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I. ZUSAMMENFASSUNG 

 

Hintergrund: Trommelfellperforationen sind eine häufige Komplikation von Traumata und 

Infektionen. Persistierende Perforationen sind auf die besondere Anatomie des Trommelfells 

zurückzuführen: Die Wunde ist von der Luft des Mittelohrs und des äußeren Gehörgangs 

umgeben. Das unzureichende Wundbett und die unzureichende Versorgung mit 

Wachstumsfaktoren und Blut führen zu einer zirkulären Epithelisierung des 

Perforationsrandes und einer vorzeitigen Unterbrechung des Defektverschlusses. In 

orthotopen Tiermodellen zur Identifizierung von bioaktiven Wundauflagen zur Überwindung 

der vorzeitigen Epithelisierung wird das Trommelfell mechanisch oder chemisch perforiert. 

Bei allen orthotopen Modellen fehlt jedoch die wiederholte Visualisierung der Schnittstelle 

zwischen Biomaterial und Wunde. Daher wurden die jüngsten Fortschritte beim 3D-Druck 

von maßgeschneiderten Wundauflagen noch nicht auf die speziellen Wundverhältnisse der 

Trommelfellperforation übertragen. In der vorliegenden Arbeit wird die Anwendung der 

Rückenhautkammer der Maus mit einem epithelisierten, durchgreifenden Defekt als 

Trommelfellperforationsmodell vorgestellt. 

 

Methoden: Mit einer Biopsiestanze wurde ein zirkulärer 2 mm großer Defekt in die 

gespannte Doppelhautfalte der Rückenhaut geschnitten. Die Doppelhautfalte wurde 

entweder ohne oder nach vorheriger Resektion einer Hautschicht perforiert. In beiden 

Gruppen wurde die Wunde mit einem Deckglas verschlossen oder unverschlossen gelassen 

(n = 4). Alle Tiere wurden auf die Epithelisierung des Randes (Histologie), die Größe der 

Perforation (Planimetrie), die Neovaskularisation (repetitive intravitale 

Fluoreszenzmikroskopie) und die Entzündung (Immunhistologie) hin untersucht. 

 

Ergebnisse: Der Perforationsrand war in allen Präparaten von verhorntem Plattenepithel 

überwachsen. Die Verkleinerung der Perforation wurde durch Auflegen eines Deckglases 

verstärkt. Die klassische Präparation der Rückenhautkammer (mikrochirurgische Resektion 

einer Hautschicht vor der Perforation mit der Biopsiestanze) und die Versiegelung mit einem 

Deckglas ermöglichten eine wiederholte intravitale Fluoreszenzmikroskopie von hoher 

Qualität. Allerdings kam es häufig zur spontanen Verkleinerung der Perforation. Daher war 

die direkte Perforation mit der Biopsiestanze ohne mikrochirurgische Hautresektion 

vorteilhaft: Eine spontane Verkleinerung trat während der gesamten 20 Tage nicht auf. Die 

Visualisierung der Neovaskularisation war in der Intravitalmikroskopie ausreichend. 

  

Schlussfolgerungen: Die Rückenhautkammer mit einem durchgreifenden Defekt ist eine 

wertvolle Ergänzung zu orthotopen Modellen der Trommelfellperforation. Die wiederholte 
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intravitale Mikroskopie des epithelisierten Randes ermöglicht die Untersuchung der zugrunde 

liegenden Pathophysiologie während des Überganges von der Inflammations- zur 

Proliferationsphase der Wundheilung. Unter Verwendung etablierter Analyseverfahren bietet 

das vorliegende Modell eine effektive Plattform für das Screening bioaktiver Materialien und 

die Übertragung von Fortschritten im Tissue Engineering auf die speziellen Bedingungen der 

Trommelfellwundheilung. 
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II. ABSTRACT 

 

Background: Tympanic membrane perforations are a common complication of trauma and 

infection. Persisting perforations result from the unique location of the tympanic membrane. 

The wound is surrounded by the air of the middle ear and the external auditory canal. The 

inadequate wound bed, growth factor and blood supply lead to circular epithelialization of the 

perforation edge and premature interruption of defect closure. Orthotopic animal models use 

mechanical or chemical tympanic membrane laceration to identify bioactive wound dressings 

and overcome premature epithelialization. However, all orthotopic models essentially lack 

repetitive visualization of the biomaterial-wound interface. Therefore, recent progress in 3D 

printing of customized wound dressings has not yet been transferred to the unique wound 

setup of the tympanic membrane perforation. Here we present a novel application for the 

mice dorsal skinfold chamber with an epithelialized full - thickness defect as a tympanic 

membrane perforation model. 

 

Methods: A circular 2 mm defect was cut into the extended dorsal skinfold using a biopsy 

punch. The skinfold was either perforated through both skin layers without prior preparation 

or perforated on one side following resection of the opposing skin layer. In both groups, the 

wound was sealed with a coverslip or left unclosed (n = 4). All animals were examined for 

epithelialization of the edge (histology), size of the perforation (planimetry), 

neovascularization (repetitive intravital fluorescence microscopy) and inflammation 

(immunohistology). 

 

Results: The edge of the perforation was overgrown by cornified squamous epithelium in all 

preparations. Reduction in the perforation size was enhanced by application of a coverslip. 

Microsurgical preparation before biopsy punch perforation and sealing with a coverslip 

enabled repetitive high quality intravital fluorescence microscopy. However, spontaneous 

reduction of the perforation occurred frequently. Therefore, the direct biopsy punch 

perforation without microsurgical preparation was favorable: Spontaneous reduction did not 

occur throughout 20 days. Moreover, the visualization of the neovascularization was 

sufficient in intravital microscopy.  

 

Conclusions: The dorsal skinfold chamber full-thickness defect is a valuable supplement to 

orthotopic tympanic membrane perforation models. Repetitive intravital microscopy of the 

epithelialized edge enables investigation of the underlying pathophysiology during the 

transition from the inflammation to the proliferation phase of wound healing. Using 

established analysis procedures, the present model provides an effective platform for the 
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screening of bioactive materials and transferring progress in tissue engineering to the special 

conditions of tympanic membrane wound healing. 
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III. EINLEITUNG 

 

3.1 TROMMELFELLPERFORATION 

 

Trommelfellperforationen sind eine häufige Komplikation von Traumata und 

Mittelohrentzündungen. Traumatische Trommelfellperforationen entstehen durch direkte 

(Zahnstocher, Zweige, Haarnadeln, Wattestäbchen, unsachgemäße Ohrspülungen, 

Schweißperlen) oder indirekte (Ohrfeige, Kopfsprung ins Wasser, Explosionstrauma) 

Krafteinwirkung auf das Trommelfell. Ebenso kann ein Barotrauma zu einem Einriss des 

Trommelfells führen. In 3 - 5 % kommt es nach dem Legen von Paukenröhrchen zu einem 

persistierenden Trommelfelldefekt. Die häufigste Ursache aber sind chronische und 

chronisch rezidivierende Infektionen des Mittelohres [9, 10, 40, 53, 88, 88, 106, 118]. 

Abhängig vom Fortbestehen der Perforation werden sie in akute und chronische 

Perforationen unterteilt. Eine chronische Trommelfellperforation liegt vor, wenn diese für 

mehr als drei Monate persistiert [118]. Ein persistierender, zentraler Trommelfelldefekt wird 

dann als chronisch mesotympanale Otitis media bezeichnet. In der Regel bleiben dabei im 

Gegensatz zum Cholesteatom die knöcherne Begrenzung des Trommelfells und der Anulus 

fibrosus intakt [67]. In der Literatur werden häufig Synonyme für die chronisch 

mesotympanale Otitis media verwendet: Chronische Schleimhauteiterung, chronisch eitrige 

Otitis media, chronisch purulente Otitis media [19].  

 

 

3.1.1 EPIDEMIOLOGIE UND KLINISCHE BEDEUTUNG 

 

Trotz eines spontanen Verschlusses akuter Trommelfellperforation in 38 - 94 % der Fälle 

kommt es bei ca. 30 Millionen Menschen jährlich zu einer persistierenden 

Trommelfellperforation [15, 21, 37, 51, 53, 87, 92, 118]. Die weltweite Prävalenz liegt bei 

4,76 %. Kinder sind mit einer Prävalenz von 22,6 % um ein Vielfaches häufiger betroffen. 

Nur wenige Studien zeigen eine Zunahme der Prävalenz in der Erwachsenbevölkerung [18, 

82, 102]. Die WHO schätzte 2004, dass 65 bis 330 Millionen Menschen an einer 

persistierenden Trommelfellperforation leiden [12, 51, 82, 114, 121]. Besonders hoch ist die 

Prävalenz in den Bevölkerungsgruppen mit eingeschränktem Zugang zum 

Gesundheitssystem. In den indigenen Gruppen wie den Aborigines, pazifischen 

Inselbewohnern, amerikanischen Uhreinwohnern und den Inuiten liegt die Prävalenz bei über 

4 %. Die Prävalenz in den Entwicklungsländern liegt bei über 2 %, während die Prävalenz in 

den Industriestaaten bei unter 1 % liegt [12, 82, 114]. Für Deutschland gibt es nur wenige 
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Studien zur Prävalenz von persistierenden Trommelfellperforationen. Kaftan et al. 

untersuchten 2008 die Prävalenz in Mecklenburg-Vorpommern. 1000 Personen im Alter von 

18 - 93 Jahren wurden per Zufallsprinzip in die Studie eingeschlossen.  Die Prävalenz der 

chronischen Trommelfellperforationen betrug hier 0,45 % [45]. 

 

Patienten mit persistierenden Trommelfellperforationen leiden unter einem progredienten 

Hörverlust. Zum einen durch die ineffektive Schallübertragung 

(Schallleitungsschwerhörigkeit) aufgrund der Trommelfellperforation und Arrosion der 

Gehörknöchelchenkette, zum anderen durch die Schädigung der Haarsinneszellen des 

Innenohres aufgrund rezidivierender bakterieller Infektionen 

(Schallempfindungsschwerhörigkeit). Dies führt zu einer kombinierten Schwerhörigkeit [7, 51, 

53, 82, 119, 121].  Durch den Hörverlust sind die Patienten in ihrer Kommunikation 

eingeschränkt.  Dieser Effekt verstärkt sich in Gruppen und in geräuschvoller Umgebung 

(Cocktailparty-Effekt). Die mangelhafte Kommunikationsfähigkeit kann zu sozialem Rückzug 

führen [22, 121]. Besonders bei Kindern, der Bevölkerungsgruppe mit der höchsten 

Prävalenz persistierender Trommelfellperforationen, kann die Hörminderung gravierende 

Langzeitfolgen haben: Sprachentwicklungsstörungen, auditive Verarbeitungs- und 

Wahrnehmungsstörungen, Lernstörungen sowie Störungen der psychosozialen und 

geistigen Entwicklung [11, 82, 121]. Schwerwiegende Komplikationen sind selten. Durch die 

chronische Entzündung kann es aber zu Arrosionen der knöchernen Begrenzung des 

Mittelohrs und des Mastoides kommen. Dies kann zu ernst zu nehmenden Komplikationen 

führen: Gesichtsnervenlähmung, Sinusvenenthrombose, Labyrinthitis, Meningitis und 

Hirnabszess [21, 121].   

 

 

3.1.2 PATHOGENESE  

 

Das Trommelfell ist eine ovale Membran mit einer Dicke von 100 µm und einer Größe von 

10 x 8 mm. Als Grenze zwischen dem äußeren Gehörgang und der Paukenhöhle ist es 

beidseits von Luft umgeben und dient dem Schutz des Mittelohrs vor Schmutz und 

Krankheitserregern aus der Umgebung sowie der Transformation von Schallwellen in 

mechanische Bewegung [7, 51, 118]. Schallwellen treffen auf das Trommelfell und versetzen 

dieses in Schwingung. Die Schwingung wird über die Gehörknöchelchenkette des 

Mittelohres auf die Perilymphe des Innenohrs übertragen und somit die Haarsinneszellen 

des Cortiorgans stimuliert, welche die mechanische Energie in neuronale Impulse 

umwandeln [51, 51, 84, 118].  
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Die dynamischen Funktionen des Trommelfells werden durch seinen besonderen 

histologischen Aufbau gewährleistet. Die Pars tensa, der Hauptanteil, in dem die meisten 

Perforationen auftreten, besteht aus drei Schichten. Die Grundlage bildet das Stratum 

fibrosum, ein Kollagenfasernetz überwiegend aus Kollagen Typ II, Typ III und Fibroblasten. 

Die innere Schicht dieser Kollagenfasern verläuft zirkulär und die äußere radiär. Dies sorgt 

für die mechanische Stabilität und Elastizität des Trommelfelles. Der Anulus 

fibrocartilagineus bildet die Verbindung zum Knochen, welcher kranial eine kleine 

Einkerbung, die Incisura tympanica, aufweist. Hier befindet sich die kleinere Pars flaccida 

des Trommelfells. Im Gegensatz zur Pars tensa besitzt die Pars flaccida kein 

Kollagenfasernetz, sondern nur lockeres Bindegwebe als Lamina propria. Außen schließt 

sich schwach verhornendes Plattenepithel und innen respiratorisches Epithel an. Das 

schwach verhornende Plattenepithel liegt flach auf dem Fasergerüst des Trommelfells auf. 

Es setzt sich aus 10 Lagen flacher Keratinozyten und einer dünnen subepidermalen Lamina 

propria zusammen. Im Gegensatz zum verhornenden Plattenepithel der Haut fehlen die 

Hautanhangsgebilde wie Haare und Drüsen sowie die Dermispapillen mit ihren verzahnten 

Epithelkämmen. Die Mukosaschicht des respiratorischen Epithels der Trommelfellinnenseite 

besteht aus einer Lage flacher bis kubischer Zellen ohne deutliche Lamina propria [7, 118].  

 

Akute Trommelfellperforationen heilen spontan innerhalb von 7 - 10 Tagen. Bei einer 

Verletzung des Trommelfells kommt es zum Flüssigkeitsaustritt aus dem Intra- und 

Extravasalraum, bestehend aus Lymphflüssigkeit und interstitielle Flüssigkeit, die sich 

zusammen mit den Blutbestandteilen um den Defektrand legen. Dieser Wundschorf schützt 

die Wunde vor Austrocknung und gewährleistet die Wundheilung. Ausgehend vom 

Hammerkopf und dem Anulus fibrosus des Trommelfells kommt es zu einer Immigration von 

Epithelzellen und Blutgefäßen in Richtung der Perforation. Das Granulationsgewebe wird 

sukzessive ersetzt und es verbleibt eine dünne, transparente Epithelschicht. Durch 

Proliferation von Fibroblasten bildet sich das Stratum fibrosum und das Trommelfell wird 

dicker [8, 68, 73, 118, 119].  

 

Bei der persistierenden Trommelfellperforation sind diese Heilungsmechanismen gestört. Die 

pathologische Trommelfellwundheilung ist das Resultat der besonderen Lage: Die Wunde ist 

von beiden Seiten (Mittelohr und äußerer Gehörgang) von Luft umgeben. Hierdurch kommt 

es zu einem Missverhältnis zwischen Wundrand und Wundfläche: in Relation ist die 

Wundfläche um ein Vielfaches größer als der Wundrand. Das dadurch fehlende Wundbett 

behindert die Zellmigration, die Perfusion und die Versorgung mit Wachstumsfaktoren [53, 

109, 118, 119]. Die wesentlichen Wundheilungsphasen Inflammation und Proliferation 

werden abgekürzt. Daher epithelisiert der zirkuläre Rand der Perforation und unterbricht den 
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Defektverschluss (Abbildung 1) [7, 39, 73, 74, 95, 118, 119]. Dieser Effekt wird durch 

wiederkehrende und persistierende Infektionen verstärkt [114]. Es kommt zur Zerstörung der 

Gehörknöchelchen, welches zusammen mit der Trommelfellperforation zur Hörminderung 

beiträgt [121]. 

