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EINLEITUNG

2. Einleitung

Die Hauttransplantation ist eine unverzichtbare Methode in der plastischen und
rekonstruktiven Chirurgie zur Weichgeweberekonstruktion grolRerer traumatischer,
chronischer oder iatrogener Hautdefekte, wobei je nach Defekt verschiedene
Methoden wie zum Beispiel Spalthaut-, Vollhaut- oder Haut-Knorpelplastiken
angewendet werden (Mdaller, W., 2000, S. 314). Postoperativ missen sowohl die
transplantierte Stelle als auch die Transplantatentnahmestelle hinsichtlich
funktioneller und asthetischer Gesichtspunkte beurteilt werden.

Trotz der Vielzahl der bereits existierenden Behandlungsmdglichkeiten zur Deckung
der Transplantatentnahmestelle, der sog. Donor site, konnte speziell fir Wunden, die
keiner primaren Wundheilung mehr zugefuhrt werden kdnnen, bisher noch keine
optimale Ldsung gefunden werden (Abraham, D.J., et al., 2000, S. 15220).
Biologische Materialien wie die Amnionmembran bieten aufgrund ihrer Verfugbarkeit,
der mechanischen und physiologischen Eigenschaften sowie der Vermeidung einer
weiteren Donor site Vorteile gegenuber Spalt- und Vollhauttransplantaten oder
synthetischen Deckungsmaterialien. Durch die Verwendung synthetischer
Hautersatzmaterialien wird zwar ebenfalls die sog. Entnahmemorbiditat verhindert,
allerdings gestaltet sich ihr Einsatz sehr kostenintensiv. Synthetische Materialien
verfugen zudem nur Uber eine eingeschrankte Biokompatibilitat. Als Vollhautersatz
eignet sich beispielsweise Integra® Artificial Skin, ein zweischichtiges
Membransystem aus Chondroitin-6-Phosphat und einer Polysiloxanschicht. Ein
weiteres Hautersatzmaterial ist AlloDerm®, das aus Kollagenen, Elastin, vaskularen
Strukturen und Proteinen besteht, welche die Revaskularisierung und das Gewebe-
Remodeling unterstitzen. Amnionmembran wird regelmal3ig in einigen Bereichen der
Wundbehandlung eingesetzt, da sie viele Qualitdten eines optimalen biologischen
Deckungsmaterials aufweist. Sie zeichnet sich durch folgende Eigenschaften aus:
Beschleunigung der Reepithelisierung (Lo, V., et al., 2009, S. 935) analgetische
Effekte (Ley-Chavez, E., et al., 2003, S. 46; Martinez-Prado, M., et al., 1999, S. 68),
antiinflammatorische Wirkung (Jiang, A., et al., 2006, S. 36), niedrige Immunogenitat
(Kesting, M.R., et al., 2009, S. 131; Kubo, M., et al., 2001, S. 1539), Hemmung der
Narbenbildung (Wang, X.Q., et al., 2010, S. 680), antimikrobielle Effekte und gute
Wundadharenz (Lo, V., et al., 2009, S. 935).
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EINLEITUNG

Die ersten Berichte zur Verwendung von Amnionmembran im Sinne eines
Hauttransplantats stammen von Davis aus dem Jahr 1910 (Davis, J., 1910, S. 310).
Drei Jahre spater berichtet Sabella Uber die Amnionmembran als permanentes
Deckungsmaterial bei Brandwunden (Sabella, N., 1913, S. 478). 1952 fuhrte Douglas
eine Klinisch experimentelle Studie zur Verwendung von Amnionmembran als
temporares biologisches Verbandsmaterial bei Verbrennungen durch (Douglas, B.,
1952, S. 230). Amnionmembran wurde auch zur Behandlung von chronisch vendsen
Beinulzera erfolgreich eingesetzt (Ward, D.J., 1989, S. 463). Dennoch wurde in den
80er und 90er Jahren des vorigen Jahrhunderts die Anwendung von
Amnionmembran aufgrund ihrer potentiellen Infektiositat eingeschrankt. Mitte der
90er Jahre wurden neue Konservierungsverfahren eingefuhrt, welche eine zweifache
serologische Testung des Spenders auf Infektionskrankheiten wie HIV, Hepatitis B
und C, CMV und Syphillis einmal direkt nach der Geburt und sechs Monate spater
zur Kontrolle einer mdglichen Serokonversion umfassen (Lo, V., et al., 2009, S. 935).
Mittlerweile stehen zur Aufbewahrung der Amnionmembran zwischen der ersten und
der zweiten serologischen Testung mehrere verschiedene Konservierungsverfahren
zur Verfugung, wobei jedes Vor- und Nachteile aufweist. Glycerol-Konservierung
(Maral, T., et al., 1999, S. 275), y-Strahlung-Sterilisation (Ley-Chavez, E., et al.,
2003, S. 46; Singh, R, et al., 2007, S. 505), Lyophilisation (Gajiwala, K., et al., 2004,
S. 73) und Kryokonservierung (Ward, D.J., et al., 1989, S. 463) zur Konservierung
beeinflussen und verandern die Eigenschaften der Amnionmembran auf
verschiedene Art und Weise, was jedoch klinisch nicht relevant zu sein scheint (von
Versen-Hoynck, F., et al., 2004, S. 45). So kam die Amnionmembran zunachst vor
allem im Gebiet der rekonstruktiven Ophthalmochirurgie in einem weiten Spektrum
zum Einsatz (Gomes, J.A,, et al., 2005, S.233; Plummer, C.E., 2009, S.17). Daruber
hinaus reichende Berichte Uber die Anwendung von Amnionmembran zur
Behandlung extensiver Verbrennungen (Lo, V., et al., 2009, S. 935), als
chirurgisches Verbandsmaterial ( Rao, T.V., et al., 1981, S. 891), zur chirurgischen
Rekonstruktion im Bereich der Mundhohle (Lawson, V.G., 1985, S. 230), der Blase
(lijima, K., et al., 2007, S. 513) sowie der Vagina (Dhall, K., 1984, S. 279; Georgy,
M., 1996, S. 292), zur Perikardokklusion (Muralidharan, S., et al., 1991, S. 1201) und
zur Pravention chirurgischer Adhasionen (Young, C.M., et al., 1980, S. 182) zeigen

das breite Indikationsspektrum der Amnionmembran.
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EINLEITUNG

21. Problemstellung

Ziel dieser Studie war es, kryokonservierte Amnionmembran als Transplantatmaterial
zur Deckung von Spalthautwunden in der wiederherstellenden Chirurgie zu
etablieren. Dazu sollte in einem geeigneten Tiermodell die klinische und
histologische Evaluation der Amnionmembran erfolgen. Als Vergleich dienten mit
semipermeabler Polyurethan-Wundfolie (OpSite™, Smith and Nephew, Hull,
GroBbritannien) versorgte Spalthautwunden. Von besonderem Interesse im Rahmen
der Studie am porcinen Modell waren folgende Fragestellungen:
- Wie verlauft der Einheilungsprozess klinisch?
- Wie ist die Einheilung der verschiedenen Transplantate histologisch zu
beurteilen?
Dabei wurde das Augenmerk der Untersuchungen auf Epithelisierung,
Angiogenese, Narbenbildung sowie Bildung der Basalmembran und Zeitpunkt

ihrer Integritat gelegt.

Diese Fragen sollen im Folgenden erortert werden.
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Die AMNIONMEMBRAN

2.2. Die Amnionmembran

2.21. Aufbau der Amnionmembran

2.2.1.1. Anatomischer und histologischer Aufbau

Amnion und Chorion werden als fetale Membranen der Plazenta bezeichnet (siehe
Abb. 2.1). Die Amnionmembran wird an ihrer Innenseite von Amnionflussigkeit
umspult, die aulere Seite ist mit dem Chorion verbunden. Das Chorion ist aus
Bindegewebe und Blutgefallen aufgebaut, welche den Nahrstofftransport aus dem
maternalen in das fetale Blut gewahrleisten. Aul3en befindet sich die Dezidua, die
aus modifiziertem Endometrium besteht und als einzige der fetalen Membranen
matterlichen Ursprungs ist (Riau, A.K., et al., 2010, S. 216).

Epithelium amniloScum
Membrana basis
Lamina compacta

Amnion
(Origen fetal)
Stroma{ Lamina fibrotlastica » L'
=

Chorion Lamina reticularis
(Origen fetal)

Lamina pseudobasis
Decidua

(Ovigen materno)

Abb. 2.1: Schichtartiger Aufbau der Plazenta. Die Amnionmembran stellt die innerste der drei
Schichten dar (Murube, L.R., et al., 2006).
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Die AMNIONMEMBRAN

Histologisch ist die Amnionmembran eine 0,02 bis 0,5 Millimeter dicke,
funfschichtige, nicht vaskularisierte Membran, welche die innere Plazentahdhle
auskleidet (Bourne, G.L., 1960, S. 1070). Das einschichtige amniotische Epithel
besteht aus kuboidalen bis zylindrischen Epithelzellen mit Mikrovilli an der apikalen
Oberflache und sitzt einer Basalmembran auf, die in ihrem Aufbau stark der
konjunktivalen Basalmembran ahnelt (Fukuda, K., et al., 1999, S. 73). Die Substantia
propria umfasst eine kompakte Kollagenschicht, welche die Zugfestigkeit der
Amnionmembran gewahrleistet, und eine Fibroblastenschicht, welche aus in ein
lockeres Geflecht aus Retikulum eingebetteten Fibroblasten besteht und die dickste
Schicht der Amnionmembran darstellt. Die aus losem Bindegewebe bestehende, so
genannte Schwammschicht, ist reich an Muzinen und kann sich durch
Wassereinlagerung auf das Doppelte vergrolRern. Sie liegt dem Chorion an und
ermoglicht es der Amnionmembran, relativ frei Uber das unterliegende, fixierte
Chorion zu gleiten (von Versen-Hoynck, F., et al., 2004, S. 45). Die aulieren drei
Schichten sind in histologischen Untersuchungen an kryokonserviertem Gewebe
schwer voneinander abzugrenzen. Abbildung 2.2 zeigt den funfschichtigen

histologischen Aufbau der Amnionmembran.

Epithel I

Basalmembran

Kollagenschicht = = ~— |
S -

Fibroblastenschicht=— . "

Schwammschicht == % -

Abb. 2.2: Hdmatoxylin-Eosin-Farbung einer humanen Amnionmembran. Finf Schichten sind zu
erkennen: Das Epithel, die Basalmembran, die kompakte Kollagenschicht, die Fibro-

blastenschicht und die Schwammschicht.

2.21.2. Zusammensetzung der extrazellularen Matrix

Die Struktur der extrazellularen Matrix ist von entscheidender Bedeutung fur
Vorgange wie Wachstum, Wundheilung und Fibrosierung. Kollagen der Typen |, IlI,
IV, V, VI, Elastin, Laminin und Fibronektin konnten als Bestandteile der

15




Die AMNIONMEMBRAN

extrazellularen Matrix humaner Amnionmembran nachgewiesen werden (Malak,
T.M,, etal., 1993, S. 385; Mehta, D, et al., 2007, S. 138).

Kollagen ist ein wesentlicher Bestandteil der extrazellularen Matrix. Kollagen Typ |
und Typ Ill sind die wesentlichen fibrillaren Bestandteile der Substantia propria und
wurden in immunhistologischen Farbungen vor allem in den bindegewebigen
Schichten gefunden. Typ IV Kollagen als ubiquitarer Bestandteil von
Basalmembranen =zeigt sich auch in der Amnionmembran und erscheint
immunbhistologisch als 0,2-0,3 um dickes, dichtes Band (Malak, T.M., et al., 1993, S.
385). Eine flur die klinische Anwendung entscheidende strukturelle Eigenschaft der
extrazellularen Matrix ist die GerUstfunktion der Basalmembran, wodurch die
epitheliale Morphogenese, Proliferation und Differenzierung gesteuert und
Apoptosen verhindert werden (Andriani, F., et al., 2003, S. 923; Grueterich, M., et al.,
2003, S. 631). Eine wichtige Komponente der Basalmembran ist das Endostatin.
Endostatin ist ein Proteoglykan, welches sich als potenter antiangiogenetischer
Faktor erwiesen hat und in der Lage ist, Zellproliferation, Angiogenese und
Tumorwachstum zu verhindern (O'Riley, M., et al., 1997, S. 277). Ein weiteres, von
den Epithelzellen freigesetztes antiangiogenetisches Matrixprotein ist das TSP-1,
welches sich immunhistologisch vor allem in den amniotischen Epithelzellen und in
geringerer Auspragung im Stroma darstellen lasst (Riau, A.K.,, et al., 2010, S. 216).
Eine bisher wenig erforschte Komponente der extrazelluldaren Matrix der
Amnionmembran ist das Elastin. Die Hauptaufgabe des Elastins ist es, die
Dehnbarkeit des Gewebes zu gewahrleisten. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass
Elastin aulRerdem in die Rekrutierung inflammatorischer Zellen involviert ist und zur
Vasodilatation beitragt (Robert, L., et al., 1995, S. 286).

2.2.2. Eigenschaften der Amnionmembran

2.2.21. Mechanische Eigenschaften

Um dem physiologischen Druck im Mutterleib durch die Amnionflissigkeit
standhalten zu kbénnen, muss die Amnionmembran mechanisch sehr stabil sein, was
sie zu einem geeigneten Transplantatmaterial macht. Stabilitat, Elastizitat und
andere biomechanische Eigenschaften hangen von der Zusammensetzung der
extrazellularen Matrix aus Kollagen, Proteoglykanen und Elastin ab. Die Stabilitat

wird durch den Kollagenanteil bestimmt, die Elastizitdt durch den Elastinanteil. Da
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mechanische Reize aullerdem wichtige Signale fur die Differenzierung von
Progenitorzellen sind, muss die Amnionmembran als Transplantat nicht nur eine
ausreichende Stabilitdt gewahrleisten, sondern auch ein geeignetes Milieu fur die
Gewebeneubildung schaffen (Kim, J.S., et al., 2000, S. 329). Die Amnionmembran
weist eine hohe Viskoelastizitat auf. Eine Moglichkeit die Elastizitat zu messen, ist
das so genannte Young-Modul, welches als das Verhaltnis von aufgewendeter
Belastung zu resultierender Dehnung definiert ist. Das Young-Modul menschlicher
Haut betragt in Abhangigkeit von Alter und Entnahmestellle circa 0,3 MPa. Das der
Amnionmembran hingegen liegt abhangig vom Schwangerschaftszeitpunkt zwischen
2,29 und 3,6 MPa, wobei es mit zunehmender Schwangerschaftsdauer abnimmt
(Benson-Martin, J., et al., 2006, S. 103).

2.2.2.2. Permeabilitat

Die Amnionmembran verhindert den Verlust von FlUssigkeit, Elektrolyten, Proteinen,
Warme sowie Energie und ist permeabel fur Sauerstoff (Yoshita, T., et al., 2004, S.
486). Dadurch kann Sauerstoff frei in das Wundbett diffundieren und den
Heilungsprozess beschleunigen (Lo, V., et al., 2009, S. 935).

2.2.2.3. Analgetischer Effekt

Amnionmembran als biologisches Deckungsmaterial reduziert merklich die
Schmerzstarke. Der genaue Mechanismus ist bis jetzt unbekannt, wahrscheinlich ist
aber, dass dies mit dem schwacheren Kontakt zwischen Wundbett und Auflage
zusammenhangt (Martinez-Pardo, M., et al., 1999, S. 68). AuRerdem sind bei der
Verwendung von Amnionmembran schmerzhafte Verbandswechsel seltener ndtig
(Ley-Chavez, E., et al., 2003, S. 46).

2.2.2.4. Reepithelisierung

Die Amnionmembran begunstigt durch Freisetzung von Wachstumsfaktoren die
Proliferation und Differenzierung von Keratinozyten und beschleunigt so die
Reepithelisierung. Yang et al. zeigten, dass Transplantate mit Amnionmembran
solche ohne Amnionmembran hinsichtlich der Keratinozytenproliferation und der

Keratinozytendifferenzierung Ubertreffen (Yang, L., et al.,, 2006, S. 69). In einer
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Studie von Koizumi et al. wurde die Expression von Wachstumsfaktoren in Epithel
und Stroma der Amnionmembran untersucht. In intaktem Amnionepithel wurde im
Vergleich zu denudiertem eine hohere Konzentration an Wachstumsfaktoren wie
EGF, TGF-8, KGF, HGF und FGF gefunden (Koizumi, N.J., et al., 2000, S. 173). Die
Amnionepithelzellen exprimieren Typ Il und Typ IV Kollagen und andere nicht-
kollagene Glykoproteine wie Laminin und Fibronectin. Diese dienen als Liganden flr
die Zelladhasion, beeinflussen durch die Bindung von Oberflachenrezeptoren die
Signaltransduktion und wirken somit beschleunigend auf die

Epithelisierungsprozesse (Lo, V., et al., 2009, S. 936).

2.2.2.5. Einfluss auf die Entziindungsreaktion und die Narbenbildung

Verschiedene Autoren berichten von antiinflammatorischen Effekten der
Amnionmembran und einer daraus folgenden Hemmung der Narbenbildung. Als
zugrunde liegenden Mechanismus nimmt man eine Downregulation der Expression
von TGF-B (Tseng, S.C., et al.,, 1999, S. 325) sowie von proinflammatorischen
Zytokinen wie IL-10 an (Hao, Y., et al., 2000, S. 348; Lee, S.H., et al., 1997, S. 303).
Zusatzlich produzieren die Amnionepithelzellen Metalloproteinaseinhibitoren,
wodurch die polymorphonukleare Zellinfiltration herabgesetzt wird (Hao, Y., et al.,
2000, S. 348).

