nun
mit dem gebundenen Konjugat. Die Reaktion wird 80 nm gemessen und aus der
gemessenen O.D. die Konzentration der Proben ingl¥ieh zum Leerwert und der
Standardkurve ermittelt. Die Konzentrationen werttepg RANTES /ml angegeben.

Der Human RANTES Enzymimmunoassay wurde mit einesb&verdinnung von 1:4

durchgefihrt.

Testdurchfiihrung:
1. Pipetieren von 100 pl der Standards, Kontrolled &robenverdiinnungen in die Titerplatte
Inkubation: 2 Stunden bei Raumtemperatur
3. Waschvorgang
4. Pipetieren von 200 pl Konjugat in die Titerpéatt
5. Inkubation: 1 Stunde bei Raumtemperatur
6. Waschvorgang
7
8
9.
1

Pipetieren von 200 pl Substrat-Lésung in dierpladte
Inkubation: 15 Minuten bei Raumtemperatur, Vermegdvon Licht
Pipetieren von50 pl Stopplésung in die Titerglatt

0. Messung der O.D. bei 450 nm innerhalb von 3fulkéin gegen den Leerwert

2.5. Statistik

Alle statistischen Berechnungen wurden mit GraphPadm, Version 4 von GraphPad
Software, Inc., San Diego CA, USA durchgefuhrt. Drenunologischen und metabolischen
Parameter wurden als Quotient [Lappenkonzentratigieferenzkonzentration] aufgefuhrt
und zusammen mit den Standardfehler des Mittelwdtt&EM) graphisch dargestellt.

Die statistische Auswertung der metabolischen umdunologischen Substanzen erfolgte mit
dem Two-Way-Anova-Test in Kombination mit dem Banémi Posttest. Fir die
Signifikanzbestimmung der Ischamiezeiten wurdepaiariger t-Test durchgefuhrt.

Fur die Berechnung von Ausreil3erdaten wurde debl@&y Test verwendet, um statistische

Ausreil3er mit einer Signifikanz von P < 0,05 zteehnen.
2.6. Allgemeine Berechnung und graphische Darstelhg

Jeder Patient wurde intraoperativ mit zwei Mikrdgsakathetern versorgt, je einem im
transplantierten Lappengewebe und im gesunden &efgewebe. Da sich die Patienten in

Konstitution, Alter, Geschlecht und in der Verlatgsart, -ausdehnung und LappengréiRe
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unterschieden, galt jeder Patient als eigene Kbatridie Daten wurden daher pro Patient als
Quotient aus der Konzentration des Lappengewebgsltgdurch die Konzentration des
Referenzgewebes angegeben, um individuelle Eirdligag die Ergebnisse zu minimieren.
Ein Quotient von eins bedeutet somit gleiche Kotragionen im Lappengewebe und
Referenzgewebe. Ein Quotient von grofer eins besitheine grof3ere Konzentration der
Substanz im Lappen und ein Quotient kleiner einge egrof3ere Konzentration im

Referenzgewebe (Abbildung 7).

Abbildung 7: Graphische Darstellung

2 Reperfusion

Lappenkonzentration > Referenzkonzentration

Lappenkonzentration < Referenzkonzentration

Quotient [L/R]
=
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Die Daten sind zeitlich in zwei Richtungen aufgga@a, wobei der Zeitpunkt O die
Reperfusion des Lappengewebes kennzeichnet. Nak$ $ind mit steigendem Zahlenwert
die verlangerten Ischamiezeiten aufgelistet. Die nZémtrationsbestimmung der
metabolischen und der immunologischen Substanzenuisunterschiedlichen Zeitpunkten
vorgenommen worden. Nach rechts auf der x-Achsklisdie metabolischen Substanzen die
Monitoringdauer bis 1080 Minuten (18 Stunden) fosfend in 90-mindtigen Intervallen
abgebildet. Fir die immunologischen Parameter wuikfinierte Zeitabschnitte auf der x-
Achse aufgetragen.

Die Graphen wurden hinsichtlich ihrer maximalen unghimalen Ausdehnung betrachtet,
sowie der Unterschiede beider Graphen und derenifR&nz. Dartiber hinaus wurde der
Einfluss der Faktoren Zeit (Reperfusionsdauer) g&fti] und Komplikation [Effekgompi]
untersucht. Die Nullhypothese bedeutet, dass di&toFen keine Veranderung der

Graphenverlaufe bewirken. Eine Beeinflussung duteh Faktor Zeit [Effekti] lag vor,
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wenn mit steigender Monitoringdauer, beide Grapkare charakteristische Entwicklung
zeigten, die auf die Reperfusion als auslosendegyiiis zurickfuhrbar war. Ein Einfluss
durch die Komplikation [Effekimp] bestand, wenn die Graphen — wenn auch statistisch
nicht signifikant unterschiedlich — einen ungleich¥erlauf zeigten und nicht parallel
verliefen.
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3. Ergebnisse
3.1. Patientendaten

Das Patientenkollektiv bestand aus 19 Patienter® weibliche und 18 mannliche Personen.
Das Durchschnittsalter lag bei 37,1 Jahren. Deggten Patient war 17 Jahre, der alteste 58
Jahre alt. Durchschnittlich wurden die Patienterb4iBage nach Trauma operativ durch eine
Wunddeckung mit Hilfe des Muskellappens versorg.liE3 sich bei einem Patienten das
genaue Datum des Unfalls im Jahre 1989 nicht mekonstruieren. Daher wurde eine
Zeitdauer von 5110 Tagen angenommen (Unfall 198&r&ion im Marz 2003, 14 Jahre =
5110 Tage). Bei der statistischen Auswertung mifeHiles Grubbs — Tests konnte dieser
Wert mit einer Signifikanz von P < 0,05 als Ausezilgewertet werden und wurde somit in
die Berechnung nicht mit einbezogen.

Die Patienten verblieben durchschnittlich 48,7 Tageler Klinik fur Plastische Chirurgie.
Der kirzeste Aufenthalt betrug 27 Tage und derd&n@4. Der Aufenthalt wurde inklusive
Aufnahme- und Entlassungstag berechnet. Nicht Bsitittigt wurden vorhergehende
Aufenthalte oder Folgeaufenthalte aufgrund weitehatersuchungen oder Komplikationen.
Die Patienten konnten in zwei Gruppen eingeteiltdea. Gruppe A ohne Komplikationen
wéhrend oder nach der Lappentransplantation beethatwolf Patienten. Bei einem dieser
Patienten musste die Monitorinsel wahrend der Lapgkung aus technischen Grinden von
der Blutversorgung getrennt und entfernt werdere Gruppe B mit Komplikationen z&hlte
insgesamt sieben Patienten. Bei funf dieser Patiegab es intraoperative Probleme in Form
von arteriellen oder ventésen Thrombusbildungen, wi#rend der Operation revidiert
wurden. Zwei Patienten wiesen wahrend der Operd@ne Auffalligkeiten bezlglich des
Lappenmonitoring auf. Dennoch wurde wahrend dehst&gn 16-19 Stunden zunehmend eine
Verschlechterung der Lappendurchblutung registrientd am folgenden Tag operativ
revidiert. In einem der Falle hatte sich ein Odemaingrenzenden Gewebe ausgebildet, das
zu ungunstigen Zu- und Abflussbedingungen durchereizunehmenden Druck auf die
Anastomose fuhrte. Bei dem zweiten Patienten wudreieder Re-Operation ein vendser
Thrombus entfernt. Bei allen transplantierten Milislppen konnte ein gutes Ergebnis erzielt
werden und alle Lappen heilten ohne groReren fanktien Gewebeverlust (< 5 %
Gewebeverlust) ein.

In den Folgeuntersuchungen wéahrend des Klinikabtdtds zeigten sich bei vier Patienten
Nekroseareale an funktionell unbedeutenden Mugkedlarandern, die wahrend einer

erneuten Operation debridiert wurden. Ein Patiemgswnekrotische Veranderungen der
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gesamten Hautmonitorinsel auf, so dass diese anhtfeerden musste. Der Defekt wurde
anschlieBend mit Spalthaut gedeckt und heilte fotge aus. Bei drei Patienten traten
rezidivierende Entziindungen im Bereich der frihddefektzone auf. Bei zwei von ihnen
zeigten sich bei intraoperativer Begutachtung Keociekrosen. Es wurde eine
Knochenanfrischung und eine Corticotomie durchgefibie Lasionen heilten ohne weitere
Komplikationen oder Verzégerungen aus. Bei einetieRin zeigte sich eine rezidivierende
Fistelung tibialseitig am kaudalen Wundrand. Di&sanplikation wurde in einer weiteren
operativen Sitzung durch Exzision des Fistelgagd®ben. Bei einem Patienten zeigte sich
zwei Tage nach der Primaroperation und einen Tath nappenrevidierung erneut eine
vendse Stauung, die in einer dritten Operation behaverden konnte. Der Lappen erholte
sich gut und heilte in der Folgezeit ohne weitemriglikationen vollstandig ein. Bei einem
Patienten traten nach bereits guter Einheilung $jealthauttransplantate nach Entlassung
erstmals Defekte in der Spalthaut auf. Alle Defdkédten nach entsprechender Versorgung
kurzfristig ab. Bei einem Patienten trat kurz ndbilisierung eine Unterschenkelthrombose
und eine Beckenvenenthrombose auf. Der Patient evundarcumarisiert und die
Mobilisierung konnte komplikationslos weitergefihsverden. Alle hier genannten
Komplikationen hatten keinen EinfluR mehr auf diestoperative Lappenischdmie und
wurden deshalb fur die Auswertung nicht bertcksytht

Die Entnahmestellen des Musculus latissimus dowsinien bei allen Patienten ohne
Komplikationen primér verschlossen werden. Bei eiri@atienten traten am Tag nach der
Operation Schmerzen und eine Verhartung zentraEdarahmestelle auf. Die anschlie3ende
Sonographie ergab keinen operationswirdigen Befed. Patient erholte sich zunehmend
und die Schmerzen liel3en im Laufe des folgendere§ agch. Bei einem Patienten traten in
der Folgezeit Wundheilungsstérungen im Nahtberaigh Bei einem weiteren Patienten trat
eine rezidivierende Serombildung im Entnahmeareal Bie Stelle wurde wiederholt

punktiert und heilte in der Folgezeit ohne Problerbe
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Tabelle 9: Patientenuibersicht

Unterschenkel — und tiefe
. FMLD 83 2 Beckenvenenthrombose
postoperativ:
~ 10 Stunden post reperf. 1c,2b;3c Folgeoperationen:
Lagerungswechsel dann Besserung Corticotomie nach Lappenhebung,
2 FMLD 139 ~ 16 Stunden post reperf. Fehlende Durchblutyrigibulasegmentresektion,
im Lappen— Re-OP aufgrund Odem Spongiosaplastik, Lappendé-
6 Stunden nach Re-OP 1b,2b;3cRe-OP bridement
(Hamatom um Vene)
3 FMLD 141 (/] %]
intraoperativ: Folgeoperationen:
) : . . Débridement und AB-Ketteneinlage,
4 FMLD 186 ;orsflqnsf_ehler der Vene mit Thrombusbildung rezidivierende Fistelung tibialer,
evision intraoperativ kaudaler Wundrand
5 FMLD 91 a (/]
Wundheilungsstérung Entnahme-
stelle, MRSA-Infektion
© FMLD 135 2 Folgeoperation:
Débridement der Lappenspitze
7 FMLD 130 1] (/]
Serombildung Entnahmestelle
Folgeoperation:
8 FMLD 143 (] instabile Narbe, Débridement
fibulaseitige oberflachliche
Hautnekrose,
intraoperativ:
lokale 6dematdse Reaktion der
2 R 200 Arterie auf Instrumente mit Thrombusbildung @
Anastomosenrevision
o | Fuip | so |anenele Thombusticung, e i
Thrombenentfernung; vendse Stauung durch Laopennekrosen 9
Druckmanschette pp
11 FMLD 120 1} 10}
12 FMLD 120 (/] starke Schmerzen Entnahmestelle
13 FMLD 138 1] (/]
14 FMLD 110 1} (/]
15 FMLD 223 g]rttgr(i)eplleerﬁlr:/r:ombusbildung—» intraoperative Folgeoperation:
Débridement Hautinsel
Thrombenentfernung
Eolséoggr?g(\elh post reperf. 1a,2b;3b Folgeoperation:
16 FMLD 135 T 48 Stunden nach Primé&roperation
Verbandswechsel 12.2b.3c Re-OP
~ 17 Stunden post reperf. 1a,2b;3cRe-OP e
Il_net::?(c;%eer?rtll\\//:enbser AnastomoseRevision; Folgeoperationen:
17 FMLD 415 A ; - ’ Débridement Lappenrandnekrose,
zweimalige arterielle Thrombusbildurg Spalthautdefekte
Thrombenentfernung P
18 FMLD 137 1} 10}
19 FMLD 120 (/] %]
Lappenart: FMLD - freier myokutaner Latissimussidrappen

R — Radialislappen

post reperf. post reperfusionem
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3.2. Operationsdaten

Die mittlere Operationszeit inklusive Patientenlagg und Verband nach Angaben der
Narkoseprotokolle betrug 9 Stunden und 33 MinufiéhPatienten wurden postoperativ auf
der Verbrennungsintensivstation (23v) behandelt.n EPatient wurde auf der
anasthesiologischen Intensivstation (15i) und eatiet fir 2 Stunden postoperativ im
zentralen Aufwachraum Uberwacht und anschlieReriddeu Verbrennungsintensivstation

zum weiteren Monitoring verlegt.

Tabelle 10: Zeitliche Einordnung

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

29 4 49 149 15 45 53 33 35 14
8 9:45 | 9:25| 10:08 1055 7:4% 835 7:05 10{55 8115
58 94 41 64 33 54 41 37 32 47

11 12 13 14 15 16 17 18 19

7 132 121 26 95 5110 10 48 6
9:55 | 6:15| 11:30 10:3% 10:40 10:35 1285 915 9120

58 27 54 37 51 67 55 43 39

Die Stabilisierung der betroffenen Extremitat zueh@®&z der Transplantate wurde bei 13
Patienten durch Immobilisation mit einem Fixateuteene, bei 5 Patienten durch eine
Hochlagerung in einer Gipsschiene und in einem Fdlirch Hochlagerung des
Amputationsstumpfes gewahrleistet. Die jeweiligerfelerenswahl wurde aufgrund der
Lokalisation und GroRe der Defekte und eventuelthaodener Knochenverletzungen
getroffen. Musste die Extremitéat mit einem Fixatexterne versorgt werden, so wurde dies in

allen Fallen von der erstversorgenden AbteilungdesrLappenversorgung durchgefihrt.

Die erreichte mittlere Ischamiezeit betrug 158,74n0kn. Dabei dauerte die kirzeste
Ischdmiezeit 83 Minuten und die langste 415 Minuten

Die Gruppe A (n=12) wies eine mittlere Ischamiez@ih 122,33 Minuten auf. Die mittlere
Ischamiezeit der Gruppe B (n=7) betrug 221,14 MinutAbbildung 8). Komplikationen
wahrend der Operation verlangerten die Ischamiargifikant mit einem P-Wert von unter
0,05 und beinhalteten intra- und postoperative Kdamfonen durch die Ausbildung von

Gewebeddemen, Hamatomen und Thromben.



3. Ergebnisse 32

Abbildung 8: Ischamiezeiten,* P < 0,05
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3.3. Metabolische Parameter

3.3.1. Glukose

Die Auswertung der Glukosekonzentrationen (Abbilglur®) der Patienten mit

Komplikationen ergab einen minimalen Mittelwert vO/31 fir den Zeitraum der ersten 90
Minuten nach Reperfusion und einen maximalen Mitet von 1,301 zum Zeitpunkt 901-
990 Minuten. Insgesamt ist wahrend der gesamten itbtinmgphase eine deutliche

tendenzielle Zunahme der Lappenglukosekonzentratiornverzeichnen. Dennoch ist die
Konzentration im Referenzgewebe bis 360 MinutenhnReperfusion um das zweifache
erhoht und nahert sich bis 900 Minuten post regehiiem zunehmend einer gleichen
Konzentration in beiden Geweben an, um dann erst@@0 Minuten nach Reperfusion eine
erhohte Lappenglukosekonzentration aufzuweisen.

Der mittlere Quotient aus Glukosekonzentration iapjen im Bezug auf die Konzentration
im Referenzgewebe der Patienten ohne Komplikatidagen bei einem minimalen Wert von
0,469 wahrend der Ischdmie und einem maximalen Wert1,316 im Zeitraum 541 — 630
Minuten post reperfusionem. Direkt nach Reperfugeigt sich deutlich eine Verdoppelung
der Glukosekonzentration im Lappengewebe von eirf@ootienten von etwa 0,5 auf
naherungsweise 1,1. Dieses ausgeglichene Verhaltengischen Lappen- und

Referenzgewebekonzentration bleibt wahrend demgiesaMonitoringphase bestehen.