 

 
Abbildung 1: Die vorzeitige Epithelisierung des Defektrandes als Pathologie der persistierenden 

Trommelfellperforation. (A) Repräsentative Ohrmikroskopie einer persistierenden Trommelfellperforation in 

einem reizlosen Trommelfell. In der Perforation sind makroskopisch vollständig epithelisierte Defektränder zu 

erkennen. In der Umgebung der Perforation bestehen weder eine gesteigerte Vaskularisation noch eine 

gesteigerte Inflammation. (B) Histologisches Präparat (HE) einer intraoperativ entnommenen chronischen 

Trommelfellper-foration. Das verhornende Plattenepithel der lateralen Trommelfellfläche (äußerer Gehörgang) 

besitzt eine höhere Proliferation als das respiratorische / kubische Epithel auf der medialen Seite (Mittelohr). Im 

histologischen Präparat ist das Überwachsen (schwarzer Pfeil) des verhornenden Plattenepithels auf das mediale 

Blatt des Trommelfells zu erkennen. Äußerer Gehörgang (GG), Mittelohr (MO), Trommelfell (TF). 

 

 

3.1.3 THERAPIE 

 

Die Routinetherapie akuter Trommelfellperforationen umfasst ein chemisches Debridement 

(zum Beispiel Albothyl®) und anschließende Schienung. Hierfür kommen verschiedene inerte 

Materialen zur Anwendung: Silikonfolien, Gelatine, Papierschienen, Seidenfasern, Alloderm®, 

azelluläres Kollagen oder Eierschalenmembran [15, 17, 30, 41, 43, 73, 96, 125]. Bisherige 

Untersuchungen konnten jedoch keinen nachhaltigen Effekt auf den Verschluss der 

Perforation  durch die Schienung des Trommelfells mit inerten Materialien nachweisen [30, 

37, 52, 71, 73]. So war die Schienung des Trommelfells mit Silikon in 51,6 % (n = 128) 

erfolgreich, während in der Kontrollgruppe (n = 30) ein Spontanverschluss in 53,3 % der 

Fälle auftrat [37]. Persistierende Trommelfellperforationen verursachen eine chronische 

Mittelohrentzündung (chronisch mesotympanale Otitis media) und erfordern eine 
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mikrochirurgische Intervention in Vollnarkose (Tympanoplastik), um die Funktion des 

Trommelfells wiederherzustellen [7, 37, 51, 53, 92, 118, 119]. 

 

Emil Berthold (1837 - 1906) verschloss erstmals 1878 einen Trommelfelldefekt mit einem 

Vollhauttransplantat. Die moderne Mittelohrchirurgie wurde durch Moritz, Wullstein und 

Zöllner in den 1950er Jahren entwickelt. Wullstein prägte den Begriff Tympanoplastik - ein 

operatives Verfahren zur Wiederherstellung der Kontinuität der Gehörknöchelchenkette und 

des Trommelfells. Diese unterteilte er in fünf Typen: Tympanoplastik Typ I - V. Die alleinige 

Wiederherstellung der Kontinuität des Trommelfells entspricht einer Tympanoplastik Typ I. 

Synonym wird hierfür der Begriff Myringoplastik benutzt [7, 30, 118, 122]. Nach dem 

Debridement der Wundränder der Trommelfellperforation erfolgt die Abdeckung des 

Defektes mit einem Transplantat, welches über einen retroaurikulären, endauralen oder 

endomeatalen Zugang erfolgen kann. Das Transplantat wird dabei über (Overlaytechnik) 

oder unter (Underlaytechnik) das Trommelfell gelegt. Üblicherweise wird autologes Gewebe 

verwendet: Perichondrium und Knorpel (aus Concha oder Tragus), Temporalisfaszie und 

seltener Venen oder Fett. Es folgt der schichtweise Wundverschluss und Austamponierung 

des Gehörganges (Abbildung 2) [38, 51, 55, 118]. 

 

 
Abbildung 2: Operative Schritte einer Tympanoplastik Typ I. Bei persistierenden Trommelfellperforationen 

erfolgt der operative Verschluss zum Schutz vor Infektionen und zur Verbesserung des Hörvermögens. Die 

Abbildung zeigt ein rechtes Ohr. Nach Infiltrationsanästhesie, Mikroinspektion und Gehörgangsreinigung erfolgt 

die retroaurikuläre Eröffnung und das Eingehen auf das Planum mastoideum (PM) (A). Anschließend wird der 

Gehörgangsschlauch ausgelöst und der tympanomeatale Lappen (TML) gehoben (B). Nach Weitschleifen des 

knöchernen Gehörgangs (KG) kann die komplette Zirkumferenz des Trommelfells (TF) überblickt werden. Über 

den Defekt der Paukenabdeckung erhält man Einblick in das Mittelohr (MO) mit der Gehörknöchelchenkette. In 
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diesem Beispiel besteht eine subtotale Perforation des Trommelfells. Es erfolgt die retroaurikuläre Entnahme von 

Perichondrium (P) aus dem Cavum conchae der Ohrmuschel (OM) (C und D). Die Trommelfellperforation wird mit 

entnommenem Perichondrium unterfüttert und der tympanomeatale Lappen zurückgeklappt (E). Die 

Rekonstruktion der Paukenabdeckung wird mit Silikonfolien und Doxycyclin-getränkten Gelittaschwämmchen 

geschient. Anschließend erfolgt der mehrschichtige retroauriculäre Wundverschluss (F).  

 

55.000 Tympanoplastiken werden jährlich in den Vereinigten Staaten durchgeführt [53]. Die 

Erfolgsquote hängt im hohen Maße von der Erfahrung des Operateurs ab. Sie variiert 

zwischen 43 % und 100 % [53]. Die mikrochirurgische Operation des Mittelohrs ist mit 

hohem personellem und zeitlichem Aufwand verbunden. Weitere Limitationen der 

Tympanoplastik sind die hohen Kosten für spezielle Instrumente, das Benötigen einer 

Allgemeinnarkose und Substanzdefekte an der Transplantatentnahmestelle. Postoperativ 

verbleiben die Patienten für mehrere Tage im Krankenhaus, um Komplikationen frühzeitig 

erkennen und behandeln zu können. Die wichtigsten Komplikationen sind postoperative 

Wundinfektionen mit Labyrinthitis, eine traumatische Verletzung des Sinus sigmoideus, der 

mittleren Schädelgrübe oder des Nervus facialis mit daraus resultierender Thrombose, 

Meningitis, Bewegungsstörungen der Gesichtsmuskulatur und Schmeckstörungen. Das 

Nahtmaterial wird nach einer Woche entfernt, die Gehörgangstamponade nach drei Wochen. 

Oft schließt sich eine mehrwöchige lokale Behandlung des Gehörganges an. Jeder zehnte 

Patient benötigt eine erneute Operation aufgrund einer persistierenden Perforation oder zur 

Vebresserung des audiologischen Ergebnisses. Bei einer Revisionsoperation aufgrund einer 

Rezidivperforation können dem Chirurgen keine geeigneten Transplantate zur Verfügung 

stehen, da die Menge an autologem Material begrenzt ist. Daher braucht es kostengünstige 

und sichere Alternativen [7, 30, 37, 51, 51, 53, 53, 92, 95, 99, 118, 119]. 

 

 

3.2 BIOAKTIVE MATERIALIEN ZUR THERAPIE DER TROMMELFELLPERFORATION 

 

Moderne Wundauflagen mit spezifischer Mikroarchitektur (Porengröße, Elastizität) und 

Biologie (Zelladhäsion/Migration, selektive Medikamentenfreisetzung) unterstützen die 

Zellmigration, die Bildung von Granulationsgewebe und die Versorgung mit 

Wachstumsfaktoren. Jüngste Forschungsergebnisse auf dem Gebiet des Tissue 

Engineerings zeigen eine vielversprechende Regeneration des Trommelfells unter 

Verwendung von Wachstumsfaktoren, Stammzellen und Antibiotika beladenen Nanofasern 

(Elektrospinning), Polymilchsäuren, Chitosan und Alginatgerüsten (Tabelle 1 und 2).  
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Tissue Engineering umfasst drei Hauptelemente: Gerüstmaterialien, Biomoleküle und Zellen. 

Die Gerüstmaterialien, bestehend aus Polymeren oder dezellularisiertem Gewebe, dienen 

als mechanische Unterstützung für die Zellproliferation, -migration und -differenzierung und 

die Biomoleküle schaffen eine geeignete biochemische Mikroumgebung. Biomoleküle, die 

aktuell in klinischen Studien zum Trommelfellperforationsverschluss verwendet werden, sind 

EGF, TGF-α, TGF-β, PGF, KGF, PDGF, VEGF, autologes Serum aus peripherem Blut oder 

Nabelschnurblut, humanes Insulin, thrombozytenreiches Plasma und Plasminogen. Als 

Gerüstmaterialien dienen Gelfoam®, Polylysin, Seidenfasern, Chitosan, Kalziumalginat, 

Hyaloronsäure, Polyglycerolsebacat, Glykosaminoglykane und Silikonmembranen. Die 

Effekte auf die Wundheilung am menschlichen Trommelfell wurden bisher für Gelfoam®, 

Polylysin, Hyaloronsäure, Silikonmembranen, EGF, PGF, PDGF, autologes Serum, 

Hyaloronsäure und Insulin im Rahmen einzelner klinischen Studien erforscht. Trotz großer 

Fortschritte auf dem Gebiet des Tisssue Enngineering fehlt es aber an einer nennenswerten 

Implementierung dieser Forschungsergebnisse in den klinischen Alltag, bedingt durch 

unzureichende experimentelle Modelle für die persistierende Trommelfellperforation [2, 29, 

35, 36, 51, 65, 73–75, 80, 89, 95, 99, 100, 108]. 

 

Tabelle 1: Polymere für die Regeneration des Trommelfells durch Tissue Engineering (modifiziert nach 

Villar-Fernandez, Lopez-Escamez 2015 - Outlook for Tissue Engineering) [118]. 

Polymer Modell Hauptergebnissse 

Gelfoam® Mensch Hämostatisches, resorbierbares Material, das zum Halten des Transplantats und als 

Gerüst für die Abgabe von Wachstumsfaktoren verwendet wird. Gute Biokompatibilität. 

Schnellerer Trommelfellverschluss.  

Polylysin, polymerisiert  

mit Latex 

Mensch Induktion einer stärkeren Vaskularisierung des Gewebes (möglicherweise 

Vorhandensein vaskulärer Wachstumsfaktoren, die die Angiogenese verbessern). 

Gute Biokompatibilität (keine Toxizität oder allergische Reaktion). Keine signifikanten 

Veränderungen der Hörfunktion oder der Heilungsrate. 

Seidenfasern In vitro Aufrechterhaltung des Wachstums der Keratinozyten, der Zelladhäsion und -integrität. 

Erleichterung eines kontinuierlichen Epithelwachstums unter Erhalt der 

Membrankontur. Kontinuierliche Bereitstellung einer hydratisierten Oberfläche. 

 Tier Transparente und trilaminare Struktur der Neomembran, ähnlich dem Trommelfell. 

Besser organisiertes Wachstum von Epithelzellen und Bindegewebe. Beschleunigter 

Trommelfellverschluss und Erholung des Gehörs. 

Chitosan 

wasserlöslich Tier Die Heilungsrate ist mit der natürlichen Heilungsrate vergleichbar. Höhere 

Kollagendichte und besser organisierte Struktur als bei der natürlichen Heilung. 

wasserunlöslich Tier Bessere Proliferation von Trommelfellzellen. Gute Biokompatibilität. Bessere Qualität 

der Neomembran als bei Papierauflagen. 

3D Gerüst Tier Gute Zellproliferation. Poröse Struktur, die die Zellinfiltration erleichtert. Trilaminäre 

Struktur der Neomembran ähnlich des Trommelfells. 
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Kalziumalginat Tier Wachstumsförderung von Schleimhaut und verhornendem Epithel. Die 

Quervernetzung mit Kalzium erleichtert die Bearbeitung. Höhere Rate des 

Trommelfellverschlusses als bei Papierauflagen. Mögliches Risiko der Ototoxizität 

beim Menschen. 

Hyaluronsäure Tier Geringere Zeit und höhere Rate des Trommelfellverschlusses. Bessere Qualität der 

Neomembran. 

Mensch Die alleinige Anwendung (Epifilm®) führt nicht zu einer Verbesserung der 

Perforationsverschlussrate. 

 

 Die Anwendung von Epidisc™ mit einem Fetttransplantat ergab eine ähnliche 

Verschlussrate wie bei der Myringoplastik mit Fett oder Knorpel und eine kürzere 

Operationszeit. 

Polyglycerolsebacat Tier Biologisch abbaubar. Förderung der Neovaskularisierung. Gute histologische Struktur 

der Neomembran. Notwendigkeit die Abbaugeschwindigkeit zu beschleunigen um eine 

optimale Regeneration des Trommelfells zu fördern. 

Hydrogele und Schwämme  

abgeleitet von  

Glykosaminoglykanen 

Tier Verstärkte Reepithelisierung. Verkürzte Zeit des Trommelfellverschlusses (Carbylan-

GSX). Unterschiedliche Ergebnisse je nach Art des Hydrogels. Mögliche entzündliche 

Reaktion (CS-SX). 

Bilaminare Atelokollagen-  

Silikonmembran 

Mensch Gute Biokompatibilität. Silikon bewahrt die Kollagenkonfiguration und Feuchtigkeit. Die 

Anwendung von bFGF verbessert die Ergebnisse des Trommelfellverschlusses 

(Erfolgsrate, Zeit und Wiederherstellung des Hörvermögens). Oft muss das Verfahren 

wiederholt werden, um einen vollständigen Verschluss der Perforation zu erreichen. 

Carbylan-GSX, Carbylan-S/Gelatin-DTPH; CS-SX, cross-linked thiolated chondroitin sulfate [CS-DTPH-PEGDA (CS-SX)]; bFGF, basic 

fibroblast growth factor. 

 

Tabelle 2: Biomoleküle für die Regeneration des Trommelfells durch Tissue Engineering (modifiziert nach 

Villar-Fernandez, Lopez-Escamez 2015 - Outlook for Tissue Engineering) [118]. 

Biomolekül Eigenschaft Modell Hauptergebnisse 

EGF Mitogene Wirkung. Tier Besserer Trommelfellschluss in kürzerer Zeit. Neomembran-

dicke und -histologie ähnlich dem nativen Trommelfell. Die beim 

Spontanverschluss erreichte Dicke beträgt weniger als die 

Hälfte der normalen Dicke des TF. Stimuliert 

Neovaskularisierung und Fibroblastenanzahl. Stimuliert 

Proliferation (hauptsächlich der Plattenepithelschicht). 

Langfristige Anwendung führt zu einer erneuten Perforation und 

zur Bildung von Cholesteatomen. 

Mensch Keine Verbesserung des Trommelfellschlusses. Keine Toxizität. 

TGF-α  In vitro Wirksamer als EGF bei der Heilung von Verletzungen. Bessere 

Pro-Motilitäts-Aktivität als EGF. 

Tier TGF-α wurde in normalem TF nicht beobachtet. Wurde aber 

nach einer Perforation exprimiert. 