2.2.2.6. Wirkung auf die Angiogenese

Die Wundheilung hangt unter anderem von dem richtigen Gleichgewicht aus
proangiogenetischen Faktoren, welche die Reepithelisierung férdern, und
antiangiogenetischen Faktoren, die UberschieRendes Remodeling verhindern, ab.
Zunachst wurde wegen der gefalfreien Struktur der Amnionmembran von einem
antiangiogenetischen Effekt ausgegangen (Burgos, H., 1983, S. 289). Andere
Studien hingegen nehmen aufgrund der Expression von VEGF und bFGF
proangiogenetische Eigenschaften der Amnionmembran an (Bogic, L.V, et al., 2000,
S. 203). Momentan werden nun jedoch die antiangiogenetischen Wirkungen der
Amnionmembran in Bezug auf die Wundheilung favorisiert. Hao et al. fanden im
Amnionepithel mehrere Substanzen mit antiangiogenetischer Wirkung, wie zum
Beispiel TSP-1, IL-1-RA, Kollagen XVIII, IL-10 und Metalloproteinaseinhibitoren
(TIMP-1, -2, -3 und -4) (Hao, Y., et al., 2000, S. 348).
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2.2.2.7. Immunogenitat

Eine immunologische AbstoRungsreaktion konnte im klinischen Gebrauch frischer
Amnionmembranen nicht beobachtet werden (Akle, C.A., et al., 1981, S. 1003).
Glycerol- und kryokonservierte Amnionmembranen konnen die Antigenitat weiter
reduzieren, da die Zellen nicht lebensfahig sind und keine Vaskularisation auftritt
(Maral, T., et al., 1999, S. 625). Die Amnionmembran ist immunologisch privilegiert,
da keine der gangigen Major-Histokompatibilitatskomplexe (MHC - Proteine, HLA-A,
-B, -DR) gebildet werden. Dennoch bleibt die Immunogenitadt der Amnionmembran
kontrovers diskutiert, da in Tierversuchen lebensfahige Amnionepithelzellen bei
allogener Transplantation von sensibilisierten Individuen bei wiederholter Anwendung

eine Abstollungsreaktion auslésen kénnen (Hori, J., et al., 2006, S. 53).

2.2.2.8. Antimikrobielle Wirkung

Antimikrobielle Peptide des angeborenen Immunsystems, wie $-Defensine, Elastase-
Inhibitoren, sekretorische Leukozyten-Proteinaseinhibitoren und Elafin werden in der
Amnionmembran exprimiert (Splichal, I., et al., 2001, S. 345). Auch Lactoferrin und
IL-1-RA, welche beide in Amnionmembranen nachgewiesen werden konnten, haben
antimikrobielle und antiinflammatorische Eigenschaften (Kanyshkova, T.G., et al.,
2001, S. 1). Dennoch wird davon ausgegangen, dass eine geringere bakterielle
Besiedlung eher auf den rascheren Wundverschluss als auf die Freisetzung
antibakterieller Substanzen durch die Amnionmembran zurlckzufuhren ist (Talmi,
Y.P., et al., 1991, S. 285). Es wird angenommen, dass der antibakterielle Effekt
durch die gute Wundadharenz unterstutzt wird, weil dadurch eine weitere
Kontamination verhindert wird und die korpereigenen Abwehrmechanismen die
sekundare Infektion besser kontrollieren kdénnen (Lo, V., et al.,, 2009, S. 935).
AuBerdem kann aufgrund der Transparenz der Amnionmembran eine Ansammlung
von Sekret als Indikator fur die Notwendigkeit eines Verbandswechsels fruhzeitig
erkannt werden (Gajiwala, K., et al., 2004, S. 73).
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2.23. Anwendungen der Amnionmembran in der Medizin

Die erste wissenschaftliche Beschreibung von Hauttransplantationen mit einer
Kombination aus Amnion- und Chorionmembran erfolgte 1910 durch Dr. Staige
Davis (Davis, J., 1910, S. 310). In der Folge wurden verbrannte und ulzerierte
Korperoberflachen mit frischer Amnionmembran als Hautersatz behandelt (Sabella,
N., 1913, S. 478; Stern, M., 1913, S. 973). Die ersten aufwandigeren
Rekonstruktionen mit frischer HAM wurden etwa zwei Jahrzehnte spater durch
Brindeau and Burger angegeben, die HAM zur Vaginalplastik bei Scheidenagenesie
heranzogen (Brindeau, A., 1934, S. 385; Burger, K., 1937, S. 2437). In den 40er
Jahren des vergangenen Jahrhunderts wurden erstmalige Versuche unternommen,
HAM zu konservieren. Chao und Mitarbeiter modifizierten HAM, nannten es
"Amnioplastin” und setzten es als Duraersatz, bei der Neurolyse, bei der Tenolyse
und bei der Bauchwandplastik jeweils zur Vermeidung von Adhasionen ein (Chao,
Y., 1940, S. 517; Penfield, W., 1940, S. 668). In der Herzchirurgie wurde
Amnionmembran zur Perikardokklusion angewendet (Muralidharan, S., et al., 1991,
S. 1201). In einer Studie von Kesting et al. zeigte sich Amnionmembran als
geeignetes Material zum Verschluss oronasaler Fisteln am Minischwein (Kesting,
M.R., et al., 2009, S. 131).

DeRotth und Sorsby beschrieben den Nutzen von HAM zur Rekonstruktion von
Augenoberflachen. Dieser Meilenstein erdffnete nach Etablierung der HAM-
Kryokonservierung Mitte der 90er Jahre eines der am meisten expandierenden
Felder in der Ophthalmochirurgie (deRatth, A., 1940, S. 552; Sorsby, A., 1946, S.
337). In Kontrast zum rasant ansteigenden Einsatz von konservierter HAM in der
Augenheilkunde kommt das konservierte fetale Gewebe in den Ubrigen plastisch-
rekonstruktiven Fachern nur sparlich zur Anwendung. Bislang scheinen dafur
Materialunzulanglichkeiten bzw. die falsche Indikationswahl den Ausschlag zu
geben. Als Weichgewebsrekonstrukt wies einlagige HAM eine mangelnde
mechanische Stabilitat zur Rekonstruktion perforierter Rattenblasen auf (lijima, K., et
al., 2007, S. 513). Bei der Verwendung einlagiger HAM als Wundauflage verhinderte
die zu rasche Degradation eine vollstandige Epithelialisierung der diabetischen
Ulzera (Mermet, I., et al., 2007, S. 459).
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2.3. Die Wunde

Die grundlegenden Ziele der Wundbehandlung bestehen darin, eine weitere
Schadigung des Gewebes zu verhindern, einen moglichst raschen Wundverschluss
zu erzielen, die Funktion des verletzten Gewebes wiederherzustellen und dem
Patienten eine zugige Wiederaufnahme seiner taglichen Aktivitaten zu ermdglichen.
Durch die Auswahl der am besten geeigneten Behandlungsmethode soll ein in
funktioneller und kosmetischer Hinsicht optimales Ergebnis erzielt werden
(Ramasastry, S.S., 2005, S. 195).

2.31. Physiologische Prozesse der Wundheilung

Ursprunglich wurde die Wundheilung in drei voneinander getrennte Phasen unterteilt:
Die exsudative, die resorptive und die reparative Phase. Da die Wundheilung jedoch
ein komplex ablaufender Prozess serieller Reaktionen und Interaktionen zwischen
den Zellen und deren Mediatoren ist und die einzelnen Phasen sich zeitlich innerhalb
einer Wunde Uberschneiden, wird in neueren Studien auf die strikte Trennung der

Wundheilungsphasen verzichtet.

Exsudative Phase

Die exsudative Phase beginnt sofort nach Eintreten der Verletzung und dauert circa
bis zum vierten Tag. Nach einer Verletzung ist zunachst die Kontrolle der Blutung
von ausschlaggebender Bedeutung. Die verletzten Endothelzellen konstringieren
sich und das Endothel sowie die umliegenden Thrombozyten im Wundgebiet
aktivieren die intrinsische Gerinnung. Das dabei entstehende Koagel besteht aus
Kollagen, Thrombozyten, Thrombin und Fibronektin (Broughton, G., et al., 2006, S.
12). Unmittelbar nach der Bildung des Koagels werden zellulare Signale generiert,
die in einer neutrophilen Antwort resultieren. Da die inflammatorischen Mediatoren
akkumulieren, werden Prostaglandine freigesetzt und die umliegenden Gefalke
dilatieren. Die Vasodilatation ermoglicht den erhdhten Zellverkehr, der dadurch
entsteht, dass neutrophile Granulozyten durch die Mediatoren IL-1, TNF-a,, TGF-$
und PF4 ins Verletzungsgebiet gelockt werden. Circa 48 bis 96 Stunden nach der

Verletzung wandern Monozyten aus dem umliegenden Gewebe in das Wundgebiet
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ein und verwandeln sich in Makrophagen. Aktivierte Makrophagen vermitteln durch
die Synthese von VEGF, FGF sowie TNF-a die Angiogenese und durch TGF-f, EGF,
PDGF, IL-1 sowie TNF-a die Neubildung von Bindegewebe. AulRerdem
synthetisieren aktivierte Makrophagen nach Aktivierung der iNOS durch IL-1 und
TNF-a Stickstoffmonoxid (Witte, M.B., et al., 2002, S. 406). Die Neutrophilen reinigen
das Wundgebiet, indem sie proteolytische Enzyme freisetzen, die Bakterien und
Zelldebris verdauen. Die unterschiedlichen Protease-Typen werden anhand ihrer
spezifischen Angriffspunkte (Proteine, Aminosauren oder das Metallion im Inneren
eines Enzyms) eingeteilt. Die Matrixmetalloproteinasen, welche auller in
Neutrophilen auch in Keratinozyten, Fibroblasten und Monozyten als Antwort auf
TNF-a exprimiert werden, dienen dem Abbau der defekten extrazellularen Matrix
(Abraham, D.J., et al., 200., S. 15220; Broughton, G., et al., 2006, S. 12; Goldman,
R., 2004, S.24). Die Matrix im unverletzten Gewebe wird durch Proteinase-
Inhibitoren beschutzt. Ist die inflammatorische Reaktion jedoch besonders stark und
erfolgt eine massive Freisetzung von Proteinasen, so kdnnen diese Antiproteinasen
inaktiviert werden. Neutrophile kdnnen auflerdem Uuber einen Myeloperoxidase-
Pathway Sauerstoffradikale bilden, welche sich mit Chlor-Molekullen verbinden und
so zusatzlich die Reinigung der Wunde von Bakterien unterstutzen (Yager, D.R., et
al., 1999, S. 433). Die Neutrophilen, welche die initiale inflammatorische Reaktion
bewirken, unterliegen einem bis jetzt unbekannten Apoptose-Stimulus und werden im
weiteren Verlauf durch Makrophagen, welche die apoptotischen Neutrophilen
phagozytieren, ersetzt. Die Makrophagen besitzen zwar keine Myeloperoxidase,
toten aber dennoch Pathogene ab, indem sie NO bilden. Die iINOS der Makrophagen
wird durch TNF und IL-1 zur Synthese gro3erer Mengen an NO angeregt (Goldman,
R., 2004, S.24).

Lange Zeit wurde angenommen, dass die Inflammationsreaktion sich selbst limitiert
und beendet wird, sobald die anfanglichen exogenen Stimuli verringert wurden
(Serhan, C.N., et al., 2004, S. 69). Mittlerweile ist jedoch evident, dass die
Beendigung der Inflammation ein gut koordinierter Prozess ist, bei dem eine
bestimmte Abfolge von Reaktionen die Produktion von Stop-Signalen im Sinne einer
so genannten Checkpoint-Kontrolle bewirkt (Nathan, C., 2002, S. 846; Serhan, C.N.,
et al., 2004, S. 69). Ein wichtiges Stop-Signal sind die Lipoxine. Sie werden in der
von der Lipoxygenase katalysierten Reaktion neben Prostaglandin, Prostazyklin,

Thromboxan A, und Leukotrien aus den Eicosanoiden synthetisiert. Diese erfolgt
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entweder in den Neutrophilen oder uber transzelluldare Biosynthese in den
Thrombozyten. Thrombozyten alleine kdnnen keine Lipoxine produzieren. Heften
sich jedoch Thrombozyten und Leukozyten aneinander, produziert der Leukozyt Uber
die 5-Lipoxygenase Leukotrien A4, welches in den Thrombozyt Ubertragen und dort
von dessen 12-Lipoxygenase in Lipoxin A4 und B4 umgewandelt wird. Klinische und
experimentelle Wundheilungsstudien haben gezeigt, dass ein frihes Auftreten von
Prostaglandinen und Leukotrienen mit einer neutrophilen Infiltration einhergenht.
Anschlieend erfolgt die Lipoxin-Biosynthese, die zu einem Rilckgang und
schlieRlich zur Beendigung der Inflammationsreaktion fuhrt (Goetzl, E.J., et al., 1998,
S. 1589; Serhan, C.N., et al., 2004, S. 69).

Proliferative Phase

Die proliferative Phase mit den Vorgangen der Epithelisierung, der Angiogenese und
der provisorischen Matrixbildung lauft zwischen dem 5. und dem 14. Tag ab
(Broughton, G., et al., 2006, S. 12). Die Epithelisierung beginnt bereits kurze Zeit
nach der Verletzung mit der Proliferation der epithelialen Zellen am Wundrand, um
eine Schutzbarriere gegen Flussigkeitsverlust und weitere bakterielle Besiedlung zu
bilden (Broughton, G., et al., 2006, S. 12). Die Epithelisierung wird zunachst durch
die inflammatorischen Zytokine IL-1 und TNF-o stimuliert, welche die KGF-
Genexpression in Fibroblasten hochregulieren. Fibroblasten synthetisieren und
sezernieren daraufhin KGF-1, KGF-2 und IL-6, die wiederum benachbarte
Keratinozyten dazu anregen, ins Wundgebiet zu migrieren, dort zu proliferieren und
sich in epidermale Zellen zu differenzieren (Xia, Y.P., et al., 1999, S. 431). Beim
Menschen scheint das KGF-2 die wichtigste Rolle in diesem Prozess zu spielen
(Jimenez, P.A., etal., 1999, S. 238).

Die Regulation der Angiogenese erfolgt Uber die Expression von VEGF in
Keratinozyten, die durch IL-1 sowie TNF-a aus Makrophagen und TGF-$1 und KGF-
2 aus Fibroblasten zur VEGF-Expression stimuliert werden. Die Endothelzellen
intakter Venolen werden durch VEGF zur Bildung neuer Kapillaren angeregt. Bei
Hypoxie im Wundgebiet bilden die Endothelzellen NO, welches zusatzlich die VEGF-
Produktion erhoht. Steigende NO-Konzentrationen schitzen somit das neu gebildete
Gewebe vor toxischen ischamischen Effekten und I6sen eine Vasodilatation aus
(Witte, M.B., et al., 2002, S. 406).
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Die Matrixproduktion wird hauptsachlich von den Fibroblasten ibernommen. PDGF
und EGF aus Thrombozyten und Makrophagen fuhren dazu, dass Fibroblasten aus
dem umgebenden Gewebe in das Wundgebiet einwandern, aktiviert werden,
Kollagen synthetisieren und proliferieren. Das von Makrophagen sezernierte TGF-3
regt die bereits im Wundgebiet lokalisierten Fibroblasten zur Umwandlung in
Myofibroblasten an, um eine Kontraktion der Wunde zu erreichen. Als Reaktion auf
PDGF beginnen Fibroblasten, eine provisorische Matrix aus Typ Il Kollagen,
Glykosaminoglykanen und Fibronektin zu bilden (Broughton, G., et al., 2006, S. 12).
Die Matrixproduktion wird durch TGF-f gesteuert, welches zwischen dem 7. und dem
14. Tag seinen hochsten Spiegel erreicht und zusatzlich den Abbau der
extrazellularen Matrix verhindert. TGF-$ fuhrt in Fibroblasten zu Typ |
Kollagensynthese, herabgesetzter Metalloproteinasen-Expression, verstarkter
Bildung von Metalloproteinase-Inhibitoren und gesteigerter Synthese von
Zelladhasionsproteinen (Goldman, R., 2004, S. 24). Abbildung 2.3 zeigt die

Zusammensetzung der Wundmatrix im zeitlichen Verlauf.

Phases of wound healing

Inflammation Collagen |

Fibronectin

h

Collagen |}|:‘;

Wound Breaking
Strength

Relative Concentration

0o 2 4 6 8 10 12 14 16
Postwound Day

Abb. 2.3: Die Zusammensetzung der einzelnen Komponenten der Wundmatrix im zeitlichen Verlauf
in einer Darstellung nach Witte et al. (Witte, M.B., et al., 2002, S. 408).

24



Die WUNDE

Reparative Phase

Reparations- und Remodellingvorgange finden ab dem siebten Tag nach der
Verletzung statt und kénnen bis zu einem Jahr andauern (Broughton, G., et al., 2006,
S.12).