Es lasst sich zu keinem der gemessenen Zeitintergi signifikanter Unterschied zwischen
den Gruppen A und B feststellen. Die Graphen laujemndsétzlich parallel mit einer

tendenziell hoheren Glukosekonzentration in den peap der Gruppe A (ohne

Komplikationen) als in der Gruppe B (mit Komplikatien). Dennoch kann diese
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Nullhypothese (Faktor Komplikation hat keinen Eus8 auf die gemessenen
Glukosekonzentrationen) mit einem P-Wert von kleifig0001 widerlegt werden. Die
Auswertung zeigte, dass bei einem Experiment diéséRe nur eine 0,01 prozentige Chance
besteht, dass ohne direkten Einfluss des Faktormspikkation ein &hnliches Ergebnis erzielt
werden kann. Es lasst sich fur den zeitlichen \Wdrlalas heil3t fir die fortdauernde
Reperfusion, eine Entwicklung zugunsten héhererk@eakonzentrationen im Lappen mit
einem P-Wert von 0,0053 erkennen. Die Nullhypothesess steigende Reperfusionsdauer

keinen Einfluss auf die HOhe der Konzentrationet laast sich somit widerlegen.

Abbildung 9: Glukose, Gruppe A, ohne Komplikatior;- Gruppe B, mit Komplikation
*** P < 0,0001% P = 0,0053
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3.3.2. Laktat

Die Verteilung der Quotienten hinsichtlich der Latkibnzentration (Abbildung 10) in der
Gruppe der Komplikationen liegen zwischen dem mailen Wert 1,031 im Intervall 900 —
990 Minuten und dem maximalen Wert 2,828 von Begienlschamie fur die folgenden 145
Minuten. Interessanterweise lasst sich fir eingdétauernde Ischamiezeit keine weitere
Erhohung des Quotienten zugunsten einer erhoht@pdrdaktatkonzentration feststellen.
Insgesamt ndhern sich die Werte von Referenz- uappéngewebe mit andauernder

Reperfusionszeit einer gleichen Konzentration anlrtervall 451 — 540 Minuten lasst sich
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kurzzeitig eine erneute Erhohung der Lappenlaktatkotration auf das Doppelte der
Referenzkonzentration feststellen und der Quosaigt auf einen Mittelwert von 2,207 an.
Die Werte fur die Patienten ohne Komplikationemdie im Mittel zwischen dem minimalen
Wert 0,880 im Intervall 451 — 540 Minuten und deraximalen Wert 2,376 zum Zeitpunkt
der Ischamie. Auch hier I&sst sich die anndherretel@nz zwischen den Konzentrationen im
Lappen- und im Referenzgewebe erkennen. Auch hiennkt es, wenn auch zu einem
spateren Zeitpunkt 811 — 900 Minuten, zu einem were kurzzeitigen Anstieg der
Lappenkonzentrationen ungefahr auf das andertlelbfader Referenzkonzentration mit
einem Quotienten von 1,612.

Abbildung 10: Laktat, Gruppe A, ohne Komplikatior;- Gruppe B, mit Komplikation
*** P = (0,0001
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Die statistische Auswertung der Quotienten von atkkinzentrationen im Lappen- und im
Referenzgewebe liel3 zu keinem Zeitpunkt einen figmten Unterschied zwischen den
beiden Gruppen mit Komplikationen und ohne Komgpliaen erkennen. Die Graphen sind
nahezu parallel und beinhalten keine Tendenzeniili@ar hinaus kann fur den Faktor
Komplikation kein Effekt auf die Laktatkonzentratierkannt werden und die Nullhypothese,
dass dieser Faktor keinen Unterschied zwischenlaétatkonzentrationen bewirkt, muss
angenommen werden. Es besteht die Mdglichkeit (8&tminlichkeitsanteil: 28,0 %), dass
bei einem &ahnlichen Experiment ohne die Unterscimgdin Komplikationen und Nicht-

Komplikationen ahnliche Ergebnisse erzielt werdgetrachtet man allerdings den zeitlichen
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Verlauf der Graphen, so lasst sich eine tendeezi®eduktion der anfanglich hohen
Laktatkonzentrationen im Lappengewebe hin zu &haefic Konzentrationen wie das
Referenzgewebe erkennen. Die Auswirkung der Regpierfadauer auf diese Entwicklung ist

mit einem P-Wert von 0,0001 stark signifikant.

3.3.3. Pyruvat

Die Gruppe der Patienten mit Komplikationen weisziglich der Pyruvatkonzentration

einen minimalen Quotienten von 1,0 wahrend 991 801Mlinuten nach Reperfusion und

einen maximalen Wert von 1,558 im Intervall 361 50 Minuten post reperfusionem auf.

Interessanterweise lasst sich wéahrend der gesaviderioringphase kaum eine Anndherung
der Werte von Lappen- und Referenzkonzentratiorerer&n. Fast Uber die gesamte Zeit
bleibt die Konzentration im Lappengewebe um daseghdlbfache erhdht. Lediglich zu

spaten Messzeiten ab 901 Minuten post reperfusioldsst sich eine Angleichung der

Konzentrationen vermuten.

Deutlich wechselhafter verlauft die graphische Bdiisng der Ergebnisse der Gruppe mit
Patienten ohne Komplikationen wahrend der Lappaspiantation. Der minimale Wert

betragt hier 0,999 zwischen 361 — 450 Minuten n@eperfusion und der maximale Wert
liegt bei 1,747 wahrend der ersten 90 Minuten dgpeRfusion. Deutlich zu erkennen ist der
sprunghafte Anstieg um 50% von circa 1,1 wahrendisithamiephase auf den maximalen
Wert wahrend der Reperfusion. Es folgt eine PhageKednzentrationsangleichung, bis zu
dem Zeitpunkt 181 Minuten post reperfusionem dienz&mtrationen im Lappen- und im

Referenzgewebe &hnliche Werte aufweisen. Jedocleim& leichte Tendenz zugunsten
hoherer Werte im Lappengewebe zu erkennen.

Die statistische Auswertung konnte zu keinem Zeikpules Monitoring einen signifikanten

Unterschied zwischen den Gruppen A und B detektieRartber hinaus lasst sich kein
Einfluld der Faktoren Zeit oder Komplikation auf digktatkonzentration erkennen. Mit einer
Chance von 10 Prozent lasst sich in einem entspnelgdm Experiment ohne den Faktor
Komplikation ein @hnliches Ergebnis erzielen. Diédiichkeit eines gleichartigen Resultates
ohne den Faktor Zeit bei identischem Experimemt lsgar bei 82%. Daher kann in beiden
Féallen eine Nullhypothese (kein Einfluss der untenten Grol3en auf das Ergebnis)
angenommen werden (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Pyruvat, — Gruppe A, ohne Komplikatiorm;- Gruppe B, mit Komplikation
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3.3.4. Quotient Laktat / Pyruvat

Der Quotient aus Laktat und Pyruvat wird jeweilss alen Einzelquotienten der beiden
Substanzen berechnet.

Die Gruppe mit Komplikationen weist wahrend der ageten Monitoringphase eine
Verteilung der Quotienten um den Wert 1 herum &efliglich in der Phase der Ischamie
lasst sich ein maximaler Quotient von 1,6 feststelDie Gruppe ohne Komplikationen weist
ebenfalls eine Anordnung der Quotienten um den Wextif. Jedoch ist der Laktat/Pyruvat-
Quotient in der Ischamiephase deutlich zugunstenlddtats verschoben und weist einen
Wert 7,5 auf. Interessanterweise liel3 die statisésAuswertung also nur zum Zeitpunkt der
Ischamie einen signifikanten Unterschied der beid&muppe A und B beziglich des
Quotienten aus Laktat und Pyruvat mit einem P €D 4. Um so Uberraschender ist jedoch
die Tatsache, dass das Verhéltnis von Laktat/Pyiavaer Gruppe der Nichtkomplikationen
vollig unerwartet zugunsten des Laktatwertes verseh war und die Gruppe der
Komplikationen diese Aufféalligkeit zu keinem Zeitgkt der Monitoringphase zeigt
(Abbildung 12).
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Abbildung 12: Laktat/Pyruvat, Gruppe A, ohne Komplikatiorn;- Gruppe B, mit Komplikation

** P < 0,001
10+ ok
O-
8- Zeitintervalle:
7 -2 > 145 min Ischamie
'g -1 < 145 min Ischamie
o > 64 0 Reperfusion — 90 min
5 2 1 91-180 min
= & 5- 2 181270 min
=g 3 271 -360 min
g 4 4 361 - 450 min
LG 5 451 - 540 min
— 34 6 541 -630 min
7 631-720 min
2- 8 721-810min
9 811-900 min
1-5&4&,.*‘2& 10 901 — 990 min
11 991 — 1080 min
C 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2-10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Zeiteinheit
3.3.5. Glyzerol

Die Gruppe der Patienten mit Komplikationen weistea mittleren minimalen Quotienten
zwischen Lappen- und Referenzglyzerolkonzentratiom 0,723 zum Zeitpunkt 991 — 1080
Minuten post reperfusionem und einen maximalen Went 1,818 wahrend der Ischamiezeit
langer als 145 Minuten auf. Interessanterweisgistieé Glyzerolkonzentration im Lappen im
Gegensatz zur Konzentration im Referenzgewebe dngdrer Ischamiedauer um ungefahr
ein Drittel an. Jedoch sind im Verlaufe der Moritgphase mit langerer Reperfusionsdauer
keine signifikanten Unterschiede der Glyzerolkonzion im Lappen- oder Referenzgewebe
zu erkennen. Allerdings lasst sich eine leichte dBerz zugunsten der Konzentration im
Referenzgewebe erkennen, da die Werte sich zwiggfiénbis 1,0 befinden.
Erstaunlicherweise bietet die Gruppe mit den kokapilonslosen Lappentransplantationen
hohere Glyzerolkonzentrationen im Lappengewebeali@sGruppe mit Komplikationen. Die
graphische Darstellung der Ergebnisse der beideppg&n A und B lasst grundsatzlich eine
parallele Anordnung auf unterschiedlichen Niveausit-Ausnahme des Zeitpunktes 541 —
630 Minuten — erkennen. Der minimale mittlere Whegt 631 — 720 Minuten nach
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Reperfusion bei 1,086. Dagegen findet sich 90 Minuvorher ein maximaler Wert von
3,020.

Die statistische Auswertung der Daten aus beidemp@n A und B lasst nur zum Zeitpunkt
541 — 630 Minuten eine signifikante Erhdhung desoti@aten der Gruppe ohne
Komplikationen verglichen mit der Gruppe mit Konkaliionen erkennen. Der P-Wert ist
kleiner als 0,01. Zu keinem anderen Zeitpunkt siliel Quotienten der beiden Gruppen
signifikant voneinander unterschiedlich (Abbildutig).

Abbildung 13: Glyzerol, — Gruppe A, ohne Komplikatior;- Gruppe B, mit Komplikation
*** P =0,0002F* P =0,01
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Die Betrachtung des zeitlichen Verlaufes zeigt &efignifikanzen. Es ist die Nullhypothese
aufzustellen, dass der zeitliche Verlauf (alsoatidauernde Reperfusionszeit) keinen Einfluss
auf die gewonnenen Ergebnisse hat. Betrachteteatfendings den Faktor Komplikation, so
betragt die Signifikanz P = 0,0002. Die Wahrscheltikeit, dass bei einem ahnlichen
Experiment ohne diesen Faktor ahnliche Ergebnisgelieworden waren, betragt nur 0,043

Prozent. Somit ist diese Nullhypothese zu verwerfen
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3.4. Immunologische Parameter

3.4.1. C3a

Die bisher gewonnenen Daten der Patienten mit Kikepbnen zeigen einen minimalen
Quotienten von 0,465 zum Zeitpunkt 181 - 270 Minut@ach der vaskularen
Strombahnerdéffnung und einen maximalen Wert vorb®8s,wahrend der ersten Phase der
Reperfusion. Dieser deutlich erhéhte Wert ist ib@fach héher als der nachstgréfite Wert
wahrend der Ischamie. Die Werte erreichen in decldre3enden Monitoringphase wieder
niedrigere Quotienten. Die restlichen Werte zeigah relativ inhomogen mit Quotienten
sowohl grél3er als eins (erhdhte Lappen-C3a-Konagoir) als auch mit Quotienten kleiner
als eins (erhohte Referenz-C3a-Konzentration). Dagezeigt sich in der Gruppe mit den
Patienten ohne Komplikationen zum gleichen Zeitpw#c Reperfusion ein maximaler Wert
von 0,873 und zum Zeitpunkt der Ischamie ein mitémaVert von 0,465. Es zeigt sich in
dieser Gruppe durchweg eine erhthte C3a-Konzeotrath Referenzgewebe, die bis auf den

Zeitpunkt der Reperfusion doppelt so grol ist, wid.appengewebe (Abbildung 14).

Abbildung 14: C3a, Gruppe A, ohne Komplikatior;- Gruppe B, mit Komplikation
** P < 0,001
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Die statistische Auswertung zeigt zum Zeitpunkt t@hen Reperfusion einen tber 30fach
erhohten C3a-Konzentrationsquotienten im VergleiehGruppen A und B. Dieses Ergebnis
ist hoch signifikant und entspricht einem P-Werhkleiner 0,001. Zu keinem anderen

Zeitpunkt konnte ein signifikanter Unterschied gefan werden. Hinsichtlich des Faktors
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Zeit konnte eine deutliche Auswirkung auf das Ergelmit einem P-Wert von kleiner 0,001
gefunden werden. Beziglich des Faktors Komplikatkamnte ebenfalls ein P-Wert von
kleiner 0,001 bestimmt werden. So kann fur beidetdfan die Nullhypothese, dass man in
einem &ahnlichen Experiment ohne diese Einflu3gra8engleiches Ergebnis héatte erzielen

kdnnen, widerlegt werden.

3.4.2. Interleukin-8

Die Quotienten fur die Interleukin-8-Konzentrationder Gruppe B (mit Komplikationen)
liegen zwischen dem minimalen Wert 0,614 zum Zeikpb41 Minuten und dem maximalen
Wert 2,184 zum Zeitpunkt 210 Minuten. Deutlich ztkkemnen ist die zunachst malige
Erhohung der 1I-8-Konzentration im Lappen wahreret éschamie, die kurzfristig zum
Zeitpunkt der Reperfusion vermindert ist und imterin Verlauf erneut bis auf die doppelte
Konzentration im Lappengewebe ansteigt. Jedoch dil Konzentration im Lappengewebe
von II-8 im weiteren Monitoringverlauf wieder zuggtan des Referenzgewebes.
Demgegenuber steht die Gruppe der Nicht-Kompliketio Hier ist wahrend der gesamten
Monitoringphase eine erhdohte Konzentration im Rafegewebe festzustellen. Der minimale
Wert liegt in dieser Gruppe bei 0,625 wahrend deh&mie und der maximale Wert bei 0,917
zum Zeitpunkt 540 Minuten.

Zum Zeitpunkt 210 Minuten kann ein grof3erer Unteiest zwischen den beiden Gruppen
gefunden werden. Dieser ist jedoch nicht signiftkaisgesamt betrachtet, haben sowohl der
Faktor Zeit als auch der Faktor Komplikation keirt&nfluss auf das Ergebnis. Es besteht im
ersten Fall eine Mdglichkeit von 33% und im zweikall von 10%, dass bei einem ahnlichen
Experiment ohne Einflul? der Faktoren ein gleichiged Ergebnis erzielt werden kann
(Abbildung 15).
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Abbildung 15: Interleukin-8, Gruppe A, ohne Komplikatiorn;- Gruppe B, mit Komplikation
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3.4.3. RANTES

Die Auswertung der Ergebnisse bezlglich RANTES aese sich als schwierig, da nur

wenige Messwerte detektiert werden konnten. Dieaeew zudem insgesamt breit gestreut.
Die Messung dieser Substanz wurde nur bei dennePaienten durchgefuhrt und aufgrund
der fehlenden Nachweisbarkeit bei den restlichare®an darauf verzichtet. Es kénnen also
keine Aussagen bezlglich dieser Substanz und fileneiZusammenhang mit einer

verlangerten Ischamiezeit getroffen werden.
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4. Diskussion
4.1. Die Mikrodialysetechnik

Die Mikrodialysetechnik hat sich in den letzten réshzu einer anerkannten Methode des
biochemischen Monitoring verschiedener Gewebe imiddhen Alltag und in der Forschung
entwickelt. Dennoch sind bei der Anwendung diessehhik sowohl Vorteile als auch einige
wichtige Einschrankungen zu beachten.