TGF-β Chemotaxis-Induktion. Produktion von 

extrazellulärer Matrix. Angiogenese-

stimulation, mögliche Kelloidbildung. 

Dickeres TF. 

Tier Verkürzung der Perforationsverschlusszeit. Notwendigkeit einer 

wiederholten Anwendung. Mögliche Bildung einer fibrösen 

Narbe. 
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PGF Stimulation von Fibroblasten und 

Endothelzellen. Stimulation der 

Keratinozytenproliferation und  

-differenzierung. Stimulierung des 

Wachstums von Kollagenfibrillen. 

Förderung der Vasodilatation. 

Stimulierung der Proteaseproduktion. 

Tier Hyperplasie des Epithels und/oder des Bindegewebes. 

ErhöhteTrommelfellverschlussrate bei direkter Anwendung auf 

der Perforation. Bei Anwendung mit Gelfoam® Bildung einer 

hypertrophen Narbe, die in das Mittelohr hineinwächst 

(Verwendung von Gelfoam® nicht ratsam). 

Mensch Erhöhte Trommelfellverschlussrate und verkürzte Zeit des TF-

Verschlusses. Bessere Erholung des Gehörs. Mögliche Bildung 

von Epithelperlen. Verringerung von Mittelohrentzündungen. 

Hyperplasie des Granulationsgewebes, das innerhalb von 5-7 

Tagen verschwindet. 

KGF Abbau reaktiver Sauerstoffe. 

Förderung der Reepithelisierung. 

Proliferation und Migration von 

Keratinozyten. 

Tier Verbesserte epitheliale Migration und Proliferation. Keine 

höhere Trommelfellverschlussrate. Besser organisierter 

Reparaturprozess. 

PDGF Fibroblastenmitogen. Tier Erhöhte Trommelfellverschlussrate. Verkürzung der 

Perforationsverschlusszeit. Reichhaltigere bindegewebige 

Faserschicht. 

Mensch Keine erhöhte Trommelfellverschlussrate. 

VEGF Fibroblastenmitogen. Stimulation der 

Angiogenese. Induktion der Kollagen-

bildung. Epithelisierung. 

Tier VEGF ist spezifischer und wichtiger als bFGF beim akuten 

Perforationsverschluss. 

Autologes 

Serum 

aus 

peripherem 

Blut 

Förderung der Wundheilung. Keine 

Antigenität. Große Menge an 

Wachstumsfaktoren. 

Mensch Erfordert keine Anästhesie. Verringert oder verschließt 

chronische Perforationen vollständig. Setzt eine kontinuierliche 

Versorgung mit Wachstumsfaktoren durch den eigenen 

Patienten voraus. Weitere Studien sind erforderlich, um 

festzustellen, ob die positive Wirkung auf das Serum oder auf 

das für den Trommelfellverschluss verwendete Gerüst 

zurückzuführen ist. 

Serum aus 

menschlichem 

Nabelschnur-

blut 
 

Große Menge an Wachstumsfaktoren 

(höhere Konzentration von EGF, NGF 

und TGF-αβ als in autologem Serum 

aus peripherem Blut). 

Tier Bei Anwendung eines 3D-Kollagengerüsts werden der 

Verschluss der chronischen Perforation und die Hörfähigkeit 

bereits in frühen Stadien deutlich verbessert (im Vergleich zu 

Papierauflagen). Weitere Studien sind erforderlich, um 

festzustellen, ob die positive Wirkung auf das Serum oder auf 

das für den Trommelfellverschluss verwendete Gerüst 

zurückzuführen ist. 

Hyaluronsäure Viskoelastische Eigenschaften. Kann 

als Gerüst oder als in Tropfen 

verabreichtes Biomolekül verwendet 

werden. Erhöht die Motilität und die 

phagozytische Aktivität der 

Leukozyten 

Tier Verkürzte Perforationsverschlusszeit. Höhere Erfolgsrate als 

beim natürlichen Perforationsverschluss. Erhöhte FGF- und 

VEGF-Spiegel. 

Mensch Keine erhöhte Erfolgsrate beim Trommelfellverschluss. 

Humanes 

insulin 

Neovaskularisierung. Erhöhtes Fibro-

blastenwachstum. Erhöhte Keratino-

zytenproliferation, -migration und  

-differenzierung an den Perforations-

rändern. Aktivierung des Insulin-

rezeptors und des IGF-1-Rezeptors. 

Stimulierung der Keratinmigration. 
 

Tier Positiver Effekt bei der Epithelisierung von Perforationen. 

Neovaskularisierung. Bildung von fingerartigen Fortsätzen. 

Fibroblasten-Aktivität. Vorhandensein von Entzündungszellen  

in der Lamina propria. 

 Mensch Verstärkte Mikrovaskularisierung von den Resten des 

Trommelfells oder des Transplantats in Richtung Perforation, 

mit der Induktion von Entzündung und Epithelisierung von den 

Perforationsrändern. Halbierung der Perforationsgröße nach der 

vierten oder fünften Anwendung. 
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Thrombo-

zytenreiches 

Plasma 

Die α-Granula der Blutplättchen 

enthalten Wachstumsfaktoren. 

Tier Verkürzung der durchschnittlichen Zeit des Trommelfell-

verschlusses. 

Plasminogen Abbau von Fibrin und extrazellulären 

Matrixproteinen. 

Tier Verkürzte Zeit des Trommelfellverschlusses. 

EGF, epidermic growth factor; TF, Trommelfell; TGF-α, -β, transformant growth factor type α, -β; FGF, fibroblast growth factor; KGF, 

keratinocyte growth factor; PDGF, platelet-derived growth factor; VEGF, vascular endothelial growth factor; bFGF, basic fibroblast growth 

factor; ASET, autologous serum eardrop therapy; NGF, nerve growth factor; IGF-1, insulin-like growth factor type I. 

 

 

3.3 EXPERIMENTELLE MODELLE FÜR DIE TROMMELFELLPERFORATION 

 

Zur Erforschung der pathologischen Wundheilung chronischer Wunden stehen eine Vielzahl 

von in-vivo- und in-vitro/ex-vivo-Wundheilungsmodellen zur Verfügung. In den letzten Jahren 

wurden viele neue in-vitro/ex-vivo-Modelle entwickelt, die sich mit der Pathogenese der 

Wundheilung und der Identifizierung neuer Arzneimittel und Biomarker befassen. Sie haben 

zum Ziel, Tierexperimente zur reduzieren und werden zur Beantwortung grundlegender 

Fragen der Zell-Zell-Interaktion in Abhängigkeit von verschiedenen Signalmolekülen 

verwendet. Vielversprechende neue Methoden sind der 3D-Druck [6, 33, 47, 70, 76] und 

Skin- bzw. Wound-on-a-Chip-Plattformen [1, 14, 54, 91]. In-virtuo/in-silico-Modelle sind in der 

Lage isolierte Organ- und Zellfunktionen an Computermodellen zu simulieren. Biologische 

Prozesse werden durch zuvor festgelegte Algorithmen abgebildet. Dabei wird aus einer 

Reihe von Gleichungen ein mathematisches Model erstellt, das für die zu untersuchenden 

biologischen Merkmale geeignet ist (Diskretisierung). Mit dieser Methode können biologische 

Prozesse auf verschiedenen Komplexitätsstufen simuliert werden [16, 34, 77, 85, 98, 105, 

116]. Allerdings ist die Übertragbarkeit der Ergebnisse aufgrund der komplexen Vorgänge 

bei der Wundheilung oft begrenzt. Ex-vivo-Modelle können zur Beantwortung spezifischer 

Fragestellungen dienen. [31, 113]. Sie allein können aber insbesondere die pathologischen 

Vorgänge der Wundheilung am Trommelfell nicht ausreichend simulieren [119]. 

 

In-vivo-Modelle sind nach wie vor der Goldstandard für die Untersuchung physiologischer 

und pathologischer Wundheilungsprozesse [31]. Zur Erforschung der in-vivo-Wundheilung 

der persistierenden Trommelfellperforation kommen aktuell ausschließlich orthotope 

Wundheilungsmodelle zum Einsatz. Als Versuchstiere dienen Maus, Chinchilla, 

Meerschweinchen und Hund (Tabelle 3) [4, 42, 86, 103, 104, 111, 112]. Nach der Inzision 

des Trommelfells werden die mit Biomulekülen beladenen Wundauflagen direkt auf den 

Trommelfelldefekt appliziert. Orthotope Trommelfellperforationsmodelle weisen dabei zwei 

wesentliche Einschränkungen auf: Die fehlende Wundvisualisierung nach der Applikation der 
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Wundauflage und der nicht standardisierte spontane Defektverschluss. Die Perforation des 

Trommelfells von Nagetieren führt zu einem regelmäßigen spontanen Verschluss innerhalb 

weniger Wochen [24, 44, 46, 78]. Daher werden verschiedene Methoden zur mechanischen 

und biochemischen Inhibition des Spontanverschlusses eingesetzt (zum Beispiel thermische 

Myringotomien, epithelisierte Lappen, topisches Mitomycin/Kortikoid) [2, 12, 20, 25, 53, 57, 

119, 126]. Die daraus resultierende Defektgröße ist jedoch nicht standardisiert und die 

medikamentöse bzw. mechanische Inhibition des Spontanverschluss kann die Wundheilung 

beeinträchtigen. Die zweite große Einschränkung der orthotopen Modelle ist die fehlende 

Wundvisualisierung. Der geringe Durchmesser des äußeren Gehörgangs erschwert die 

Wundbeobachtung nach der Applikation der Wundauflage. Daher muss bei jeder Messung 

des Defekts die Wundauflage entfernt werden. Eine wiederholte intravitale Visualisierung der 

dynamischen Grenzfläche zwischen Wunde und Biomaterial kann daher nicht durchgeführt 

werden. Eine in-vivo-Bewertung mikrovaskulärer Parameter ist nicht möglich. Die Analyse 

der Immunantwort basiert auf der (Immun-) Histologie zu einem einzigen postmortalen 

Zeitpunkt und die meisten Wundauflagen setzten die Wirkstoffe nur einmalig frei [3, 119, 

120]. Eine sequenzielle Wirkstofffreisetzung könnte effektiver sein, um die spezifische 

Pathologie der vorzeitigen Epithelisierung während des Übergangs von Entzündung zu 

Proliferation zu überwinden. Die Verlängerung der Entzündungsphase durch 

proinflammatorische Zytokine kann die Sekretion und die Bildung eines Wundbettes 

induzieren. Anschließend kann die Bildung von Granulationsgewebe und die Proliferation 

von Zellen durch die Freisetzung von Wachstumsfaktoren unterstützt werden. Weiterhin ist 

die Verfügbarkeit der Versuchstiere begrenzt. Es sind mikrochirurgische Eingriffe durch den 

engen äußeren Gehörgang und eine Unterbringung/Überwachung der Versuchstiere für 8 

Wochen nach der Myringotomie notwendig. Tabelle 3 fasst die jüngsten 

Forschungsergebnisse zu orthotopen Modellen zusammen und verdeutlicht die 

Heterogenität in Bezug auf Tiere, Methoden und Spontanverschlussraten zwischen 0 % und 

100 %. Diese Einschränkungen vermindern die Reproduzierbarkeit von orthotopen Modellen 

der Trommelfellperforation und schränken sinnvolle Studien mit komplexen Wundauflagen 

ein. 

 

 Tabelle 3: Aktuelle orthotope Modelle der Trommelfellperforation. 

Autor Jahr Spontan- 

verschluss  

(%) 

Inhibition  

Wund- 

verschluss 

Perforations- 

methode 

Versuchs-

tiere 

An-

zahl 

(n) 

Zeit- 

raum 

(w) 

Methode 

Dirain  

et al. 

2018 100 Koagulation Laser Ratte 9 4 antibiotische  

Ohrentropfen 
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Emami  

et al. 

2014 100 Koagulation  

+ Lappenplastik 

Thermische  

Myringotomie 

+ Einkrempeln 

Chinchilla 8 6 M & M 

Kaftan  

et al. 

2012 100 ohne Myringotomie Ratte 6 4 SU5402 

Shen  

et. al. 

2013 100 ohne Myringotomie Ratte 30 4 Fibroin,  

Kollagen,  

Papier, 

Gelfoam ®  

McFeely  

et al.  

2000 90 Lappenplastik Myringotomie  

+ Einkrempeln 

Chinchilla 10 4 AlloDerm ® 

Ramalho  

et al.  

2006 45 Koagulation  

+ Lappenplastik 

Thermische  

Myringotomie  

+ Einkrempeln 

Chinchilla 10 4 EGF,  

Pentoxifyllin 

Jang  

et al. 

2013 43 Lokale 

Medikamente  

+ Koagulation 

Thermische  

Myringotomie  

+ Mitomycin  

+ Dexamethason 

Meer-

schwein 

10 6 3D Kollagen  

Gerüst 

Downey  

et al. 

2003 35 Koagulation  

+ Lappenplastik 

Thermische  

Myringotomie  

+ Einkrempeln 

Chinchilla 17 10 AlloDerm ®  

Wieland  

et al.  

2010 31 Koagulation  

+ Lappenplastik 

Thermische  

Myringotomie  

+ Einkrempeln 

Chinchilla 11 8 Polyglycerin-

sebacat- 

pfropfen 

Kuo  

et al. 

2018 25 Ohne Myringotomie Chinchilla 4-6 21 Bioprint- 

Gelatine 

Wang  

et al. 

2017 20 Lokale 

Medikamente 

Myringotomie  Ratte 40 10 M & M 

Seonwoo  

et al. 

2013 20 Lokale 

Medikamente  

+ Koagulation 

Thermische  

Myringotomie  

+ Mitomycin  

+ Dexamethason 

Ratte 24 10 EGF  

Chitosan-

Patch 

Laidlaw  

et al.  

2001 15 Koagulation Thermische 

Myringotomie 

Chinchilla 23 8 AlloDerm ® 

Langston  

et al. 

2019 13 Lokale 

Medikamente 

Myringotomie  

+ Mitomycin  

+ Dexamethason 

Maus 50 8 M & M 

Seonwoo 

et al. 

2019 12 Koagulation Thermische  

Myringotomie 

Ratte 38 8 EGF 

freisetzender  

Nanopatch 

Santa 

Maria  

et al. 

2011 12 Lokale 

Medikamente 

Myringotomy  

+ 

Metalloproteinase  

+ 

Tubenobstraktion 

rat 18 12 M & M 

Deng  

et al. 

2009 11 Lappenplastik Myringotomie  

+ Einkrempeln 

Meerschw

ein 

40 8 azelluläre  

Dermis,  

Dura mater 
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Rahman  

et al. 

2008 10 Koagulation Laser Ratte 10 4 Stammzellen 

Spiegel  

et al. 

2005 0 Lappenplastik Myringotomie  

+ Einkrempeln 

Chinchilla 10 8 azelluläre 

Submukosa  

vom Schwein 

Parekh  

et al.  

2009 0 Lappenplastik Myringotomie  

+ Einkrempeln 

Chinchilla 11 8 Harnblasen-

matrix 

Weber  

et al.  

2009 n.a. Koagulation Thermische  

Myringotomie 

Chinchilla 11 6 Alginat 

Sundback  

et al.  

2012 n.a. Koagulation  

+ Lappenplastik 

Thermische  

Myringotomie  

+ Einkrempeln 

Chinchilla 11 8 Polyglycerin-

sebacat- 

pfropfen 

Aksoy  

et al. 