Zu Beginn des Wundheilungsprozesses ist die Matrix hauptsachlich aus Fibrin und
Fibronektin aufgebaut, welche einerseits aus den Vorgangen der Hamostase
stammen und andererseits von Makrophagen freigesetzt werden (Broughton, G., et
al., 2006, S. 12). Diese zufallige Ansammlung von Glykanen bildet ein provisorisches
GerUst fur die neue Matrix, wird jedoch im weiteren Verlauf von den
Metalloproteinasen, welche durch die sich verandernden Konzentrationen an TGF-4,
PDGF, IL-1 und EGF beeinflusst werden, durch eine festere und organisierte Matrix
aus Kollagen ersetzt. Ist die Matrix zu Beginn der Wundheilung noch dinn und
nachgiebig, was den Fibroblasten, Neutrophilen, Lymphozyten und Makrophagen die
muhelose Fortbewegung durch diese hindurch erlaubt, so wird sie mit dem weiteren
Fortschreiten des Wundheilungsprozesses aufgrund der Kollagenfibrillen zunehmend
fester (Broughton, G., et al., 2006, S. 12). In der frihen Phase hangen die
Remodelling-Prozesse von der Migration der Zellen durch die Matrix und der
Proteolyse der Matrixproteine ab. Ist jedoch der Zustand der isometrischen
Spannung erreicht, das heil3t, dass die von extern einwirkenden mechanischen
Krafte mit der Zellkontraktion so im Gleichgewicht stehen, dass es zu keiner
Langenanderung der Zelle kommt, veranlasst die Lysophosphatidsaure die
dendritischen Aste der Fibroblasten zur Kontraktion. Die Lysophosphatidséure ist ein
im Gewebe und im Serum von Saugetieren haufig vorkommendes Protein, welches
wahrscheinlich aus aktivierten Thrombozyten freigesetzt wird (Eichholtz, T., et al.,
1993, S. 677; Goetzl, E.J., et al.,, 1998, S. 1589). Um die Kontraktilitat weiter zu
erhohen, differenzieren sich die Fibroblasten unter dem Einfluss von TGF-§ zu
Myofibroblasten. Die Differenzierung wird durch die Zellinteraktion mit einer alternativ
gesplitteten Form des Fibronektins ausgeldst, wodurch der Fibroblast die Expression
des a-smooth-muscle-actin Isotyps, welcher in engem Zusammenhang mit der
Zellkontraktilitat steht, erhoht. Mechanische Entlastung fuhrt zu Apoptose der
Myofibroblasten sowie zu verminderter Kollagensynthese und letztendlich zur
Heilung der Wunde. Persistierende mechanische Beanspruchungen schaffen
pathologische Bedingungen im Sinne einer Kontraktur und resultieren in

hypertrophen oder verbreiterten Narben, die durch die weiterhin vorhandenen
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Myofibroblasten und die andauernde Kollagensynthese verursacht werden (Grinell,
F., 2003, S. 264).

Das Kollagennetzwerk in Narbengewebe wird nie dieselbe organisierte Form
annehmen, wie dies in der unverletzten Haut der Fall ist. Auch wird die Festigkeit des
ehemaligen Wundgebietes nie wieder die vollen 100 Prozent erreichen. Nach einer
Woche besitzt die Wunde nur ein Prozent ihrer endgulltigen Widerstandsfahigkeit,
nach drei Wochen sind es circa 30 Prozent und nach drei Monaten und spater circa
80 Prozent (Broughton, G., et al., 2006, S. 12).

2.3.2. Wundheilungsstorungen

Storungen der Wundheilung sind dadurch gekennzeichnet, dass die einzelnen
Phasen aufgrund von Storfaktoren zeitlich verzogert sind und sich die Dauer der
Zwischenphasen verlangert. Eine gesteigerte Inflammationsreaktion flhrt hierbei zu
einer verstarkten Bildung eines minderwertigen Granulationsgewebes in der
Proliferationsphase, woraus ein UberschieRendes Remodeling resultiert. Die Folge ist
ein funktionell und bzw. oder asthetisch schlechteres Endergebnis.

Wundheilungsstérungen werden anhand ihrer Atiologie in lokale, d. h. von den
vorherrschenden Wundverhaltnissen ausgehende Stérungen und systemische
Stoérungen, die aufgrund einer vorbestehenden Grunderkrankung wie beispielsweise
einer Koagulopathie entstehen, eingeteilt. Aullerdem unterscheidet man septische
und aseptische sowie akute und chronische Komplikationen. Hypertrophe Narben
und Keloide zahlen zu den chronischen Wundheilungsstérungen. Die haufigsten
Ursachen fir Stérungen des Wundheilungsprozesses sind Nachblutungen,
Infektionen, Nekrosebildung, Wunddehiszenzen und Fremdkorperreaktionen oder

Kombinationen aus mehreren dieser Faktoren (Weise, K., et al., 2000, S. 109).
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24, Die Hauttransplantation

Die Hauttransplantation ist eine unverzichtbare Methode zur Wiederherstellung von
traumatischen oder iatrogenen Hautdefekten sowie zur funktionellen und
asthetischen Korrektur ausgedehnter Narben. Es werden die Spalthaut- und die

Vollhauttransplantation unterschieden.

241. Spalt- und Vollhauttransplantate

Die Technik der Spalthauttransplantation ist weltweit eine der am haufigsten
angewendeten Methoden zum Verschluss groferer Wundflachen. Als Pionier hatte
Reverdin 1869 kleine, dunne Kutislappchen verpflanzt (Reverdin, J., 1869, S. 511).
Ollier erzeugte 1872 erstmals auch gréRere Epidermistransplantate (Ollier, L., 1872,
S. 243). Die von ihm beschriebene Technik wurde durch Thiersch in den Folgejahren
standardisiert (Thiersch, C., 1874, S. 318). Anhand der Dicke des Transplantates
werden vier verschiedene Spalthauttransplantate unterschieden (siehe Tabelle 2.1).
Das funktionelle und asthetische Ergebnis einer Spalthauttransplantation hangt in
erster Linie von der Dicke des Transplantates ab. Spalthauttransplantate, welche die
Epidermis und einen Anteil der Dermis umfassen, werden in der Regel gut
angenommen, wohingegen Vollhauttransplantate, welche die Epidermis und die
gesamte Dermis einschlie3en, nur dann problemlos einheilen, wenn sie relativ klein
sind und so durch Diffusion versorgt werden kdnnen (Andreassi, A., et al., 2005, S.
332). DUnne Spalthauttransplantate vom Typ Thiersch-Ollier weisen eine gute
Einheilung auf, bieten aber schlechtere Deckungseigenschaften, da die sehr dinne
Haut nur wenig widerstandsfahig ist und aufgrund der fehlenden Anteile der Dermis
haufig einer Retraktion unterliegt. Mit mittleren und dicken Spalthauttransplantaten ist
die Qualitat der Defektdeckung sehr gut, die Haut ist resistenter und weniger anfallig
fur eine Schrumpfung (Stephenson, A.J., et al., 2000, S. 397).

27



DIE HAUTTRANSPLANTATION

Art des .
Transplantats Spenderregion Transplantatannahme

Thiersch-Ollier

(0,15 0,3 mm) Restitutio ad integrum gut; anschlieRende Retraktion
Blair-Brown Restitutio ad intearum ziemlich gut; anschlieRende
(0,3 — 0,45 mm) 9 Retraktion

Aseptische und gut
vaskularisierte
Empfangerregion erforderlich;

Spontane Heilung mit
(0 45Pzidog<gttmm) anschlielender Bildung von

Narbengewebe moderate Retraktion
Wolfe-Krause Chirurgische Versorgung Va Sirlf;rriggfusnehrfggttieine
(> 0,6 mm) notwendig Retrakt%)n

Tab. 2.1: Die verschiedenen Hauttransplantate im Vergleich hinsichtlich der Reparaturprozesse der
Spenderregion, der Transplantatannahme sowie der Vorgange bei der Einheilung nach
Andreassi et al. (Andreassi, A., et al., 2005, S. 335).

Wegen der entstehenden Narben sollte die Spalthauttransplantation lediglich bei
tiefen, alle Hautschichten umfassenden Verbrennungen, bei ausgedehnten
Hautdefekten aullerhalb des Gesichts und bei Verletzungen, bei denen die
Empfangerstelle nur sparlich vaskularisiert ist (zum Beispiel trophische Beinulzera),
angewendet werden. Die Spalthautspendestelle (sog. Donor site, sieche Abb. 2.4) ist
postoperativ schmerzhaft, der Wundschmerz kann die Wundheilung und die
Lebensqualitat beeintrachtigen sowie zu einem zusatzlichen Bedarf an Analgetika
fuhren.
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Abb. 2.4: Spalthautentnahmedefekt am rechten Oberschenkel. Die erkennbaren Blutungsstellen
leiten sich von eroffneten dermalen GefaRen ab. Die postoperative Reepithelisierung erfolgt
einerseits von den Wundréandern aus, andererseits von in der verbliebenen Dermis enthal-
tenen Hautanhangsgebilden (in erster Linie Haarfollikeln) und schreitet mit ca. 1 mm pro

Tag voran.

Vollhauttransplantate beinhalten die Epidermis sowie das Korium inklusive der darin
enthaltenen Hautanhangsgebilde. Bei der Entnahme eines Vollhauttransplantates ist
darauf zu achten, dass das Hautkolorit und die Hauttextur der donor site in ihren
Eigenschaften mdglichst weit mit denen der Empfangerregion tUbereinstimmen. Wird
dies gewahrleistet, so kann ein funktionell und asthetisch ansprechender
Defektverschluss erreicht werden. Die Vollhauttransplantation wird vor allem in
Bereichen eingesetzt, in denen das zur Verfigung stehende Gewebereservoir fur
eine lokale Lappenplastik nicht ausreichend ist (Petres, J., et al., 2006, S. 216). Sie
ist besonders gut fur die Wiederherstellung von Hautdefekten im Bereich der Schlafe,
der Nase, des auReren Ohrs und der distalen Extremitaten geeignet (Ratner, D., et
al., 1998, S. 75; van Zuijlen, P.P., 2000, S. 615). Diese Empfangerstellen zeichnen
sich durch die feste Unterlage aus, welche eine optimale Transplantateinheilung mit
adaquater Niveauangleichung und minimaler Schrumpfungstendenz gewahrleistet.
Ein  entscheidender  Faktor fir die einwandfreie  Annahme  eines
Vollhauttransplantates ist aulRerdem eine suffiziente Vaskularisierung der
Empfangerstelle. Dementsprechend sollte das Vollhauttransplantat ohne

Uberschussiges Fettgewebe entnommen werden, um zusatzliche
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Diffusionshindernisse zu minimieren. Als Donorareale fur Vollhauttransplantate im
Gesichtsbereich eignen sich besonders die supraclaviculare und die retroaurikulare
Region, da hier eine weitgehende Ubereinstimmung der Hauteigenschaften zwischen
Spender- und Empfangerregion besteht. Zur Defektdeckung im Bereich der
Extremitaten oder der Phalangen bieten sich die inguinalen oder axillaren Hautfalten
als Entnahmestellen an (Petres, J., et al., 2006, S. 216).

Der Fokus der folgenden Untersuchungen soll auf der Rekonstruktion von

Spalthautdefekten liegen.

24.2. Pathophysiologie der Hauttransplantate

Der Vorgang der Vereinigung des Transplantats mit der Empfangerstelle wird als
Transplantatannahme bezeichnet. Neben der immunologischen Kompatibilitat sind
die essentiellen Voraussetzungen fur die Transplantatannahme die Fahigkeit der
Empfangerregion, eine Gefalieinsprossung in das Transplantat (Neoangiogenese)
sowie eine gute Anheftung des Transplantats an die Empfangerstelle und eine
sorgfaltige Immobilisierung des Transplantats zu ermdglichen.

Um eine Transplantatannahme zu gewahrleisten, darf die Empfangerregion nicht
infiziert oder Ubermal3ig exsudativ sein. Jegliche Ansammlung von Exsudat oder Blut
unter dem Transplantat gefahrdet dessen Einheilung, da es die Haftung an der
Empfangerregion und die Penetration neu gebildeter Kapillaren erschwert. Befindet
sich die Empfangerregion in der Nahe eines Gelenks, so muss dieses adaquat
verbunden und immobilisiert werden, um eine mechanische Ablésung zu verhindern.
Daher hat es sich bewahrt, nach dem Aufbringen des Transplantates einen
Kompressionsverband anzulegen, welcher den engen Kontakt des Transplantates
mit dem darunter liegenden GefalRbett und die komplette Immobilisierung
gewabhrleistet. Je nach Lokalisation und Grofde des Transplantates kdnnen elastische
Bandagen, Schwamme, Baumwolle oder Mullkompressen, welche mit Nahten
befestigt werden, angewendet werden. Der Vorgang der Transplantateinheilung ist
identisch mit dem der Wundheilung. Der 24 bis 48 Stunden anhaltenden initialen
Imbibitionsphase, die der Inflammationsreaktion entspricht, folgt die

Revaskularisationsphase von funf bis sieben Tagen Dauer, welche der Fibroplasie
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ahnelt, und schliellich die Adaptationsphase mit den Vorgangen der Retraktion und
Dehnung. Die anfangliche Haftung zwischen Transplantat und Empfangerregion ist
auf ein Fibrinnetzwerk zurtckzufihren, wohingegen die Ernahrung des Gewebes
durch das Exsudat aufrechterhalten wird. Kapillaren, welche sich auf das
Transplantat zu bewegen, schlie3en an das Gefal3netz an oder revaskularisieren das
Gewebe direkt. Ist die Vaskularisierung vollendet (in der Regel nach funf bis sieben
Tagen), so kann davon ausgegangen werden, dass das Transplantat angenommen
wurde und der Kompressionsverband kann entfernt werden (Andreassi, A., et al,,
2005, S. 332; Stephenson, A.J., et al., 2000, S. 397).

Anschlieend beginnt die Adaptationsphase, in der das Transplantat zunachst einer
Retraktion und nach ein bis zwei Monaten einer Dehnung ausgesetzt ist. In dieser
Phase erfolgt auch die Reinnervation des Transplantats, auflerdem kdnnen
Veranderungen der Pigmentierung auftreten.

Klinisch ist das Transplantat zunachst blass und weil3lich, aber die darauf folgende
rotliche Farbung und feste Haftung an der Empfangerregion weisen auf eine
Transplantatannahme hin. Die Vorgange der Transplantateinheilung sind auf3erst
empfindlich und dementsprechend kénnen Grunderkrankungen wie Diabetes oder
Arteriopathien diese erschweren. Zu den lokalen Faktoren, die eine
Transplantatannahme behindern  kdnnen, zahlen Infektionen, Ubermalige
Exsudation, Hdmatome und alle Veranderungen der Empfangerregion, welche die
Moglichkeit einer Revaskularisierung gefahrden, wie zum Beispiel eine
Radiodermatitis oder nekrotische Areale (Andreassi, A., et al., 2005, S. 332).

243. Versorgung von Spalthautentnahmestellen

Behandlungsstrategien zur Versorgung von Spalthautentnahmestellen beinhalten
nach Dornseifer et al. eine moglichst schnelle Abheilung, die Vermeidung von
Wundinfektionen, maximalen Tragekomfort fir den Patienten, madglichst geringe
Schmerzsensationen, geringe Materialkosten sowie mdglichst wenig arztlichen und
pflegerischen Arbeitsaufwand (Dornseifer, U., et al., 2011, S. 918).

Derzeit gibt es noch keinen Konsens uber das Management von

Spalthautentnahmestellen. Systematische Ubersichtsarbeiten aus den Jahren 1998
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(Rakel, B. A., et al., 1998, S. 174) und 2003 (Wiechula, R., 2003, S. 9) verglichen die
gangigsten  Wundauflagen hinsichtlich  Abheilungszeit, = Wundinfektionsrate,
Schmerzempfindung, Exsudationsrate und Kosten.

Als haufigste Behandlungsstrategie wird in der Literatur diejenige mit
semipermeablen Wundfolien aus Polyurethan, wie beispielsweise OpSite® (Smith
and Nephew, Hull, GroBbritannien) oder Tegaderm® (3M, St. Paul, Minnesota, USA)
erwahnt. Diese Methode diente daher in der vorliegenden Studie als
Vergleichsstandard. Die wasserdichten Folien schitzen die Wunde vor Keiminvasion
und kénnen Uberschussige Flussigkeit vom Wundgrund in Form von Wasserdampf
nach aullen abgeben. Sie sind transparent und lassen initial eine gute
Wundbeurteilung zu, kdnnen jedoch keine Flissigkeit aufnehmen (Voggenreiter, G.,
et al., 2009, S. 36). Daher besteht ihr signifikantester Nachteil in der unkontrollierten
Exsudatansammlung und moglicher Leckage mit Austritt von Blut und
WundflUssigkeit (Abb. 2.5). Dies fuhrt zu einer erhdhten Infektionsrate, zu Diskomfort
seitens des Patienten und einem erhdhten Arbeitsaufwand bei Pflege und
Arzteschaft (Dornseifer, U., et al., 2011, S. 918). Gleichwohl (berzeugen
Polyurethanfolien (PU-Folien) im Vergleich zu anderen Wundauflagen durch eine
schnelle Abheilung, geringen Preis und geringe Schmerzsensationen beim
Patienten. In einer Ubersichtsarbeit wird die Rate an Wundinfektionen mit 3%
angegeben (Rakel, B. A., et al., 1998, S. 174).

Abb. 2.5: Mit Polyurethan-Wundfolie versorgte Spalthautentnahmestelle am rechten Oberschenkel.
Die deutlich erkennbare Ansammlung von Wundexsudat hinter der Folie erschwert eine
Beurteilung der Reepithelisierung, es besteht zudem das Risiko einer unkontrollierten

Leckage.
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Als weitere Wundauflagen far Spalthautentnahmestellen werden
Hydropolymerverbande (Schaumstoffe), Alginate sowie Fettgazeverbande
beschrieben. Die Materialien werden nachfolgend beschrieben.