Die MDT ist eine elegante und einfach anzuwendéretghnik. Die Katheter sind mit etwas
Ubung leicht zu platzieren und zu sichern. Sie letelweder eine bedeutende
Bewegungseinschrankung dar, noch ist die EntferrdargKatheter und das Bedienen der
Technik direkt am Patientenbett fur den Patientemr®erzhaft oder belastend. Durch das
mobile Analysegerat konnen die Konzentrationen @®uokose, Laktat, Pyruvat, Glyzerol,
Harnstoff und Glutamat direkt vor Ort analysiertrden. Nach Erkenntnissen dieser Arbeit
eignet sich die Technik dartber hinaus auch zurelerung von immunologischen
Parametern mit einem Molekulargewicht unter 20 kBBigerdings ist die MDT kein ,,online®-
Verfahren. Das heil3t, das Dialysat wird zuerst imem Microvial gesammelt und muss
anschlieBend analysiert werden. Da fir jede Komagahsbestimmung eine gewisse
Probenmenge zur Verfiigung stehen muss, sind diederfichen Zeitintervalle einzuhalten,
um ausreichend Probenvolumen zu erhalten. Die Tledsh zudem auch im operativen
Setting unter Zuhilfenahme von sterilen Operaticstgmalien und sterilen Microvials, die
direkt vom Hersteller bezogen werden kdnnen, enhset

Die Katheter werden mit Hilfe einer Punktionsnaietlas Gewebe eingebracht. Zum einen
wird so das genaue Platzieren des Katheters olenBetichadigung der anféalligen Membran
moglich. Zum anderen wird die lokale Gewebezersigralurch die komplikationslose
Handhabung deutlich vermindert. Dennoch kommt esomaéers in den ersten 30 bis 60
Minuten zu einer lokalen Reaktion auf die Katheteertion [54, 81]. Andere Autoren
beschreiben eine Beeinflussung des lokalen ZeiNggahsels wahrend der ersten 120 bis 150
Minuten. Gutierrez et al. bestimmten die Konzemratzon Karnosin im Dialysat direkt nach
Katheteranlage und fanden in den ersten 150 Minertibhte Werte [46]. Karnosin ist
physiologisch in der interstitiellen Flissigkeithi nachweisbar und gilt als Marker fiir lokale
Zellzerstbrung. Ob diese minimale Gewebeldsion reisgnifikanten Einfluss auf die
Ergebnisse wéahrend der ersten Monitoringphasadtdtisher nicht genau geklart. Minimiert
werden kann diese mdgliche Beeinflussung durchnespéteren Beginn der Messungen nach

Ablauf der 150 Minuten. Andere aber weitestgeheedmeidbare Komplikationen sind:
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Verletzung von BlutgefélRen oder Nerven, Beschadjgier empfindlichen Dialysemembran
und lokale Hamatombildung. Ist die Kathetermembiatakt, so gibt es keinen direkten
Hinweis auf eine umgebende Blutkoagulation. Einiggoren nehmen an, dass durch ein
Hamatom der Gewebefluss direkt um die Membran vedert wird und somit eine
Reduktion aller gemessenen Parameterkonzentratiorzen erwarten ist [138].
Kontrollmessungen im Referenzgewebe sind dahexdem Falle empfehlenswert.

Die MDT ermdglicht mit Hilfe der Dialysepumpe einekontinuierlichen Strom der
Diffusionsflissigkeit entlang der Membran. Dies rtiih zu einer vom
Konzentrationsgradienten abhéngigen Diffusion, rdait durch sporadische Veranderungen
der Durchflussgeschwindigkeit beeintrachtigt wikdlerdings ist die Substanzdiffusion von
drei EinflussgrofRen abhéngig: 1. den Eigenschaftes interstitiellen Gewebes, 2. den
Substanzeigenschaften und 3. den technischen Elygitsn der MDT. So kann die
Einstellung der Pumpgeschwindigkeit problematisen.s Das Verhéaltnis zwischen der
Substanzkonzentration im interstitielen Raum unér dhdchstmoglich dialysierten
Substratkonzentration ist bezeichnet als die ,recgV[100]. Sie ist abhangig von der Lange
der Dialysemembran, dem Katheterdurchmesser undPdepgeschwindigkeit, mit der die
Dialyseflissigkeit entlang dieser semipermeablermblan flie3t. Eine maximal niedrige
Geschwindigkeit erlaubt eine anndhernd 100 progenti,recovery“. Eine hohe
Flussgeschwindigkeit ermoglicht zwar kirzere Messialle, fihrt aber zu einer deutlich
geringeren .recovery". Untersuchungen haben untézdtiche ~optimale“
Pumpgeschwindigkeiten fir die jeweils bestmoglicheecovery® fur verschiedene
metabolische Parameter ergeben. Es gibt daher Zes&tei einer relativ hohen
Geschwindigkeit zuséatzlich Dextrose oder andereotsth wirksame Substanzen in die
Dialyseflussigkeit hinzuzugeben [122]. Um direktf adie ,recovery” riickschlielen zu
koénnen, kann ein markiertes Substrat beigefligt died Konzentrationsdnderung dieser
markierten Substanz gemessen werden. Rizell &ahten auf diese Weise die ,recovery”
akkurat bestimmen und direkt Riickschliisse von dgariinglich dialysierten Histaminmenge
auf die interstitiell tatsédchlich vorhandene Hist@konzentration in verschiedenen
Rattengeweben ziehen [118]. Abgesehen von denteeimischen Schwierigkeiten, sind die
Substanzeigenschaften bestimmend fir die Dialyarkgit der interessierenden Substanz. So
fuhren die Diffusionskapazitat, Stabilitdt, moledad Grof3e und Aufbau der Substanz sowie
ein mdgliches Anheften an die Membran oder aul3ethdterwand zu einer Beeinflussung
der Diffusion [26]. Die Konzentration der gemessei@ibstanz ist nicht nur abhangig von
ihrer lokalen Produktion durch Veranderungen deBnig&abolismus, sondern auch vom
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Konzentrationsgradienten zwischen interstitielleew@be und Intravasalraum. Hierbei spielt
der lokale Blutfluss, der nicht nur Gber korperegesystemische Regulationen beeinflusst
wird, sondern auch durch Umgebungstemperatur undieit der interstitiellen Flissigkeit
eine mitentscheidende Roll&1, 26]. Experimentelle Studien haben zudem festgeéstibs
Veranderungen im lokalen Blutfluss nicht unbedisyggtemisch evident werden mis§es).

Da die Diffusion der Substanz von vielen bereitsrogenannten Faktoren abhangig ist, stellt
die gewonnene Konzentration nicht notwendigerweide tatsachlich vorhandene
Konzentration im interstitiellen Gewebe dar [14Q)Jm dieses Problem zu I6sen, wurde
beispielsweise einm-situ Kalibrierung fur die metabolischen Parameter dgettihrt. Dazu
wurden dem Dialysat steigende Konzentrationen dananitorenden Substanz hinzugefuhrt,
bis keine weitere Konzentrationsanderung folgtd.[B@eses Verfahren verlangert jedoch die
Dauer des Experiments und ist klinisch nur eingesdtt durchfuhrbar. Im Umkehrschluss
weisen Veranderungen der Konzentration nicht notliggrweise auf eine Veranderung des
Blutflusses hin und somit stellt die MDT nur eindirektes Messverfahren fur die
Durchblutung des untersuchten Gewebes dar.

Anfanglich wurde die MDT eher im Bereich der Neurinargie und Neurologie angewandt
und konnte speziell fir das Monitoring sowohl ol@mfhlicher als auch schwer zugénglicher
zentraler Hirnstrukturen konzipiert werden. Techhes Weiterentwicklungen ermdéglichen
heutzutage nicht nur das Uberwachen von periphlaggaeen Muskelabschnitten sondern
auch das Monitoring von tiefer gelegenen Muskelarigwie zum Beispiel ,buried flaps*).
Dariliber hinaus ist die MDT — anders als andere ddngverfahren — unabh&ngig vom
Vorhandensein von Hautgewebe als Monitoringinsedetizbar.

Bei der Verwendung der MDT im klinischen Monitoringnd in der experimentellen
Forschung gibt es folglich einige Elemente zu beathDennoch ist die MDT eine einfache
und unkomplizierte Methode um Substanzen in dergtitiellen Flissigkeit zu bestimmen.
Es ist daher nicht verwunderlich, dass sie bemeiselen medizinischen Bereichen eingesetzt
wird.

Bisher hat sich die klinische Anwendung der MDT waflem auf die Analyse verschiedener
pathophysiologischer Vorgange nach Hirntrauma kot [52, 61] Durch weitreichende
Forschungen konnte sogar ein neues BehandlunggkofizePatienten mit Hirntrauma oder
Hirnblutungen in Skandinavien etabliert werden: dasnd-Konzept* [101]. In den letzten
Jahren  konnten dartber hinaus metabolische Vorgdngad ischédmische
Stoffwechselsituationen in verschiedenen Gewebhearttorscht werden wie Skelettmuskel
[46], Herzmuskel [65, 76] und Fettgewebe [13]. W4idtk die Anfange der Technik also eher
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durch die Anwendung im Bereich der Neurochirurgie iNeurologie gekennzeichnet waren,
so kann man sie heute in fast allen medizinischeneiBhen finden. Ansatze gibt es
beispielsweise in der Intensivmedizin [8], in derhi@rgie [139], in der
Transplantationschirurgie [21, 106], in der Plagten Chirurgie [120] in der Inneren Medizin
[32] und in facherubergreifenden Forschungsfraganh [

Die MDT bietet also eine Vvielseitig einsetzbare effiative 2zu bisherigen
Monitoringverfahren. Dennoch sind die spezifisckggenschaften sowohl der Technik selbst
als auch des zu untersuchenden Gewebes zu betitggsic Die pathophysiologischen
Vorgange besonders wahrend der Ischamie-ReperBmiase sind bis heute nicht
vollstandig verstanden. Gerade deshalb ist die i@ wichtige Monitoringtechnik, die das
klinische Monitoring eines freien Lappens erleichtend durch biochemische Messwerte

erganzt, gleichwohl aber nicht ersetzen kann.
4.2. Metabolische Parameter

In den vergangenen Jahren hat sich das wissengdmaftinteresse an den freien

mikrovaskuldren Gewebetransplantationen gewandwlt sich vom reinen Monitoring der

Durchblutung zunehmend auf die Pathophysiologie ehamie-Reperfusionsvorgange
konzentriert. Die MDT wurde bisher vor allem beirdAnalyse von metabolischen

Parametern eingesetzt. Die Zusammenhénge zwisdhen ausreichenden Perfusion und
damit einer ausreichenden Gewebeversorgung mit rSaffe und Glukose sowie die

anschlieBend ablaufenden biochemischen Kaskadewdewugenutzt, um — anhand der
Konzentrationsanderungen von Glukose, Laktat, Ratrund Glyzerol — eine pathologische
Anderung der Organperfusion zu detektieren.

Aufgrund des Wechsels vom aeroben Stoffwechsel evithder Perfusion und Reperfusion
zum anaeroben Stoffwechsel wahrend der Ischamiedemurtypische Konzentration-

anderungen der metabolischen Parameter herausgearidéihrend der Ischamie sollten die
Pyruvat- und Glukosekonzentrationen fallen und Hienzentrationen von Laktat und

Glyzerol ansteigen. Nach Revaskularisation gleictséch die gemessenen Werte mit
zunehmender Reperfusionszeit wieder den praisclsemsWerten an [119, 138]. Sollte die
Reperfusion gefalRbedingt (arteriell oder vends) odech ein Gewebehamatom gestort sein,
resultiert daraus eine verlangerte IschamiezeiesDieigt sich im Monitoring in einem

ausgepragten Abfall der Glukosekonzentration unterai Ansteigen der Glyzerol- und

Laktatkonzentration. Nach Beseitigung der Okklusiammt es zu einem Anndhern der

praischamischen Konzentrationswerte, wobei diesendharung mit ansteigender
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Ischamiezeit deutlich langsamer verlauft. [121] Bolches Konzentrationsmuster konnte in
den Kontrollgeweben zu keinem Zeitpunkt detektiegtden.

Die in unserer Studie gewonnen Daten zum Metabaksmnterstitzen diese bisher
gewonnenen Erkenntnisse nicht in allen Punktererdihgs lie3 sich aufgrund der klinisch-
operativen Gegebenheiten nur eine kurze Aquilibrigsphase der Katheter realisieren und es
konnten keine Proben zum Vergleich der Grundumsétae Ischdmiebeginn gewonnen
werden. Des Weiteren wurden die Mikrodialyseprobefort tiefgefroren und speziell fur die
Nachweisreaktionen langsam aufgetaut. Es lasstssiatit nicht ausschliel3en, dass per se ein
Unterschied im Grundumsatz im Kontroll- und Lappmmgbe bestand, die Katheter
unterschiedliche ,recovery” aufwiesen und Substrdthrend des Einfrierens/Auftauens

zerstort wurde.

4.2.1. Glukose

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werdeassddie Glukosekonzentrationen im
Lappen in der Ischamiephase deutlich geringer waaé im normal perfundierten
Referenzgewebe. Sofort nach Eréffnung der GefaBuguag glichen sich die
Konzentrationen dem Quotientenwert 1 an, was eiAguilibrium zwischen Lappen- und
Kontrollgewebe entspricht. Von Anfang an liel3 sieh den Patienten mit Komplikationen im
Lappengewebe ein niedrigerer Ausgangsglukosewehtemé der Ischamie erkennen. Die
Erhohung der Lappenglukosekonzentration auf dasdlivdes Referenzgewebes geschah
stetig, dennoch deutlich langsamer als in der Geupipne Komplikationen. Die grafische
Darstellung beider Gruppen im Monitoringverlauf gteweiterhin eine deutlich parallele
Entwicklung, wobei die Gruppe der Komplikationemdenziell niedrigere Werte aufweist.
Dennoch lieBen sich zwischen den beiden Gruppemneksaignifikanten Unterschiede
feststellen. Die niedrige Glukosekonzentration \ea@lr der Ischamiezeit und die stetige
Erhohung der Konzentration im Verlauf der Repeduoslassen sich auf die erfolgreiche
Blutversorgung des Lappengewebes zurtickzufihrermeren Forschungsgruppen konnten
vergleichbare Ergebnisse zeigen und dokumentietass eine Verminderung der Perfusion
zu einer Verminderung der Glukoseversorgung furit [L20].

Es konnte unter Verwendung des Doppler-Ultrasclipdizeigt werden, dass nach einer freien
Gewebetransplantation der Blutfluss sowohl im Emgé&igebiet als auch in den Blutgefal3en
des freien Lappens erhoht ist. Die Autoren fuhres duf einen moglicherweise vorliegenden

Verlust des GefalRtonus und verminderten GefalRwaleilszuriick [82]. Inwieweit sich
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verschiedene Komplikationen wahrend der freien Getansplantation unterschiedlich auf

dieses Phanomen auswirken, bleibt zum derzeitigaipunkt unklar.