2018 n.a. keine Myringotomie Ratte 10 3 PRP-

getränktes  

Fett 

M & M, Veröffentlichung von Materialien und Methoden; EGF, epidermic growth factor; SU 5402, Multi-Targeted Receptor Tyrosine Kinase 

Inhibitor; PRP, platelet rich plasma. 

 

Mit den derzeitigen in-vitro- und in-vivo-Trommelfellmodellen können die Auswirkungen 

moderner Wundauflagen und Biomoleküle auf die pathologische Wundheilung der 

pesistierenden Trommelfellperforation nicht ausreichend dargestellt werden. Für profunde 

Kenntnisse über die Pathophysiologie in den spezifischen Phasen der Wundheilung 

persistierender Trommelfellperforationen erfordern künftige Studien eine standartisierte und 

repetitive Darstellung des Wundrandes, der Epithelisierung, Vaskularisation und 

Inflammation [119].  

 

 

3.4 DIE RÜCKENHAUTKAMMER DER MAUS ALS MODELL ZUR WUNDHEILUNG 

 

Ein etabliertes Modell für die wiederholte intravitale Untersuchung der Wundheilung und der 

Schnittstelle zwischen Biomaterialien und Wunde ist die Rückenhautkammer der Maus [23, 

48, 58–64, 69, 80, 93, 94, 108, 110]. Die Erstbeschreibung der Implantation einer 

Beobachtungskammer zur Intravitalmikroskopie bei Tieren geht auf Sandison aus dem Jahr 

1924 zurück und wurde in den folgenden Jahren auf die Rückenhaut der Maus übertragen 

[31, 66]. Die Rückenhaut wird als Doppelhautfalte auf dem Rücken der, für die Präparation 

narkotisierten, Maus in einem symmetrischen Titan- oder Polymerrahmen fixiert. Auf einer 

Seite wird die Dermis, der M. panniculus carnosis und die Subkutis in einem kreisrunden 

Areal entfernt, sodass ein Beobachtungsfenster für die Gegenseite bestehend aus Muskel, 

Haut und Unterhautgewebe für die nachfolgenden Analysen entsteht. Das freigelegte 

Gewebe ist mit einem Deckglas befestigt, das mit einem Sprengring im Kammerrahmen 
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fixiert ist [61, 79]. In Kombination mit der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie ermöglicht 

dieses Modell die repetitive Darstellung und quantitative Bewertung dynamischer Prozesse 

der Inflammation, Angiogenese, Gefäßumbau und Mikrozirkulation (Abbildung 3). 

Dementsprechend kommt die Rückenhautkammer der Maus vielfach zur präklinischen 

Erforschung im  Tissue-Engineering zum Einsatz  [31, 59].  

 

 
Abbildung 3: Die Rückenhautkammer der Maus (modifiziert nach Laschke MW, Vollmar, Menger MD 2011 - 

The dorsal skinfold chamber: window into the dynamic interaction of biomaterials with their surrounding host 

tissue) [61]. Das Modell der Rückenhautkamer der Maus (A) ermöglicht in Verbindung mit der 

Intravitalmikroskopie (B – F) die repetitivie Darstellung und quantititive Bewertung der Angiogenese und 

Inflammation: Beobachtungsfenster in Transillumination (B) und Intravitaler Fluoreszenzmikroskopie (FITC-

Dextran) (C), Muskelkapillaren (D), postkapilläre Venole (E), Rhodamin-6G-gefärbte Leukozyten (Pfeil) der unter 

B dargestellten Venole (F). 

 

Analog zum Trommelfell ist die Rückenhautkammer der Maus ein mit Epithel bedecktes 

Gewebe, das in einem Rahmen aufgespannt ist. Beide Gewebe bestehen aus zwei 

Epithelschichten, die durch ein vaskularisiertes Bindegewebe getrennt sind (Abbildung 4). 

Die Pars tensa des Trommelfells hat einen charakteristischen dreischichtigen Aufbau: Der 

äußeren, dem Gehörgang zugewandte Epithelschicht aus verhornenden Plattenepithel 

schließt sich eine Bindegewebsschicht mit radiären (Stratum radiatum) und zirkulären 

(Stratum circulare) Fasern an. Nach paukenwärts bildet eine Schleimhautschicht 

(respiratorisches Epithel) den Abschluss. Zwischen den Schichten liegt jeweils die Lamina 

propria [7, 51, 118]. Die Doppelhautfalte der Rückenhautkammer besteht ebenfalls aus zwei 

äußeren Epithelschichten aus verhornenden Plattenepithel und einer darunter liegenden 

Lamina propria [59, 61]. Die wichtigsten Unterschiede des Trommelfells im Vergleich zur 
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Doppelhautfalte sind das respiratorische Epithel, der geringere Durchmesser (100 µm vs. 

600 µm) und das Fehlen einer Muskelschicht. Nach einer durchgreifenden Perforation haben 

jedoch beide Gewebe den Wundheilungsmechanismus der Epithelisierung durch 

epidermales Plattenepithel gemeinsam [7, 107, 119]. 

 

 
Abbildung 4: Histologischer Aufbau des Trommelfells und der Rückenhautkammer der Maus. Beide 

Gewebe bestehen aus zwei Epithelschichten, die durch ein vaskularisiertes Bindegewebe getrennt sind. Vom 

Gehörgang nach paukenwärts bilden eine Epithelschicht aus verhornendem Plattenepithel, eine 

Bindegewebsschicht mit radiären (Stratum radiatum) und zirkulären (Stratum circulare) Fasern gefolgt von einer 

Schleimhautschicht (respiratorisches Epithel) die Pars tensa des Trommelfells. Zwischen den Schichten liegt 

jeweils die Lamina propria. Die Doppelhautfalte der Rückenhautkammer besteht ebenfalls aus zwei äußeren 

Epithelschichten aus verhornendem Plattenepithel und einer darunter liegenden Lamina propria. Unterschiede 
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zum Trommelfell sind das respiratorische Epithel, der geringere Durchmesser (100 µm vs. 600 µm) und das 

Fehlen einer Muskelschicht. Beide Gewebe haben den Wundheilungsmechanismus der Epithelisierung durch 

epidermales Plattenepithel gemeinsam (durch Pfeile gekennzeichnet). 

 

In der vorliegenden Arbeit wurde die Rückenhautkammer mit einem durchgreifenden Defekt 

präpariert. Es wurde untersucht, ob diese Modifikation des etablierten Modells wesentliche 

Mechanismen der Wundheilung am Trommelfell erfasst und eine standardisierte Auswertung 

der Defektgröße und mikrovaskulärer Parameter ermöglicht. 

 

Ziel der vorliegenden Studie war die Identifizierung einer Präparation mit einer stabilen 

Größe der Perforation und geringer Angiogenese an den Wundgrenzen. Es wurden vier 

verschiedene Präparationen hinsichtlich der Wundepithelisierung, des Spontanverschlusses 

und der Intravitalmikroskopie getestet. Mit Hilfe etablierter Analyseverfahren soll dieses neue 

Tiermodell eine unkomplizierte Übertragung der Fortschritte des Tissue Engineering und der 

Biomaterialien auf die speziellen Bedingungen der Wundheilung des Trommelfelles 

ermöglichen. 
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IV. ZIELE 

 

Die Rückenhautkammer der Maus ist ein neues Modell zur repetitiven Untersuchung 

der pathologischen Wundheilung der Trommelfellperforation.  

 

Um die Rückenhautkammer als Modell für die Trommelfellperforation zu evaluieren, sind 

folgende Untersuchungen erforderlich: 

 

▪ Untersuchung der vorzeitigen Epithelisierung der Wundränder 

 

▪ Ausschluss einer spontanen Defektschrumpfung 

 

▪ Visualisierung der Inflammation und Angiogenese am Wundrand 

 

▪ Möglichkeit zur repetitiven intravitalen Mikroskopie 

 

 

In der vorliegenden Arbeit wurden vier Präparationstechniken der Rückenhautkammer als 

neues Modell für vorzeitig epithelisierte Wunden evaluiert. Dazu wurden jeweils in zwei 

Gruppen die Rückenhautkammern ohne vorherige Präparation perforiert und in zwei 

weiteren experimentellen Gruppen der subkutane Gefäßplexus mikrochirurgisch exponiert 

und anschließend perforiert. Jeweils eine Präparation wurde durch Versiegelung mit einem 

Deckglas verschlossen bzw. an der Luft belassen. 

 

Die Rückenhautkammer der Maus als neuartiges Wundheilungsmodell zur Untersuchung der 

persistierenden Trommelfellperforation kann eine Basis für die standardisierte Erforschung 

geeigneter Wundauflagen zum minimalinvasiven Verschluss von persistierenden 

Trommelfellperforationen werden. Morbidität und Gesundheitsausgaben könnten so, 

insbesondere in Ländern mit beschränktem Gesundheitssystem, gesenkt werden. 
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V. MATERIAL UND METHODEN 

 

5.1 VERSUCHSTIERE 

 

Für die in-vivo-Versuche wurden SKH-1hr Mäuse verwendet. Diese Mäuse sind 

phänotypisch durch den Verlust des Haarkleides gekennzeichnet. Es wurden männliche 

Tiere ab einem Alter von 6 - 8 Wochen und einem Gewicht von 25 g - 30 g verwendet. Die 

Tierversuche waren gemäß Tierschutzgesetz § 8 Abs. 1 (AZ 7221.3-1-033/19) genehmigt 

und standen unter Aufsicht des Tierschutzbeauftragten am Rudolf-Zenker-Institut für 

Experimentelle Chirurgie der Universitätsmedizin Rostock. Die Tiere wurden in Einzelhaltung 

mit einem zwölfstündigen Licht-Dunkel-Zyklus bei 22°C (± 2°C) und einer relativen 

Luftfeuchtigkeit von 40-65% untergebracht und hatten ständig Zugang zu Nahrung (ssniff 

Spezialdiäten GmbH, Soest, Deutschland) und Wasser. 

 

 

5.2 EXPERIMENTELLE GRUPPEN  

 

Es wurden 20 Mäuse verwendet. Diese wurden nach dem Zufallsprinzip in vier 

experimentelle Gruppen (n = 5) eingeteilt:  

 

▪ symmetrische Perforation mit durchgreifendem Defekt ohne Deckglas 

 

▪ symmetrische Perforation mit durchgreifendem Defekt mit Deckglas  

 

▪ asymmetrische Perforation nach Präparation der Rückenhautkammer ohne Deckglas  

 

▪ asymmetrische Perforation nach Präparation der Rückenhautkammer mit Deckglas 
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Abbildung 5: Experimentelle Gruppen. Die Versuchstiere wurden in vier experimentelle Gruppen eingeteilt. Bei 

der symmetrischen Perforation (SP) erfolgte die Exzision eines durchgreifenden Defektes (4) mit einer 2 mm 

Hautstanze durch beide Hautschichten (1) und den Musculus panniculus carnosus (2) ohne vorherige Präparation 

des Musculus panniculus carnosus. Der Defekt blieb offen. Auf die gleiche Weise erfolgte die Präparation der 

symmetrischen Perforation mit Deckglas (SP+D). Im Anschluss wurde zunächst ein Deckglas mit einem 

Sprengring fixiert, die Kammer mit 0,9% NaCl-Los̈ung befüllt und durch Aufbringen eines zweiten Deckglases 

wasserdicht verschlossen (5). Die asymmetrische Präparation umfasste die mikrochirurgische Freilegung des 

Musculus panniculus carnosus (2) vor der Exzision des Defekts (3). Auch hier blieb die Kammer offen (AP) oder 

wurde mit einem Deckglas verschlossen (AP+D). (n = 5, A transversale Ebene, B sagittale Ebene). 

 

 

5.3 ANÄSTHESIE 

 

Die Anästhesie der Versuchstiere erfolgte durch die intraperitoneale Injektion von Ketamin-

Hydrochlorid (100 mg/kg) (CP-Pharma Handelsgesellschaft GmbH, Burgdorf, Deutschland) 

und Xylazin-Hydrochlorid (6 mg/kg) (Bayer AG, Leverkusen, Deuschland) in 0,9%iger 

Kochsalzlösung. Die ausreichende Narkosetiefe (fehlende Reaktion auf Fußrückziehreflex) 

wurde initial sowie deren Erhalt repetitiv überprüft und überwacht. Für längere 

Untersuchungen wurde nach 60 Minuten eine 1:10 Verdünnung der Ketamin-Hydrochlorid-
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Lösung gewichtsadaptiert intraperitoneal appliziert, um die Narkose aufrecht zu erhalten. 

Dies geschah alle 30 Minuten bis zum Ende der Untersuchung.  

 

 

5.4 PRÄPARATION DER RÜCKENHAUTKAMMER 

 

Zwei durch Schrauben miteinander verbundene, symmetrische Titanrahmen bildeten die 

Rückenhautkammer mit einem Gewicht von ca. 4 g. Nach dem Wiegen der Versuchstiere 

erfolgte die gewichtsadaptierte, intraperitoneale Anästhesie (s.o.). Bepanthen® (Bayer AG, 

Leverkusen, Deuschland) Augensalbe wurde zum Schutz der Augen vor Austrocknung 

aufgetragen. Die Versuchstiere wurden zur Aufrechterhaltung einer Körpertemperatur von 

37 °C auf einer Heizplatte bei 37,5 °C gelagert. Es erfolgte die Desinfektion des 

Operationsgebietes mit Octiderm® (Schülke & Mayr GmbH, Norderstedt, Deutschland). 

Durch vorsichtige Extension der Rückenhaut wurde anschließend die Doppelhautfalte in der 

Medianlinie der Maus aufgespannt und temporär mit einem kranialen und kaudalen 

Haltefaden (Polyester 4/0) an einem Fixierungsbügel fixiert. Wenn sich die großen Gefäße 

der extendierten Rückenhaut im Gegenlicht einer Schwanenhalslampe kongruent darstellten, 

war die mediane Position erreicht. Die beiden Elemente des Titanrahmens wurden mit vier 

Nähten (Prolene 4/0) an der Oberseite der Hautfalte fixiert. Für die kaudale Verbindung der 

Elemente des Titanrahmens wurden mit einem 11er Skalpell zwei Stichinzisionen der 

medianen Doppelhautfalte korrespondierend zu den Verbindungsschrauben durchgeführt. 

Die Verbindungsschrauben des Titanrahmens wurden durch die Inzisionen geführt und mit 

zwei Klemmen an den Schrauben fixiert. Im Gegenlicht erfolgte anschließend die farbliche 

Markierung der Prap̈arationsflac̈he mit einem Durchmesser von ca. 15 mm. 

 

In den zwei Versuchsgruppen der symmetrischen Perforation, mit und ohne Deckglas, wurde 

mit einer 2 mm Einmal-Hautstanze (BIOPSY PUNCH, Stiefel Laboratories, Brentford, UK) 

ein durchgreifender Defekt gesetzt. In den Versuchsgruppen mit asymmetrischer Präparation 

wurde zunächst in Seitenlage unter dem Stereomikroskop im angezeichneten Areal 

mikrochirurgisch die Cutis, Subcutis, der M. panniculus carnosus sowie zwei Schichten des 

Rektraktormuskels vollständig bis auf den M. panniculus carnosus der Gegenseite 

abprap̈ariert. Anschließend wurde ebenfalls ein durchgreifender Defekt mit einer 2 mm 

Einmal-Hautstanze gesetzt. Um eine Austrocknung zu vermeiden, wurde die 

Prap̈arationsflac̈he kontinuierlich mit 0,9% NaCl Los̈ung benetzt. Feuchte Wattestab̈chen 

oder Kompressen wurden während der Präparation zur Blutstillung eingesetzt. 