Zu den Hydropolymerverbanden zahlen beispielsweise Mepilex® (Mbinlycke,
Goteborg, Schweden) und Allevyn® (Smith and Nephew, Hull, GroRbritannien).
Hydropolymerverbande bestehen aus zwei Komponenten, einer semipermeablen
PU-Folie und einem Polyurethanschaum (PU-Schaum). Die Wirkungsweise der
wasserabweisenden Folie erstreckt sich wie im vorhergehenden Abschnitt
geschildert auf die Flussigkeitsabgabe nach auflen und auf die Vermeidung der
Keiminvasion. Der zusatzliche PU-Schaum ist in der Lage das 150- bis 300-fache
seines Eigengewichtes an Wundsekret aufzunehmen. Dies gewahrleistet ein
feuchtes Wundmilieu, ohne dass Mazerationen entstehen. Dank einer speziellen
Silikonbeschichtung kann das Material atraumatisch entfernt werden und steigert den
Wundkomfort (Voggenreiter, G., et al., 2009, S. 36). Nur eine geringe Anzahl an
Studien zur Verwendung von Schaumverbanden wurde bislang publiziert. In einer
vergleichenden Studie mit einer Kalziumalginatauflage zeigte ein Schaumverband
tendenziell Vorzige in der Abheilung und im Patientenkomfort. Allerdings erwiesen
sich die Werte als nicht statistisch signifikant (Vaingankar, N. V., et al., 2001, S. 289).
Kalziumalginat-Verbéande wie beispielsweise Kaltostat® (Convatec, New York, United
States) bilden nach Kontakt mit natriumhaltigen FlUssigkeiten wie Blut und
Wundssekret ein Gel. Dieses gewabhrleistet ein idealfeuchtes Wundmilieu, Exsudat,
Keime und Detritus werden ebenfalls durch die trockenen Fasern absorbiert. Im
Rahmen der Gelbildung erfahrt die Wunde einen reinigenden Effekt, die Auflage
kann atraumatisch entfernt werden. Aufgrund ihrer hamostyptischen Wirkung sind
Alginatkompressen besonders fur Spalthautentnahmestellen geeignet (Voggenreiter,
G., et al,, 2009, S. 27). Im Vergleich mit anderen Wundauflagen beschleunigten
Kalziumalginate die Abheilung der Spalthautentnahmestelle am wirksamsten.
Allerdings zeigten sie mit 11% die zweithochste Rate an Wundinfektionen und
verursachten deutlich hdhere Kosten als Wundfolien und Fettgazen. Die Qualitat der
abgeheilten Wunden erwies sich denjenigen, welche nach einer Gazeverband-
Therapie beobachtet wurden, als Uberlegen (Rakel, B. A., et al., 1998, S. 174).

Zu den Fettgaze-Verbanden zahlen unter anderem Adaptic® (Johnson & Johnson,
New Brunswick, New Jersey, USA) und Jelonet® (Smith and Nephew, Hull,

Grol3britannien). Die Wundauflagen bestehen aus einem Baumwoll- oder
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Kunstfasernetz, welches mit lipoiden Stoffen impragniert ist. Die Wunde wird
ruckgefettet, wovon besonders epithelialisierende Wunden profitieren (Voggenreiter,
G., et al, 2009, S. 27). Gegenuber anderen Wundauflagen, in erster Linie
Wundfolien, ist die Abheilung der Wunde verzogert. Aufgrund haufigerer
Verbandwechsel erweist sich die Qualitat des entstandenen Epithels als rauher und
dunner, auf der Schmerzskala ergaben sich fur Fettgazen die ungunstigsten Werte.
Allerdings verursachen Fettgazen die geringsten Materialkosten aller analysierten
Wundauflagen, die Wundinfektionsrate liegt bei ca. 6% (Rakel, B. A., et al., 1998, S.
175).

Aus diesen Ausfuhrungen wird deutlich, dass bislang keine ideale Wundauflage zur
Abdeckung von Spalthautentnahmestellen existiert. Amnionmembran, die bereits vor
rund 100 Jahren aufgrund ihr zugeschriebener epithelisierungsfordernder
Eigenschaften als Hautersatz verwandt wurde, scheint in einer inzwischen
erhaltlichen neuartigen (kryokonservierten) Aufbereitung eine interessante

Alternative zu verfugbaren Materialien darzustellen.
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2.5. Die Schweinehaut als biologisches Modell fur die

Wundheilung des Menschen

Die Frage nach den Moglichkeiten, welche die Haut der Haussaugetiere als
experimentelles Modell fir die Haut des Menschen bietet, kann nur bedingt
beantwortet werden, zumal das Integument der Haussaugetiere bei vergleichender
Auswertung spezies-spezifische Eigenschaften aufweist, die bei deren Anwendung
bertcksichtigt werden mussen (Meyer, W., et al., 1991, S. 16). Aullerdem wird eine
einheitliche und biologisch korrekte Bewertung der Funktion sowie der Struktur der
Haut durch domestikationsbedingte Veranderungen zusatzlich erschwert (Meyer, W.,
et al., 1991, S. 16). Probleme ergeben sich im experimentellen Modell mit
Labortieren in erster Linie durch das dichte Haarkleid von Hunden, Katzen und
Wiederkauern, welches bestimmte funktionelle und strukturelle Charakteristika
aufweist, die eine Ubertragung experimenteller Ergebnisse auf den Menschen
einschrankt (Meyer, W., et al., 1991, S. 16; Meyer, W., et al., 1978, S. 39; Militzer,
K., 1982, S. 193). Ein Vorteil des Schweinemodells besteht darin, dass die Borsten
weniger dicht sind als das Haarkleid der anderen Haussaugetierarten und diese
somit die Wundauflage in wesentlich geringerem Ausmal} beeintrachtigen.

Bezuglich der Epidermis der Schweinehaut zeigen sich in Bau, Biochemismus und
stoffwechselphysiologischen Aspekten deutliche Ahnlichkeiten zur menschlichen
Haut (Archambeau, J.O., et al., 1984, S. 254; Meyer, W., et al., 1991, S.16; Meyer,
W., 1996, S.178; Wollina, U., et al.,, 1991, S. 87). So umfasst beispielsweise die
Erneuerungsrate der Epidermis beim Menschen einen Zeitraum von 28 Tagen, beim
Schwein 30 Tage, die Passage der vitalen Epidermis betragt beim Menschen 13
Tage, beim Schwein 10 bis 14 Tage. Die Dicke der menschlichen Epidermis betragt
50-120 wm, die des Schweins 30-140 um, wobei diese stark abhangig von der
Korperregion ist. Ein geeigneteres Mal} ist daher das Verhaltnis der dermalen zur
epidermalen Schichtstarke (Meyer, W., et al., 1978, S. 39). Vardaxis et al. berichten,
dass dieses Verhaltnis beim Schwein zwischen 10:1 und 13:1 liegt und damit
vergleichbar mit den Messwerten menschlicher Haut ist (Vardaxis, N.J., et al., 1997,
S. 601). Weitere Gemeinsamkeiten zeigen sich hinsichtlich der Entwicklung der

epidermalen Barriere (Archambeau, J.O., et al., 1984, S. 254; Meyer, W., 1996,
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S.178; Schwartzendruber, D., et al., 1989, S. 251) und der Permeation verschiedener
Substanzen (Downing, D.T., 1992, S. 301; Squier, C.A., et al., 1985, S. 176). Die
Unterschiede betreffen vor allem die Langerhans-Zellen. Diese sind beim Schwein in
deutlich geringerer Zahl vorhanden und sind abgerundet, das heil3t, sie besitzen
keine zytoplasmatischen Fortsatze. AuRerdem fehlen den Langerhans-Zellen der
Schweinehaut die sog. Birbeck-Granula (Meyer, W., et al., 1991, S.16). Die Birbeck-
Granula sind tennisschlagerformige Zytoplasmaformationen, deren Funktion nicht
endgultig geklart ist. Es wird jedoch angenommen, dass die Birbeck-Granula in die
Peripherie der Langerhans-Zellen migrieren, dort die Freisetzung der Mediatoren in
die extrazellulare Matrix bewirken und somit zur Aktivierung von Lymphozyten
beitragen (Bonetti, M.I., et al., 2011, S. 3983). Neuere Studien zeigen jedoch das
gelegentliche Vorkommen von Langerhans-Zellen, welche keine Birbeck-Granula
besitzen, auch beim Menschen und verdeutlichen, dass somit auch ohne Birbeck-
Koérperchen das Vermodgen zur Antigenprasentation unbeeintrachtigt sein kann
Meyer, W., 1996, S.178).

Auch die Dermis weist zahlreiche strukturelle Gemeinsamkeiten mit dem
menschlichen Integument auf. Diese betreffen vor allem die Anordnung von
Bindegewebselementen und zahlreiche biochemische Parameter. Menschliche Haut
und Schweinehaut gleichen sich nicht nur in Gehalt, Verteilung und Struktur von
Glykoproteinen, Glykosaminoglykanen und Proteoglykanen (King, I.A., et al., 1980,
S. 234; Tsukise, A., et al., 1983, S. 845), sondern auch im Aufbau des Kollagens.
Das Kollagen der Schweinehaut ist hinsichtlich der Aminosdurezusammensetzung
der a4- und der az-Ketten identisch mit dem der menschlichen Dermis (Heinrich, W.,
et al., 1971, S. 63; Meyer, W., 1996, S.178). Dies wird neben den Unterschieden
bezlglich der Langerhanszellen als weiterer Grund fur die sehr geringe antigene
Wirkung der Schweinehaut gegenuber dem Menschen angesehen. Obwohl die
Schweinehaut einen im Vergleich zu anderen Versuchstieren relativ hohen Anteil an
elastischen Fasern zeigt, ist dieser dennoch etwas geringer als in menschlicher Haut
(Sullivan, T.P., et al.,, 2001, S. 66). Auch in funktioneller Hinsicht bestehen
Ahnlichkeiten zwischen Mensch und Schwein, zum Beispiel in Bezug auf die
Lipidzusammensetzung des Stratum corneum (Gray, G.M., et al., 1982, S. 59;
Nicolaides, N., et al., 1968, S. 83).

Die BlutgefaBversorgung ist ebenfalls ahnlich strukturiert. Das Gefalinetz ist so

aufgebaut, dass schnell Warme abgegeben werden kann, allerdings besitzt das
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Schwein zusatzliche vasokonstriktorische Mechanismen, welche eine noch
effektivere Isolation der Korperschale gewahrleisten (Meyer, W., et al., 1991, S.16;
Young, C.M., et al., 1980, S. 182). Weiterhin besitzt die Schweinehaut in Bezug auf
die Ausdehnung der nozizeptiven Felder der polymodalen Nozizeptoren grolde
Ahnlichkeiten mit der menschlichen Haut (Meyer, W., et al., 1991, S.16). Eine
Besonderheit beim Hausschwein stellen die schnell reagierenden Mastzellen dar,
welche eine hohe Stresssensitivitat besitzen. Die Empfindlichkeit dieses
Mastzellsystems ist einerseits rasseabhangig, steht aber auch im Zusammenhang
mit der individuellen Stressbelastung bei in vivo-Versuchen (Meyer, W., et al., 1991,
S.16; Meyer, W., 1996, S. 178; Xu, L.R., et al., 1993, S. 516). Die Haut des
Menschen und die des Schweins heilen physiologischerweise auf ahnliche Art und
Weise. So werden Spalthautwunden durch Reepithelisierungsprozesse wieder
verschlossen, wohingegen Hautwunden kleiner Laborsaugetiere in erster Linie durch
Wundkontraktion heilen (Sullivan, T.P., et al., 2001, S. 66).

Deutliche Unterschiede bestehen jedoch in der Struktur der Hypodermis. Aufgrund
der starken Fetteinlagerung und der relativen Dicke, sowie der massiven
Kompaktheit und ihrer Durchwachsung mit Kollagenfaserbindeln weist die
Hypodermis der Schweinehaut keine ausreichende Vergleichbarkeit mit der
menschlichen Haut auf (Meyer, W., et al., 1991, S.16). Weitere Differenzen zeigen
sich im Haarfollikelkomplex, vor allem bei den apokrinen Schlauchdrisen. Das
glykokonjugatreiche, neutrale Sekret dieser apokrinen Drusen erzeugt beim Schwein
nach der Vermischung mit Sebum auf der Hautoberflache ein anderes Milieu als
beim Menschen, was sich im Haut-pH widerspiegelt. Der pH-Wert menschlicher Haut
erreicht einen Wert von circa 5, der pH-Wert der Schweinehaut liegt zwischen 6 und
7 (Meyer, W., et al.,, 1978, S. 39; Meyer, W., et al., 1991, S.16; Meyer, W., 1996, S.
178; Tsukise, A., et al., 1983, S. 845). Eine wesentliche Schwierigkeit bei
experimentellen Untersuchungen stellt die Tendenz zur Hyper- bzw. Parakeratose
dar, die bei Miniaturschweinen besonders ausgepragt sein kann.

Abbildung 2.6 zeigt den histologischen Vergleich zwischen menschlicher Haut und
der Haut des Schweins (Sullivan, T.P., et al., 2001, S. 66).
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Abb. 2.6: Vergleich der histologischen Gewebearchitektur zwischen menschlicher Haut (links) und
der Haut des Schweins (rechts). Hamotoxylin-Eosin-Farbung zweier Biopsien aus

vergleichbaren Hautregionen (Sullivan, T.P., et al., 2001, S. 68).

Aus dieser Beschreibung ist ersichtlich, dass sich Moglichkeiten zur erfolgreichen
Anwendung der Schweinehaut als Modell fir den Menschen ergeben, wenn
vorzugsweise die Epidermis berucksichtigt wird (Meyer, W., et al., 1991, S.16;
Meyer, W., 1996, S. 178). Demnach wird die Schweinehaut als dermatologisches
Modell fur die Beobachtung von Wundheilungsprozessen bei Hautdefekten aufgrund
von Strahlungseinflissen (Archambeau, J.O., et al.,, 1984, S. 254), durch
Entzindungsprozesse sowie durch chemische, mechanische ( Lawson, V.G., 1985,
S. 230; Wang, T.H., et al.,, 2010, S. 252) und thermische Belastungen (Park, M., et
al., 2008, S. 520) herangezogen.
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3. Material und Methode

3.1. Gewinnung und Praparation der humanen Amnion-
membran

3.1.1. Gewinnung der Plazentae

Nach Prufung und Genehmigung des Versuchsprotokolls durch die Ethik-
Kommission der Ruhr-Universitat Bochum (Registrierungsnummer 2969) wurde allen
Muttern, die ihre Plazenta zur Verfugung stellen wollten, ein Aufklarungsbogen
vorgelegt. Als Einschlusskriterien galten folgende Parameter:

- geplante Sectio bei einer gesunden Patientin

- Erst- oder Zweitpara.

Nach Einverstandniserklarung der Patientin wurde am Vortag der Sectio ein
serologisches Screening auf Hepatitis B, Hepatitis C, HIV und Syphillis durchgefihrt,
da positive Testergebnisse ein Ausschlusskriterium darstellten. Die Plazentae
wurden im Zeitraum von Dezember 2007 bis Februar 2008 in der Frauenklinik des
Marienhospitals Witten (Leitung: Prof. Dr. Hatzmann) nach erfolgter Sectio steril
gewonnen. Nach Abtrennen der Nabelschnur und Abklemmen des Nabelstumpfs mit
einer Kornzange wurde die Plazenta unter sterilen Bedingungen mit Ringerl6sung
gewaschen und mit der Nabelschnur und den fetalen Membranen in eine sterile
Organbox verpackt. AnschlieBend wurde die Plazenta mit 500ml PBS-Losung,
welcher 5ml einer Penicillin/Streptomycin-Lésung zugesetzt war, gewaschen und

direkt zur Praparation ins Labor transportiert.

3.1.2. Praparation der humanen Amnionmembran

Die Praparation der HAM erfolgte unter einer “Laminar flow Hood“ (HS 12°, Heraeus
Herasafe). Die Arbeitsflache wurde mit einem saugfahigen Material (Molinea®,
Hartmann, Heidenheim, Deutschland) ausgelegt und anschliel3end steril abgedeckt

(Foliodrape®, Hartmann, Heidenheim, Deutschland). Nach einem initialen Einschnitt
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wurde die HAM stumpf vom Chorion geldst. Mit einem sterilen Einmalskalpell wurden
aus der Amnionmembran einzelne Membransticke einer Grofle von 5x5 cm
zurechtgeschnitten. Diese wurden mit der epithelialen Seite nach oben Uber Nahte
jeweils an den Ecken auf einem Nitrocellulose-Tuch (Raucocel®, Lohmann-

Rauscher, Rengsdorf, Deutschland) fixiert.

3.1.3. Herstellung des Konservierungsmediums

Zunachst wurden 250 ml DMEM (Dulbeccos Modified Eagle Medium®, J-R Scientific,
Woodland, USA), 5 ml Penicillin/Streptomycin-Lésung und 5ml Amphotericin B
gemischt und steril filtriert. Jeweils 20 ml dieser Mixtur wurden in ein Falcon-Tube
geflllt. AnschlieBend wurde das Falcon-Tube mit steril filtriertem Glycerin
(Rotipuran® 86%, p.a., Roth, Karlsruhe, Deutschland) auf 40ml aufpipettiert. Daraus

konnte Konservierungslosung fur dreizehn Tubes zu jeweils 40ml gewonnen werden.

3.2. Kryokonservierung der Amnionmembran

Die Membran-Patches wurden mit einer sterilen Pinzette in die Tubes gegeben,
wobei darauf geachtet wurde, dass das Amnionepithel in Richtung des Mediums
ausgerichtet wurde, um eine Beruhrung der Wand des Tubes zu verhindern. Die
Roéhrchen wurden bei -80°C flr circa ein bis drei Monate bis zum Versuchsbeginn
gelagert. 30 Minuten vor der Operation wurden die tiefgefrorenen Membranen in den
Tieroperationssaal gebracht und in einem 28° warmen Wasserbad langsam

aufgetaut.