4.2.2. Laktat

Eine erhohte Laktatkonzentration im systemischeutkeislauf prasentiert das Verhaltnis
zwischen der Laktatproduktion und dem Verbrauclthi@ewebe und Organe und stellt nur
einen Gesamtuberblick Uber dieses Verhaltnis da). [Im eine bessere Aussage Uber die
tatsachliche intramuskulare Laktatproduktion tneftet kbnnen, muss die Laktatkonzentration
direkt vor Ort gemessen werden. Wir haben auchigsedh Zweck die Mikrodialysetechnik
genutzt. Die Laktatkonzentrationen sowohl bei Pégie mit Komplikationen, als auch bei
Patienten ohne Komplikationen zeigten deutlich héiWgerte im Lappengewebe wahrend der
Ischamiezeit und eine Verminderung ab Reperfusiegisin. Diese Entwicklung zeigen auch
andere Studien [64]. Traten keine Komplikationen f, auso erreichte die
Lappenlaktatkonzentration etwa nach 3 Stunden dasal des Referenzgewebes. Dies
konnte fur die Gruppe mit den Komplikationen nicigzeigt werden. Hier verlauft die
postischamische Phase deutlich unruhiger und »&ihrend der gesamten Monitoringdauer
eine tendenziell erhéhte Konzentration im Lapperefsmy Diese Beobachtung entspricht den
Ergebnissen anderer Studien [71, 138]. Dartberukinildt die grafische Darstellung einen
signifikanten Anstieg nach 7,5 — 9 Stunden und reineeiteren leichten Anstieg der
Laktatkonzentration im Lappengewebe nach 13,5 Stiladen auf. Dieser kleinere Anstieg
der Laktatkonzentration tritt zur gleichen Zeit efadls in der komplikationsfreien Gruppe
auf. Dieser Zeitpunkt ist konsistent mit dem Verdismechsel, der am nachsten Morgen auf
der Station durchgefuhrt worden ist. Es lasst sildo vermuten, dass eine lokale Irritation
und Untersuchung des Lappengewebes sowie eine tidifiekles Muskelgewebes wahrend
des Verbandwechsels zu einem Ansteigen der Laktagwdration fuhrt. Eine
Beeintrachtigung der Lappenperfusion tritt offehdich nicht ein, denn die
Glukosekonzentrationen &ndern sich zu diesem Zdstpnicht. Es ist daher zu vermuten,
dass die erhohte Laktatkonzentration auf ein edghAusschwemmen aufgrund von
mechanischen Manipulationen im Rahmen der Verbaedssel zurlckzufihren ist. Die
kurzfristige Konzentrationserhéhung in der Komplikasgruppe nach 9 Stunden lasst sich
nicht mit einem von auf3en wirkenden Vorgang erkiaies gibt allerdings Hinweise darauf,
dass es neben der hypoxisch bedingten Laktatprioduktoch andere Mechanismen zur
Steigerung der Laktatkonzentration gibt, wie zumspBiel die B—adrenerge Stimulation der

Glykogenolyse im Muskel [18, 133].
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Wir stellten fest, dass die Laktatkonzentrationenerhalb beider Gruppen Streuungen
aufwiesen und unsere Ergebnisse de facto keinenergffiied zwischen den
Laktatkonzentrationen in der Gruppe der Komplika¢io und der Nicht-Komplikationen
zeigten. Eben diese Variabilitat der Laktatkonzaimnen innerhalb einer Patientengruppe
fuhrte zur Anwendung des Laktat/Pyruvat-Quotientelg die Hohe des einzelnen
Laktatwertes keinen prognostischen Schluss auf St@fwechsel des Gewebes zuldsst,
sondern nur in Kombination mit den restlichen Wertedbeziehungsweise der
Konzentrationsentwicklung zu sehen ist [138]. Rjadkm et al. stellten fest, dass
Muskelgewebe deutlich schneller auf Verdnderungess dnaeroben zum aeroben
Stoffwechsel und umgekehrt reagiert [121]. Diesrikénwomdglich auf einen schnelleren
Metabolismus zurlckzufiihren sein. Es wéare demnadgglioh, dass die Messintervalle in
unserer Studie besonders unmittelbar nach Repenfusit 90 Minuten zu lang waren und
somit schnelle Veranderungen der Laktatkonzentraticht erfasst worden sind. Des
weiteren stellten bereits Udesen et al. fest, das¥onzentrationslevel alleine anscheinend
keinen direkten Schluss auf mdgliche Komplikationerulassen, obwohl die

Laktatkonzentration abhéngig vom Glukoseangebotdandstoffwechselsituation ist [138].

4.2.3. Pyruvat

Unsere Studie konnte keinen signifikanten Unteesthiwischen den beiden Gruppen im
Bezug auf Pyruvat nachweisen. Tendenziell sindRiieuvatlappenkonzentrationen in der
Komplikationsgruppe sowohl in der Ischamiephase alsh bis drei Stunden nach
Reperfusion niedriger als in der Gruppe der Nichtgbkationen. Im weiteren Verlauf

gleichen sich die Konzentrationen des Lappen- wsl Kbntrollgewebes in der Gruppe der
Nichtkomplikationen einem gleichen Niveau an, walkrsie in der Komplikationsgruppe im

Lappengewebe bis auf das anderthalbfache erhdéftiehle Interessanterweise sind diese
Ergebnisse in der Patientengruppe ohne Komplikatiomahezu kontrar zu bisher
verOffentlichen Studien. Rjodmark et al. beschmelsne deutliche Verminderung der
Pyruvatkonzentration wahrend der Ischamie mit einemeuten Anstieg direkt nach

Reperfusion Uber den praoperativen AusgangsweaBifiL21].

4.2.4. Quotient Laktat / Pyruvat

Wie Dbereits oben dargestellt, eignet sich die Halee Laktatkonzentration nicht als
prognostischer Faktor. Die Bildung des Quotientes kaktat und Pyruvat [L/P] ermdglicht
jedoch eine genauere Aussage Uber den Redoxsttudetle und scheint unempfindlicher

auf andere systemische Einwirkungen zu sein [7@bl&l et al. beschreiben den [L/P] als
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den Ischamiemarker mit der héchsten Spezifitat einér sehr hohen Sensitivitat [34, 35].
Wobei es bei der Beurteilung des [L/P] zu beaclyiétt dass eine partielle Ischamie
wahrscheinlich eher zu einer Veranderung des Pyuertes ohne Beeintrachtigung des
Redoxstatus fuihrt und es bei einer absoluten Isghameiner Veranderung der Zellsituation
mit Verdnderung des [L/P] kommt [16]. Der Redoxssabeeinflusst sowohl die Glykolyse,
Laktatoxidation, Pyruvatoxidation und den Zitrating [17]. Unsere Ergebnisse zeigen
deutlich erhohte Laktat/Pyruvat-Quotientenwerte mgad der Ischamiezeit in beiden
Gruppen. Interessanterweise ist dabei der WereinGtuppe der Nichtkomplikationen circa
5fach hoher (P < 0,001) als in der Gruppe mit Kokapionen. Dieses Ergebnis ist kontrar zu
bisher veroffentlichten Studienergebnissen. Safieth Perfusion des Gewebes néahern sich
die Werte in beiden Gruppen dem Wert 1 an. Diesebied, dass im Lappen — und
Kontrollgewebe ahnliche Quotienten von Laktat uryduiat vorliegen. Es konnten in dieser
Phase keine signifikanten Unterschiede zwischedemeiGruppen gefunden werden, auch
wenn die Angleichung der Werte in der Gruppe dechtomplikationen tendenziell
gleichmafiiger verlauft. Andere Studien hier konréénliche Ergebnisse aufweisen [9, 33,
70].

4.2.5. Glyzerol

Die eindeutige Interpretation der Glyzerollevelfftriunserer Meinung nach auf einige
Schwierigkeiten. Wenn in einer ischamischen Siamati die Sauerstoff- und
Glukoseversorgung des Gewebes nicht ausreicht, dieses vom anaeroben Stoffwechsel
abhéangig. Sollte nun die Energiegewinnung fur digréchterhaltung des Zellstoffwechsels
nicht gendgen, vermindert sich die Zellfunktion und weiteren Verlauf tritt der Tod der
Zelle ein. Die in der Zellmembran enthaltenen Phosipide werden durch eine
Phospholipase zu Glyzerol hydrolysiert und sonetgstdie interstitielle Konzentration von
Glyzerol an. Die bisher veroffentlichten Studierregiinen fur eine schnelle Affektion der
Zelle mit einer annahernd sofortigen Erhdhung dge&olkonzentration und einer schnellen
Erniedrigung der Werte nach Reperfusion innerhahiger Stunden [121, 138]. Navegantes
und Kollegen stellten in ihrer Studie fest, dass @lyzerolverwertung in unterschiedlichen
Muskelgruppen unterschiedlich hoch ist, dabei ditegs bei systemischer Applikation von
Insulin geringer beeinflussbar ist, als Fettgew¢b@2]. Es lasst sich allerdings nicht
feststellen, wie grol3 die Unterschiede zwischenwa®achiedenen Muskelgruppen sind. Wir
konnen somit nicht mit Sicherheit eine von vornirere unterschiedliche

Ausgangskonzentration in den Referenz- und Lappeelgen ausschlielen. Wie bereits
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Hagstrom-Toft et al. feststellten, ist die Konzatibn dieser Substanz dariber hinaus vom
Fettgehalt und der Art des Gewebes abhéngig [4ifs Ronnte entweder aus einem per se
hoheren Glyzerolgehalt im interstitiellen Gewebeerodaus den massiv freigesetzten
Konzentrationen wahrend des Operationstraumastiergul. Mit Sicherheit spielt die direkte
Freisetzung wahrend der chirurgischen Freilegurdyd@bung des Lappens eine Rolle. Dies
wirde zu einer erhdhten Glyzerolkonzentration inppengewebe fihren, wahrend die
Referenzgewebekonzentration stabil bleibt. EindexeiEinflussgroRe auf den Glyzerolwert
ist die Operation als Stresssituation fur den Rtgie Dieser Stress fuhrt zu einer Erhéhung
des Sympathikotonus und somit konsekutiv zu eim&blgen Lipolyse [37, 38]. Dies
wiederum erhdht die Glyzerolkonzentration im intiéiedlen Gewebe. Hierbei misste diese
Konzentrationserhéhung sowohl im Lappen- als antiKontrollgewebe zu detektieren sein.
Neben dieser systemischen Aktivierung der Lipolipeschrieben Dodt und Kollegen eine
Lipolyse durch Stimulation des sympathischen Nesirdloerp;-, - und s-Adrenozeptoren
[31]. Enoksson et al. veréffentlichten Ergebnisdes zeigen, dass es bei einer lokalen
Dilatation der BlutgefalRe und gleichzeitiger Stiatidn der Lipolyse zu einem verstarkten
Verlust von Ethanol und zu einer Steigerung der z&iglkonzentration in der
Mikrodialyseflissigkeit kommt [36]. Der Ethanolvest aus der Monitoringflissigkeit
impliziert die Steigerung des lokalen Blutfluss@Berdings kam es in der Anfangsphase des
Experimentes nur zu einer Verluststeigerung, wéahrdie Glyzerolkonzentrationen trotz
vermehrter Lipolyse nicht anstiegen. Enoksson .efiiakten dies auf eine sofortige Reaktion
des GefalRsystems und schnelle Veranderung desusdeB bei gleichzeitig langsamerer
Stimulation der Lipolyse und somit langsamerer @igifreisetzung zurick.

Unsere Ergebnisse zeigten Glyzerolkonzentrationéinrend der Ischamiephase, die in
beiden Gruppen in den Lappengeweben bis auf daspdlep im Gegensatz zum
Kontrollgewebe erhoht waren. Im Laufe der Repedudallen die Glyzerolwerte bis auf ein
dem Referenzgewebe &hnliches Niveau und die Queteerreichen einen Wert nahe 1.
Soweit ist die Beobachtung konsistent mit den bideschriebenen Arbeiten [33, 138].
Jedoch finden sich tendenziell héhere Glyzerollagpazentrationen in der Gruppe der
Patienten ohne Komplikationen sowohl in der Isclghase als auch in der folgenden
Perfusion. Diese Beobachtung ist interessant, deisher wurde berichtet, dass bei
ischamischen Muskelgeweben nach erfolgloser Regerfudie Glyzerolkonzentrationen
erhoht bleiben oder sogar stetig ansteigen, nedtagh bei perfundiertem Gewebe. Udesen et
al. beschreiben sogar Richtwerte, ab denen ein®MRen Betracht gezogen werde sollte
[138]. Dieser Wert liegt bei 1500mol/l und wurde in unserer Studie in keiner derdbai
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Gruppen erreicht. Es ist daher fraglich, ob diesEméidung fur das weitere Procedere
tatsachlich von Konzentrationswerten abhangig gémacerden sollte. Die Werte der
komplikationsfreien Gruppe waren jedoch nicht digant, sondern nur tendenziell héher als
in der Gruppe mit Komplikationen. Insgesamt wareme dKomplikationen nicht
schwerwiegend genug, um eine massive Zytrolyse ulagnit eine stark erhdhte
Glyzerolfreisetzung auf obengenanntes Niveau eemazti lassen. Hinzu kommt die massive
Glyzerolwerterhéhung in der Gruppe der Nichtkomgliknen zum Zeitpunkt 9-11,5

Stunden, die wir nicht mit einem Einwirken duf3dtaktoren erklaren koénnen.
4.3. Immunologische Parameter

Es ist bekannt, dass Wundsekret und Blut, welcle=ktdaus einer chirurgischen Wunde
entnommen worden ist, erh6hte Konzentrationen varmplementspaltprodukten und
Zytokinen enthalten [58]. Wir konnten erstmals minserer Studie zeigen, dass
immunologische Parameter wie C3a und Interleukmi8der Mikrodialysetechnik messbar
sind und deshalb lokale Regulationsvorgénge irktére Zusammenhang mit dem Ischamie-

Reperfusionsverlauf zu bringen sind.

4.3.1. C3a

Unsere Ergebnisse zeigen deutliche Unterschiedsechen den C3a-Konzentrationen der
beiden Gruppen wahrend der Ischamie und direkemeatsten 90 Minuten nach Reperfusion.
Die C3a-Werte sind in der Nichtkomplikationsgruppem Kontrollgewebe und im
Lappengewebe zu allen gemessenen Zeitpunkten Bhmitid eine Veranderung lasst sich
wahrend des Reperfusionsvorganges nicht erkennemgBgeniber steht die Gruppe der
Komplikationen. Sie weist bereits wahrend der Isgiedeinen rund dreifach erhéhten Wert
im Lappengewebe auf. Dieser Unterschied erhoht aidhdas tber 30-fache in der ersten
Reperfusionsphase. Im weiteren Verlauf n&hern st Konzentrationen in den
unterschiedlichen Geweben einem gleichen Niveau Vdim. konnten in unserer Studie
erstmalig mit Hilfe der Mikrodialysetechnik ein K@hementspaltprodukt dialysieren und
nachweisen.

In diversen klinischen Studien konnte nachgewiegerden, dass das Komplementsystem bei
Ischamie-Reperfusionsvorgédngen wie zum Beispiembklyokardinfarkt [84, 96] und bei
Patienten mit partieller Hepatektomie [134] aktivievird und verschiedene Spaltprodukte
nachweil3lich messbar waren [5]. Bengtson et agjterj dass im Serum von Patienten mit

akuter und chronischer arterieller Ischamie in uigeren Extremiat sowohl pra- als auch bis
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zu einer Woche postoperativ erh6hte C3a — und G%anzentrationen nachgewiesen werden
konnten. Dabei waren die Konzentrationen bei ddie®an mit akuten Ischamien gegenuber
chronischer Mangelversorgung deutlich erhoht [18hnliches konnte fir ischamische
Hirnverletzungen gezeigt werden. Die Anzahl derdpéaren fur sowohl C3a als auch C5a
war postischamisch an BlutgefaR3-Endothelzellen, rglglkagen und reaktiven
Astrozytenzellen erhdht [141]. Im Serum von Pageninit akutem Myokardinfarkt konnte
eine erhohte Komplementaktivierung nachgewieserdevef148]. Del Conde et al zeigten,
dass aktivierte Thrombozyten Uber einen teilweisgelektin-abh&ngigen Prozess zu einer
Aktivierung des Komplementsystems fuhren [29]. DNatoren fanden heraus, dass die
Komplementaktivierung bis hin zur Ausbildung des b&BKomplexes (Membran
attackierender Faktor = MAC) fihrte. Demnach kaime &apillare Thrombosierung — wie sie
fur Ischamie-Reperfusionsschaden mit verantworttjemacht wird — zu einer vollstandigen
Aktivierung des Komplementsystems fiihren. Auf dedexen Seite fuihrt eine Aktivierung
von Komplementfaktoren wie C3a, C5a und MAC zu eif@rmation des Plattchen-
aktivierenden-Faktors (PAF) [85]. PAF ist ein Emtdiingsmediator und spielt eine Rolle in
der Entstehung von Herzinfarkten und der Rekrutigruon Leukozyten [97]. Dieses sind
Zusammenhange, die moglicherweise eine Beobachtmd/lachens et al. erklaren kénnten.
Sie beschrieben eine erhdohte C3a-Konzentrationarbrannten Gewebe im Vergleich zum
gesunden Referenzgewebe. Altere Patienten zeighdei dsignifikant hohere Werte als
jungere Patienten und wiesen nach 36 und 48 Stusdgrifikant mehr thrombosierte
subdermale Gefalle auf [87]. Die Verbindungen desmpdementsystems und des
Gerinnungssystem erscheinen vielfaltig. So kongulldie Carboxypeptidase R (CPR)
einerseits Entziindungsreaktionen durch die Inakiivig von Komplementanaphylatoxinen
wie C3a und Cb5a. Andererseits inhibiert es Uber dmgerbrechung der Bindung von
Plasminogen an Fibrin die Fibrinolyse. Sollte esoalliber eine Aktivierung des
Komplementsystems zu einer Hochregulation des CBRnten, besteht gleichzeitig die
Gefahr einer Thrombosierung und weitreichender iddimer Notfallsituationen wie die
disseminierte intravasale Gerinnung [20]. Andeligsskonnte von Cheung et al. gezeigt
werden, dass vitro nach Applikation von hohen Heparindosen (2,0 Ufird) Konzentration
von C3a(desArg) geringer war, als nach Applikatimn niedrigen Dosen. Die Autoren
fuhren dies entweder auf einen inhibitorischen [Effevon Heparin auf das
Komplementsystem oder auf eine — von Heparin uniekde — Stimulation desselben durch
die Koagulation zurtick [24]. May und Kollegen habkereits 1977 das ,no-Reflow"-
Phanomen beschrieben als einen Vorgang, der nauferér globaler Ischédmie nach



4. Diskussion 53

Wiederherstellung der Perfusion ohne erkennbare stdn@osenkomplikation zu einer
Obstruktion des Blutflusses fuihrt [92]. In mehrei®@tudien konnte nachgewiesen werden,
dass es wahrend des Ischamie-Reperfusionsvorganges einem verminderten
Kapillardurchfluss, Ausbildung eines Gewebetdemsgddihelzellschwellung und Bildung
von Sauerstoffmetaboliten kommt [42, 94]. C3a kerais potenter Aktivator fur sogenannte
.reactive oxygen species” (ROS) ermittelt werde®®Rfuhren zu oxidativem Stress und
DNA-Fragmentation und somit zu einer Aktivierung dgoptose und zu Gewebeuntergang
[25]. Daruber hinaus kommt es vor allem bei klein@efalRen zu einer erhéhten
mikrovaskularen Permeabilitat [110]. C3a ist ber ddtivierung von Gewebemastzellen
beteiligt. Diese Zellen fuhren zu einer Histamirslsittung. Histamin wiederum scheint eine
nicht unwesentliche Rolle bei der Rekrutierung M@ukozyten einzunehmen [45]. Eine
erhohte C3a-Konzentration kdonnte somit Ausdruclerevermehrten Beeintrachtigung des
lokalen Blutflusses auf Kapillarebene sein und eiAesatz zur Erklarung des ,No-Reflow*"-
Phanomens bieten.