Verbindungsschrauben, welche die Titanrahmen auf einem Abstand von 450 μm halten, 

dienten als Kompressionsschutz der Blutgefäße. Die Vorderseite der Kammer wurde im 
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Anschluss an die Präparation auf die drei Verbindungsschrauben aufgebracht und mit 

Muttern unter sanftem Druck fixiert. Dann wurde in den Versuchsgruppen mit geschlossener 

Kammer zunächst ein Deckglas mit einem Sprengring fixiert. Die Kammer wurde mit 0,9% 

NaCl-Los̈ung befüllt und durch Aufbringen eines zweiten Deckglases wasserdicht 

verschlossen. Im Anschluss erwachten die Versuchstiere aus der Narkose. Zur Prophylaxe 

möglicher Wundschmerzen wurde eine Analgesie mit Metamizol (4 Tropfen von 500 mg/ml 

Metamizol in 100 ml Trinkwasser, täglicher Wechsel des Trinkwassers) (Ratiopharm GmbH, 

Ulm Deutschland) durchgeführt. 

 

 

5.5. INTRAVITALMIKROSKOPIE UND PLANIMETRIE 

 

An Tag vier nach der Kammerpräparation erfolgte erstmals die Planimetrie und 

Intravitalmikroskopie. Zu diesem Zweck wurden die Versuchstiere anästhesiert und auf einer 

Heizplatte bei 37,5 °C fixiert. Die Applikation der Fluoreszenzfarbstoffe 

Fluoresceinisothiozyanat (FITC)-Dextran (0,05 ml, 5%, MW: 150 kD) und Rhodamin 6 G 

(0,05 ml, 2%, MW: 496 D) zur Visualisierung des mikrovaskulären Systems und Leukozyten 

erfolgte durch retrobulbäre Injektion mit einer Insulinspritze und anschließender Blutstillung 

durch Druck mit einem Wattestäbchen. Anschließend wurden die Tiere auf einer speziell 

angefertigten Plexiglasplattform fixiert, sodass die Rückenhautkammer der Mikroskopie 

zugänglich war. 

 

Um die Wunde zu untersuchen, erfolgte zunächst die Planimetrie mit einem Stereomikroskop 

(Leica M651/M655, LeicaMicrosystems AG, Heerbrugg, Schweiz) in 16- und 40-facher 

Vergrößerung und anschließend die Intravitalmikroskopie mit 5-, 10- und 20-facher 

Vergrößerung unter Verwendung eines Axiotech® Vario 100 Mikroskops (Carl Zeiss AG, 

Oberkochen, Deutschland). Die Epiillumination erfolgte mit einer 100-W-HBO-

Quecksilberdampflampe und entsprechenden Filtersets: Blau (Anregung, 450 - 490 nm; 

Emission 520 nm) und grün (Anregung 530 - 560nm, Emission 580 nm). Zu jedem Zeitpunkt 

wurden drei proximal zur Perforation liegende und die entsprechenden peripheren 

Sichtfelder untersucht: Jedes Mal wurde ein Sichtfeld bei 10- und 20-facher Vergrößerung in 

der Nähe des Perforationsrandes für 20 Sekunden beobachtet. Dann wurde das Mikroskop 

radial um ein Sichtfeld (10-fache Vergrößerung) von der Perforation wegbewegt. Dieses 

periphere Sichtfeld wurde für weitere 20 Sekunden bei 10- und 20-facher Vergrößerung 

beobachtet. Die Leukozytenflussdynamik und die Interaktionen zwischen Leukozyten und 

Endothelzellen wurden mit dem Grünfilter und 20-facher Vergrößerung untersucht. Dazu 

wurden drei Venolen im Sichtfeld 30 Sekunden lang visualisiert. 
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Die mikroskopischen Bilder wurden mit einer Videokamera (FK 6990A-IQ, Pieper, Berlin, 

Deutschland) zur Offline-Auswertung auf DVD (DMR-EX99V, Panasonic, Kadoma, Japan) 

aufgezeichnet. An den Tagen 8, 12, 16 und 20 wurden die Untersuchungen in gleicher 

Weise wiederholt. Am Ende der Versuche, nach der Intravitalmikroskopie an Tag 20, erfolgte 

direkt im Anschluss die Tötung durch intravenöse Applikation von Narkoselösung und 

zervikale Dislokation. Nach Entfernung der Rückenhautkammer erfolgte die Asservierung 

des Hautgewebes in 4% phosphatgepuffertem Formalin für die spätere histologische und 

immunhistochemische Analyse. 

 

 
Abbildung 6: Versuchsprotokoll. Nach der Präparation der Rückenhautkammer und der anschließenden 

Perforation der Haut mit einer 2 mm Hautstanze erfolgte an den Tagen 4, 8, 12, 16 und 20 die Planimetrie mit 

einem Stereomikroskop in 16- und 40-facher Vergrößerung. Im Anschluss erfolgte die Intravitalmikroskopie (IVM) 

mit 50-, 100- und 200-facher Vergrößerung unter Verwendung eines Axiotech® vario Mikroskops. Während der 

Intravitalmikroskopie wurden das mikrovaskuläre System und die Leukozyten durch die gleichzeitige intravenöse 

Injektion von Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) markiertem Dextran und Rhodamin 6G sichtbar gemacht. Nach 

der Intravitalmikroskopie an Tag 20 wurde das Kammergewebe für die Histologie entnommen, für 3 Tage in 4 % 

phosphatgepuffertem Formalin fixiert und dann in Paraffin eingebettet. (IVM, intravitale Fluoreszenzmikroskopie) 

 

 

5.5 COMPUTERGESTÜTZTE BILDANALYSE 

 

Die computergestützte Bildanalyse erfolgte offline mit CapImage (Zeintl Software, Dreieich, 

Deutschland). Die Größe der Perforation wurde durch Planimetrie (mm2) bestimmt. Der 

Defektrand wurde manuell markiert und die resultierende Fläche automatisch berechnet.  Auf 

gleiche Weise wurde Detritus markiert. Die Differenz aus beiden Flächen ergab die Fläche 

des Detritus. Erythrozyten werden als Schatten im FITC gefärbten Plasma sichtbar. Die 

Analyse der Mikrozirkulation erfolgte anhand der Untersuchung der Venolen und umfasste 



MATERIAL UND METHODEN 

 
27 

die Gefäßdurchmesser (µm), die Flussgeschwindigkeit der Erythrozyten (µm/s) und die 

funktionelle Kapillardichte (cm/cm²). Die Durchmesser wurden senkrecht zum Gefäßverlauf 

gemessen. Die Erythrozytengeschwindigkeit wurde mit der Line-Shift-Methode ermittelt. Die 

funktionelle Kapillardichte wurde definiert als die Länge der mit Erythrozyten durchbluteten 

Kapillaren pro Sichtfeld. Die Entzündung wurde durch Messung der Leukozytenzahl pro 

Sichtfeld (Zellen/mm²), des Leukozytenflusses (Zellen/mm²/s) und der Leukozyten-Endothel-

Interaktion (Zellen/mm²) quantifiziert. Adhärente Leukozyten wurden als Rhodamin-6G-

gefärbte Zellen pro Sichtfeld definiert. Rollende Leukozyten wurden als Rhodamin-6G-

positive Zellen definiert, die sich langsamer als rote Blutkörperchen bewegen. 

 

 

5.6 HISTOLOGIE UND IMMUNHISTOLOGIE 

 

Das Gewebe wurde drei Tage lang in 4 % phosphatgepuffertem Formalin fixiert und dann in 

Paraffin eingebettet. Für die histologische Routineuntersuchung wurden 4 µm große Schnitte 

mit Hämatoxylin-Eosin gefärbt. Die Inflammation wurde durch AS-D Chloracetat-Esterase 

(CAE) Leukozytenfärbung und F4/80 Makrophagenfärbung (polyklonaler Ratten-Anti-Maus-

Anti-F4/80, 1:10, Serotec, Hercules, USA; sekundärer Maus-Anti-Ratten-Immunglobulin-

Antikörper, 1:200, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA) sichtbar gemacht. Ki-67 als 

Marker für proliferierende Zellen wurde mit einem polyklonalen Kaninchen-Anti-Ki-67 

markiert (1:200, Abcam, Cambridge, UK; sekundärer polyklonaler Ziegen-Anti-Kaninchen-

IgG mit alkalischer Phosphatase, 1:100, Agilent Dako, Santa Clara, Kalifornien, USA). Alle 

Schnitte wurden mit Hämalaun/Permanentrot-Lösung (Agilent Dako, Santa Clara, 

Kalifornien, USA) gegengefärbt und lichtmikroskopisch (BX51, Olympus, Tokio, Japan) mit 

einem 40-fach-Objektiv (Plan N ×40/0,65 W, Olympus) untersucht. 

 

 

5.7 STATISTIK 

 

Zur Evaluation wurden primäre und sekundäre experimentelle Endpunkte definiert. Primäre 

Endpunkte waren die Größe der Perforation (mm2) und die Epithelisierung des Defektrandes 

(ja/nein). Sekundäre Endpunkte waren die Neovaskularisierung (Intravitalmikroskopie, 

Immunhistochemie) und die Entzündungsinfiltration (Intravitalmikroskopie, 

Immunhistochemie), um Ausgangsdaten für zukünftige Experimente zu erhalten. Die 

statistische Analyse erfolgte mit der ANOVA/Mixed Effects-Analyse, gefolgt von Tukey's oder 

Sidak's Vergleichstests. 

 



ERGEBNISSE 

 
28 

VI. ERGEBNISSE  

 

In der vorliegenden Arbeit wird ein neues Wundheilungsmodell für persistierende 

Trommelfellperforationen vorgestellt. Vier modifizierte Modelle der Rückenhautkammer 

wurden auf Machbarkeit, Defektepithelisierung, Veränderung des Perforationsdurchmessers, 

Vaskularisierung und Inflammation untersucht. Die besten Ergebnisse zeigten sich dabei für 

die symmetrische Perforation ohne Deckglas und ohne vorherige Präparation des Musculus 

panniculus carnosus. Die Präparation der symmetrischen Perforation ohne Deckglas war 

einfach durchzuführen. Der Perforationsrand wurde durch verhornendes Plattenepithel 

überwuchert.  Es kam zu keinem spontanen Zusammenschrumpfen der Wunde. Gleichzeitig 

ermöglichte das Modell eine wiederholte intravitale Visualisierung der Defektgröße, der 

Mikrozirkulation und der Inflammation. 

 

Die Präparationen der symmetrischen Perforation mit und ohne Deckglas sowie der 

asymmetrischen Perforation mit Deckglas wurden von den Versuchstieren gut vertragen und 

es kam nur zu wenigen Ausfällen. Insbesondere die Präparation der symmetrischen Defekte 

war einfach, gut reproduzierbar und erforderte keine mikrochirurgischen Eingriffe. Die 

Präparation einer symmetrischen Perforation dauerte circa 10 Minuten, während die 

Präparation der asymmetrischen Perforation circa 20 Minuten in Anspruch nahm. 80 % (4/5) 

der Versuchstiere der Gruppe mit symmetrischer Perforation ohne Deckglas überlebten 20 

Tage ohne unerwünschte Ereignisse, während 20 % (1/5) der Mäuse am Tag 0 während der 

Narkose starben. In der Gruppe der symmetrischen Perforation mit Deckglas kam es an den 

Tagen 12, 16 und 20 zu späten Ausfällen aufgrund bekannter Komplikationen der 

Rückenhautkammer: seitliches Kippen der Kammer und Ausreißen der Nähte. 40 % (2/5) der 

Versuchstiere überlebten 20 Tage. In der Gruppe der asymmetrischen Perforation mit 

Deckglas schieden 20 % (1/5) Tiere am 15. Tag durch seitliches Kippen der Kammer aus 

und 80 % (4/5) der Mäuse konnten 20 Tage lang untersucht werden. In der Gruppe der 

asymmetrischen Perforation ohne Deckglas kam es rasch zur Wundkontamination durch 

Umgebungskeime mit Kammerinfektionen und Nekrosenbildung. Die Versuchstiere zeigten 

Anzeichen einer Dehydratation mit einem Gewichtsverlust von > 20%, Apathie und 

Automutilation. 100 % (5/5) der Tiere mussten vor der ersten Intravitalmikroskopie an Tag 

vier gemäß den Abbruchkriterien getötet werden. Daher wurde die Prüfung der 

asymmetrischen Präparate ohne Deckglas ausgesetzt.  
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6.1 EPITHELISIERUNG DES WUNDRANDES 

 

Wie bei der persistierenden Trommelfellperforation des Mittelohrs epithelisierten auch die 

Wundränder der Hautdefekte in der Rückenhautkammer. Die Epithelisierung war lückenlos 

und zeigte sich in allen Präparaten in jeder der drei Versuchsgruppen (Abbildung 7).  

 

 

Abbildung 7: Vorzeitige Epithelisierung der Wunde. Nach der Fixierung des Gewebes der 

Rückenhautkammer wurden die Präparate für die histologische Untersuchung mit Hämatoxylin-Eosin gefärbt. Die 

histologischen Abbildungen zeigen den Defektrand 20 Tage nach Durchführung einer symmetrischen Perforation 

(A), einer symmetrischen Perforation mit Deckglas (B) und einer asymmetrischen Perforation mit Deckglas (C) (5-

, 10-, 20-fach, von links nach rechts). In allen Gruppen ist der Defektrand analog zur chronischen 

Trommelfellperforation beim Menschen mit verhornendem Plattenepithel überwachsen (Pfeil). 

 

In den Versuchsgruppen der symmetrischen Perforation mit und ohne Deckglas war die 

Epithelisierung besonders ausgeprägt. Der Defektrand wurde vollständig von verhornenden 

Plattenepithel überwuchert. Mikroskopisch entsprach das Plattenepithel des Defektrandes 

dem physiologischen Epithel der Rückenhautkammer. Die Höhe der Epidermis war identisch. 

Nach Entfernung einer Epithelschicht in der asymmetrischen Präparation mit Deckglas 

wuchs das verbleibende Epithel ebenfalls über den Defektrand. Hier wuchs das Epithel 
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sogar über den, durch die Präparation entstandenen, Hautdefekt nach Entfernung des 

Musculus panniculus carnosus hinaus und bedeckte diesen vollständig. Im Vergleich zum 

physiologischen Epithel der Rückenhautkammer war die Epidermis auf der Seite des 

präparierten Musculus panniculus carnosus höher und die Keranozyten lockerer angeordnet. 

In allen Präparaten zeigte sich eine kräftige Verhornung analog zum physiologischen Epithel 

der Rückenhautkammer. 

 

 

6.2 SPONTANE DEFEKTSCHRUMPFUNG 

 

Alle Defekte wurden mit einer 2-mm-Biopsiestanze (Æ 3,14 mm²) an Tag null präpariert. Bei 

den symmetrischen Perforationen ohne Deckglas (n = 5, Drop-out 1/5 an Tag 0) kam es zu 

keiner signifikanten Verkleinerung der Perforation (Abbildung 8). Nach Stanzen des Defektes 

blieb dieser konstant bei 2,97 ± 0,52 mm² während der gesamten Versuchsdauer von 

20 Tagen (p = 0,99; Tag 1 vs. letzte Messung). Das Aufbringen eines Deckglases nach der 

Präparation einer symmetrischen Perforation (symmetrische Perforation mit Deckglas) (n = 

5, Drop-out 3/5 an Tag 12, 16, 20) führte zu einer Verkleinerung der Perforation ab Tag 4 

(2,17 ± 0,26 mm²); die resultierende Perforation schrumpfte signifikant auf eine Größe von 

1,49 ± 1,13 mm² an Tag 20 (p < 0,05; Tag 1 vs. letzte Messung). In der dritten Gruppe, der 

asymmetrischen Perforation mit Deckglas (n = 5, Drop-out 1/5 an Tag 15), wurde eine 

intermediäre, spontane Verkleinerung der Perforation beobachtet. Die Defektgröße war 

12 Tage lang stabil und vergleichbar mit der symmetrischen Perforation ohne Deckglas 

(2,59 ± 0,47 mm²). In der dritten Woche schrumpfte der Defekt jedoch auf eine Endgröße von 

2,15 ± 0,45 mm² (p = 0,22; Tag 1 vs. letzte Messung). 