3.3. Das Tiermodell

Vier mannliche, kastrierte, sechs Monate alte Berliner Minischweine (Fa. Schlesier,
GroBBerkmannsdorf, Deutschland) wurden fur die Durchfihrung der Versuche

herangezogen. Das Ausgangsgewicht der Tiere lag zwischen 24 und 31 kg
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(durchschnittlich 27,6 kg). Die Schweine wurden gemafR den internationalen
Richtlinien fur Labortiere gehalten und waren in der Versuchstierhaltung des
.Berufsgenossenschaftlichen Forschungsinstitutes flr Arbeitsmedizin“® (BGFA) der
Ruhr-Universitat Bochum untergebracht. Die Fitterung der Tiere (Sniff®-Tierfutter,
Fa. Plunge, Soest, Deutschland) erfolgte zweimal taglich durch das zustandige
Fachpersonal, Wasser stand den Tieren ad libitum zur Verflugung. Taglich wurden
die Stalle gereinigt und das Stroh erneuert. Vor Versuchsbeginn wurde den
Schweinen eine einwdchige Eingewdhnungszeit in ihrer neuen Umgebung gewahrt.
In den Stallungen wurde ein Tag-Nacht-Rhythmus mit 12 Stunden Beleuchtung und
12 Stunden Dunkelheit eingehalten, die Luftfeuchtigkeit betrug 65% bei
Raumtemperatur. Das Protokoll des Tierexperiments wurde durch das Landesamt
fur Natur-, Umwelt- und Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen/Deutschland
uberpruft und die Erlaubnis zur Versuchsdurchfuhrung von der zustandigen Behorde
erteilt (Aktenzeichen Nr. 9.93.2.10.32.07.152). Das im Folgenden beschriebene
Versuchsprotokoll entspricht in vollem MalRe den internationalen Richtlinien fur

Versuchstiere.

3.4. Operationsdurchfiihrung

3.41. Erstellung der Hautdefekte

Die Operationen zur Erstellung der Hautdefekte wurden von erfahrenen Mund-Kiefer-
Gesichts-Chirurgen im Januar 2008 durchgefihrt. An vier aufeinander folgenden
Tagen erfolgte die Operation von jeweils einem Tier in Intubationsnarkose. Zur
Pramedikation wurden den Tieren 10 mg Ketamin-ratiopharm® (Ratiopharm, Ulm,
Deutschland), 0,05mg Atropin (Braun, Melsungen, Deutschland) und 1mg
Midazolam® (DeltaSelect, Miinchen, Deutschland) intramuskular verabreicht. Vor
jeder Operation wurden die Tiere gewogen und die Korpertemperatur gemessen.
Nachdem die Schweine rasiert und abgewaschen sowie steril abgedeckt
(Foliodrape®, Hartmann, Heidenheim, Deutschland) worden waren, wurden die 4x4
cm groBen Defekte in gleichmaRiger Verteilung auf dem Ruicken der Tiere
eingezeichnet und nummeriert. Um die physiologische Korpertemperatur der
Schweine (37,0°C bis 37,5°C) aufrecht zu erhalten, wurden sie auf einem gewarmten

OP-Tisch platziert. Uber einen peripheren vendsen Zugang in einer Ohrvene wurde
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dem Tier 4cc/kg NaCl pro Stunde zugefuhrt. Die Anasthesie wurde zunachst mit
einem Isofluran 1,5-3Vol% Sauerstoff-Gemisch (Forene®250ml, Abbott, Wiesbaden,
Deutschland) aufrecht erhalten. Nach Ruckenlagerung des Tieres auf dem OP-Tisch
erfolgten Intubation und kinstliche Beatmung durch einen erfahrenen Anasthesisten.
Als Schmerzmedikation erhielten die Tiere 2ml Fentanyl® (Curamed Pharma GmbH,
Karlsruhe, Deutschland) intravends, eine antibiotische Prophylaxe wurde nicht
verabreicht. In Bauchlage wurde zur spateren Beurteilung der Wundkontraktion eine
zusatzliche Umrandung des Defekts in 1 cm Abstand tatowiert. Es wurden Spalthaut-
und Vollhautdefekte gesetzt. Bei den Vollhautdefekten wurde mit einem Skalpell die
gesamte Haut inklusive des subkutanen Fettgewebes bis auf die Muskelfaszie, d.h.
eine Schichtdicke von 1,5 bis 2 cm, prapariert. Daraufhin wurden innerhalb der
eingezeichneten Grenzen jeweils 4 Spalthautdefekte pro Tier mit einer Schichtdicke
von 0,7 mm mittels eines portablen, sterilisierten Dermatoms (Acculan®3Ti
Dermatom; Aesculap AG, Tuttlingen, Deutschland) gesetzt. Weitere
Spalthauttransplantate zur spateren Wunddeckung wurden von der Paraspinalregion
der Tiere gewonnen. Bei drei Tieren wurden insgesamt 14 Wunden gesetzt, wobei
jeweils 7 Defekte auf jeder der beiden Korperhalften prapariert wurden. Bei dem
vierten Schwein wurden aufgrund der geringeren Koérpergrofde nur 10 Wunden
angelegt. Insgesamt wurden 40 Vollhautwunden und 12 Spalthautwunden gesetzt.
Abbildung 3.1 zeigt die klinische Situation bei Schwein B, nachdem die Defekte

gesetzt worden waren.

Abb. 3.1: Klinische Situation bei Schwein B nach Defektsetzung. Die hier sichtbaren Vollhautdefekte

wurden im Rahmen einer anderen Arbeit evaluiert.
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Zur postoperativen Analgesie wurde den Tieren ein Fentanyl®-Pflaster (Hexal,
Holzkirchen, Deutschland) mit einem Release von 12 Mikrogramm/Stunde auf das
rechte Ohr geklebt.

3.4.2. Versorgung der Hautwunden

Bei allen Schweinen wurden von jeder Wundart jeweils zwei gleichartige Wunden,
also insgesamt 4 Spalthautwunden pro Schwein gesetzt. Die Verteilung der
Wundarten auf dem Ricken des Tieres sowie die Zuordnung der
Deckungsmaterialien zu den Wunden erfolgten randomisiert. Zwei Spalthautwunden
je Schwein wurden mit einschichtiger kryokonservierter HAM versorgt. Die HAM
wurde eine halbe Stunde vor der Operation aufgetaut, steril mit NaCl gespult und
standig feucht gehalten. Nach Auflegen der HAM auf die Wunde wurde diese mittels
5-0 Naht (Ethilon®, Ethicon, Norderstedt) an den Wundrandern fixiert. Die anderen
beiden Spalthautwunden je Schwein wurden mit einer semipermeablen Polyurethan-
Wundfolie (OpSite™, Smith and Nephew, Hull, GroRbritannien) als Kontrolle
versorgt.

Abbildung 3.2 zeigt beispielhaft die klinische Vorgehensweise bei Transplantation

des Amnionpatches auf eine Spalthautwunde.

Abb. 3.2: Auflage von kryokonservierter humaner Amnionmembran auf porcine Spalthautentnahme-
stelle. Die Fixierung der Membran erfolgte nach deren Auflage auf dem Defekt mit Ethilon

5-0 Nahtmaterial (siehe Einzelknopfnaht rechts).
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3.5. Wundkontrolle und Probengewinnung

Die Wunden wurden regelmafig kontrolliert und Verbandswechsel mit Paraffingazen
(Jelonet®, Smith & Nephew, Hull, UK), welche mit elastischen Tapes und Binden
befestigt wurden, je nach Bedarf alle zwei bis drei Tage durchgefuhrt. Der
Wundverlauf wurde mit einer Digitalkamera (DMC-FZ4®, Panasonic, Matsushita
Electric Industrial Co., Osaka, Japan) dokumentiert. Die Probenentnahmen erfolgten
am 5., 7., 10., 20., 40. und 60. postoperativen Tag. Die Entnahme der 5 mm tiefen
Stanzen (Durchmesser 6 mm) erfolgte mittels einer standardisierten Stanze (Pfm
Pr.F.D. Medizin AG, Carlsbad, USA) in Sedierung des Tieres. Die Stanzen wurden
mittig aus jeweils einem Quadranten der Wunde ausgestanzt. Alle Stanzproben
wurden direkt nach Entnahme in einer 4%-igen Formalinldsung eingelegt. Die
Gewebeproben wurden histologisch hinsichtlich der Kriterien der Reepithelisierung,
der Gewebearchitektur und der Zusammensetzung des Narbengewebes beurteilt.
Immunhistologisch wurden die Angiogenese, die Zellproliferation sowei ebenfalls die

Narbenbildung untersucht. Die VH-Defekte wurden in einer anderen Studie evaluiert.

3.6. Finalisierung

Alle Tiere wurden am Finaltag des Versuches nach Entnahme der letzten
Stanzprobe am 60. Tag nach der Erstoperation euthanasiert. Zunachst wurden sie
hierfir in Allgemeinnarkose gelegt und anschlieRend mit T 61° (Intervet GmbH

Deutschland, Unterschleil3heim, Deutschland) eingeschlafert.

3.7. Histologische Probenaufarbeitung

Die Stanzproben wurden im pathologischen Institut der Technischen Universitat
Muanchen in Paraffin waagrecht eingebettet und 4 ym dick geschnitten. Die HE-
Farbung zur Darstellung der Zellinfiltration und Gewebsarchitektur sowie die EvG-

Farbung zur Darstellung der elastischen Fasern erfolgten ebenfalls im
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pathologischen Institut mittels eines Farbeautomaten (Micro HMS 740 Robot-
Stainer®, Fa. Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). Die Gewebeschnitte wurden
anschlie®end im Labor der Klinik fur Mund-, Kiefer- und Gesichtschirugie unter einem
Lichtmikroskop (AxioCam HRC®, Zeiss, Jena, Germany) beurteilt. Zunachst wurden
anhand der HE-Farbungen die wundarchitektonisch besten Proben jedes
Entnahmetages der jeweiligen Wundart ausgewahlt, welche dann histologisch
beurteilt und immunhistochemisch gefarbt werden sollten. Die entscheidenden
Auswahlkriterien waren hierbei die Gewebearchitektur der Stanze und die
Vollstandigkeit hinsichtlich der einzelnen Hautschichten. Weitere Stanzen, die nicht
zu der fur die Auswertungen bestimmten Gruppe zahlten, jedoch hinsichtlich der
oben genannten Kriterien vergleichbar waren, wurden fur die Austestung der

Antikdrper ausgesucht.

3.8. Immunhistologie

Zur Durchfuhrung der Immunhistologie wurden 3 um dicke Paraffinschnitte der
Stanzen angefertigt, welche anschlieend auf Superfrost Plus® Glaser (Menzel
GmbH, Braunschweig, Deutschland) aufgebracht wurden. Anhand der Zweitproben
erfolgte zunachst die Austestung verschiedener Protokolle mit Modifikationen flr den
jeweiligen Antikdrper bis schlieBlich das fur die Proben optimale Vorgehen gefunden
wurde. Fur die Negativkontrolle wurde der primare Antikdrper durch PBS-L6sung
ersetzt. Die Protokolle der immunhistochemischen Farbungen finden sich im Anhang
(siehe 9.1).
Ziel der immunhistologischen Untersuchungen der Stanzbiopsien war eine
Beurteilung der

- Gefaliproliferation

- Zellproliferation als Mal} fur die Epithelisierung

- Narbenbildung

- Integritat der Basalmembran
in den Wunden, wobei Unterschiede innerhalb dieser Parameter zwischen den
beiden Gruppen der mit HAM und der mit Polyurethanfolie versorgten Wunden

identifiziert werden sollten, um die Qualitat der resultierenden Wundheilung fur beide
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Materialien vergleichen zu kdnnen. Fir diese Zwecke wurden kommerziell erhaltliche
Primarantikorper ausgewahlt, die die jeweils fur die Fragestellung relevanten
Proteinstrukturen innerhalb der geschnittenen Proben detektieren konnten. Im
Rahmen der immunohistochemischen Analyse wurden diese im nachsten Schritt mit
Sekundarantikdrpern konjugiert, welche die gesuchten Proteine im digitalisierten Bild
sichtbar machen konnten.

Tabelle 3.1 gibt eine Ubersicht Uber die verwendeten Antikdrper und das jeweils zu

detektierende Gewebe.

Zu detektierende

Primarantikorper Strukturen Hersteller
monoclonal mouse to Myofibroblasten Firma Abcam, Cambridge,
alpha smooth muscle actin NARBENBILDUNG UK

hpuorlrzlg:\o\r/]g:lr\?\zltl):berlgzzi _Endothelzellen Firma Dako, Glostrup,

GEFASSPROLIFERATION Danemark

factor

monoclonal mouse anti- proliferierende Zellen Firma Dako, Glostrup,

human Ki-67 antigen ZELLPROLIFERATION Danemark

. . Basalmembran ,

polyclonal rabbit anti- n Firma Dako, Glostrup,

Laminin INTERGRITAT DER Danemark

BASALMEMBRAN

Tab. 3.1: Ubersicht tiber die verwendeten Antikérper, die zu detektierenden Strukturen und die

Hersteller.

3.9. Vorgehen bei der Auswertung

Die Proben wurden makroskopisch und mikroskopisch analysiert.

Fur die makroskopische und die klinische Analyse waren die Transplantatannahme
und der chronologische Ablauf der Wundheilungsprozesse von Interesse. Klinische
Anzeichen, die gegen eine einwandfreie Annahme des Transplantates sprachen,
waren das Vorhandensein von nicht von dem Transplantat bedeckten Wundrandern

oder Anzeichen von (Teil-) Nekrose des Transplantates. Die Beurteilung der
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Wundheilung und der TransplantatabstoRung erfolgte am 2., 5., 7., 10. 20., 40. Tag
bis zum Endpunkt der Untersuchung am 60. Tag. Der postoperative Status wurde
anhand der fur die Wundheilung relevanten Kriterien Blutung, Infektion und
Entzindung mittels eines subjektiven Scores durch zwei unabhangige Beobachter
beurteilt. Dabei wurden jeweils vier Auspragungsgrade unterschieden (nicht
vorhanden [-], leicht vorhanden [+], maRig vorhanden [++], stark vorhanden [+++]).
Die Bewertung des chronologischen Wundheilungsprozesses erfolgte anhand des
Zeitpunktes der makroskopischen Reepithelisierung, des Verschlusses der
Wundoberflache und des Erreichens des ehemaligen Hautoberflachenniveaus durch
die Wunde.

Daruber hinaus wurde das asthetische Ergebnis beurteilt. Dazu wurde zunachst das
Narbenkolorit am 60. Tag analysiert, wobei es in vier Farbkategorien (hautfarben,
rosa, weildlich, dunkelrot-lila) eingeteilt wurde. Hierbei sind hautfarbene Narben im
Hautniveau als regelrechte Einheilung, rosafarben als eine verlangerte Wundheilung,
weillich und rotlich-lila verfarbt eine irregulare Wundheilung, einmal mit verstarkter
Verhornung, einmal mit Hautatrophie und verminderter Durchblutung einzuordnen.
Aulerdem erfolgte eine objektive Bewertung der Wundkontraktion. Dazu wurden
ebenfalls am 60. postoperativen Tag samtliche Wunden fotografiert, wobei eine
Schablone, die der ursprunglichen tatowierten Flache auf der Haut entspricht, auf die
Wunden aufgelegt wurde. Die Wundkontraktion wurde mit Hilfe der ArchiCad®
Software (Graphisoft, Budapest, Ungarn) vermessen, indem zum einen die
kontrahierte Flache und zum anderen die Flache der Schablone bestimmt wurden.
Da die Tiere im Verlauf des Experiments durchschnittlich circa 30% an Gewicht
zulegten (Ausgangsgewicht im Durchschnitt 27 kg, Endgewicht durchschnittlich 35
kg), wurde die tatowierte Wundflache an Tag 60 mit dem Faktor 0,7 multipliziert, um
eine Korrektur der Gewichtszunahme mit einhergehender Oberflachenvergrofierung
zu erreichen. AnschlieBend wurden der Quotient aus der kontrahierten Wundflache
und dem ursprunglichen Defektgebiet errechnet und die prozentuale Kontraktion der
einzelnen Behandlungsgruppen verglichen. Abbildung 3.3 zeigt die zur Vermessung

der Kontraktion verwendete Schablone.
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Abb. 3.3: Die Wundflache (schwarze Tatowierung) am 60. postoperativen Tag im Vergleich zur

urspriinglichen Hautflache (rote Schablone) vor der Defektsetzung.

Die Kriterien der histologischen Beurteilung der HE- und EvG-Farbungen waren
Zellinfiltration, Zeitpunkt der vollstandigen Reepithelisierung, Zusammensetzung der
extrazellularen Matrix, Gewebearchitektur der Stanze, Zusammensetzung des
Narbengewebes mit Beurteilung der Kollagenfibrillen und Anzahl der Haarfollikel.

Fur die statistische Auswertung der Epitheldicke wurden von jeder Probe drei
zusatzliche Schnittebenen angefertigt, wobei der Abstand zwischen den Ebenen 15
um betrug. Fur die Auswertung wurde einerseits der postoperative Tag ausgewahilt,
an dem die vollstandige Reepithelisierung zu erkennen war, andererseits der letzte
Beobachtungstag zur Beurteilung einer eventuell vorhandenen narbenbedingten
Epithelatrophie. Somit wurden der 7. und der 60. postoperative Tag beurteilt. Die
Epithelmessungen erfolgten im pathologischen Institut der Technischen Universitat
Milnchen mittels des Leica Q Win® Programms (Leica Microsystems, Wetzlar,
Germany). In jeder Schnittebene wurden jeweils sechs Messpunkte von der
Epitheloberflache bis zum tiefsten Punkt der Reteleiste und sechs Messpunkte von
der Epitheloberflache und der Basalmembran in Bereichen zwischen den Reteleisten
gesetzt (siehe Abbildung 3.4). Somit wurden je Probe insgesamt 48 Punkte
vermessen. Zwischen den Messpunkten wurde ein Abstand von 0,05 — 0,1 mm

eingehalten.
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O i

Abb. 3.4: Methodik bei der Epitheldickenmessung. Spalthautwunde am 20. postoperativen Tag (HE-
Farbung, 50 fache VergréRerung).