C3a und C3a(desArg) greifen Uber eine Stimulation Hypophysenhormonen aktiv in die
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achseuaih wirken somit als Modulator
endokriner Reaktionen welche zum einen eine zentRallle bei der Stressbewaéltigung des
humanen Organismus spielen und zum anderen infléonische Reaktionen beeinflussen
[41]. Da ein chirurgischer Eingriff als eine aki@#esssituation zu werten ist, kénnte diese zu
einer spontanen Erhéhung von C3a fuhren. Dies wimdeeiner Erhéhung der C3a-
Konzentrationen sowohl im Lappen — als auch im Kalgewebe nach der Reperfusion
fuhren, wahrend sie in der Ischdmiezeit im Lappemipe erniedrigt (durch die Abgrenzung
vom systemischen Kreislauf) und im Kontrollgewelkobdt sein mifdte. C3a wird auf drei
Wegen aktiviert. Indirekt kommt es zu einer C3aeRikdion Uber den klassischen Weg
(Abbildung 3). Hierbei muss die gesamte Komplemasiktlde Uber die Initialreaktion von C1
durchlaufen werden. Bei der Aktivierung Uber derktlreveg findet sowohl eine indirekte
(ebenfalls Uber eine Aktivierung von C1) als auckhwscheinlich eine direkte Aktivierung
statt. Diese wird mdglicherweise Uber eine bisheitegtgehend unbekannte Protease MASP
(Mannan-binding-lectin associated serine proteasgghgefuhrt, von der es zwei Formen
gibt. MASP1 fuhrt zumindestens vitro zu einer direkten Aktivierung von C3 mit Bildung
von C3a. Anders verhdlt sich die Anregung der CRatiktion Uber den alternativen Weg,
der sowohl antikérperabhangig als auch — unabhavgyigufen kann. Hier kann es dariber
hinaus zu einer kontinuierlichen spontanen Aktiwgy kommen. Sowohl C1r, C1s als auch
MASP-1 und MASP-2 weisen grol3ere Molekulargewichle 20kDa auf (77-88kDa) und
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werden somit durch die Mikrodialysetechnik nichtasst [131]. Da C3 durch sein hohes
Molekulargewicht von 187 kDa ebenfalls nicht mefalybiert werden kann, lasst sich nach
erfolgter Dialyse eine Aktivierung von Zwischenpuoiten und C3a Uber den alternativen

Weg ausschliel3en.

4.3.2. Interleukin-8

Verschiedene Studien haben gezeigt, dass es zur da@r®hten Freisetzung von
proinflammatorischen Zytokinen (TNF, |IFN, IL-1, K- IL-8) nach Ischamie-
Reperfusionsvorgéngen in Niere [75], Leber [144¢rH[109], Darm [23] und Lunge [129]
kommt. 1I-8 hat in erster Linie proinflammatorisched prokoagulative Eigenschaften und
fuhrt zu einer Aktivierung von neutrophilen Gramften. Aktivierte neutrophile
Granulozyten werden neben anderen Faktoren als atbediir Ischamie-Reperfusions-
Schaden angesehen. Dabei wirken sie wahrscheiairclehesten auf postkapillare Venolen
[108]. Dennoch sind die bisherigen Daten fir 1148hh eindeutig und eine Beteiligung an
Ischamie-Reperfusionsprozessen nicht sicher belegbadhte Konzentrationen bei Patienten
mit akuten Herzinfarkten konnten gemessen werddd][1Dennoch bestehen zahlreiche
Uberlappungen mit Patienten ohne akute Geschehéreime Erhohung von 1I-8 ist somit
nicht als Marker fiir ein akutes kardiales Ereignisrerwenden [55]. Auch Kim et al. konnten
keine signifikanten 11-8-Erh6hungen wahrend deshdstie-Reperfusionsvorganges bei
Leberresektionen feststellen [68]. Demgegenibenestedie Ergebnisse von Kubala und
Kollegen, die erhthte Il-8-Konzentrationen in derihen Reperfusionsphase nach
Herztransplantation und dartuber hinaus bei Patentat kardialen Eingriffen ohne
Transplantation nachweisen konnten [73]. Xu undég@n konnten zeigen, dass Hypoxie in
soliden Ovarialkarzinomen Uber verschiedene Reagkiaskaden zu einer erhohten [I-8-
MRNA-Expression fiihrt [147]. De Perrot et al. vasen in ihrer Studie nicht nur auf die Il-
8-Konzentrationserhéhung nach Reperfusion bei Latngasplantation, sondern sogar auf die
Korrelation zwischen der GroRe der Konzentrationapume zwei Stunden post
reperfusionem und der Lange der notwendigen interaiizinischen Betreuung [28].
Ahnliches konnten auch bei Lebertransplantationeschrieben werden [99]. Hirani et al.
beschrieben eine Hochregulation von [I-8-mRNA (mvadb 30 Minuten) und II-8-
Konzentration (innerhalb zwei Stunden) in Makropgragiurch Hypoxie. Dariber hinaus
zeigten sie eine gesteigerte Konzentration beeR&tn mit ARDS (acute respiratory distress

syndrome) [57].
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Unsere Daten konnten ebenfalls keinen signifikaktgnveis auf eine Beteiligung von II-8 an
Reperfusionsschaden im Muskelgewebe geben. Woblei auszuschliel3en ist, dass deutlich
langere Ischamiezeiten mit massiver Gewebeschaglignditig sind, um eine signifikante
Erhohung von 1I-8 zu bewirken. Denn interessantesevevaren die 1I-8-Konzentrationen des
Lappengewebes in der Gruppe der Nichtkomplikatiotendenziell niedriger als das
Kontrollgewebe. In der Komplikationsgruppe dagefgmden sich tendenziell hbhere Werte
im Lappengewebe, wobei zum Zeitpunkt 3,5 StundeohnBeperfusion ein deutlicher
Unterschied bestand. Hier erhohten sich die Wenteappengewebe etwa auf das 2-fache im
Vergleich zum Referenzgewebe. Wir konnten erstmalshweisen, dass 1l-8 grundsatzlich
mit der MDT aus dem interstitiellen Gewebe gewonmweerden kann und somit eine
geeignete Methode fir die weitere Studie von IldhKentrationen und Ischamie-

Reperfusionsvorgéngen in verschiedenen Organetetlars

4.3.3. RANTES

Die Ergebnisse zeigten beziglich der RANTES-Konagionen in beiden Gruppen eine
parallele Entwicklung. Beide Gruppen wiesen zunteikt 3,5 Stunden den héchsten Wert
auf, wobei tendenziell hohere Werte im Lappengeweine der Gruppe der
Nichtkomplikationen zu finden waren. Bei der Austweg der Proben zeigte sich eine
deutliche Varianz der gemessenen Werte, die von z&uamnationen unterhalb der
Nachweisbarkeit bis weit oberhalb des ELISA-Staddaeichten. Deshalb und aufgrund der
geringen Patientenanzahl ist nicht auszuschlieffsy die gemessenen Konzentrationen nicht
den tatsachlichen RANTES-Konzentrationen im Mus&edgbe entsprechen. Somit kdnnen
wir keine Aussage bezuglich der Beteiigung von RA$ an Ischamie-
Reperfusionsvorgangen treffen.

RANTES spielt eine Rolle bei chronischen und akut&bstoRungsreaktionen nach
Transplantationen [124] und fahrt Dbeispielsweise chnaHerztransplantationen zur
Intimaverdickung der kardialen GefalRe [149]. RANTES in groRen Mengen in
Thrombozytengranula enthalten [72]. Es ist somighe, dass es in einer inflammatorischen
Situation Uber eine Thrombozytenaktivierung undermehrung zu einer Freisetzung von
RANTES kommt und somit konsekutiv zu einer Rekmutng von T-Lymphozyten und
Leukozyten [27]. Auch bei Patientinnen mit reziéngénden spontanen Aborten finden sich
abweichende RANTES-Konzentrationen — in diesem Fgdringer als bei fertilen
Patientinnen. Abhangig von der Konzentration werdgmphozytenreaktionen gehemmt und

uber Bcl-2 und Kaspase-abhangige Mechanismen diellfApoptose erhdht. Folglich
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konnte RANTES einen neuen blockierenden Faktor Wharker darstellen, der eine
erfolgreiche Behandlung dieser Patientinnen ddtr$idl6]. Einen ahnlichen Zusammenhang
zwischen der RANTES-Konzentration und einer Aktiuigg von T-Zellen nutzen Adler at al.
bei der Betrachtung von 4P1 murinen Mamma-CarciZeflinien. Beide Zelllinien
unterschieden sich in der exprimierten Konzentraties Faktors. Die mit der geringeren
Sekretion fihrten zu einer ausgepragteren Infiitratdes Tumors und der nachsten
Lymphknotenstation mit Lymphozyten. Dartber hinawar die Wachstumsrate dieser
Tumoren deutlich geringer als derjenigen mit hoOR&NTES-Konzentrationen [1].

Unsere Schwierigkeiten beim Nachweis von RANTES tefst MDT konnten rein
physikalische Grinde haben (KonformationsanderiRegktion mit kleineren Peptiden, die
akzidentiell mitdialysiert wurden, schnelle Zergakit, Anfalligkeit gegeniber Kalte). Es ist
beschrieben worden, dass RANTES Aggregate bildetywdhrscheinlich sogar essentiell fur
die Rekrutierung von Leukozyten in Entziindungspseea sind. Zum anderen konnte gezeigt
werden, dass RANTES bei hohen und bei niedrigerz&otmationen jeweils unterschiedliche
Reaktionswege triggert, die beide einen EinflugsdaiKalziumkonzentration und somit den
Aktivierungsprozess von Lymphozyten haben [4]. Désiteren ist auch mdglich, dass
erhohte RANTES-Konzentrationen vor allem bei inflaatorischen Prozessen zu finden sind

und weniger in primar rein hypoxischen Situationen.
4.4. Ischamie-Reperfusionsvorgang

In den letzten Jahren nahm nicht nur das Interessg@athophysiologischen Vorgéngen
wahrend der Gewebeischamie, sondern auch an deanatagischen Reaktionen bezlglich
der Ischamie-Reperfusionsvorgange zu. Es gibt ¥iezahl von Studien, die sich mit der
Ischamiephase und der Unterscheidung zwischen gendsl arterieller Beeintrachtigung den
GefalRanastomose bei freien Lappentransplantatioeschaftigten.

May und Kollegen beschrieben, dass nach proloregiddchamiezeit keine Fullung des
vendsen GefalRsystems detektiert werden konnte, ldbswoe arterielle Pulsation erkennbar
war. Diese beschriebene Obstruktion des Blutflusdese die direkte Beteiligung eines
Anastomosenproblems wurde als ,No-Reflow“-Phanorbemeichnet [92]. Die bisherigen
Ergebnisse unterstitzen die Theorie, dass es sichaei konkurrierende Vorgange wahrend
der Reperfusionsphase handelt, die in Kombinatiorigzer Gewebeschéadigung im Sinne des
.No-Reflow“-Phanomens fiihren und in der Literatuuch als ,Reflow“-Paradoxon
beschrieben werden [93]. Die mikrovaskulare Mineéesergung des Gewebes fuhrt zum
einen lokal zu der bereits vorher ausfuhrlich bastienen Beeintrachtigung des
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Zellstoffwechsels und konsekutiv zu einem Zelltowl (Gewebenekrose. Systemisch kommt
es andererseits zu einer Aktivierung des Immuneystdie immunologische Reaktion im
Gewebe ist jedoch von der Gewebeperfusion abhéangigl fuhrt nach der
Anastomosendffnung zu einer weiteren Beeintrachtigdes Zellstoffwechsels. May et al.
machten im Wesentlichen folgende Vorgange dafliarverortlich: Sie zeigten, dass eine
verlangerte Ischamiezeit zu einer vermehrten Thamytenaggregation fihrt, Gefal3leckagen
erhoht und die Perfusion des Muskelgewebes vermtin®ée BlutfluRstagnation fuhrt zu
einem intravaskularen Flussigkeitsverlust und esirkb zu einer pH-Wert-Anderung [49].
Dieses bewirkt anschlieBend eine Thromboseformatidarch Sludgebildung der
Thrombozyten. Die verminderte Sauerstoffversorgdeg Muskelgewebes flhrt zu einem
Versagen der NaK'-Pumpe der Endothelzellen und konsekutiv zu einem
Flussigkeitseinstrom [78]. Dies hat im weiteren [gaf eine Schwellung der Endothelzellen
bis hin zum Verlust einzelner Zellen zur Folge, wasederum zu einer weiteren
Verminderung der Durchblutung und zur Gefalileckéabet [40].

Fur das kapillare Perfusionsversagen nach IschBeperfusion wurden bisher mehrere
pathophysiologische Vorgange verantwortlich gema&htThrombosen der Kapillaren, 2.
Leukozytenaggregation mit nachfolgender Vermindgruder Perfusion als eine Art
.verstopfung® der Gefalle, 3. Endothelzellschwellungd. Veradnderung der
Blutzusammensetzung, 5. Erh6éhung des hydrostatiséhderstandes [94]. Die beiden ersten
Punkte werden dabei in der Literatur kontroverskutiert. Quinones-Baldrich et al.
beschreiben vermehrte mikrovaskulare Thrombosenh n&rhamie-Reperfusion und
propagieren eine therapeutische Fibrinolyse wahreledt ersten Reperfusionsphase.
Allerdings konnte in mehreren Arbeiten keine vernehrhrombenbildung nachgewiesen
werden und auch eine Therapie mit Heparin oder t&gandin E1 konnten eine
Perfusionseinschrankung nach Ischamie-Reperfusmn werhindern [95, 123]. Bagge und
Kollegen postulierten erstmalig eine Aggregatiom Mceukozyten in den Kapillaren des
Muskelgewebes als Grund fir eine Schadigung nachaisie-Reperfusion [6]. Schmid-
Schonbein fuhrte diesen Gedanken weiter und vedimtAnsicht, dass in Stasesituationen
und durch vermehrt inflammatorisch wirkende Faktoferanulozyten in den Kapillaren
haften bleiben und so zur weiteren Schadigungdggetn [127]. Dennoch konnte bisher noch
nicht nachgewiesen werden, ob diese Leukozytenah#este Verbindungen zum Endothel
aufwiesen, sondern stellten sich eher als flottideeAggregate dar. Die letzten drei Punkte
werden weiterhin als mogliche Mediatoren fur diesBildung des ,No-Reflow“-Ph&dnomens
gesehen. Endothelzellschwellung kann durch Beatigung der N&K*-Pumpe (wie
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bereits von May et al. beschrieben) oder auch ddechVersuch, den Zell- und Umgebungs-
pH konstant zu halten, verursacht sein [19]. Mehiutoren haben beschrieben, dass die
Zellschwellung besonders nach Reperfusion ausgepuginden war und eine Affektion des
GefalBlumens stattfand, welche den Blutfluss durcte eteigerung des Widerstandes
beeinflusste [43]. Eine sowohl durch Veréanderundea lonen- und Flissigkeitshaushaltes
hervorgerufene Veranderung der Blutviskositat alshaeine erhohte Gefal3permeabilitat tragt
zu einer Beeintrachtigung der mikrovaskularen Gewelbsorgung bei [48]. Weiterhin wurde
von Slaaf und Kollegen gezeigt, dass nach Stiltstaler Blutzirkulation ein erhohter
Perfusionsdruck vonnéten ist, um eine Kapillarpgdo nach verlangerter Ischamiezeit zu
gewahrleisten [132].