 

Zusätzlich zur konstanten Defektgröße war auch der Standardfehler/die 

Standardabweichung der Messungen bei der symmetrischen Perforation ohne Deckglas am 

geringsten: Die Standardfehler waren im Vergleich für die symmetrische Perforation ohne 

Deckglas (0,24 ± 0,07 mm²) zur symmetrischen Perforation mit Deckglas (0,55 ± 0,16 mm2) 

und asymmetrischen Perforation mit Deckglas (0,46 ± 0,03 mm2) signifikant niedriger 

(symmetrische Perforation ohne Deckglas vs. symmetrische Perforation mit Deckglas p < 

0,05; symmtrische Perforation ohne Deckglas vs. asymmetrische Perforation mit Deckglas p 

< 0,05; symmetrische Perforation mit Deckglas vs. asymmetrische Perforation mit Deckglas 

p = 0,39).  
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Abbildung 8: Repetitive Planimetrie der Perforationsgröße. Alle Defekte wurden mit einer 2 - mm 

Biopsiestanze (Æ 3,14 mm2) präpariert. Nach der Präparation einer symmetrischen Perforation (n = 5, Dropout 

1/5 an Tag 0, blau) bleibt die Defektgröße über 20 Tage unverändert. Die Präparation einer symmetrischen 

Perforation mit Deckglas (n = 5, Dropout 3/5 an den Tagen 12, 16, 20, rot) oder einer asymmetrischen Perforation 

mit Deckglas (n = 5, Dropout 1/5 an Tag 15, grün) führt jedoch zu einer Verkleinerung der Perforation. Die 

Standardabweichung war am niedrigsten für die symmetrische Perforation ohne Deckglas. Die Werte sind als 

Mittelwerte ± SEM von unabhängigen Versuchen angegeben. 

 

Die hohen Standardfehler der symmetrischen und asymmetrischen Perforation mit Deckglas 

waren hierbei mit einer Detritus-Sekretion verbunden, welche sich im Gegensatz zur 

symmetrischen Perforation ohne Deckglas unter dem Deckglas akkumulierte und so eine 

präzise Messung der Perforationsgröße erschwerten. Dieser Effekt wurde durch die 

Freilegung des Subkutangewebes bei den asymmetrischen Perforationen mit Deckglas 

weiter verstärkt. Große Bereiche der Perforation wurden hierdurch verdeckt: 88,28 ± 6,60 % 

bei symmetrischen Perforationen mit Deckglas und sogar 96,93 ± 3,07 % (Durchschnitt von 

Tag 4 bis 20) bei den asymmetrischen Perforationen mit Deckglas. Im Gegenzug waren bei 

den symmetrischen Perforationen ohne Deckglas nur 51,84 ± 3,83 % des Defekts mit 

Detritus bedeckt (Abbildung 9). 
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Abbildung 9: Planimetrie. Dargestellt sind die stereomikroskopischen Bilder der symmetrischen Perforation 

ohne (A, D) und symmetrischen Perforation mit Deckglas (B, E) an Tag 8 sowie der asymmetrischen Perforation 

mit Deckglas (C, F) an Tag 4 in 16- (A, B, C) und 40- facher (D, E, F) Vergrößerung. Insbesondere bei den 

Präparationen mit Deckglas kommt es zu einer Akkumulation von Detritus im Defekt, sodass eine präzise 

Messung der Defektgröße erschwert wird. Bei der asymmetrischen Perforation wird dieser Effekt noch verstärkt. 

Im Gegensatz dazu war bei der symmetrischen Perforation mit Deckglas die Detritusakkumulation weitaus 

weniger ausgeprägt. Die symmetrische Präparation ohne Deckglas ist der Präparation mit Deckglas bezüglich der 

Visualisierung der Defektgröße überlegen. Rote Linie: Fläche des Gesamtdefekt; blau schraffiert: Detritus. 

 

 

6.3 INTRAVITALMIKROSKOPISCHE KAPILLARDICHTE 

 

Alle Rückenhautkammerpräparate ermöglichten eine wiederholte Intravitalmikroskopie und 

Messung der Kapillardichte. Die Kapillardichte wurde in definierten zentralen (nahe dem 

Defekt) und peripheren (>1 Beobachtungsfeld bei 10-facher Vergrößerung) Sichtfeldern 

gemessen (Abbildung 10). Alle drei Präparationsarten erlauben die Visualisierung und 

Observierung der Mikrozirkulation in ausreichender Bildqualität, wobei die asymmetrische 

Präparation mit Deckglas die höchste Qualität bietet und somit für Fragestellungen der 

Gefäßversorgung am besten geeignet ist (Abbildung 11). 

 

Die Kapillardichte (cm/cm2) wurde mit intravitaler Fluoreszenzmikroskopie nach intravenöser 

FITC-Dextran-Injektion gemessen. Zwei Beobachtungsfelder wurden durch den Abstand zur 

Perforation definiert: Zentraler Bereich = nahe an der Perforation (innerhalb eines 

Beobachtungsfeldes bei 20-facher Vergrößerung) und peripherer Bereich = weit von der 



ERGEBNISSE 

 
33 

Perforation entfernt (>1 Beobachtungsfeld bei 10-facher Vergrößerung). Die 

computergestützte Bildanalyse war bei allen Präparaten (symmetrische Perforation ± 

Deckglas, asymmetrische Perforation + Deckglas) durchführbar. Die Kapillardichte war 

perforationsnah und perforationsfern gleich. Der Vergleich zentral (unter einer möglichen 

Wundauflage) und peripher (jenseits einer Wundauflage) ermöglicht eine Bewertung des 

Blutflusses in Abhängigkeit von der Wundtherapie. 

 

 
Abbildung 10: Repetitive Analyse der Kapillardichte. Die Kapillardichte war während des gesamten 

Versuchsverlaufs zwischen zentral (rot) und peripher (blau), zwischen den Gruppen und zeitlich konstant (p > 

0,05). Die Werte sind als Mittelwerte ± SD angegeben (n = 5, Ausfälle: symmetrische Perforation 1/5 an Tag 0; 

symmetrische Perforation mit Deckglas 3/5 an Tag 12, 16, 20; asymmetrische Perforation mit Deckglas 1/5 an 

Tag 15) 

 

Die Kapillardichte betrug für die symmetrische Perforation ohne Deckglas zentral und 

peripher 199,8 cm/cm2 vs. 166,1 cm/cm2 an Tag vier (± 30,41 cm/cm2; p = 0,8); 150 cm/cm2 

vs. 166,1 cm/cm2 an Tag acht (± 28,15 cm/cm2; p = 0,92); 192,4 cm/cm2 vs. 192,6 cm/cm2 an 

Tag 12 (± 28,15 cm/cm2; p = 0,99); 169,6 cm/cm2 vs. 175,6 cm/cm2 an Tag 16 (± 32,51 

cm/cm2; p = 0,98) und 177,3 cm/cm2 vs. 204,2 cm/cm2 an Tag 20 (± 35,61 cm/cm2; p = 0,91). 

Für die symmetrische Perforation mit Deckglas betrug die Kapillardichte 156,5 cm/cm2 vs. 

166,9 cm/cm2 an Tag vier (± 3,2 cm/cm2; p = 0,09); 137,3 cm/cm2 vs. 204,8 cm/cm2 an 

Tag acht (± 32,28 cm/cm2; p = 0,29); 148,5 cm/cm2 vs. 158,8 cm/cm2 an Tag 12 (± 

40,88 cm/cm2; p = 0,95); 151,5 cm/cm2 vs. 165,0 cm/cm2 an Tag 16 (± 40,88 cm/cm2; p = 

0,95) und 151,7 cm/cm2 vs. 139,3 cm/cm2 an Tag 20 (± 34,81 cm/cm2; p = 0,95). Für die 

asymmetrische Perforation mit Deckglas betrug die Kapillardichte 158,8 cm/cm2 vs. 
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163,1 cm/cm2 an Tag vier (± 17,13 cm/cm2; p = 0,99); 187,9 cm/cm2 vs. 186 cm/cm2 an 

Tag acht (± 17,13 cm/cm2; p = 0,99); 164,6 cm/cm2 vs. 162,9 cm/cm2 an Tag 12 (± 

19,16 cm/cm2; p = 0,99); 142,9 cm/cm2 vs. 198,4 cm/cm2 an Tag 16 (± 22,12 cm/cm2; p = 

0,09) und 156,5 cm/cm2 vs. 108,9 cm/cm2 an Tag 20 (± 27,09 cm/cm2; p = 0,31). 

 

 
Abbildung 11: Repräsentative Bilder der Intravitalmikroskopie. Intravitale Fluoreszenzmikroskopie (FITC-

Dextran) eines zentralen Kapillarfeldes einer symmetrischen Perforation ohne Deckglas (A), einer symmetrischen 

Perforation mit Deckglas (B) sowie einer asymmetrischen Perforation mit Deckglas (C) an Tag 8 (20x).  

 

 

6.4 INFLAMMATION 

 

Die intravitale Visualisierung der Leukozytenmigration erforderte die Präparation des 

Musculus panniculus carnosus, da die den Gefäßplexus bedeckende Gewebeschicht aus 

Muskel- und Hautgewebe die Beobachtung der Rhodamin-6G-gefärbten Leukozyten 

erschwerte. Somit war die intravitale Messung der Entzündung zwar bei der asymmetrischen 

Perforation mit Deckglas, nicht aber bei der symmetrischen Perforation mit und ohne 

Deckglas messbar (Abbildung 12). Die Inflammation und Proliferation wurden daher durch 

postmortale CAE-, Ki 67- und F4/80-Immunfluoreszenzmikroskopie sichtbar gemacht. Die 

CAE-, Ki-67- und F4/80-positive Färbung war gering, was auf eine geringe Inflammation und 

Proliferation hinweist. Die markierten Zellen befanden sich überwiegend subkutan, um die 

Gefäße des Musculus panniculus carnosus herum. Das regenerierte Epithel und die 

subepidermalen Schichten zeigten keine Zeichen für Immuninfiltration und -proliferation 

(Abbildung 13). Die geringe Proliferation und Inflammation spricht für die vorzeitige 

Terminierung der Wundheilungsphasen und für den Übergang in das Remodelling. Damit ist 

die Wunde stabil und es ist kein Verschluss der Perforation zu erwarten. Die geringe 

Proliferation und Inflammation in der Immunhistologie kann in zukünftigen Studien als 

Kontrolle gegen die Therapie mit Wundauflagen dienen.   
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Abbildung 12: Intravitale Visualisierung der Leukozytenmigration. Dargestellt ist die intravitale 

Fluoreszenzmikroskopie (FITC-Dextran) einer Venole einer asymmetrischen Perforation mit Deckglas an Tag 8 

(A), einer symmetrischen Perforation mit Deckglas an Tag 8 (B) und symmetrischen Perforation ohne Deckglas 

an Tag 12 (C) (20x). Die Abbildungen D - F zeigen die Rhodamin-6G-gefärbten Leukozyten der unter A - C 

dargestellten Venole: asymmetrische Perforation mit Deckglas (D), symmetrische Perforation mit Deckglas (D), 

symmetrische Perforation ohne Deckglas (F) (20x). Die intravitale Visualisierung der Venolen und Leukozyten war 

bei der asymmetrischen Perforation mit Deckglas (A und D), nicht aber bei der symmetrischen Perforation mit und 

ohne Deckglas möglich (B und C, E und F).  



ERGEBNISSE 

 
36 

 
Abbildung 13: Repräsentative Immunhistochemie zur Auswertung von Proliferation und Inflammation. Ki-

67-Immunhistochemie (B): In dem vollständig epithelisierten Wundrand und perivaskulär besteht keine 

gesteigerte Proliferation. Das Ergebnis der immunhistochemischen Färbung der entzündlichen Infiltration durch 

Neutrophile (CAE) (A) und Makrophagen (F4/80 (C) zeigt eine geringe Entzündung.  
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VII. DISKUSSION 

 

Die jüngsten Fortschritte auf dem Gebiet des Tissue-Engineerings haben eine Vielzahl von 

Biomaterialien für die Behandlung von Hautwunden, aber auch potenzielle neue Therapien 

für persistierende Trommelfellperforationen hervorgebracht. Alle potenziellen Wundauflagen 

unterscheiden sich erheblich in Bezug auf das Herstellungsverfahren (Elektrospinning, 

Bioprinting), die Materialien (Gelatine, Kollagen, PGS), der physikalischen Eigenschaften 

(Ausrichtung der Nanofasern, Porengröße) und den biologischen Wechselwirkungen 

(Wachstumsfaktoren, Stammzellen, Antibiotika) [53, 108, 124]. 

 

Eine sichere und effektive klinische Anwendung von Biomaterialien erfordert eine 

systematische in-vitro- und in-vivo-Bewertung der Biokompatibilität und Wirksamkeit [50]. Die 

derzeitigen orthotopen Modelle für die persistierende Trommelfellperforation weisen aber 

zwei wesentliche Einschränkungen auf, die den Fortschritt bei der Erforschung neuer 

Wundauflagen zur Regeneration des Trommelfells behindern: spontaner Defektverschluss 

ohne konstante Defektgröße und fehlende Wundvisualisierung nach der Applikation von 

Biomaterialien. Die Analyse basiert auf der Histologie und Immunhistologie eines variablen 

Defekts nach dem Aufbringen einer Biomaterialprobe zu einem einzigen Zeitpunkt (Tabelle 

3). Die vorliegende Arbeit untersucht eine Modifikation der Rückenhautkammer der Maus mit 

einem standardisierten epithelisierten Defekt als Modell für die pathologische Wundheilung 

bei persistierenden Trommelperforationen. Im Gegensatz zur postmortalen histologischen 

Analyse ermöglicht das vorgeschlagene Modell die wiederholte intravitale Visualisierung und 

Messung funktioneller Parameter [61, 118]. 

 

Die durchgreifende Perforation der Rückenhautkammer spiegelt die Schlüsselelemente der 

pathologischen Wundheilung der persistierenden Trommelfellperforation wider: das Fehlen 

eines Wundbettes und die mangelnde Versorgung mit Wachstumsfaktoren. Es wurde 

gezeigt, dass verhornendes Plattenepithel den Perforationsrand überwuchert und dass die 

Rückenhautkammer der Maus eine wiederholte Analyse der Defektgröße und Angiogenese 

nach einer Hautperforation ermöglicht. Unter Verwendung etablierter Analyseverfahren bietet 

dieses modifizierte Wundheilungsmodell eine effektive Plattform für das Screening bioaktiver 

Materialien und die Übertragung von Fortschritten im Tissue-Engineering auf die speziellen 

Bedingungen der pathologischen Wundheilung persistierender Trommelfellperforationen. 