Mittels des Ki67-Antikdrpers wurde ein Proliferationsindex erstellt. Dazu wurde in
jeder Stanzenhalfte eines jeden Biopsats die Anzahl der proliferierenden Zellen an
der Gesamtzahl der Basalzellen pro HPF ermittelt. Pro Stanze wurde der Index in
funf HPFs bestimmt, woraus man zehn Werte pro Biopsat erhielt. Es wurden die
Proliferationsindizes am 7. und 60. postoperativen Tag bestimmt. Der frihere Tag
steht reprasentativ fur die proliferative Phase der Wundheilung, der spatere Zeitpunkt
gibt die Proliferation im Narbenstadium an. Es wurden sowohl die Tage 7 und 60
zwischen beiden Gruppen verglichen, als auch Vergleiche innerhalb jeder Gruppe
(Analyse auf Veranderungen im postoperativen Verlauf) durchgefthrt.

Die Laminin Farbung erfolgte zur Beurteilung der Integritdt der Basalmembran.
Hierzu wurde Uber die gesamte Stanzenflache die Basalmembran unter dem
Mikroskop auf ihre Vollstandigkeit hin untersucht. Die Bewertung erfolgte mittels drei
Kategorien (vollstandig ausgebildet, partiell ausgebildet, nicht vorhanden) an den
postoperativen Tagen 7, 10, 20, 40 und 60.

Anhand der von Willebrand Farbungen erfolgte eine Auszahlung der subepidermalen
Gefalle zur Beurteilung der Proliferationsphase. Die Gefallzahlung wurde an den
Schnitten des 7. und 10. postoperativen Tages durchgefuhrt, da diese jeweils den
Zeitraum der proliferativen Phase der Wundheilung, in dem die Gefal3proliferation

hauptsachlich stattfindet, umfassen. Dazu wurden unter dem Leitz Aristoplan
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Mikroskop® (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) in 5 verschiedenen HPFs pro
Stanzenhalfte pro Biopsat die GefalRe gezahlt, wodurch man 10 Werte je Biopsat
erhielt. Insgesamt wurde die Gefallanzahl sowohl pro Gruppe an den Tagen 7 und
10 verglichen, als auch in 10 unabhangigen Vergleichen die Tage und Gruppen
untereinander (Verlaufsanalyse).

Die Farbung mittels aSMA diente zur Beurteilung der Narbenbildung. aSMA ist eine
Isoform des Actins, welche in dem Zytoskelett von Myofibroblasten enthalten und an
der Zellmotilitat beteiligt ist. Myofibroblasten finden sich sowohl in gesundem
Gewebe, dort vor allem in Bereichen, wo mechanische Stabilitdt und Kontraktilitat
notwendig sind, als auch in pathologisch verandertem Gewebe, wobei eine
Assoziation zu hypertrophen Narben, Fibromatosen und fibroproliferativen
Erkrankungen wie beispielsweise der Dupuytren-Kontraktur besteht (Desmouliere,
A., et al., 2005, S. 7; Kopp, J., et al., 2006, S. 157). Da nur das interstitielle aSMA die
Vernarbung entscheidend beeinflusst, wurde das in der glatten Muskulatur der
Blutgefalie sowie das im Musculus erector pili der Haarfollikel enthaltene aSMA nicht
in die Auswertung mit einbezogen. Abbildung 3.5 zeigt beispielhaft den Unterschied
zwischen dem interstitiellen aSMA und dem aSMA der glatten GefalRmuskulatur,
welches nicht in die Auswertung mit einbezogen wurde. Die Auszahlung der aSMA -
positiven Zellen erfolgte an Tag 10 in jeweils 5 HPF pro Farbeschnitt unter dem Leitz
Aristoplan Mikroskop. Zu diesem Zeitpunkt war in allen Stanzen eine Differenzierung
der Fibroblasten in Myofibroblasten histologisch erkennbar. Es wurden insgesamt 10
Vergleiche zwischen den Gruppen durchgefuhrt.

Die statistische Auswertung erfolgte mittels der Prism Software (Graphpad Software
Inc., La Jolla, CA, USA). Von den stetig messbaren Daten wurden Mittelwerte und
Standardabweichungen berechnet. Fur Mittelwert-Vergleiche bei abhangigen
Stichproben wurde der gepaarte t-Test angewendet, fur Mittelwert-Vergleiche
zwischen den Gruppen aus unabhangigen Stichproben der t-Test fur unabhangige
Stichproben. Die Resultate wurden als signifikant erachtet, wenn der p-Wert kleiner
gleich 0,05 (p<0,05) war. In den Diagrammen wurden fur die Abweichung vom

Mittelwert die Standardabweichungen dargestelit.
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Abb. 3.5:

Exemplarische Darstellung einer Vollhautwunde in der aSMA-Farbung (300fach). Die
schwarzen Pfeile deuten beispielhaft auf das interstitielle, die Vernarbung beeinflussende

aSMA. Die roten, gestrichelten Pfeile zeigen auf aSMA in der glatten GefalRmuskulatur,
welches nicht in die Auswertung mit einbezogen wurde.
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4. Ergebnisse

Alle Tiere Uberlebten die Versuche und zeigten im Verlauf des Versuchszeitraums

keine Anzeichen einer Krankheit oder einer Einschrankung des Wohlbefindens.

4.1. Klinische Ergebnisse

41.1. Klinische Beurteilung

Die Transplantatannahme der mit HAM versorgten Wunden betrug 100%.

Mit HAM versorgte Wunden:

Zwei Tage nach Defektsetzung konnten keine wesentlichen Entzindungszeichen
beobachtet werden, die HAM war intakt und lag der gesamten Wundflache regelrecht
an. Zwischen dem 5. und dem 7. postoperativen Tag verstarkte sich die
Schorfbildung, wahrend die Exsudation deutlich abnahm. Am 10. Tag war bereits die
Halfte des Schorfs abgeldst und auf der gesamten Wundflache eine beginnende
Epithelisierung zu erkennen. Bis zum Ende des Beobachtungszeitraumes traten
weder Blutungen noch Entzindungen oder eine Infektion auf. Bei keiner der
insgesamt acht mit HAM versorgten Wunden waren offene Rander oder Nekrosen zu
beobachten, die Transplantatannahme betrug somit 100%. An den ehemaligen
Defekten zeigten bei der Endkontrolle am 60. Tag sieben eine hautfarbene

Vernarbung, eine Wunde stellte sich rosa dar.

Mit Polyurethan-Wundfolie versorgte Wunden:

Ahnlich zu den mit HAM versorgten Wunden konnten sowohl am 2. als auch am 5.
postoperativen Tag keine oder lediglich eine leichte Entziindungsreaktion beobachtet
werden. Der am 7. Tag am starksten ausgepragte Schorf war am 10. Tag fast
vollstandig abgeldst und es zeigte sich vergleichbar mit den HAM-Wunden bereits in

groRen Wundanteilen eine regelhafte Epithelisierung. Blutung oder Infektion wurden
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wahrend des gesamten Beobachtungszeitraumes nicht beobachtet. Bei der
Beurteilung der Wundfarbe zeigten vier PU-Folien-Wunden eine hautfarbene und
drei eine rosafarbene ehemalige Wundflache, bei einem Defekt war die Wundflache

eher weildlich.

Beurteilung von Unterschieden zwischen den Gruppen hinsichtlich der Wundheilung:
In beiden Behandlungsgruppen wurden weder Infektionen noch postoperative
Blutungen oder Wundkontraktionen beschrieben. Hinsichtlich des zeitlichen Verlaufs
des klinischen Wundheilungsprozesses konnten keine Unterschiede beobachtet
werden. Nach 60 Tagen stellten sich die HAM-Wunden groRtenteils hautfarben, die
mit PU-Folie versorgten Wunden hingegen eher rosafarben dar. Somit fallt das
asthetische Ergebnis der mit HAM behandelten Wunden besser aus als das der mit

PU-Folie versorgten Defekte.

Tabelle 4.1 zeigt die erhobenen Kriterien im postoperativen Verlauf im Vergleich,
Abbildung 4.1 stellt den Kklinischen Verlauf einer exemplarischen Wunde pro

Behandlungsgruppe dar.

Blutung Entziindung Infektion
HAM 2d - + -

5d - - -

7d - - -

10d - - -

20d - - -

40d - - -

60d - - -

PU-Folie 2d + + -

5d - ¥ -

7d - - -

10d - - -

20d - - -

40d - - -

60d - - -

Tab. 4.1: Die verschiedenen Behandlungsgruppen im zeitlichen Verlauf hinsichtlich der Eigenschaften
Blutung, Entziindung und Infektion ( - = nicht vorhanden; + = leicht vorhanden; ++ = malig
vorhanden; +++ = stark vorhanden).
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Abb. 4.1.: Wundheilungsverlauf porciner Spalthautentnahmedefekte unter Anwendung humaner

Amnionmembran oder Polyurethan-Wundfolie. Beispiel fir eine Fotodokumentation an den
postoperativen Tagen 0, 5, 10, 20 und 60 (nicht alle dokumentierten Tage abgebildet). Es
ist kein wesentlicher Unterschied im Wundheilungsverlauf zwischen den beiden Gruppen
erkennbar.

4.1.2. Analyse der Wundkontraktion

Die Wundkontraktion der mit HAM versorgten Wunden ist mit durchschnittlich 3,20%
geringer als die der mit PU-Folie versorgten Wunden, deren durchschnittliche
Wundkontraktion bei 3,93% liegt. Es besteht jedoch kein signifikanter Unterschied
(p=0,3542). Tabelle 4.2 zeigt die Werte durchschnittliche Wundkontraktion am 60.

postoperativen Tag.

Mittelwert +/- SEM [ %]

HAM 3,20 +/- 0,63

PU 3,93 +/- 0,51

Tab. 4.2: Mittelwerte und SEM der prozentualen Wundkontraktion am 60. postoperativen Tag (n=8).
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4.2. Histologische Ergebnisse

Die Kriterien der histologischen Beurteilung waren:

Die Zellinfiltration

Der Zeitpunkt der Reepithelisierung sowie die Integritat bzw. Degeneration der

Epidermis

Die Dicke der Granulationsgewebeschicht

Die Anordnung der Kollagenfibrillen und die Qualitat des Narbengewebes.

Bei der histologischen Beurteilung der Hautstanzen der unterschiedlichen
Behandlungsgruppen erfolgte anhand der HE- und EvG-gefarbten Schnitte zunachst
eine qualitative Beurteilung der Veranderungen. Hierzu wurde der zeitliche und
qualitative Verlauf der Wundheilung entsprechend der in der Einleitung
beschriebenen Wundheilungsphasen (exsudative, proliferative und reparative Phase)
der Behandlungsgruppen beurteilt und untereinander verglichen. In einem weiteren
Schritt erfolgten einzelne quantitative Untersuchungen.

In allen Behandlungsgruppen konnte der phasenhafte Wundheilungsverlauf der
exsudativen, proliferativen und reparativen Phasen beobachtet werden, wobei jeweils

ein flieRender Ubergang der Phasen vorlag.

4.21. Histologische Beurteilung der Biopsate

Anhand der histologischen Auswertung der HE- und der EvG-Schnitte lassen sich
folgende Aussagen treffen:

In der exsudativen Phase zeigt sich bei der mit HAM versorgten Wunde an der
Oberflache zum Teil vitales, einschichtiges Amnionepithel mit einer darunter
liegenden dichten Granulozytenschicht, Fibrin und 6dematdsen Veranderungen. Die
mit PU-Folie versorgte Wunde erscheint im Gegensatz dazu eher ausgetrocknet und
ist von einer dunnen Fibrinschicht mit einzelnen Granulozyten bedeckt. In beiden
Behandlungsgruppen sind im angrenzenden Stratum reticulare der erhaltenen
Dermis perivaskulare Infiltrate aus Fibroblasten, Granulozyten und einzelnen

Makrophagen zu erkennen, Nekrosen sind nicht zu sehen. Die exsudative Phase ist
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bei beiden Wunden nach zwei Tagen nahezu beendet und geht dann in die

resorptive Phase Uber, die an der beginnenden Reepithelisierung zu erkennen ist.

Die Epithelisierung ist in beiden Behandlungsgruppen bereits am 5. postoperativen
Tag weitgehend abgeschlossen. Das Stratum basale und das Stratum spinosum des
Epithels stellen sich verbreitert dar. Eine Differenzierung der epithelialen Schichten
ist zu erkennen, jedoch liegt noch keine Verhornung vor (siehe Abbildung 4.2). Die
Basalmembran ist bei beiden Gruppen weder am 5. noch am 7. Tag intakt. Unterhalb
des Epithels hat sich am 5. Tag eine schmale, lockere Granulationsgewebsschicht
gebildet, welche sich am 5. Tag ungeordnet darstellt und Uberwiegend aus
Fibroblasten mit grolRem Zellkern und spindelzelligem oder unregelmafig geformtem
basophilen Zytoplasma besteht. Das Granulationsgewebe der HAM-Wunde ist im
Gegensatz zur PU-Folien-Wunde zellreicher und etwas breiter. Neben den
Fibroblasten treten auch mehr segmentkernige Granulozyten und Makrophagen auf.
Extrazellulare Matrix ist kaum vorhanden. Die residuelle Dermis ist aufgelockert und

o6dematos mit perivaskularen entztindlichen Infiltraten.

Abb. 4.2: HE-Farbung des 5. postoperativen Tags der Spalthautwunden im Vergleich. Sowohl bei der
HAM-Wunde (links) als auch bei der PU-Wunde (rechts) zeigt sich zu diesem Zeitpunkt

bereits eine vollstdndige Reepithelisierung.

Am 7. postoperativen Tag ist das Granulationsgewebe in beiden Gruppen immer
noch zellreich, vereinzelt kommen spindelférmige Zellen vor, die einer

Differenzierung zu Myofibroblasten entsprechen koénnen. Eine horizontale
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Ausrichtung der Zellen ist noch nicht feststellbar. Der Anteil der extrazellularen
Matrix, welche sich Uberwiegend homogen eosinophil darstellt, nimmt zu. Der
Ubergang zur residuellen Dermis ist flieBend, wobei hier auch schon beginnende

Kollagenfaserbildung zu beobachten ist.

Am 10. postoperativen Tag Uberwiegt bei der HAM-Wunde bereits der Anteil der
extrazellularen Matrix innerhalb des etwas breiteren Granulationsgewebes und es
zeigen sich zarte kollagene Fasern. Die Zellen sind Uberwiegend horizontal und
spindelzellig angeordnet, eine Differenzierung in Myofibroblasten und vereinzelt
ausgereifte Fibrozyten ist festzustellen. Das Epithel zeigt alle Epidermisschichten,
erscheint zum Teil aber noch verbreitert und proliferativ mit breiten Epithelzapfen.
Die Granulationsgewebsschicht bei der mit PU-Folie versorgten Wunde ist insgesamt
etwas breiter und ungeordneter. Die Zellen sind ebenfalls spindelzellig angeordnet
mit Differenzierung in Myofibroblasten und Fibrozyten. Das Epithel der PU-Folien-

Wunde ist teilweise abgeflacht und eher atrophiert.

In beiden Defekten stellt sich am 20. postoperativen Tag ein ausgereiftes,
abgeflachtes Epithel mit einschichtigem Stratum basale und Verhornung dar.
Wahrend das Epithel der HAM-Wunde flache Papillen der Epidermis aufweist, zeigt
sich bei der mit PU-Folie versorgten Wunde keinerlei Verzahnung zwischen Dermis
und Epidermis. Die darunterliegende Bindegewebsschicht ist in der HAM-Wunde
etwas breiter und stellt sich ansonsten bei beiden Gruppen kollagenreich mit deutlich
reduziertem zellularen Anteil dar. Die Kollagenfasern verlaufen uberwiegend
horizontal (siehe Abbildung 4.3).

Am 60. postoperativen Tag (Finaltermin) zeigen sich in beiden Defekten vitale
Zellen, das subkutane Fettgewebe ist ebenfalls vital. Im Vergleich zum 20.
postoperativen Tag sind nur geringe Unterschiede festzustellen. Die ehemalige
Granulationsgewebsschicht wird in beiden Wundarten schmaler und kollagenreicher,
die Kollagenbander breiter. Sie weisen aber auch am Finaltag nicht die
scherengitterartige Struktur des normalen Stratum reticulare auf. Das Epithel ist am
60. postoperativen Tag bei beiden Stanzen regelrecht differenziert mit breiter

Verhornung.
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Abb. 4.3: EvG-Farbung des 20. postoperativen Tags der Spalthautwunden im Vergleich. Die HAM-
Wunde (links) zeigt eine Uberwiegend horizontale Ausrichtung der Kollagenfasern, wohin-
gegen der PU-Defekt (rechts) zum Teil eine ungeordnete Anordung der Kollagenfasern
aufweist.

Zusammenfassend lasst sich somit festhalten, dass sich sowohl im Hinblick auf die
Zellinfiltration, als auch hinsichtlich des zeitlichen Aspektes der Wundheilung in
Bezug auf Reepithelisierung und Ausreifung der Epidermis keine wesentlichen

Unterschiede zwischen den beiden Behandlungsgruppen ergeben.

4.2.2. Statistische Auswertung der Epitheldicke

Anhand der HE-Farbungen wurde exemplarisch an einer Stanze pro
Behandlungsgruppe in vier verschiedenen Schnittebenen die Epitheldicke an
insgesamt 48 Punkten vermessen.

Die Tabelle 4.3 sowie die Abbildung 4.4 zeigen die Ergebnisse der Auswertung der
Epitheldicke am 7. und am 60. postoperativen Tag. Die detaillierten Ergebnisse der
statistischen Auswertung der Epitheldicke mittles des t-Tests flir abhangige

Stichproben sind im Anhang dargestellt (siehe Tab 9.1).
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Mittelwert */- SEM [um]

7d 60d

Kontrolle 168,0 */- 6,83 168,0 */- 6,83
HAM 653,3 '/- 53,83 190,5 /- 12,24
PU-Wundfolie 381,3 /- 23,45 324, 8 /- 20,88

Tab. 4.3: Mittelwerte und SEM der Epitheldicke (in um) der Spalthautwunden und der Kontrolle

(gesunde Schweinehaut) am 7. und am 60. postoperativen Tag.