Grundsatzlich gibt es drei mogliche Griinde fir éitekrose nach Muskeltransplantation: 1.
Der Lappen ist im Vergleich zur Gefal3versorgunggrofd gewahlt, was zu einer distalen
Nekrose im Bereich der sogenannten letzten Wiesrt.f(2. Versagen des arteriellen
Zustromes. 3. Versagen des vendsen Abstromes.Esaflreiche Hinweise darauf, dass
eine venose Beeintrachtigung des GefaRsystems ailagdnt fur das Uberleben von
Muskeltransplantaten ist als eine Einwirkung aws deterielle System. Dabei konnte bisher
nicht verifiziert werden, ob es sich um unterschob@ pathophysiologische Mechanismen
handelt. Kerrigan und Kollegen zeigten, dass baicher Ischamiezeit eine arteriell
verursachte Ischamie zu einer deutlich geringerekrdserate fihrt als eine vendse Ischamie
[66]. Dabei verringert sich die Uberlebensrate deappen deutlich mit steigender
Ischamiezeit. Die Lappen mit venos induzierter #uole zeigen eine ausgepragte
Odembildung sowie ein schweres Gewicht. Nach Emtiieller Ischamien wird eher eine
hyperamische Reaktion gesehen. Demgegeniber siedt l@ngsamere Perfusion nach
vendser GefalRokklusion [50]. Histologisch lassex $iei den vends-ischamischen Lappen
vermehrt  Erythrozytenextravasationen, Fibrinbildungnd Mikrothrombenbildungen
erkennen. [66]. Wahrscheinlich sind auch akkumtdi&toffwechselabbauprodukte mit lokal

zytotoxischer Wirkung verantwortlich fur die gengam Effekte.
4.5. Klinische Relevanz

Bisher sind die einzelnen pathophysiologischen ¥ogg, die zum ,No-reflow“-Phanomen
fuhren, nicht ausreichend geklart. Die signifikaathohten C3a-Konzentrationen im
Lappengewebe nach prolongierter Ischamiezeit deusaerdi eine Beteiligung des
Komplementsystems mit nachfolgender Gewebeschagignim. Eine Inhibierung des
Komplementsystems und speziell C3a wirde also digekte von ROS, PAF,
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Neutrophilenaktivierung und Neutrophilenmigraticeduzieren. Somit kdnnen nachfolgende
Beeintrachtigungen der Zellfunktionen und maoglidRekrosebildung minimiert und die
Uberlebensrate von freien myokutanen Gewebetramisgianen weiter erhéht werden.

Es konnte gezeigt werden, dass loslicher rekombenatomplementrezeptor 1 (sCR1) die
Entstehung von C3a um zwei Drittel und die Entstghvon C5a komplett verhindern kann
[77]. sCR1 ist ein polymorphes Protein, welchesrapeutisch bei inflammatorischen
Erkrankungen wie Myokardinfarkt, Myasthenia grawisd experimenteller allergischer
Reaktionen im Tiermodell eingesetzt werden kann wedmutlich eine Rolle in der
Behandlung von Autoimmunerkrankungen spielt. Zudemnten Heijnen et al. darstellen,
dass die Gabe eines C1-Inhibitor die Konzentratimm C3a, C5a, MAC und CRP reduzieren
kann und somit Ischamie-Reperfusionsschaden veertinguftraten [51]. Dies ist eine
Beobachtung, die auch von anderen Arbeitsgruppéersiiitzt wird [15]. K-76COON ist ein
antikomplementarer Faktor auf Ebene der C5-Aktingr. Allein oder in Kombination mit
dem Protease-Inhibitor FUT-175 kann er nachweidisdhamie-Reperfusionsschaden in der
Darmschleimhaut vermindern [113]. Dabei wird detemdative Aktivierungsweg fast
vollstandig und der klassische Aktivierungsweg uf@68% geblockt [69]. Alle diese
Faktoren sind jedoch unspezifische antikomplemen&&genzien. Demgegenuber steht ein
spezifischer C3a-Rezeptor-Antagonist, der selekBa-Rezeptoren blockieren kann: N(2)-
[(2,2-diphenylethoxy)acetyl]-L-arginine (SB 290157omit wird die Bereitstellung von
praformierten Rezeptoren durch eine BlockierungRkzeptorinternalisierung verhindert und
das Neutrophilenrekruitment unterbunden [3].

In der Pathophysiologie nach Ischamie-Reperfusind seben dem Komplementsystem mit
Sicherheit zusatzliche Faktoren involviert. Augdresnlich spielt es jedoch eine zentrale
Rolle. Wir missen davon ausgehen, dass C3a nichtideige immunologische Faktor des
Komplementsystems ist, der an diesen Prozesseirlidieist. Die Weiterentwicklung der
Mikrodialysetechnik zu Kathetern mit einer Dialy&eigkeit von Substanzen von bis zu 100
kDa erlaubt ein Monitoring von beispielsweise CI&F-a , Interleukin-1 und -6 und
anderen. Sie stellt eine Mdglichkeit dar, die ppthysiologischen Vorgange wéahrend und
nach Ischamie-Reperfusionsprozessersituy, am Menschen und im klinischen Alltag zu
beurteilen und bietet somit eine Hilfe zur Entwigkl) von therapeutischen Strategien um

Gewebeuntergang nach freien myokutanen Lappenteariaponen zu verhindern
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5. Zusammenfassung

Die freie myokutane Gewebetransplantation ist einerkannte rekonstruktive chirurgische
Technik zur Therapie ausgedehnter Weichteildefe&teallem der unteren Extremitat. Trotz
der Weiterentwicklung und Sicherung der pra- undtggerativen MalRnahmen handelt es
sich dabei um eine Technik mit zahlreichen Risik2ass ein Ischamie-Reperfusion-Schaden
zum ,No-Reflow“-Phanomen fihren kann, ist unbesnt Dennoch sind die genauen
pathophysiologischen Mechanismen spekulativ.

Die Transplantationen von freien myokutanen Latiss Dorsi-Lappen und freie
Radialislappen bieten als elektive und autologan3péantationsmodelle im klinischen Alltag
die Mdglichkeit Ischamie-Reperfusionsvorgédnge dezigu analysieren. Mit der
Mikrodialysetechnik ist es bereits seit langerert 280glich, metabolische Parameter wie
Glukose, Laktat, Pyruvat und Glyzerol als Marker &erfusion zu untersuchen. Daruber
hinaus kénnen jegliche Substanzen mit einer max@m@rol3e von 20 kDa gemessen werden.
Wir nutzten diese Voraussetzungen, um metabolisahd erstmals immunologische
Substanzen nach freien Gewebetransplantationen essan und Aufschlisse uUber die
Prozesse wahrend des Ischdmie-Reperfusionsvorgangehalten.

Dazu wurden 19 Patienten mit Hilfe der Mikrodialggdhnik Gberwacht und 18 freie
myokutane Latissimus Dorsi-Lappen sowie ein fr&eadialislappen zur Rekonstruktion der
unteren Extremitat benutzt. Jeweils ein Katheterdeum Lappengewebe und ein Katheter in
gesundem Referenzgewebe platziert. Wir haben sodiehKonzentrationen biochemischer
Substanzen wie Glukose, Laktat, Pyruvat und Glyzaralysiert, als auch erstmals die
immunologischen Substanzen wie C3a, InterleukinrA@ RANTES. Die Proben wurden
sowohl wahrend der Ischamiezeit als auch bis miedssl8 Stunden post reperfusionem in
90 Minuten-Intervallen gewonnen. Abhangig vom Aetfén von intra- und postoperativen
Komplikationen konnten wir die Patienten in dieds Gruppen A (ohne Komplikationen)
und B (mit Komplikationen) einteilen.

Alle freien Lappentransplantate heilten ohne gréfleGewebeverlust ein. Auftretende
Komplikationen wie Hamatome oder Thrombusformation@ihrten zu intra- oder
postoperativen Revisionen der mikrovaskularen Aomasse und verlangerten die totale
Ischamiezeit in der Gruppe B im Vergleich zur Gragpsignifikant (P < 0,05). Wir konnten
nur punktuell signifikante Unterschiede zwischem dénzentrationen der metabolischen
Parameter wahrend der Reperfusion in beiden Gruppsstellen. Interleukin-8 und C3a
konnten in beiden Gruppen A und B mit Hilfe der ktitialysetechnik detektiert werden,

wahrend dies fir RANTES nicht mdglich war. Fir leei@ruppen A und B konnten im
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Lappengewebe hohere C3a-Konzentrationen im Vetgleion Referenzgewebe bestimmt
werden. In der Gegenuberstellung der Gruppen ARikdnnten fir die ersten 90 Minuten
nach Reperfusion signifikant erhdohte C3a-Konzelnan fur die Gruppe mit
Komplikationen gezeigt werden (P < 0,001).

Die vorliegende Arbeit konnte somit erstmals zejgégss die Mikrodialyse eine geeignete
Technik fur die Detektion immunologischer Substanzevahrend des Ischamie-
Reperfusionsvorganges ist. Im Gegensatz zu bishreggudienergebnissen halten wir jedoch
die Mikrodialysetechnik als alleiniges Monitoringfahren zur postoperativen Uberwachung
nach freier Gewebetransplantation fur nicht gedigbee metabolischen Parameter und im
Speziellen der oft zitierte Laktat/Pyruvat-Quotiezgigten nicht die erwarteten, von der
Ischamiedauer und dem Auftreten von Komplikationen abhangigen
Konzentrationsanderungen. Einzig C3a scheint eich$ensitiver Indikator fur Ischamie-
Reperfusionsschaden zu sein und ist hinweiseneifigr Beteiligung des Komplementsystems
wahrend dieser Prozesse.

Die Ergebnisse dieser Studie konnten dazu beitradjerpathophysiologischen Hintergriinde

des ,No-Reflow“-Phadnomens weiter aufzuklaren.



6. Literaturverzeichnis 62

6. Literaturverzeichnis

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Adler EP, Leken CA, Katchen NS, Kurt RA: A dual role for tumor-derived chemokine RANTES
(CCL5). Immunol Lett. 2003 Dec 15;90(2-3):187-94

Allen RJ, Dupin CL, Dreschnak PA, Glass CA, Mahon-Dg B: The latissimus dorsi/scapular bone
flap (the “latissimus/bone flap“). Plast Reconatrg 1994 Dec;94(7):988-96

Ames RS, Lee D, Foley JJ, Jurewicz AJ, Tornetta MABautsch W, Settmacher B, Klos A, Erhard
KF, Cousins RD, Sulpizio AC, Hieble JP, McCafferty G,Ward KW, Adams JL, Bondinell WE,
Underwood DC, Osborn RR, Badger AM, Sarau HM: Identification of a selective nonpeptide
antagonist of the anaphylatoxin C3a receptor tlahahstrates antiinflammatory activity in animal
models. J Immunol. 2001 May;166 (10):6341-8

Appay V, Rowland-Jones SL:RANTES: a versatile and controversial chemokine. dselmmunol.
2001;22:83

Arumugam TV, Shields IA, Woodruff TM, Granger DN, Taylor SM: The role of complement
system in ischemia-reperfusion injury. The role loé tomplement system in ischemia-reperfusion
injury. Shock. 2004 May;21(5):401-9

Bagge U, Amundson B, Lauritzen C:White blood cell deformability and plugging of &&&l muscle
capillaries in hemorrhagic shock. Acta Physiol $tar®80;180:159-63

Baggiolini M, Walz A, Kunkel SL: Neutrophil-activating Peptide-1/Interleukin-8, avel Cytokine
that activates neutrophils. J Clin Invest. 1989;&%t1):1045-9

Bahlmann L, Markert U, Wirtz Ch, Heringlake M, Eich ler W, Schmucker P, Klaus S:
[Microdialysis as a procedure for evaluating intest hypoxia — an animal experiment approach].
Biomed Tech (Berl). 2003 Jan-Feb;48(1-2):27-30

Bahlmann L, Wagner K, Heringlake M, Wirtz C, Futterer T, Schmucker P, Klaus S:
Subcutaneous microdialysis for metabolic monitoringabdominal aortic surgery. J Clin Monit
Comput. 2002 Jul;17(5):309-12

Bengtson A, Holmberg P, Heideman MThe ischaemic leg as a source of complement activair.
J. Surg 1987 Aug;74(8):697-700

Binnert C, Tappy L: Microdialysis in the intensive care unit: a not@bl! for clinical investigation or
monitoring? Curr Opin Clin Nutr Metab Care 2002 \§2):185-8

Bito L, Davson H, Levin E, Murray M, Snider N: The concentrations of free amino acids and other
electrolytes in cerebrospinal fluid, in vivo dia#ye of brain, and blood plasma of the dog. J
Neurochem. 1966 Nov;13(11):1057-67

Bolinder J, Ungerstedt U, Arner P: Microdialysis measurement of the absolute glucaseentration
in subcutaneous adipose tissue allowing glucoseatorory in diabetic patients. Diabetologia 1992; 35
1177-80

Braun FM, Hoang P, Merle M, Van Genechten F, Foucher GTechnique and indications of the
forearm flap in hand surgery. A report of thirtydb cases. Ann Chir Main. 1985;4(2):85-97

Buerke M, Prufer D, Dahm M, Oelert H, Meyer J, Darius H: Blocking of classical complement
pathway inhibits endothelial adhesion molecule egpion and preserves ischemic myocardium from
reperfusion injury. J Pharmacol Exp Ther. 1998 J@I{28429-38



6. Literaturverzeichnis 63

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

Cabrera ME, Saidel GM, Kalhan SC: A model analysis of lactate accumulation durindhésuia. J
Crit Care. 1999 Dec;14(4):151-63

Cabrera ME, Saidel GM, Kalhan SC: Lactate metabolism during exercise: analysis byntagrate
system model. Am J Physiol Regul Integr Comp PHy$@09;277:1522-36

Cabrera ME, Saidel GM, Kalhan SC: Role of G in regulation of lactate dynamics during hypoxia:
mathematicalmodel and analysis. Ann Biomed Eng. 11898Feb;26(1):1-27

Cala PM, Anderson SE, Cragoe EJNa/H exchange-dependent cell volume and pH regulatind
siturbances. Comp Biochem Physiol A. 1988;90(4):551

Campbell W, Okada N, Okada H: Carboxypeptidase R is an inactivator of complertdemived
inflammatory peptides and an inhibitor of fibrinsiyg. Immunol Rev. 2001 Apr;180:162-7

Carlsson PO, Kiuru A, Nordin A, Olsson R, Lin JM, Begsten P, Hillered L, Andersson A,
Jansson L: Microdialysis measurements demonstrate a shifiotmxidative glucose metabolism in rat
pancreatic islets transplanted beneath the repaliba Surgery 2002 Sept;132(3): 487-94

Carrel A, Guthrie CC: The transplantation of veins and organs. Am Mecb1B01101-2

Chen Y, Hung WT, Chen SM, Tseng SHSuppression of elevated plasma interleukin-8 kedek to
total ischemia and reperfusion of the small intestby luminal perfusion with fetal bovine serum.
Pediatr Surg Int. 2002 Mar;18(2-3):107-9

Cheung AK, Faezi-Jenkin B, Leypoldt JK: Effect of thrombosis on complement activation and
neutrophil degranulation during in vitro hemodidys) Am Soc Nephrol. 1994 Jul;5(1):110-5

Clarkson AN, Sutherland BA, Appleton I: The biology and pathology of hypoxia-ischemia: an
update. Arch Immunol Ther Exp (Warsz). 2005 May-J8(8%213-25

Conelly CA: Microdialysis update: optimizing the advantageBhysiol 1999 Jan 15;514 (Pt2):303

Danese S, De La Motte C, Reyes BM, Sans M, LevindAFiocchi C: Cutting Edge: T-Cells Trigger
CD40-Dependant Platelet Activation and Granular RAS Release: A Novel Pathway of Immune
Response Amplification. J Immunol. 2004 Feb 15;4y2011-5

De Perrot M, Sekine Y, Fischer S, Waddel TK, Mc Rae KLiu M, Wigle Da, Keshavjee S:
Interleukin-8 release during early reperfusion presdgraft function in human lung transplantatiém
J Respir Crit Care Med. 2002 Jan 15;165(2):211-5

Del Conde I, Cruz MA, Zhang H, Lopez JA, Afshar-Khaghan V: Platelet activation leads to
activation and propagation of the complement sysfeExp Med. 2005 Mar 21;201(6):871-9

Delgado JM, Lerma J, Martin del Rio S, Solis JM:Dialytrode technology and local profiles of amino
acids in the awake cat brain. J Neurochem. 1984,424%):1218-28

Dodt C, Lonnroth P, Fehm HL, Elam M: Intraneural stimulation elicits an increase in sithneous
interstitial glycerol levels in humans. J Physi®99 Dec 1;521 Pt 2:545-52

Dodt C, Lonnroth P, Fehm HL, Elam M: The subcutaneous lipolytic response to regionataieu
stimulation is reduced in obese women. Diabete®2001875-9

Edsander-Nord A, Rojdmark J, Wickman M: Metabolism in pedicled and free TRAM flaps: a
comparison using the microdialysis technique. FRestonstr Surg. 2002 Feb;109(2):664-73



6. Literaturverzeichnis 64

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45,

46.