 

Die vorzeitige Epithelisierung des Defektrandes ist ein wichtiger Faktor bei der 

pathologischen Wundheilung persistierender Trommelfellperforationen und muss in jedem 

Trommelfellmodell berücksichtigt werden [73, 74, 95, 118, 119]. Im vorgeschlagenen Modell 
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wurde der Defektrand der Wunde innerhalb weniger Tage nach der Perforation der Haut von 

einer Epithelschicht überwuchert, im Gegensatz zu aktuellen orthotopen 

Trommelfellmodellen ohne weitere mechanische oder chemische Manipulation. Die 

vorzeitige Epithelisierung steht dabei im Zusammenhang mit der kleinen Wundfläche von 

3,77 mm² (Defektumfang x Defekthöhe). Die Epithelisierung des Defektrandes findet auch in 

derzeitigen orthotopen Trommelfellmodellen bei Nagetieren statt. Jedoch ist die Kontraktion 

der Hauptfaktor bei der Wundheilung  bei Nagetieren und führt zu einer hohen Rate an 

Spontanverschlüssen bei den derzeitigen orthotopen Trommelfellmodellen [28]. Um 

Spontanverschlüsse zu verhindern, muss die Trommelfellwundheilung in orthotopen 

Trommelfellmodellen bei Nagetieren durch thermische/Laser-Myringotomie und topische 

Medikamentenapplikation abgeschwächt werden (Tabelle 3). Das kann die Wirkung von 

Wundauflagen beeinträchtigen. Bei der menschlichen Wundheilung ist die Kontraktion 

weniger wichtig. Entscheidend für die Wundheilung ist die Zellmigration und -proliferation 

[28]. Im gezeigten Modell minimiert das feste Aufspannen der Haut in der 

Rückenhautkammer die unerwünschte Wundkontraktion und fördert die Wundheilung durch 

Migration und Proliferation [79, 80]. Analog spannt sich das Trommelfell zwischen dem 

äußeren Gehörgang und den Gehörknöchelchen auf, während es keine kontraktilen 

Elemente aufweist (Abbildung 1). Der durchgreifende Hautdefekt in der Rückenhautkammer 

der Maus kann daher die Abhängigkeit von Proliferation und Zellmigration bei 

Trommelfelldefekten besonders gut simulieren. 

 

Von den vier getesteten Präparationen war die symmetrische Perforation ohne Deckglas am 

besten geeignet. Die symmetrische Perforation ohne Deckglas war einfach durchzuführen 

und dauerte nur 10 Minuten. Die Narkosezeiten konnten somit begrenzt werden. Wichtig ist, 

dass die Perforationsgröße als primäre Zielgröße über 20 Tage hinweg konstant blieb und 

die Planimetrie am besten reproduzierbar war.  Die symmetrische Perforation ohne Deckglas 

ist der persistierenden Trommelfellperforation auch am ähnlichsten. Wie bei der 

persistierenden Trommelfellperforation beim Menschen ist der Hautdefekt auf beiden Seiten 

von Luft umgeben. 

 

Im Gegensatz dazu führte die geschlossene Präparation nach Aufbringen eines Deckglases 

und anschließende Befüllung der Rückenhautkammer mit physiologischer Kochsalzlösung 

zu einer mäßigen (asymmetrische Perforation mit Deckglas) oder starken (symmetrische 

Perforation mit Deckglas) Verringerung der Defektgröße. Außerdem blieb nach dem 

Auflegen des Deckglases aufgrund der geschlossenen Kammer mehr Detritus zurück. Bei 

der Planimetrie wurde die Grenze des vitalen Gewebes zur Bestimmung des Durchmessers 

herangezogen und devitalisiertes Gewebe (Schorf/Detritus) wurde bei den Messungen nicht 
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berücksichtigt. Detritus erschwerte jedoch die genaue Bestimmung des vitalen Wundrandes. 

Dies spiegelt sich auch in den höheren Standardabweichungen für die geschlossenen 

Präparationen wider. In künftigen Experimenten könnte aber die nur vorübergehende 

Verwendung von Deckgläsern während der Intravitalmikroskpie den Detritus verringern und 

die Identifizierung des vitalen Wundrandes verbessern. 

 

Bei der symmetrischen Perforation mit und ohne Deckglas wurde die Qualität der 

Intravitalmikroskopie zur Messung der funktionellen Kapillardichte im subkutanen Plexus 

durch die verbleibende Haut gemindert. Arteriolen und Venolen waren aber in einer tieferen 

Schicht sichtbar und dienten der Orientierung im Präparat und dem Wiederfinden der zuvor 

definierten Beobachtungsfelder. Die intakte Hautschicht schränkte jedoch die funktionellen 

Messungen und die Leukozytenquantifizierung ein. Die asymmetrische Perforation mit 

Deckglas zeigte die für die Rückenhautkammer der Maus charakteristische 

intravitalmikroskopische Qualität und ermöglichte die Quantifizierung funktioneller 

mikrovaskulärer Parameter und die Visualisierung von Leukozyten. Potenziell störender 

Detritus wurde innerhalb der Perforation lokalisiert, jedoch nicht im mikrochirurgisch 

präparierten Bereich für die Intravitalmikroskopie. In Anbetracht der mäßigen spontanen 

Defektschrumpfung und der Detritusablagerung kann die asymmetrische Perforation mit 

Deckglas bei speziellen wissenschaftlichen Fragestellungen eine Alternative sein, wenn die 

Analyse der Mikrozirkulation und Leukozytenmigration und -diapedese zur Messung der 

Inflammation die primäre Endgröße darstellen und die Defektgröße sekundär ist.  

 

Die asymmetrische Perforation ohne Deckglas und die symmetrische Perforation mit 

Deckglas waren als Trommelfellperforationsmodelle nicht geeignet. Die asymmetrische 

Perforation ohne Deckglas war aufgrund der freiliegenden Faszie und Mikrogefäße des 

Musculus panniculus carnosus anfällig für Kontaminationen, Infektionen und Nekrosen. Die 

symmetrische Perforation mit Deckglas war der asymmetrischen Perforation mit Deckglas in 

der Intravitalmikroskopie sowie der symmetrischen Perforation ohne Deckglas in der 

spontanen Defektschrumpfung unterlegen. Die Defektschrumpfung bei der symmetrischen 

und asymmetrischen Perforation mit Deckglas könnte jedoch auf das Potenzial der feuchten 

Wundheilung für epithelisierte Defekte am Trommelfell hinweisen. Auch beim Menschen 

wurde für Trommelfellperforationen eine positive Korrelation von Spontanverschlüssen bei 

feuchten und blutigen Trommelfelldefekten beschrieben [72, 73]. 

 

Die Defektgröße ist das übliche primäre Endergebnis bei Wundheilungstests. Bei keiner 

Präparation kam es zu einer nennenswerten Defektschrumpfung aufgrund von Kontraktion. 

Allerdings kam es zur einer Defektverkleinerung durch Detritus in den Präparationen mit 
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Deckglas. Die symmetrische Präparation ohne Deckglas liefert die besten Ergebnisse in 

Bezug auf die Standardabweichung und der Defektvisualisierung und ist den anderen 

Präparationsarten in diesem Punkt überlegen. Daher sollte in zukünftigen Studien diese 

Präparation zur Anwendung kommen (zum Beispiel vier Gruppen mit n = 8; für einen 

relevanten Unterschied von 20 %, F-Test -ANOVA). 

 

Die intravitalmikroskopischen Messungen der Kapillardichte zeigten keine Unterschiede 

zwischen den Gruppen (symmetrische Perforation, symmetrische Perforation mit Deckglas- 

und asymmetrische Perforation mit Deckglas) und zwischen zentralen und peripheren 

Beobachtungsfeldern. Frühere Studien der Rückenhautkammer der Maus weisen aber im 

Gegensatz dazu charakteristische mikrovaskuläre Veränderungen auf. Hier kommt es zur  

Bildung von zirkulären und radialen Gefäßen an der Wundgrenze [107]. Bei diesen Studien 

wurde die Wunde aber nicht durch beide Hautschichten der Rückenhautkammer gestanzt. 

Daher stand ein großflächiges Wundbett zur Verfügung, das ausreichend Zytokine lieferte. 

Die Wundheilung konnte somit die physiologischen Phasen der Entzündung und Proliferation 

durchlaufen. Die Rückenhautkammer der Maus als Modell der persistierenden 

Trommelfellperforation weist aber eine andere Pathologie auf. Das Wundbett ist auf den 

schmalen Rand der Perforation beschränkt. Der Wunde fehlt somit die wesentliche 

Unterstützung für die Zellmigration und die Zytokinversorgung. Beide sind wesentlich für die 

charakteristischen mikrovaskulären Veränderungen der physiologischen 

Wundheilung. Die geringe CAE/Ki-67-Expression in der Immunhistologie bestätigt die 

geringe mikrovaskuläre Wundheilungsaktivität ebenfalls. 

 

Der Schlüssel zur pathologischen Wundheilung der persistierenden Trommelfellperforation 

ist die Verkürzung der Wundheilungsphasen Inflammation und Proliferation durch Verschluss 

des Defektrandes mit Plattenepithel. Dieser Effekt konnte auch in der vorliegenden Arbeit 

gezeigt werden. In der Immunhistologie zeigte sich nur eine geringe Immuninfiltration und 

Proliferation. Die geringe Zytokinversorgung verkürzt die Proliferations- und 

Entzündungsphase der Wundheilung. In zukünftigen Studien könnten Wundauflagen mit 

einer sequenziellen Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine und Wachstumsfaktoren die 

Wundheilungsphasen der Inflammation und Proliferation verlängern.  
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7.1 DISKUSSION VON MATERIAL UND METHODEN 

 

Für die in-vivo-Versuche wurden haarlose SKH-1hr Mäuse verwendet. Diese Mäuse sind 

phänotypisch durch den Verlust des Haarkleides gekennzeichnet. Hierdurch sind sie 

besonders für das Modell der Rückenhautkammer der Maus geeignet. Die Wundheilung wird 

nicht durch nachwachsende Haare im Anschluss an die Rasur beeinflusst. Ein weiterer 

Vorteil ist die Minimierung der Anästhesiezeit während der Präparation. Im Allgemeinen 

eignet sich aber jede genetisch modifizierte Mäusespezies für Experimente mit der 

Rückenhautkammer. Im Gegensatz dazu sind die meisten orthotopen Modelle auf Wildtyp-

Tiere beschränkt. Der unerwünschte Effekt der unterschiedlichen Wundheilung von 

Nagetieren (Wundkontraktion) im Vergleich zum Menschen (Zellmigration und Proliferation) 

konnte durch das Aufspannen der Haut minimiert werden. Obwohl Mäuse kleiner sind als die 

Tiere in orthotopen Trommelfellmodellen, entspricht der Durchmesser der Haut der Maus in 

der Rückenhautkammer mit 10 mm dem menschlichen Trommelfell [117]. Die Defektgröße 

kann mit unterschiedlichem Durchmesser der Hautbiopsiestanzen variiert werden. Wir 

präparierten die häufigste Defektgröße menschlicher Trommelfellperforationen (2-4 mm²) mit 

einer 2 mm-Stanze (= 3,14 mm²) [83].  

 

Die Anästhesiedauer zur Präparation der Rückenhautkammer dauerte circa 45 Minuten. Die 

repetitive Intravitalmikroskopie und Planimetrie circa 30 Minuten. Die Anästhesie der 

Versuchstiere erfolgte durch die intraperitoneale Injektion von Ketamin und Xylazin und 

wurde insgesamt von den Versuchstieren gut vertragen. Es kam nur zu einem Ausfall 

aufgrund einer Narkosekomplikation, dennoch war die intraperitoneale Anästhesie schwierig 

zu steuern und die wiederholte Injektion stellt ein Risiko für die Versuchstiere dar. Eine 

Inhalationsnarkose kann in zukünftigen Versuchen die Steuerung der Narkose vereinfachen 

und die Belastung der Versuchstiere minimieren [26]. 

 

Die Präparation der Rückenhautkammer ist einfach durchzuführen und dauert 10 bis 20 min. 

Insbesondere die Präparation der symmetrischen Perforation ohne Deckglas erforderte keine 

aufwendige Präparation des M. panniculus carnosus und die Perforation der Rückenhaut mit 

der 2 mm Hautstanze führte zu einem definierten Defekt, der über die gesamte 

Beobachtungszeit von 20 Tagen konstant blieb. Andere Methoden der 

Rückenhautperforation könnten zu unregelmäßigen Wundrändern, zum Beispiel mit einem 

Skapell, oder zu einer gestörten Wundheilung, zum Beispiel mit einem Laser, führen. Der 

Hautdefekt war für die weiteren Untersuchungen (Planimetrie/Intravitalmikroskopie) gut 

zugänglich. Im Gegensatz dazu ist die mikroskopische Inspektion des Trommelfells 
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derzeitiger orthotoper Trommelfellmodelle durch den engen äußeren Gehörgang und das 

kleine Trommelfell der Versuchstiere erschwert [24, 44, 46, 78].  

 

Weitere etablierte Mausmodelle wie das Ohrmodell der haarlosen Maus [81, 127, 128] und 

das Full-thickness splinted skin Modell [90, 97, 101] stehen zur Erforschung der 

Wundheilung zur Verfügung. Das Full-thickness splinted skin Modell ermöglicht aber keine 

Intravitalmikroskopie und das große Wundbett würde die pathologische Wundheilung der 

persistierenden Trommelfellperforation nicht simulieren können. Das Ohrmodell der 

haarlosen Maus könnte eine interessante Alternative darstellen. Allerdings ist hier zunächst 

der Beweis zu führen, dass bei einer Perforation analog zur Trommelfellperforation der 

Perforationsrand durch Plattenepithel überwuchert wird. Eine Fixierung von Wundauflagen 

ist im Gegensatz zur Rückenhautkammer nicht möglich. Des Weiteren ist die Qualität der 

Intravitalmikroskopie insbesondere bei Langzeituntersuchungen gemindert. Durch den 

Ohrknorpel könnte die pathologische Wundheilung des Trommelfells ggf. nicht ausreichend 

simuliert werden.  

 

Obwohl das Modell der Rückenhautkammer mehrere wichtige Vorteile aufweist, gibt es aber 

auch erhebliche Einschränkungen. Als Hauptnachteile sind Belastungen für die 

Versuchstiere, Ausfälle und die begrenzte Beobachtungszeit zu nennen. Da die 

Titankammer mit einem Gewicht von 3,8 g auf dem Rücken der Mäuse fixiert ist, kippt die 

Kammer im Laufe der Zeit (ab Tag 10) zur Seite. Da das Kippen mit Immobilisierung, 

Schmerzen und Hautgeschwüren einhergeht, müssen bis zu 20 % der Versuche zwischen 

Tag 12 und 21 abgebrochen werden. Ein weiteres Problem, das mit dem Kippen der 

Kammer einhergeht, ist die Beeinträchtigung der Mikrozirkulation durch Abknicken der 

Arterien und Venen der Rückenhaut [31]. Im Hinblick auf die Bedeutung von 3R 

(Replacement, Reduction, Refinement) zum Schutz des Tierwohls können aber bei der 

Rückenhautkammer der Maus die Versuchsgruppen durch die wiederholte Untersuchung 

desselben Tieres reduziert werden. Die Kammer exponiert die Wunde kontinuierlich. Somit 

ist für die wiederholte Intravitalmikroskopie kein weiterer chirurgischer Eingriff erforderlich. 

Fortschritte in der Herstellung der Rückenhautkammer aus Kunststoff können das Gewicht 

der Kammer und somit die Belastung der Versuchstiere weiter reduzieren und somit längere 

Versuchszeiten ermöglichen [123]. 