Kontrolle < I-m—l
HAM 7d - -  —
PU 7d - H —]
HAM 60d4 K —
PU60d4 H -
0 560 10'00 15'00

Epitheldicke in um

Abb. 4.4: Boxplot der Epitheldicke der Spalthautwunden.

Die Auswertung der Epitheldicken ergab, dass die HAM-Wunden am 7.
postoperativen Tag eine signifikant hohere Epitheldicke aufwiesen als die der PU-
Folien-Behandlungsgruppe (p<0,001). Diese zeigten hingegen am 60. Tag signifikant
hdéhere Werte als diejenigen in der HAM-Gruppe (p<0,001). Die HAM-Wunde wies
am 60. Tag eine signifikant geringere Epitheldicke auf als am 7. Tag (p<0,001),
wohingegen bei der PU-Folien-Gruppe kein Unterschied zwischen diesen Tagen
bestand (p=0,084). Eine Auflistung der entsprechenden Messwerte findet sich in Tab.
9.2.
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4.3. Immunhistologische Analyse

4.31. Beurteilung der Zellproliferation mittles anti-Ki-67

Zur Beurteilung der Zellproliferation wurde am 7. und am 60. postoperativen Tag der

Proliferationsindex bestimmt, welcher sich durch den Quotienten aus der Anzahl der

proiferierenden Zellen und der Gesamtzahl der Basalzellen errechnet.

Tabelle 4.4 und Abbildung 4.5 zeigen die Ergebnisse der Auswertung der

Proliferationsindizes der Spalthautwunden. Die detaillierten Ergebnisse

statistischen Auswertung sind im Anhang dargestelt (siehe Tab. 9.2)

der

Mittelwert */- SEM
Wundauflage
7d 60d
HAM 0,13 */- 0,0023 0,20 */- 0,0051
PU-Folie 0,15 %/- 0,014 0,29 */- 0,0069

Tab. 4.4: Mittelwerte und SEM der Proliferationsindizes der Spalthautwunden am 7. und am 60.

postoperativen Tag (n=8).

HAM 7d - — —
PU 7d - — —]

HAM 60d - |

PU 60d 4

—

| J | J | )
000 005 010 015 0.20 0.25 0.30
Proliferationsindex

Abb. 4.5: Boxplot der Proliferationindizes der Spalthautwunden.
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Sowohl am 7. als auch am 60. postoperativen Tag unterschieden sich die Werte der
beiden Behandlungsgruppen nicht signifikant voneinander. Die Vergleiche innerhalb
der Behandlungsgruppe zwischen dem 7. und dem 60. postoperativen Tag ergaben
hingegen in beiden Behandlungsgruppen statistisch signifikante Unterschiede
(jeweils p<0,001; Messwerte siehe Tab. 9.3)

Eine exemplarische Darstellung der Ki-67-Farbungen von Schnitten aus beiden

Gruppen wird in Abb. 4.6 prasentiert.

Abb. 4.6: Markierung von proliferierenden Zellen mit Hilfe der immunhistochemischen Ki-67-Farbung.
Mit Polyurethan-Folie (PU) und mit humaner Amnionmembran (HAM) behandelte Wunde
(300-fach) am siebten postoperativen Tag. Die Pfeile deuten beispielhaft auf angeschnitte-
ne proliferierende Zellen, welche sich aufgrund der Anfarbung mit Primar- und Sekundar-

antikérpern braunlich darstellen.

4.3.2. Beurteilung der Integritat der Basalmembran mittels anti-

Laminin

Zur Beurteilung der Integritat der Basalmembran erfolgte eine immunhistochemische
Farbung mittels anti-Laminin. Bei samtlichen Defekten wurde Uber den gesamten
postoperativen Verlauf die Basalmembran auf ihre Vollstandigkeit hin untersucht.

In den Proben aus der Gruppe der mit HAM behandelten Wunden waren am 10.
postoperativen Tag intakte, vollstandige Basalmembranen nachweisbar. In den

Proben aus der Gruppe der mit Polyurethanfolie versorgten Wunden war eine
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vergleichbare Qualitat der Basalmembranen nicht vor dem 20. postoperativen Tag
aufzufinden (Tab. 4.5). Abb. 4.7 zeigt beispielhaft die Anfarbung einer

Basalmembran mittels Laminin-Antikdrper.

PU-Folie HAM
5d +/- +/-
7d +/- +/-
10d +/- +

20d + +
40d + +
60d + +

Tab. 4.5: Integritat der Basalmembran bei den Spalthautwunden im postoperativen Verlauf.
+ Basalmembran vollstandig intakt

+/-:  Basalmembran teilweise intakt

Abb. 4.7: Markierung der Basalmembran am 10. postoperativen Tag mit Hilfe der immunhisto-

chemischen Anti-Laminin-Farbung (300fach). In der mit PU-Folie versorgten Wunde stellt
sich die Basalmembran liickenhaft dar, wohingegen sie in dem mit HAM gedeckten Defekt
bereits vollstandig intakt ist.

62



ERGEBNISSE

4.3.3. Beurteilung der GefaBproliferation mittels anti-vWF

Die Auszahlung der Gefalle erfolgte an den fur die Gefaliproliferation relevantesten
postoperativen Tagen 7 und 10.

Sowohl am 7. als auch am 10. postoperativen Tag zeigten die Gewebeproben der
mit PU-Folien versorgten Wunden eine signifikant hdhere Anzahl an Gefallen als die
mit HAM behandelten Wunden (jeweils p<0,001; Messwerte siehe Tab. 9.3). Die
Anzahl an Gefallen stieg in beiden Gruppen zwischen dem 7. und dem 10.
postoperativen Tag an, wobei die Zunahme innerhalb der Polyurethanfolien-Gruppe
signifikant war (p<0,001), bei der HAM-Gruppe hingegen nicht.

Die Tabelle 4.6 sowie die Abbildung 4.8 zeigen die Ergebnisse Auswertung der
Gefalproliferation. Die detaillierte Auflistung der Ergebnisse der statistischen
Auswertung findet sich im Anhang (siehe Tabelle 9.4). Eine exemplarische

Darstellung der vWF-Farbungen von Schnitten aus beiden Gruppen wird in Abb. 4.9

prasentiert.
Mittelwert */- Standardabweichung
Wundauflage
7d 10d
HAM 0,90 /- 0,18 1,05 %/- 0,14
PU-Folie 1,80 */- 0,16 4,70 */- 0,47

Tab. 4.6: Mittelwerte und SEM der Anzahl der GefaRe am 7. und am 10. postoperativen Tag.

HAM 5d - =

PU 5d - —

HAM 7d |

PU 7d - — |

01 23 456 7 8 9 10 11
GefiaRe pro HPF

Abb. 4.8: Boxplot der Gefallanzahl pro HPF der verschiedenen Behandlungsgruppen.
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HAM

Abb. 4.9: Markierung von GefaBwanden mit Hilfe der von Willebrand-Faktor-Farbung. Links mit
Polyurethan-Folie (PU) und rechts mit humaner Amnionmembran (HAM) behandelte
Wunde (300fach) am zehnten postoperativen Tag. Die Pfeile deuten beispielhaft auf
angeschnittene Gefalke, deren Wande sich aufgund der Anfarbung mit Primar- und

Sekundarantikdrpern als braunliche, kreisférmige Strukturen darstellen.

4.3.4. Beurteilung der Narbenbildung mittels anti-a SMA

Zur Beurteilung der Narbenbildung wurden Schnitte aus Stanzbiopsien von allen
Untersuchungstagen immunhistochemisch mit Antikdrpern gegen den in Narben
enthaltenen Bestandteil aSMA angefarbt und ausgewertet. In allen Proben sowohl
aus den mit HAM, als auch in den mit PU-Folie versorgten Spalthautwunden zeigten
sich keine oder nur wenige gefarbte (aSMA-positive) Fibroblasten. Somit resultierte
in beiden Gruppen der konstante Wert "0", womit eine statistische Auswertung

entfiel.
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5. Diskussion

Obwohl die Amnionmembran zahlreiche, den Wundheilungsprozess begulnstigende
Eigenschaften aufweist und somit ein optimales biologisches Transplantatmaterial
darstellt (Kesting, M.R., et al., 2008, S. 684; Lo, V., et al., 2009, S. 935; Ravishanker,
R., et al., 2003, S. 369), wurde ihr klinischer Einsatz aufgrund von Unsicherheiten
bezluglich der potentiellen Infektiositdt sowie der Aufbereitung bis in die
Neunzigerjahre eingeschrankt. Erst die Einflhrung einer neuen Methode der
Kryokonservierung, welche eine lange Aufbewahrung und wiederholte serologische
Tests erlaubt, fuhrte zu einer breiteren klinischen Anwendung (Lee, S.H., et al., 1997,
S. 303). Es erfolgten experimentelle Studien zur Verwendung der HAM zun&chst
hauptsachlich auf dem Gebiet der rekonstruktiven Ophthalmochirurgie (Dua, H.S., et
al., 2004, S. 51; John, T., 2003, S. 43).

Ziel der vorliegenden Studie war es, kryokonservierte HAM nun als biologisches
Ersatzmaterial fir die Haut am Schweinemodell zu etablieren, um durch die
Xenotransplantation den Weg fur die Allotransplantation bzw. die autofetale
Transplantation zu ebnen. In dieser Studie wurden in den HAM-Behandlungsgruppen
bessere Ergebnisse gegenlber einem klinisch bewahrten alloplastischen Material
(Integra®) und gleichwertige gegeniliber der alleinigen Spalthautversorgung im
postoperativen Verlauf nachgewiesen. Auch immunhistologisch konnte eine
verminderte Inflammationsreaktion durch die Amnionmembran gezeigt werden.
Zudem wurden in der histologischen Analyse eine Beschleunigung der
Reepithelisierung durch die Amnionmembran sowie eine geringere narbige
Hypertrophie in den mit HAM versorgten Defekten beobachtet. Aulierdem wirkte sich
die Verwendung von HAM gunstig auf das asthetische Ergebnis und die
Wundkontraktion aus, auch wenn immunhistologisch ein Indikator fur eine starkere
Vernarbung nachgewiesen wurde.

Die Ergebnisse der Studie konnten zeigen, dass die Transplantation von HAM zur
Deckung iatrogener Vollhautwunden die Moglichkeit zur Foérderung der
Epithelisierung bei Minimierung der Entzindungsreaktionen bietet und gleichzeitig

ein optimales Gesamtergebnis erzielt werden kann.
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51. Tiermodell

Experimentelle Wundheilungsstudien im Tiermodell sind in der Literatur zahlreich
beschrieben. Die Vielzahl der wundexperimentellen Modelle deutet an, dass kein
universelles Tiermodell existiert. Als Versuchstiere wurden zum Beispiel das Schwein
(Park, M., et al., 2008, S. 520; Wang, T.H., et al., 2010, S. 252), die Ratte (Kesting,
M.R., et al., 2008, S. 684), das Merino Schaf (Fraser, J.F., et al., 2009, S. 998), das
Kaninchen (Kim, S.S., et al., 2009, S.59; Ozboluk, S., et al., 2010, S. 26), die Maus
(Suzuki, S., et al., 2004, S. 193), das Pferd (Goodrich, L.R., et al., 2000, S. 326), und
der Hund (Ramsey, D.T., et al.,, 1995, S. 941) genannt. Aufgrund zahlreicher
Ahnlichkeiten zwischen der Haut des Schweins und der des Menschen erscheint das
Schweinemodell jedoch besonders geeignet (siehe 3.3.).

In einer retrospektiven Studie von Wang et al. Uber verschiedene Deckungsarten von
Brandwunden im Schweinemodell, wird eine Beeinflussung der
Wundheilungsprozesse durch das Gewicht der Schweine, sowie eine Abhangigkeit
der Wundheilung von der Korperstelle, an der sich die Wunde befindet, berichtet
(Wang, X.Q., et al, 2010, S. 680). Park et al.,, die in einer Studie den
Wundheilungsverlauf von Verbrennungen nach Deckung mit humaner und boviner
Amnionmembran am Schwein untersuchten, berichten von keinerlei Schwierigkeiten
in Bezug auf das Schweinemodell (Park, M., et al., 2008, S. 520). In der vorliegenden
Studie konnte weder ein Verdrangen der Wundauflage noch eine Beeinflussung der
Wundheilungsprozesse durch das Borstenwachstum beobachtet werden. Trotz leicht
unterschiedlicher Ausgangsgewichte der Minipigs konnte in unserer Studie kein
Zusammenhang zwischen dem Gewicht des Tieres und der Wundheilung gesehen
werden. Bei allen vier Schweinen wurden ahnliche Verlaufe des jeweiligen
Wundtypen beobachtet. Durch die gleichmaRige Positionierung der Wunden auf dem
Rucken der Tiere und anschliellende Randomisierung wurden bei allen Wunden
ahnliche Ausgangsbedingungen fur die Wundheilung geschaffen.

Eine Schwierigkeit fur die erfolgreiche Untersuchung von Wundheilungsprozessen
der Schweinehaut ist deren ,Tendenz zur Hyper- und Parakeratose“ (Meyer, W.,
1996, S. 178). Eine Mdglichkeit zur erfolgreichen Anwendung der Schweinehaut als
Modell fur den Menschen ergibt sich, wenn die Epidermis beurteilt wird, da diese der
menschlichen Epidermis in vieler Hinsicht ahnelt. Weniger gunstig ist dagegen der

Vergleich der Hypodermis (Meyer, W., et al., 1991, S. 16). In unserer Studie wurden
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daher hauptsachlich die in der Epidermis ablaufenden Prozesse interpretiert,
allerdings auch einige Ablaufe in der Hypodermis beobachtet, wobei bei der
Bewertung dieser Ergebnisse die strukturellen Unterschiede zum Menschen
bertcksichtigt werden mussen.

Ein Nachteil des Schweinemodells besteht in der zeitintensiven Pflege und Haltung
der Tiere wahrend des Experiments sowie in dem hohen finanziellen Aufwand
(Meyer, W., et al., 1991, S. 16; Sullivan, T.P., et al., 2001, S. 66), der allerdings in
der vorliegenden Studie durch die enge Kooperation zu der tiermedizinisch-
wissenschaftlichen Fakultat gut kontrollierbar war, da mit den vorliegenden
Ressourcen des Instituts gearbeitet werden konnte. Aus praktischer Sicht ist es
entscheidend, dass bei der Anwendung der Haut des Schweins fur dermatologische
Versuchszwecke bestimmte Bedingungen erfullt sind: Es sollten eine hellhautige
Zuchtrasse und einheitlich subadulte Tiere verwendet werden. Aul3erdem sollten die
Versuchsfelder bei allen Tieren an denselben Stellen lokalisiert sein (Meyer, W., et
al.,, 1991, S. 16). Alle diese Voraussetzungen sind in vorliegender Studie erfullt.
Dennoch ist es im Schweinemodell in Bezug auf die hygenischen Bedingungen
sowie den Schutz der Wunde vor mechanischen Traumata durch das Schwein und
die daraus resultierende Beeinflussung der Wundheilungsprozesse nicht moglich,
identische Versuchsbedingungen wie bei einer klinischen Anwendung am Menschen
zu schaffen. Es wurde versucht, den klinischen Ablauf in Bezug auf die Frequenz der
Verbandswechsel sowie die Wundkontrolle zur Beurteilung des postoperativen
Verlaufs dem einer Anwendung beim Menschen mdglichst ahnlich zu gestalten.
Zudem wurde auf einen Schutz der Wunden vor mechanischen Traumata mit der
Anlage eines wattierten Verbandes geachtet. Trotzdem kénnen auch die
bestmodglichsten Konditionen hinsichtlich Hygiene und Wundpflege aus der tierischen
Natur heraus nicht mit einem postoperativen Verlauf beim Menschen verglichen
werden. Diese Faktoren mussen bei der Bewertung der Ergebnisse bericksichtigt
werden.  Daruber hinaus muissen interindividuelle  Unterschiede  der
Wundheilungsprozesse und der Hautbeschaffenheit zwischen den einzelnen Tieren
sowie die relativ kleine Tierkohorte von vier Tieren in die Bewertungen und

Interpretation mit einbezogen werden.
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5.2. Verwendete Materialien

In vorliegender Studie wurden Polyurethanfolie sowie humane Amnionmembran zur
Versorgung von Spalthautwunden verwendet.

Semipermeable Wundfolien aus Polyurethan zahlen zu den am haufigsten
verwendeten Materialien zur Versorgung von Spalthautentnahmedefekten. Ein
Vorteil dieser Folien ist der Schutz der Wunde vor bakterieller Kontamination
(Higgins, L., et al., 2012, S. 127). In einer Ubersichtsarbeit wird die Rate an
Wundinfektionen mit 3% angegeben (Rakel, B.A., et al., 1998, S. 174). Durch die
Transparenz der Wundfolien ist auRerdem eine gute Beurteilung der Wunde maoglich
(Voggenreiter, G., et al., 2009, S. 36). Ein weiterer Vorteil von Polyurethan-
Wundfolien wird in der Studie von Dornseifer et al. aufgezeigt, in welcher die
Eigenschaften von PU-Folie im Vergleich zu Aquacel®, einem Faserverband aus
Natriumcarboxymethylzellulose, zur Versorgung von Spalthautenthnahmedefekten
untersucht wurden. Es zeigte sich, dass PU-Folie die Reepithelisierungsprozesse
beschleunigt: 10 Tage postoperativ waren 86,4% der mit PU-Folie versorgten
Wunden reepithelisiert, wohingegen nur 54,5% der mit Aquacel® behandelten
Defekte eine vollstandige Epithelisierung aufwiesen (Dornseifer, U., et al., 2011,
S.918). Weiterhin zeichnen sich Polyurethanfolien durch die geringen
Anschaffungskosten aus (Demirtas, Y., et al., 2010, S. 999).