47.

48.

49.
50.

Enblad P, Frykholm P, Valtysson J, Silander HC, Anderson J, Fasth KJ, Watanabe Y,
Langstrom B, Hillered L, Persson L: Middle cerebral artery occlusion and reperfusiorpiimates
monitored by Microdialysis and sequential positemnission Tomography. Stroke 2001;32:1574-80

Enblad P, Valtysson J, Andersson J, Lilja A, ValindS, Antoni G, Langstrom B, Hillered L,
Persson L: Simultaneous intracerebral Microdialysis and posit emission tomography in the
detection of ischemia in patients with subarachriwédnorrhage. J Cereb Blood Flow Metab. 1996
Jul;16(4):637-44

Enoksson S, Nordenstrom J, Bolinder J, Arner Pinfluence of local blood flow on glycerol levels i
human adipose tissue. Int J Obes 1995;19:350-354

Fellander G, Elebirg L, Borlinder J, Nordenstrom J, Arner P: Microdialysis of adipose tissue
during surgery: effect of local alpha- and betaeadceptor blockade on blood flow and lipolysis. J
Clin Endocrinol Metab. 1996 Aug;81(8):2919-24

Fellander G, Nordenstrom J, Tjader I, Bolinder J, Arner P: Lipolysis during abdominal surgery. J
Clin Endocrinol Metab. 1994 Jan;78(1):150-5

Ferreira MA: Cytokine expression in allergic inflammation: gsttic review of in vivo challenge
studies. Mediators Inflamm, 2003 Oct;12(5):259-67

Flores J DiBona DR, Beck CH, Leaf A:The role of cell swelling in ischemic renal damage #he
protective effect of hypertonic solute. J Clin Ist€l972 Jan;51(1):118-26

Francis K, Lewis BM, Akatsu H, Monk PN, Cain SA, Scabn MF, Morgan BP, Ham J, Gaque P:
Complement C3a receptors in the pituitary glandnoael pathway by which an innate immune
molecule release hormones involved in the contraiftammation. FASB J 2003 Dec;17(15):2266-8

Gabriel A, Chaney N, Stephenson LL, Zamboni WA:Effect of total venous occlusion on capillary
flow and necrosis in skeletal muscle. Plast Reecdhistg. 2001 Aug;108(2):430-3

Gidlof A, Lewis DH, Hammersen F: The effect of prolonged total ischemia on the stimacture of
human skeletal muscle capillaries. A morphometnalygsis. Int J Microcirc Clin Exp. 1987;7:67-86

Giessler GA, Erdmann D, Germann G:Plastische Deckung von Hautdefekten. Der Chirug9@2;
73:290-304

Guo Y, Torkvist L, Raud J, Hedqvist P: Increased tissue survival in experimental skipdlan mast
cell-deficient rats. Acta Physiol Scand 2003 De8(#}:399-405

Gutierrez A, Anderstam B, Alvestrand A: Amino acid concentration in the interstitium of ham
skeletal muscle: a microdialysis study. Eur J Qtivelst 1999; 29:947-52

Hagstrom-Toft E, Enoksson S, Moberg E, Bolinder JArner P: Absolute concentrations of glycerol
and lactate in human skeletal muscle, adiposeetisand blood. Am J Physiol. 1997 Sep;273(3 Pt
1):E584-92

Hammersen F, Barker JH, Gidl6f A, Menger MD, Hammer®n E, Messmer K:The ultrastructure
of microvessels and their contents following iscteeand reperfusion. Prog Appl Micocirc 1989;13:1-
26

Hardaway RM: Microcoagulation in shock. Am J Surg. 1965 Sep;298-301

Heden P, Sollevi A:Circulatory and metabolic events in pig islandhskaps after arterial or venous
occlusion. Plast Reconstr Surg. 1989; (3):475-83



6. Literaturverzeichnis 65

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.
61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

Heijnen BH, Straatsburg IH, Padilla ND, Van Mierlo GJ, Hack CE, Van Gulik TM: Inhibition of
classical complement activation attenuates livehaemia and reperfusion injury in a rat model. Clin
Exp Immunol. 2006 Jan;143(1):15-23

Hillered L, Persson L: Neurochemical monitoring of the acutely injured tamrbrain. ScandJ Clin
Lablnvest Suppl. 1999;229:9-18

Hillered L, Persson L: Theory and practice of microdialysis--prospect fiaiure clinical use. Acta
Neurochir Suppl. 1999;75:3-6.

Hillered L: Neurometablic monitoring of the ischaemic humaamirbrusing Microdialysis. Acta
Neurochir. 1990;102(3-4):91-7

Hillis GS, Terregino CA, Taggart P, Killian AJ, Mangione A: Inflammatory cytokines provide
limited early prognosticinformation in emergencypdement patients with suspected myocardial
ischemia. Ann Emerg Med. 2003 Sep;42(3):337-42

Hillyer P, Mordelet E, Flynn G, Male D: Chemokines, chemokine reseptors and adhesion nedecu
on different human endothelia: discrimination thssue-specific functions that affect leucocyte
migration. Clin Exp. Immunol. 2003 Dec;134(3):431-41

Hirani N, Antonicalli F, Strieter RM, Wiesener MS, Ratcliffe PJ, Haslett C, Donnelly SC:The
regulation of interleukin-8 by hypoxia in human m@zhages — a potential role in the pathogenesis of
the acute respiratory distress syndrome (ARDS). Miedl. 2001 Oct;7(10):685-97

Holzheimer RG, Steinmetz W: Local and systemic concentrations of pro- and iaffimmatpry
cytokines in human wounds. Eur J Med Res. 2000 /8;§(8):347-55

Hugli TE: Human anaphylatoxin (C3a) from the thrid compor@rtomplement. Primary structure. J
Biol Chem 1975;250(21):8293-301

Hutchins EH: A method for the prevention of elephantiasis.gSBynecol Obstet.

Hutchinson PJ, O'Connell MT, Maskell LB, Pickard JD: (1999) Monitoring by subcutaneous
microdialysis in neurosurgical intensive care. Adturochir Suppl (Wien) 75:57-59

Isobe T, Mioura H, Tanaka K, Shibahara T, Hayashi N Toyoda N: The effect of RANTES on
human sperm chemotaxis. Hum Reprod 2002 Jun;1A4¢#&):6

Kanthan R, Shuaib A, Griebel R, Miyashita H: (1995) Intracerebral human microdialysis. In vivo
study of an acute focal ischemic model of the hubram. Stroke 26:870-873

Katz A, Sahlin K: Role of oxygen in regulation of glycolysis andtie production in human skeletal
muscle. Exerc Sport Sci Rev. 1990;18:1-28

Kennergren C, Mantovani V, Lonnroth P, Nystrom B, Beaglin E, Hamberger A: Monitoring of
extracellular aspartate aminotransferase and tinpbioy Microdialysis during and after cardioplegic
heart arraest. Cardiology 1999;92:162-70

Kerrigan CL, Wizman P, Hjortdal VE, Sampalis J: Global flap ischemia: A comparison of arterial
versus venous etiology. Plast Reconstr Surg. 1398485-95

Kildsgaard J, Hollmann TJ, Matthews KW, Bian K, Mur ad F, Wetsel RA: Cutting edge: targeted
disruption of the C3a receptor gene demonstratesvel protective anti-inflammatory role for C3a in
endotoxin-shock. J Immunol 2000 Nov 15;165(10):5806



6. Literaturverzeichnis 66

68.

69.

70.

71.

72.
73.

74.

75.

76.

77.

78.
79.

80.

81.

82.

83.

Kim YI, Song KE, Ryeon HK, Hwang YJ, Yun YK, Lee JW, Chun BY: Enhanced inflammatory
cytokine production at ischemia/reperfusion in honfiger resection. Hepatogastroenterology. 2002
Jul-Aug;49(46):1077-82

Kimura T, Andoh A, Fujiyama Y, Saotoma T, Bamba T: A blockade of complement activation
prevents rapid intestinal ischaemia-reperfusioarinpy modulating mucosal mast cell degranulation i
rats. Clin Exp Immunol. 1998 Mar;111(3):484-90

Klaus S, Heringlake M, Gliemroth J, Pagel H, Staubale KH, Bahlmann L: Biochemical tissue
monitoring during hypoxia and reoxygenation. Regaton. 2003 Mar;56(3):299-305

Klaus S, Staubach KH, Eichler W, Gliemroth J, Heringlake M, Schmucker P, Bahlmann L:
Clinical biochemical tissue monitoring during isofia and reperfusion in major vascular surgery. Ann
Clin Biochem 2003 May;40(Pt3):289-91

Klinger MH: Platelets and inflammation. Anat Embryol (Berl)97ul;196(1):1-11

Kubala L, Ciz M, Vondracek J, Cerny J, Nemec P, Studnik P, Cizova H, Lojek A: Perioperative
and postoperative course of cytokines and the rBtabctivity of neutrophils in human cardiac
operations and heart transplantation. J Thorac @aadt Surg. 2002 Dec;124(6):1122-9

Kurdowska A, Carr FK, Stevens MD, Baughman RP, MartinTR: Studies on the interaction of 1-8
with human plasma alpha 2-macroglobulin:evidenaetiie presence of 1-8 complexed to alpha 2-
macroglobulin in fluids of patients with adult réspory distress syndrome. J Immunol 1997 Feb
15;158(4):1930-40

Kwon O, Molitoris BA, Pescovitz M, Kelly KJ: Urinary actin, interleukin-6, and interleukin-8 yna
predict sustained arf after ischemic injury in feadbgraft. Am J Kidney Dis. 2003 May;41(5):107%-8

Langemann H, Habicht J, Mendelowitsch A, Kanner A, Alessandri B, Landolt H et al.:
Microdialytic monitoring during a cardiovascularesption. Acta Neurochir Suppl. 1996;67:70-4

Larsson R, Elgue G, Larsson A, Ekdahl KN, Nilsson B, Nilsson B: Inhibition of complement
activation by soluble recombinant CR1 under coodgiresembling those in cardiopulmonary circuit:
reduced up-regulation o CD11b and complete abrogadf binding of PMN’'s to the biomaterial
surface. Immunopharmacology. 1997 Dec;38(1-2):119-2

Leaf A: Cell swelling. A factor in ischemic tissue inju@irculation. 1973 Sep;48(3):455-8

Lee LF, Louie MC, Desai SJ, Yang J, Chen HW, Evans & Kung HJ: Interleukin-8 confers
androgen-independent growth and migration of LNGhfferential effects of tyrosine kinase Src and
FAK. Oncogene. 2004 Mar 18;23(12):2197-205.

Lonnroth P, Jansson P-A, Fredholm BB, Smith U:Microdialysis of intercellular adenosine
concentration in subcutaneous tissue in humansJ Amysiol 1989;256:E250-255

Lonnroth P, Smith U: Microdialysis — a novel technique for clinical enstigations. J Intern Med.
1990;227(5):295-300

Lorenzetti F, Ahovuo J, Suominen S, Salmi A, Asko-3avaara S: Colour Doppler ultrasound
evaluation of haemodynamic changes in free trapsfiand their donor sites. Scand J Plast Reconstr
Surg Hand Surg. 2002;36(4):202-6.

Lu KC, Wang JY, Lin SH, Chu P, Lin YF: Role of circulating cytokines and chemokines in
extertional heatstroke. Crit Care Med. 2004 Fel283209-403



6. Literaturverzeichnis 67

84. Lucchesi BR, Tanhehco EJ:Therapeutic potential of complement inhibitors igatardial ischemia.
Expert Opininvestig Drugs. 2000 May;9(5):975-91

85. Lupia E, Del Sorbo L, Bergerone S, Emanuelli G, Camssi G, Montrucchio G: The membrane
attack complex of complement contributes to plasimituced synthesis of platelet-activation factor by
ebdothelial cells and neutrophils. Immunology 2008;557-63

86. Machens HG, Mailaender P, Reimer R, Pallua N, Lei YBerger A: Postoperative blood flow
monitoring after free-tissue transfer by meanshef lhydrogen clearance technique. Plast Reconstruct
Surg 1997;99:493-505

87. Machens HG, Pabst A, Dreyer M, Gliemroth J, Gorg SBahimann L, Klaus S, Kaun M, Kruger
S, Mailander P: C3a levels and occurrence of subdermal vascutamihosis are age-related in deep
second-degree burn wounds. Surgery. 2006 Apr;13Hd)5

88. Manchot C: Die Hautarterien des menschlichen Koérpers. Sprivgelag, Leipzig, 1889
89. Masquelet AC: Anatomy of the radial forearm flap. Anat Clin. #98(3):171-6

90. Maxwell GP, Stueber K, Hoopes JE:A free latissimus dorsi myocutaneous flap: cagmnte Plast
Reconstr Surg. 1978 Sep;62(3):462-6

91. Maxwell GP: Inginio Tannini and the origin of the latissimussionusculocutaneus flap. Plast
Reconstr Surg. 1980 May;65(5):686-92

92. May JW, Chait LA, O'Brien BM, Hurley JV: The no-reflow phenomenon in experimental free flaps
Plast Reconstr Surg 1978 Feb;61(2):256-67

93. Menger MD, Laschke MW, Amon M, Schramm R, Throlaciss H, Rucker M, Vollmar B:
Microvascular ischemia-reperfusion injury in steidimuscle: significance of “reflow paradoxon”. Am J
Physiol. 1992 Dec;263(6 Pt 2):H1901-6

94. Menger MD, Steiner D, Messmer K:Microvascular ischemia-reperfusion injury in ste@d muscle:
significance of “no-reflow”. Am J Physiol. 1992;268.892-H1900

95. Messina LM: In vivo assessment of acute microvascular injdtgraeperfusion of ischemic tibialis
anterior muscle of the hamster. J Surg Res 19915821

96. Monsinjon T, Richard V, Fontaine M: Complement and its implications in cardiac
ischemia/reperfusion: strategies to inhibit commam Fundam Clin Pharmacol 2001 Oct;15(5):293-
306

97. Montrucchio G, Alloatti G, Camussi G: Role of platelet-activating factor in cardiovasoul
pathophysiology. Physiol Rev. 2000 Oct;80(4):16689-9

98. Muhlbauer W, Herndl E, Stock W: The forearm flap. Plast Reconstr Surg. 1982 SeB)7Z3R6-44

99. Mueller AR, Platz KP, Haak M, Undi H, Mueller C, Kott gen E, Weidemann H, Neuhaus PThe
release of cytokines, adhesion molecules and estlnter matrix parameters during and after
reperfusion in human liver transplantation. Transfgtion.1996;62:1118-26

100Muller M: Science, medicine, and the future: MicrodialyBislJ. 2002 Mar 9;324(7337):588-91

101 Naredi S, Olivecrona M, Lindgren C, Ostlund AL, Grande PO, Koskinen LO: An outcome study
of severe traumatic head injury using the “Lundaipgt with low-dose prostacyclin. Acta Anaesthesiol
Scand 2001;45:402-6



6. Literaturverzeichnis 68

102 Navegantes LCC, Sjodtrand M, Gudbjorndottir S, Strindberg L, Elam E, Lonnroth P: Regulation
and counterregulation of lipolysis in vivo: differteroles of sympathetic activation and insulin.lihC
Endocrinol Metab 2003;88:5515-20

103 Nielsen IM; Kiil J: The radial forearm flap. A report o two cases witliegrade and retrograde arterial
and venous flow. Scand J Plast Reconstr Surg. 196%;309-12

104 Nielsen IM; Lassen M, Gregersen BN, Krag C:Experience with the latissimus dorsi flap. Scand J
Plast Reconstr Surg. 1985;19(1):53-63

105Nilsson OG, Brandt L, Ungerstedt U, Saveland H:Bedside detection of brain ischemia using
intracerebral microdialysis: subarachnoid hemorehaigd delayed ischemicdeterioration. Neurosurgery
1999;45:1176-84

106 Nowak G, Ungerstedt J, Wernerman J, Ungerstedt U, Eczon BG: Clinical experience in
continuous graft monitoring with microdialysis earhfter liver transplantation. Br J Surg 2002
Sep;89(9):1169-75

107 Olivari N: The latissimus dorsi flap. Br J Plast Surg. 1976;2¢1(2):126-8

108.0livas TP, Saylor TF, Wong HP, Stephenson LL, Zaboni WA: Timing of microcirculatory injury
from ischemia reperfusion. Plast Reconstr Surg1 20y (3):785-8