 

Die leichte Zugänglichkeit der Rückenhautkammer ermöglicht einen wiederholten Wechsel 

der Wundauflagen. Mögliche Trommelfellwundauflagen können nicht durch Nähen fixiert 

werden und müssen durch Adhäsion verbleiben. In der Rückenhautkammer kann die 
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Wundauflage unter einem Deckglas oder einer Gittereinlage fixiert werden, um eine 

Manipulation durch das Tier zu vermeiden (Abbildung 14).  

 

Im Vergleich zu den derzeitigen orthotopen Trommelfellmodelle liegt ein weiterer Vorteil der 

Rückenhautkammer der Maus als neues Modell für die persistierende Trommelfellperforation 

in der repetitiven Intravitalmikroskopie nach Aufbringen einer Wundauflage. Die Vorteile der 

Präparation der Rückenhautkammer mit durchgreifendem Defekt sind die wiederholte 

Untersuchung der Wunde durch Planimetrie und Intravitalmikroskopie in einem gut 

etablierten Setup [59, 61, 79, 80, 107, 115]. Intravital- und konfokale Mikroskopie unter 

Verwendung von FITC-Dextran, Rhodamin 6G oder autofluoreszierenden Mäusen sind 

anerkannte Standards in der Wundheilungsforschung [59]. Verschiedene Software-Tools 

können die Quantifizierung von Mikrozirkulations- oder Entzündungsparametern 

durchführen. In dieser Studie kam die CapImage® Software (Dr. Zeintl Software, Heidelberg, 

Deutschland) zur Anwendung. Sie ermöglicht die Quantifizierung von Gefäßdurchmessern, 

Erythrozytengeschwindigkeit, funktioneller Kapillardichte, Flächenquantifizierung und 

Quantifizierung mikrovaskulärer Leckagen durch intra- und extravaskuläre Graustufenwerte. 

Diese Software wird bereits seit mehreren Jahren eingesetzt, doch fehlt eine automatisierte 

Analyse. Hochentwickelte Programme nutzen künstliche Intelligenz zur automatischen 

Bewertung von Gefäßparametern. In diesem Zusammenhang stehen Open-Source-

Programme wie ImageJ [92] oder Matlab [13] zur Verfügung, mit denen Kapillardichte, 

Gefäßdurchmesser und andere mikrovaskuläre Parameter schnell, zeitsparend und 

zuverlässig bewertet werden können.  

 

Nach Fixierung mit Formalin wurden die Präparate der Rückenhautkammer in Paraffin 

eingebettet und mit Hämatoxylin gefärbt. Die Inflammation wurde mit CAE 

(Leukozytenfärbung) und F4/80 (Makrophagenfärbung) sichtbar gemacht. Die Proliferation 

wurde mit Ki-67 dargestellt. In allen Präparationen überwucherte Plattenepithel den 

Defektrand. Die gehemmte Wundheilung konnte durch die niedrige CAE und Ki-67 

Expression dargestellt werden. Die histologische Aufarbeitung des entnommenen 

Hautgewebes der Rückenhaukammer der Maus ermöglicht prinzipiell alle gängigen 

immunhistologischen Untersuchungen. Diese können in zukünftigen Versuchen Anwendung 

finden, um spezielle Fragegestellungen der Biomaterial-Wund-Interaktion zu beantworten. 

Bekannt ist, dass Wundauflagen zu einer Granulationsbildung führen. Um Granulationen 

besser von Detritus differenzieren zu können, könnten zum Beispiel abgestorbene Zellen mit 

Caspase-3 Antikörpern in der Immunhistologie sichtbar gemacht werden [93]. 

 

 



DISKUSSION 

 
44 

7.2 LIMITATIONEN 

 

Der Rückenhautkammer der Maus hat jedoch als Trommelfellmodell einige 

Einschränkungen. Der histologische Aufbau des jeweiligen Gewebes unterscheidet sich 

deutlich (Abbildung 4): Das Trommelfell ist mit 100 µm außerordentlich dünn, um eine gute 

Schallübertragung zu gewährleisten. Die Doppelhautfalte der Rückenhautkammer hat einen 

Querschnitt von bis zu 600 µm. Da die Wundfläche einer kreisförmigen Perforation der 

Mantelfläche eines Zylinders entspricht, hängt sie vom Durchmesser und der Dicke des 

Hautdefekts ab. Bei einem Defektdurchmesser von 2 mm beträgt die Wundfläche des 

Trommelfells 0,63 mm² und die Wundfläche der Rückenhautkammer 3,77 mm². Obwohl die 

größere Wundfläche der Rückenhautkammer eine bessere Unterstützung für die Proliferation 

und damit den Defektverschluss bieten kann, haben HE- und Immunhistologie die gleiche 

pathologische Wundheilung analog der persistierenden Trommelfellperforation gezeigt: die 

vorzeitige Epithelisierung des Defektrandes durch eine verminderte Inflammation und 

Proliferation. 

 

Histologisch gesehen besteht die Rückenhautkammer der Maus aus zwei 

gegenüberliegenden Hautschichten mit einer gut vaskularisierten Lamina propria und dem 

M. panniculus carnosus. Der wichtigste Wundheilungsmechanismus in der 

Rückenhautkammer ist die Proliferation und Migration von Plattenepithel- und 

subepithelialen Zellen. Das Trommelfell trägt ein flaches, schwach verhornendes 

Plattenepithel auf der Seite des äußeren Gehörgangs und ein respiratorisches Epithel auf 

der Seite des Mittelohrs. Beide Schichten sind durch zwei Schichten von Kollagenfasern 

(radiär und zirkulär) sowie die jeweilige Lamina propria (mit geringer Vaskularisierung) 

getrennt. Das respiratorische Epithel des Trommelfells spielt bei der Epithelisierung eine 

untergeordnete Rolle, da die Proliferation im Vergleich zum Plattenepithel geringer ist [5, 27, 

49]. Daher verschließt das Plattenepithel den Perforationsrand und unterbricht den 

Verschluss der Trommelfellperforation. In der Rückenhautkammer erfolgt die Epithelisierung 

des Defektrandes trotz der größeren Wundfläche und der günstigeren Wundverhältnisse 

vergleichbar - ohne dass es zum Verschluss der Wunde kommt. Die durchgreifende 

Perforation der Rückenhautkammer der Maus kann daher die Hauptpathologie der 

persistierenden Trommelfellperforation darstellen: Das Ungleichgewicht zwischen der Größe 

der Perforation und der Größe der tatsächlich freiliegenden subepithelialen Gewebes. 

 

Eine offensichtliche Einschränkung sind die unterschiedlichen Umgebungsverhältnisse des 

Trommelfells und der Rückenhautkammer - mit spezifischer Temperatur und Luftfeuchtigkeit. 

Das intakte Trommelfell trennt das Mittelohr vom äußeren Gehörgang. Das Trommelfell hat 
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eine Temperatur von ~37,3°C (Körperkerntemperatur) und die Luftfeuchtigkeit im 

menschlichen Gehörgang beträgt 50% (±10%) [32]. Im Vergleich dazu ist die Hauttemperatur 

der Maus mit 33°C niedriger, während die relative Luftfeuchtigkeit von 40-65% in der 

Labortierhaltung gleich ist. Nach Aufbringen einer Wundauflage auf der dem Gehörgang 

zugewandten Seite des Trommelfells ist die Perforation jedoch nur der feuchten und warmen 

Luft des Mittelohrs ausgesetzt. Dies kann für die Wundheilung im Vergleich zur offenen 

Präparation der Rückenhautkammer von Vorteil sein. Auch wenn Luftfeuchtigkeit und 

Temperatur bei der Wundheilung eine untergeordnete Rolle spielen, bleibt das Fehlen des 

spezifischen Mikroklimas des Ohrs eine Einschränkung dieses Modells. Dennoch ist die 

Rückenhautkammer der Maus seit jeher ein heterotopes Modell für die Wundheilung, 

Thrombogenese, Tumortherapie und Biomaterialintegration. In dieser künstlichen Umgebung 

hat die standardisierte, wiederholte und intravitale Visualisierung der verschiedenen 

Pathophysiologie bereits viele wertvolle Ergebnisse geliefert [59, 61, 107].  

 

Eine weitere Einschränkung der Rückenhautkammer ist die Beschränkung auf maximal 21 

Untersuchungstage. Die Rückenhautkammer kippt zwischen 10 und 21 Tagen zur Seite. Das 

Kippen verursacht bei den Tieren Stress durch Schmerzen und Bewegungseinschränkung. 

Das Abknicken der eintretenden Gefäße in die Rückenhautkammer vermindert die 

Blutversorgung. Orthotope Trommelfellmodelle weisen zwar eine hohe 

Spontanverschlussrate auf, ermöglichen aber eine Langzeitbeobachtung nach 

persistierender Perforation. Der Beobachtungszeitraum der Rückenhautkammer der Maus 

deckt jedoch den Übergang zwischen Entzündung und Proliferation bei der Wundheilung ab. 

Dieser Übergang ist entscheidend für die Wundheilung, erfordert spezifische Zell-Mediator-

Interaktionen und ist prädisponierend für den langfristigen Verlauf für die Wundheilung [56, 

108]. Längere Versuchszeiten könnten durch die Verwendung neuer, leichterer Materialien 

der Rückenhautkammer möglich sein [123]. 

 

Weiterhin muss bei allen Experimenten der Rückenhautkammer der Maus eine moderate 

Belastung für die Tiere durch Operation, körperliche Belastung und wiederholte Anästhesie 

in Betracht gezogen werden. In dieser Studie waren die Drop-outs vergleichsweise hoch: Bei 

der symmetrischen Perforation ohne Deckglas und der asymmetrischen Perforation mit 

Deckglas fiel eines von fünf Tieren vor Tag 20 aus (Anästhesiekomplikation an Tag 0 und > 

90° Kammerneigung an Tag 15). Die Beobachtungszeit von 20 Tagen nach der Präparation 

der Rückenhautkammer ist im Vergleich zu früheren Experimenten lang. Ein Drop-out von 

10-20 % ist zu planen. Das Kippen der Kammer in der zweiten und dritten Woche, das für die 

meisten Drop-outs verantwortlich war, kann in zukünftigen Experimenten durch leichtere 

Kammern deutlich minimiert werden [123]. 
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7.3 SCHLUSSFOLGERUNG 

 

Auf dem Gebiet der Trommelfellperforation haben orthotope Modelle Fortschritte bei der 

Kontrolle des Spontanverschlusses gemacht. Im Wesentlichen fehlt es ihnen aber an einer 

wiederholten Visualisierung der Kontaktstelle zwischen Wunde und Biomaterial. Daher wird 

ein präklinisches Modell benötigt, das ein standardisiertes Screening von vielversprechenden 

Biomaterialien ermöglicht. Die Rückenhautkammer der Maus mit einem durchgreifenden 

Defekt stellt hier ein wertvolles Instrument zur Optimierung von Trägermaterialien mit 

sequenzieller Freisetzung von Inflammation und Proliferation fördernden Faktoren zur 

Abschwächung der vorzeitigen Epithelisierung bei der Wundheilung des Trommelfells dar. 

Das vorgestellte Modell könnte daher zu einem Standardmodell werden, um Fortschritte im 

Tissue Engineering auf die Trommelfellregeneration zu übertragen. In der Folge können 

wirksame Biomaterialien gezielt in orthotopen Modellen und in klinischen Studien evaluiert 

werden. Die künftige standardisierte Entwicklung wirksamer Trommelfellwundauflagen 

könnte chronische Perforationen und mikroskopische Myringoplastiken bei ausgewählten 

Patienten verhindern. 
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VIII. AUSBLICK 

 

Die Präparation der Rückenhautkammer mit einem durchgreifenden Defekt eignet sich für 

zukünftige Untersuchung geeigneter bioaktiver Wundauflagen mit spezifischer Architektur 

und Wirkstofffreisetzung (Abbildung 14). Auf diesem Modell aufbauend können 

Wundauflagen auf die Vorderseite der Perforation gelegt werden. Die Manipulation der 

Wundauflage durch die Versuchstiere wird durch das Anbringen eines Gitters verhindert. Die 

Wundränder der Perforation bleiben für die Intravitalmikroskopie auf der Rückseite der 

Perforation frei zugänglich und können repetitiv auf Inflammation, Proliferation und 

Defektgröße untersucht werden. Diese Modifikation der Rückenhautkammer ermöglicht eine 

repetitive, standardisierte Untersuchung neuer Wundauflagen für die persistierende 

Trommelfellperforation. 

 

 
Abbildung 14: Zukünftige Anwendung des Modells zur Untersuchung der Wirkung bioaktiver 

Wundauflagen auf epithelisierten Wunden. Wundauflagen werden auf die Vorderseite der Perforation 

aufgebracht. Die Manipulation der Wundauflage durch die Versuchstiere kann durch Anbringen eines Gitters oder 

eines Deckblatts verhindert werden. Nach der Applikation des Biomaterials bleiben die Wundränder für die 

Planimetrie und die Intravitalmikroskopie von der Rückseite her zugänglich. Die Intravitalmikroskopie kann in 

zentralen Bereichen (unter dem Einfluss des Biomaterials, rot) und in peripheren Bereichen (außerhalb des 

Biomaterials, grün) durchgeführt werden. 
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IX. ZEHN THESEN ZUR DISSERTATION  

 

▪ Aufgrund eines Missverhältnisses von Defktgröße und Wundfläche kommt es bei 

persistierenden Trommelfellperforation zur einer vorzeitigen Epithelisierung des 

Defektrandes. Der Wundschluss wird unterbrochen.  

▪ Derzeitige Wundheilungsmodelle sind unzureichend für die Erlangung profunder 

Kenntnisse über die Auswirkung moderner Wundauflagen auf die spezielle 

Pathophysiologie persistierender Trommelfellperforationen.  

▪ Die Rückenhautkammer der Maus als etabliertes Wundheilungsmodell kann als neues 

Modell zur repetitiven Untersuchung der pathologischen Wundheilung der 

Trommelfellperforation dienen. 

▪ Hierzu wurden die vorzeitige Epithelisierung der Wundränder, der Ausschluss einer 

spontanen Defektschrumpfung, die Visualisierung der Inflammation und Angiogenese am 

Wundrand sowie die Möglichkeit zur repetitiven intravitalen Mikroskopie evaluiert. 

▪ In allen Versuchsgruppen wurde der Defektrand von verhornenden Plattenepithel 

überwuchert. 

▪ Das Aufbringen eines Deckglases führt zu einer Verkleinerung des Defektes. 

▪ Alle Rückenhautkammerpräparate ermöglichten eine wiederholte Intravitalmikroskopie 

und Messung der Kapillardichte. Die intravitale Visualisierung der Leukozytenmigration 

erforderte die Exposition des subkutanen Gefäßplexus. 

▪ In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Rückenhautkammer der 

Maus die Schlüsselelemente der pathologischen Wundheilung der persistierenden 

Trommelfellperforation widerspiegelt. 

▪ Das modifizierte Wundheilungsmodell der Rückenhautkammer der Maus bietet eine 

effektive Plattform für das Screening bioaktiver Materialien für die speziellen 

Bedingungen der pathologischen Wundheilung persistierender Trommelfellperforationen.  

▪ Das vorgestellte Modell könnte zu einem Standardmodell werden, um Fortschritte im 

Tissue Engineering auf die Trommelfellregeneration zu übertragen. In der Folge können 

wirksame Biomaterialien gezielt in orthotopen Modellen und in klinischen Studien 

evaluiert werden. 
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