1090z MC, Liao H, Naka Y, Seldomridge A, Becker DN, Mc¢hler RE, Smith CR, Rose EA, Stern
DM, Pinsky DJ: Ischemia-induced interleukin-8 release after huimgart transplantation. A potential
role for endothelial cells. Circulatidt995;92:428-432

110Parks DA, Bulkley GB, Granger DN: Role of oxygen free radicals in shock, ischemid argan
preservation. Surgery. 1983 Sep;94(3):428-32

111 Pease JE, Sabroe I:The role of interleukin-8 and its receptors in @nfimatory lung disease:
implications for therapy.Am J Respir Med. 2002;119}25

112Persson L, Hillered L: Chemical monitoring of neurosurgical intensive ecgpatients using
intracerebral microdialysis. J Neurosurg 1992;768®2

113Proctor LM, Arumugam TV, Shiels I, Reid RC, Feirlie DP, Taylor SM: Comparative
antiinflammatory activities of antagonists to C3adaC5a receptors in a rat model of intestinal
ischemia/reperfusion injury. Br J Pharmacol. 200d;142(4):756-64

114Qi X, Li S, Li J: The prognostic value of IL-8 for cardiac events amstenosis in patients with
coronary heart disease after percutaneous coramaryention. Jpn Heart J 2003 Sep;44(5):623-32

115Rainer C, Schwabegger AH, Bauer T, Ninkovic M, Klesl T, Harpf C, Ninkovic MM: Free flap
reconstruction of the foot. Ann Plast Surg. 1999;42(6):595-607

116 Ramhorst RE, Garcia VE, Corigliano A, Rabinovich GA Fainboim L: Identification of RANTES
as a novel immunomodulator of the maternal allogeresponse. Clin Immunol. 2004 Jan;110(1):71-
80

117 Ratajczak J, Reca R, Kucia M, Majka M, Allendorf DJ, Baran JT, Janowska-Wieczorek A,
Wetsel RA, Ross GD, Ratajczak MZ:Mobilization studies in mice deficient in eitheB ©@r C3a-
receptor (C3aR) reveal a novel for complement tenton of hematopoetic stem/progenitor cells in
bone marrow. Blood. 2003 Nov 6



6. Literaturverzeichnis 69

118Rizell M, Naredi P, Lindner P, Hellstrand K, JanssonPA: Validation of the internal reference
technique for Microdialysis measurements of inteast histamine in the rat. Life Sci
1999;65(17):1765-71

119Rojdmark J, Heden P, Ungerstedt U:Microdialysis — a new technique for free flap sittance:
Methodological descirption. Eur J Plast Surg. 199824-8

120Rojdmark J, Heden P, Ungerstedt U:Prediction of border necrosis on skin flaps of pigish
microdialysis. J Reconstr Microsurg 2000; 16:129-34

121 Rojdmark J, Ungerstedt J, Blomqvist L, Ungerstedt Y Heden P:Comparison of the metabolism
during ischemia and reperfusion in free flaps dfedént tissue composition. Doctoral thesis frora th
Department of Reconstructive Plastic Surgery, Kasth Hospital: Microdialysis in reconstructive
Surgery, Stockholm 2000

122 Rosdahl H, Hamrin K, Ungerstedt U, Hendriksson J:Metabolite levels in human skeletal muscle
and adipose tissue studied with microdlysis atpe@rfusion flow. Am J Physiol. 1998;E936-45

123Rosolowsky M, Weiss HR:Effect of blood coagulation and platelet aggregatan perfusable
capillaries and arterioles in ischemic and nonisghanyocardium. Microvasc Res. 1987;34:69-83

124Ruster M, Sperschneider H, Funfstuck R, Stein G, Grmoe HJ: Differential expression of
betachemokines MCP-1 and RANTES and their recept@R1C CCR2, CCR5 in acute rejection and
chronic allograft nephropathy of human renal aldty. Clin Nephrol 2004 Jan;61(1):30-9

125Salmi A, Tuominen R, Tukiainen E, Asko-Seljavaara SMorbidity of donor and recipient sites after
free flap surgery. A prospective study. Scand §tRR&constr Surg Hand Surg. 1995 Dec;29(4):337-41

126 Salmon M: Les Artéres de la peau. Masson, Paris, 1936

127 Schmid-Schonbein GW: Capillary plugging by granulocytes and the noewflphenomenon in he
microcirculation. Federation Proc. 1987;46:2397-401

128Schoeller T, Huemer GM, Otto-Schoeller A, Wechsellsger G, Piza-Katzer H: [Endoscopically-
assisted latissimus dorsi muscle harvest in a yochntgl]. Handchir Mikrochir Plast Chir. 2003
Jul;35(4):259-62

129Serrick C, Adoumie R, Giaid A, Shennib H:The early release of interleukin-2, tumor necrésisor-
alpha and interferon-gamma after ischemia repanfugijury in the lung allograft. Transplantation
1994;58:1158-62

130Settmacher B, Rheinheimer G, Hamacher H, Ames RS, &€& A, Jenkinson L, Bock D, Schaefer
M, Kohl J, Klos A: Structure-function studies of the C3a-receptortefdiinal serine and threonine
residues which influence receptor internalizatiod aignalling. Eur J Immunol. 2003 Apr;33(4):920-7

131Sim RB, Tsiftsoglou SA: Proteases of the complement system. Biochem SocsTra604
Feb;32(Pt1):21-7
132Slaaf DW, Reneman RS, Wiederhielm CA:Cessation and onset of muscle capillary flow at

simoultaneously reduced perfusion and transmuessure. Int J Microcirc Clin Exp. 1987,6:215-24

133Stainsby WN, Brooks GA: Control of lactic acid metabolism in contractingusoles and during
exercise. Exerc Sport Sci Rev. 1990;18:29-63

134 Straatsburg IH, Boermeester MA, Wolbink GJ, van Guik TM, Gouma DJ, Frederiks WM, Hack
CE: Complement activation induced by ischemia-repesfusin humans : a study in patients
undergoing partial hepatectomy. J Hepatol. 2000;8%(%):783-91



6. Literaturverzeichnis 70

135Swanson BJ, Murakami M, Mitchell TC, Kappler J, Marrack P: RANTES production by memory
phenotyp T cells is controlled by a posttranscrimip TCR-dependant process. Immunitiy 2002
Nov;17(5):605-15

136.Takabayashi T, Vannier E, Clark BD, Margolis NH, Dinarello Ca, Burke JE, Gelfand JA: A new
biologic role for C3a and C3a des Arg: regulatidnTblF-alpha and IL-1 beta synthesis. J Immunol.
1996 May 1;156(9):3455-60

137 Tylman A, Bengtson JP, Bengtsson AActivation of the complement system by differentadogous
transfusion devices: an in vitro study. Transfug2603;43(3):395-9

138Udesen A, Lontoft E, Kristensen SRMonitoring of free TRAM flaps with microdialysis.Reconstr
Microsurg. 2002 Feb;16(2):101-6

139Ungerstedt J, Nowak G, Ericzon BG, Ungerstedt Uintraperitoneal Microdialysis (IPM): a new
technique for monitoring intestinal ischemia stualdie a porcine model. Shock. 2003 Jul;20(1):91-6

140Ungerstedt U: Microdialysis — principles and applications fondites in animals and man. J Intern Med
1990;230:365-73

141Van Beek J, Bernaudin M, Petit E, Gasque P, NouvelofA, Mac Kenzie ET, Fontaine M:
Expression of receptors for complement anaphylatox@®3a and Cb5a following permanent
focalcerebral ischemie in the mouse Exp Neurol 20:00161(1):373-82

142Walz A, Peveri P, Aschauer H, Baggiolini M:Purification and amino acid sequencing of NAF, a
novel neutrophil-activating factor produced by meoytes. Biochem Biophys Res Commun.
1987;149:755-761

143Walzer T, Marcais A, Saltel F, Bella C, Jurdic P, Mawel J: Cutting edge: immediate RANTES
secretion by resting memory CD8 T cells followingtigenic stimulation. J Immunol 2003 Feb
15;170(4):1615-9

1l44Wang HC, Zhang H, Zhou TL: Protective effect of hydrophilic Salvia monomer dimer
ischemia/reperfusion injury induced by pro-inflantorgt cytokines. Zhongguo Zhong Xi Yi Jie He
ZaZhi. 2002 Mar;22(3):207-10

145Werfel T, Kirchhoff K, Wittmann M, Begemann G, Kapp A, Heidenreich F, Gotze O, Zimmer J:
Activated human T lymphocytes express a function&a Greceptor. J Immunol 2000 Dec
1;165(11):6599-605

146 Wyble EJ, Yakuboff KP, Clark RG, Neale HW: Use of free fasciocutaneous and muscle flap for
reconstruction of the foot. Ann Plast Surg. 199b;24(2):101-8

147 Xu L, Pathak PS, Fukumura D: Hypoxia-induced activation of p38 mitogen-activhfgotein kinase
and phosphatidylinositol 3’-kinase singaling pathgvaontributes to expression of interleukin 8 in
human ovarian carcinoma cells. Clin Cancer Res4 2ab 15;10(2):701-7

148Yasuda M, Takeuchi K, Hiruma M et al: The complement system in ischemic heart disease.
Circulation 1990;81:156-63

149Yun JJ, Whiting D, Fischbein MP, Banerji A, Irie Y, Stein D, Fishbein MC, Proudfoot AEI, Laks
H, Berliner JA, Ardehali A: Combined blockade of the chemokine Receptors Ca&Ri CCR5
attenuates chronic rejection. Circulation. 2004 #41109(7):932-7



7. Danksagung 71

7. Danksagung

Mein herzlichster Dank gilt allen Personen, die gelich Anteil an der Fertigstellung dieser
Arbeit hatten:

Prof. Dr. H.G. Machens fiir die Uberlassung des Tasemnd die personliche Betreuung,
sowie dem Einsatz wahrend der Anfertigung diesdxrer lhm gebihrt gro3en Dank fir die

Mdglichkeit, Teile der Arbeit mundlich und schnéth zu préasentieren.

Der gesamten Abteilung fur Plastische Chirurgie désversitatsklinikum Schleswig-
Holstein, Campus Lubeck fir die Unterstitzung. les@deren: Prof. Dr. med. P. Mailander
fur die Moglichkeit, die Arbeit in seinem Institdurchfihren zu kénnen. Dr. med. A. Noltze,
Dr. med. M. Kaun, Dr. med. S. Grzybowski und demlegdrischen Team der

Verbrennungseinheit 23v fir die tatkraftige Untétaing wahrend der Probengewinnung.
Frau I. Jasmund und Frau K. Witting fir die gutes@ummenarbeit und Hilfe.

Dem Institut fir Immunologie und Transfusionsmeuwljz?D Dr. med. S. Gorg und der Frau
K. Kropf fur die tatkraftige, engagierte Hilfe iredexperimentellen Durchfiihrung und der

anschlielRenden Auswertung.

PD Dr. med. J. Gliemroth und Frau Dr. med. A. Kl@us der Klinik fir Neurochirurgie, die
mir zur Auswertung der metabolischen ParameterMBrAnalyser zur Verfligung gestellt

und bei technischen Gerateschwierigkeiten gehdiéden.

Ganz besonderen Dank gilt meinen Geschwistern LandaMatti, meinen Eltern Elke und

Helmut und meinem Mann Norbert fiir das Anfeuern ded Beistand.



8. Lebenslauf

72

8. Lebenslauf

Personliche Daten

Name:

Staatsangehdrigkeit:

Eltern:

Schulbildung

07/1999
06/1997

Hochschule

10/1999 - 11/2005
10/2001
09/2002
09/2004
11/2005
01/2002 — 01/2005

Klinische Tatigkeit

Anne Briiggemann, geb. Pabst

deutsch
Helmut Pabst; Dozent, Dekra Medienakade®erlin
Elke Pabst; Lehrerin, Gymnasium Dorf Mecklermgour

Abitur, Gymnasium Dorf Mecklenburg
Graduation, Hamilton High School, HammjtMontana, USA

Studium der Humanmedizin arlhéversitat zu Libeck
Arztliche Vorpriifung
1. Staatsexamen
2. Staatsexamen
3. Staatsexamen
klinische und experimentelleeDathebung der Doktorarbeit

Seit 01/2006 Assistenzarztin in der Klinik fir Audeeilkunde, Universitatsklinikum
Schleswig-Holstein, Campus Lubeck



9. Publikationen 73

9. Publikationen

Im Rahmen dieser Doktorarbeit entstandene Originalabeiten

Machens HGPabst A Dreyer M, Gliemroth J, Gorg S, Bahlmann L, KlagssKaun M,
Kruger S, Mailander P: C3a levels and occurrencgubflermal vascular thrombosis are age-
related in deep second-degree burn wounds. Surg@d®. Apr;139(4):550-5

Briiggemann A Noltze A, Lange T, Kaun M, Gliemroth J, Gérg Shnann L, Klaus S,
Siemers F, Mailander P, Machens HG: [C3a] is sigaiftly increased in free flaps after
prolonged ischemia-reperfusion injury. Eingereiohit Surgery. September 2006

Im Rahmen dieser Doktorarbeit gehaltene Vortrége

Pabst A Dreyer M, Noltze A, Siemers F, Dreimann V, Battann R, Schlichter M, Gorg S,
Gliemroth J, Mailander P, Machens HG: Die Mikrogisd als neues Verfahren zum
Monitoring metabolischer und immunologischer Par@men thermisch geschadigtem
Gewebe. 21. Tagung der DAV in Kitzbiihel/Osterreiom 07.01.2003

Pabst A Noltze A, Battermann R, Grzybowski S, Kbébe H, Kad, Schlichter M, Goérg S,
Gliemroth J, Mailander P, Machens HG: Use of theradialysis technigue for monitoring of
immunologic and biochemical changes in free micsouar tissue transplants” ECSAPS
Meeting in Genf am 19.09.2003

Pabst A Noltze A, Battermann R, Grzybowski S, Kbébe H, Kad, Schlichter M, Goérg S,
Gliemroth J, Mailander P, Machens HG: Monitoringpdfiemischer und immunologischer
Veranderungen in freien mikrovaskularen Gewebeplansaten mit Hilfe der
Mikrodialysetechnik. 34. Jahrestagung der VDPCrigiburg am 03.10.2003

Pabst A Kaun M, Dreyer M, Noltze A, Siemers F, BattermaRnGoérg S, Gliemroth J,
Mailander P, Machens HG: Microdialysis as a hew toanonitor biochemical parameters in
thermally injured patients. 8. Chirurgische Forsajstage 2004 in Mannheim am 29.10.2004

Briiggemann A Noltze A, Kaun M, Gorg S, Gliemroth J, MailandgrMachens HG: C3a is
significantly increased in free flaps after proledg ischemia-reperfusion injury. 9.
Chirurgische Forschungstage 2005 in Frankfurt/Maim20.09.2005

Briggemann A Noltze A, Kaun M, Goérg S, Gliemroth J, Mailander Machens HG:
Metabolische und immunologische Verdnderungen mefr Lappen nach verlangerter
Ischamie-Reperfusionszeit. 123. Kongress der Dhatscesellschaft fur Chirurgie 2006 in
Berlin am 04.05.2006



9. Publikationen 74

Publizierte Abstracts

Pabst A Noltze A, Grzybowski S, Kdbe H, Kaun M, Schlichtd, Gorg S, Gliemroth J,
Mailander P, Machens HG: Monitoring biochemischend u mikrozirkulatorischer
Veranderungen in freien mikrovaskularen Gewebeplansaten mit Hilfe der
Mikrodialysetechnik. Plastische Chirurgie 3 (SuppR9 (2003)

Kaun M, Pabst A Dreyer M, Noltze A, Siemers F, Battermann R, G8igGliemroth J,
Mail&nder P, Machens HG: Microdialysis as a new toenonitor biochemical parameters in
thermally injured patients. Langenbeck’s Arch S8&§: 445-6 (2004)

Bruggemann A Noltze A, Kaun M, Gorg S, Gliemroth J, MailandgrMachens HG: C3a is
significantly increased in free flaps after proledg ischemia-reperfusion injury.
Langenbeck’s Arch Surg 390: 454 (2005)

Bruggemann A Noltze A, Kaun M, Gorg S, Gliemroth J, Mailander Machens HG:
Metabolische und immunologische Verdnderungen wmiefr Lappen nach verlangerter
Ischamie-Reperfusionszeit [C3a is significantly reased in free flaps after prolonged
ischemia-reperfusion injury] Chirurgisches Forund@0Band 35: 387-9

Vortragspreis

10/2004 H. J. Bretschneiderpreis 2004 der Deuts@e=ellschaft fur Chirurgie,
Sektion Chirurgische Forschung e.V.