In Bezug auf die Schmerzen der Patienten bei der Anwendung verschiedener
Materialien liegt Polyurethan-Folie im Mittelfeld. Eine Studie von Demirtas et al.,
welche funf verschiedene Materialien zur Versorgung von Spalthautentnahmestellen
vergleicht, zeigte, dass bei der Anwendung von Comfeel®, welches aus einer
selbsthaftenten Hydokolloidmatrix besteht, am wenigsten Schmerzen auftraten, bei
Bactigras®, einem Paraffingazeverband mit Chlorhexidin, hingegen die meisten
Schmerzen angegeben wurden. Die Schmerzintensitat bei der Anwendung von
Opsite® lag in dieser Studie zwischen denen der oben genannten Materialien
(Demirtas, Y., et al., 2010, S. 999). Akita et al. berichten von einer hdheren
Schmerzintensitat bei PU-Folie im Vergleich zu einem Hydrogel-Verband (Akita, S.,
et al., 2006, S. 447). Da die Schmerzen vor allem wahrend des Verbandswechsels
auftreten, ist die Intensitat der Haftung des Materials am Wundbett und an der die
Wunde umgebenden intakten Haut von entscheidender Bedeutung. Matsumura et al.

fuhrten eine Studie durch, in der die Menge an Stratum corneum, welche im Rahmen
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eines Verbandswechsels von gesunder Haut abgezogen wird, quantifiziert und fur
acht verschiedene Materialien verglichen wurde. Es zeigte sich, dass vor allem das
verwendete Adhasivsystem von Bedeutung ist: Wundverbande mit Silikonadhasiv
(Hydrosite® AD Gentle, Mepilex® Transfer) oder selbstadhasiver Polyurethan-
Schaum (Hydrosite® Ultrathin) verhielten sich in Bezug auf die Ablosung des Stratum
corneum schonender als Polyurethan-Schaum mit Acryladhasiv (Hydrosite® AD Plus)
und Hydrokolloidverbande (Replicare®) (Matsumura, H., et al., 2012, S. 1742). Die in
der hier vorliegenden Studie benltzte PU-Folie Opsite® Felxigrid verwendet
Polyacrylatkleber.

Ein Nachteil der Polyurethan-Wundfolien besteht in der unkontrollierten Ansammlung
von Exsudat und mdglicher Leckage mit Austritt von Blut und WundflUssigkeit. Dies
fuhrt zu Diskomfort seitens des Patienten und einem erhdhten Arbeitsaufwand in
Bezug auf Verbandswechsel und Wundversorgung (Dornseifer, U., et al., 2011, S.
918). Higgins et al. fuhrten eine Studie durch, in der eine Polyurethanfolie mit einem
Kalziumalginat-Verband zur Versorgung von Spalthautentnahmestellen verglichen
wurden. In dieser Studie wird berichtet, dass bei beiden Materialien eine Leckage
von Exsudat auftrat, wodurch ein frihzeitiger Verbandswechsel bereits nach 10
Tagen notig war. Dies wiederum fuhrte zu einer Austrocknung des Wundbettes, was
einen erneuten Verbandswechsel durch die Adhdrenz des Materials an der
Wundflache erschwerte (Higgins, L., et al., 2012, S. 130).

In einer Vielzahl von Studien seit 1910 konnten positive Effekte zur
Geweberekonstruktion mit meist frischer HAM erzielt werden, deren Verwendung
zahlreiche Vorteile, jedoch auch Einschrankungen aufgrund ihrer begrenzten
mechanischen Stabilitat mit sich bringt. Die Amnionmembran weist viele Qualitaten
eines optimalen biologischen Verbandsmaterials auf. Aufgrund der niedrigen
Immunogenitat werden AbstoRungsreaktionen im klinischen Gebrauch der
Amnionmembran nur selten beobachtet (Maral, T., et al., 1999, S. 625). Sowohl Akle
et al. (Akle, A., et al., 1981, S. 1003), als auch Fraser et al. (Fraser, J.F., et al., 2009,
S. 998) beobachteten in ihren Studien zur Amnionmembrantransplantation keinerlei
AbstoRungsreaktionen. Die Ergebnisse der hier vorliegenden Studie bestatigen dies,
da die Transplantatannahme in der HAM-Behandlungsgruppe 100% betrug.

Die  Amnionmembran besitzt antiinflammatorische sowie antimikrobielle
Eigenschaften und gewahrleistet eine gute Wundadharenz, sodass sie eine effektive

Barriere fUr eine externe Kontamination darstellt (Lo, V., et al., 2009, S. 935). Des
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Weiteren reduziert die Amnionmembran den Warme-, Feuchtigkeits- und
Proteinverlust einer Wunde, so dass ein optimales Wundklima erreicht wird und
damit optimale Voraussetzungen fur die Wundheilungsprozesse und einen idealen
postoperativen Verlauf geschaffen werden (Singh, R., et al., 2007, S. 505). Auch
Park et al. berichten in ihrer Studie zur Behandlung von Brandwunden am Schwein
mit humaner und boviner Amnionmembran im Vergleich zu Polyurethan-Schaum
uber reduzierte Inflammationsreaktionen und einen  komplikationslosen
postoperativen Verlauf in den Amnionmembran-Behandlungsgruppen (Park, M., et
al., 2008, S. 520). In der Studie von Fraser et al. zur Behandlung von Verbrennungen
mittels Amnionmembran am Merino-Schaf zeigten die mit Amnionmembran
behandelten Brandwunden keinerlei Inflammationen oder postoperative Infektionen
(Fraser, J.F., et al.,, 2009, S. 998). Ebenso blieben die von Kesting et al. mit
Amnionmembran versorgten oronasalen Fisteln postoperativ infektionsfrei (Kesting,
M.R., et al., 2009, S. 131). In der hier vorliegenden Studie lagen postoperativ
ebenfalls keine Anzeichen einer Entzindung oder Infektion der mit HAM versorgten
Defekte vor.

Daruberhinaus beschleunigt Amnionmembran die Reepithelisierung (Faulk, W.P., et
al., 1980, S. 1156). Mostaque et al. untersuchten die Effekte von Amnionmembran im
Vergleich zu Silber-Sulfadiazin auf  den Wundheilungsverlauf ~ von
Verbrennungswunden bei Kindern und konnten eine signifikante Beschleunigung der
Reepithelisierung durch die Anwendung von Amnionmembran beweisen (Mostaque,
AK., et al,, 2011, S. 200). Ebenso berichten Insausti et al. von einer akzelerierten
Epithelialisierung bei zwei Patienten mit grof3flachigen Brandwunden, welche mit
Amnionmembran gedeckt worden waren. Die Forschergruppe konnte zeigen, dass
Amnionmembran unter anderem die Expression von c-jun, ein fur die
Keratinozytenmigration entscheidendes Gen, induziert. Dadurch wird das Verhalten
der Keratinozyten in gro3flachigen Wunden beeinflusst und letztendlich eine effektive
Reepithelisierung ermdglicht (Insausti, C.L., et al., 2010, S. 368). Die Ergebnisse der
hier vorliegenden Studie bestatigen dies, da beide Behandlungsgruppen am 5. Tag
nahezu komplett reepithelisiert waren, bei der HAM-Wunde jedoch die
Basalmembran als entscheidender Bestandteil des Epithels bereits am 10. Tag
wieder vollstandig intakt, bei der mit PU-Folie hingegen nur partiell vorhanden war.

Folglich wird bei der Verwendung von Amnionmembran ein schnellerer
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Wundverschluss erreicht, was wiederum die Wahrscheinlichkeit von postoperativen
Infektionen senken sowie das Wohlbefinden des Patienten steigern kann.

Ein weiterer Vorteil der Amnionmembran sind ihre antifibrotischen Eigenschaften,
wodurch die Narbenbildung reduziert und die Wundheilungsprozesse gefordert
werden (Lee, S.H., et al., 1997, S. 303; Tseng, S.C., et al., 1999, S. 325). Fraser et
al. behandelten in einer Studie Brandwunden am Merino-Schaf mit Amnionmembran,
wobei ein besseres asthetisches Ergebnis mit immunhistologisch verifizierter,
geringerer Narbenbildung als in der Kontrollgruppe nachgewiesen wurde (Fraser,
J.F., et al,, 2009, S. 998). In einer Studie von Branski et al. Uber die Behandlung
oberflachlicher Verbrennungen im Gesicht bei Kindern mit Amnionmembran im
Vergleich zu topisch  antimikrobiellen = Wundauflagen, zeigten  beide
Behandlungsgruppen hypertrophe Narbenbildung in ahnlichem Ausmal} (Branski,
L.K., et al.,, 2008, S. 393). In der hier vorliegenden Studie zeigte die HAM-
Behandlungsgruppe bessere asthetische Ergebnisse hinsichtlich des Narbenkolorits
sowie geringere narbige Hypertrophien im Vergleich zu den mit PU-Folie versorgten
Wunden.

Noch nicht ausreichend geklart sind die Effekte der HAM auf die Angiogenese.
Wahrend im okularen Bereich antiangiogenetische Effekte nach
Amniontransplantation festgestellt wurden (Hao, Y., et al., 2000, S. 348), zeigten
Arbeiten, in denen meist frische HAM in extraokulare Korperregionen transplantiert
wurde, Anzeichen flir eine Neoangiogenese (Faulk, W.P., et al., 1980, S. 1156;
Rinastiti, M., et al., 2006, S. 247). In der vorliegenden Studie wiesen die mit HAM
versorgten Spalthautwunden an beiden Beobachtungszeitpunkten eine signifikant
geringere Gefaldichte auf als die Kontrollgruppe. Dieses Resultat steht im Kontrast
zu den bisherigen Beobachtungen an extraokularen Geweben.

Kesting et al. betonen in einem Review, in dem die Verwendung von HAM bei der
Behandlung von Brandwunden in der englischsprachigen Literatur der letzten
zwanzig Jahre gegenubergestellt wurde, weitere positive Aspekte der
Amnionmembran wie seltener notwendige Verbandswechsel und die vielseitige
Verwendbarkeit fur verschiedene rekonstruktive Verfahren (Kesting, M.R., et al.,
2008, S. 907). In der hier vorliegenden Studie wurden die Verbandswechsel in den
im klinischen Alltag Ublichen Abstanden durchgeflhrt. Aufgrund der natirlichen
Verhaltensweisen der Schweine, welche die flr eine komplikationslose Wundheilung

notwendigen hygienischen Bedingungen erschweren, kann in dieser Studie keine
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Aussage Uber die Frequenz von Verbandswechseln getroffen werden. Weitere
Vorteile der Amnionmembran sind, dass sie in grolen Mengen verfugbar und im
Bezug auf Praparation, Lagerung und Anwendung einfacher zu verarbeiten ist als
andere biologische Transplantatmaterialien (Hasegawa, T., et al., 2007, S. 328; Ley-
Chavez, E., et al., 2003, S. 46).

Ein Nachteil bei der Verwendung von HAM besteht in der eingeschrankten
mechanischen Stabilitdt, welche in einer verminderten Transplantatannahme und
Wunddehiszenzen resultiert und folglich auch mit einem erhdhten Infektionsrisiko
einhergeht. Rodriguez-Ares et al. zeigten in einer Studie, in der sie multilayer
Amnionmebran zur Deckung kornealer Perforationen verwendeten, dass die
Gewahrleistung einer stabilen Oberflache durch das Amniontransplantat mit
zunehmendem Perforationsdurchmesser abnimmt. Bei den Perforationen mit einem
Durchmesser von 0,5-1,5 mm zeigten 75% ein stabiles Amniontransplantat in einem
Zeitraum von 8 Wochen nach der Transplantation, in der Gruppe der Perforationen
mit einem Durchmesser >1,5 mm war dies nur in 40% der Fall (Rodriguez-Ares, M.,
et al., 2004, S. 577). In unserer Studie waren keinerlei Probleme im Hinblick auf die
mechanische Stabilitat der  Amnionmembran zu beobachten. Die
Transplantatannahme betrug in beiden Behandlungsgruppen 100%, es waren weder

Dehiszenzen am Wundrand noch Risse im Transplantatmaterial zu beobachten.

5.3. Klinischer Verlauf

Die Immunogenitat der Amnionmembran wird noch kontrovers diskutiert. Hori et al.
fanden heraus, dass frisches allogenes Amnionepithel MHC-I-Antigene exprimiert
und bei Transplantation in die Cornea den Empfanger sensibilisiert. AuRerdem
wurden in derselben Studie akute Abstollungsreaktionen bei spezifisch
sensibilisierten Patienten und solchen, die eine wiederholte Transplantation erhielten,
beobachtet (Hori, J., et al., 2006, S. 55). Adinolfi et al. jedoch konnten einen relativen
Mangel an MHC-1-Antigenen in der Amnionmembran nachweisen. Da die MHC-1-
Antigene entscheidend zur Differenzierung zwischen korpereigenem und
korperfremdem Gewebe beitragen und somit eine mdgliche AbstoRung von

korperfremdem Gewebe stimulieren, wirde ein MHC-Mangel die AbstoRungsreaktion
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des Empfangers reduzieren und folglich die antiinflammatorische Antwort minimieren
(Adinolfi, M., et al., 1982, S.326). In einer Studie von Akle et al. wurde bei der
Transplantation von  Amnionmembran bei keinem der 7 Patienten
AbstoBungsreaktionen beobachtet, was darauf zurtckgefuhrt wird, dass humane
Amnionepithelzellen weder HLA-Antigene noch B,-Mikroglobulin exprimieren (Akle,
C.A, et al,, 1981, S. 1003). Auch Fraser et al. beobachteten in ihrer Studie zur
Amnionmembrantransplantation bei Verbrennungen an Merino-Schafen keinerlei
AbstoBungsreaktionen (Fraser, J.F., et al., 2009, S. 998). Obwohl in einer aktuellen
Studie von Li et al. zur Untersuchung immunsupprimierender Faktoren der
Amnionmembran eine in vitro-Produktion signifikanter Mengen proinflammatorischer
Zytokine  durch  Amnionepithelzellen = beobachtet wurde, konnte  der
immunsuppressive Effekt der Amnionmembran auf die Chemotaxis von Neutrophilen
und Makrophagen, eine verminderte B- und T-Zellproliferation sowie die
Apoptoseinduktion bestatigt werden (Li, H., et al., 2005, S. 900). Bezuglich der
kontrovers diskutierten Immunogenitdt der Amnionmembran zeigte sich in dem
vorliegenden Experiment bei den Spalthautwunden eine Transplantatannahme von
100%. Bei der Beurteilung der Transplantatannahme mussen die mechanische
Stabilitdt eines Materials, die immunogenen Eigenschaften, die Wundmorphologie
sowie die Art der Transplantation bedacht werden. Auch Fraser et al. beobachteten
in ihrer Studie zur Amnionmembrantransplantation bei Verbrennungen an Merino-
Schafen keinerlei AbstoRungsreaktionen (Fraser, J.F., et al., 2009, S. 998). Da die
Wundmorphologie von Spalthautwunden der von Verbrennungswunden sehr dhnelt,
bestatigt unsere Studie somit die Ergebnisse von Fraser et al., auch wenn
unterschiedliche Transplantationsverfahren (allogen vs autolog) zum Einsatz kamen.
Weiterhin spielen die von der Amnionmembran sezernierten immunsupprimierenden
Faktoren eine Rolle. Kesting et al. zeigten in einer Studie zur Anwendung von
Amnionmembran  als  chirugisches  Transplantat zur Versorgung von
Weichteildefekten, dass durch die multilayer Anwendung der Amnionmembran die
Degradation der Amnionmembran im Vergleich zur monolayer Technik signifikant
reduziert werden kann, wodurch die den Wundheilungsverlauf positiv
beeinflussenden Eigenschaften und somit auch die immunsuppressiven Effekte der
Amnionmembran eine langere Wirkdauer erreichen (Kesting, M.R., et al., 2009, S.

930). Da jedoch in unserer Studie bereits eine Transplantatannahme von 100%
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beobachtet wurde, kann auf die technisch anspruchsvollere MU-Anwendung zur
Versorgung von Spalthautwunden verzichtet werden.

Weiterhin wurde der postoperative Verlauf bewertet. Der postoperative Verlauf eines
Wundheilungsprozesse wird mafRgeblich von der Inflammationsreaktion sowie von
moglichen Wundinfektionen bestimmt. Die HAM zeichnet sich durch ihre
antiinflammatorische Wirkung aus (Hao, Y., et al., 2000, S. 348). Die freigesetzen
antiinflammatorischen Proteine bewirken eine Downregulation der Expression von
TGF-p (Tseng, S.C., et al.,, 1999, S. 325) sowie von proinflammatorischen Zytokinen
wie IL-10 (Hao, Y., et al., 2000, S. 348). Rinastiti et al. zeigten in einer Studie, in
welcher Gingivawunden von Kaninchen mit Amnionmembran gedeckt wurden, dass
die inflammatorische Antwort des Gewebes nach Deckung der Defekte mit HAM
geringer verlief als bei den unbehandelten Defekten der Kontrollgruppe (Rinastiti, M.,
et al., 2006, S. 247). Ebenso verneinen Velez et al. in einer Studie zur Versorgung
peridontaler Gewebedefekte mittles Amnionmembran merkliche
Inflammationsrektionen im postoperativen Verlauf (Velez, 1., et al., 2010, S. 1797).
Park et al. berichten in ihrer Studie zur Behandlung von Brandwunden am Schwein
ebenfalls Uber reduzierte Inflammationsreaktionen in den Amnionmembran-
Behandlungsgruppen (Park, M., et al., 2008, S. 520). Auch Insausti et al., die
Amnionmembran als Deckungsmaterial flr grof3flachige, posttraumatische Wunden
verwendeten, berichten von antiinflammatorischen und antimikrobiellen Effekten der
Amnionmembran (Insausti, C.L., et al., 2010, S. 368). In der hier vorliegenden Studie
gestaltete sich der postoperative Verlauf in Bezug auf die Inflammationsreaktionen
bei den beiden Behandlungsgruppen nahezu identisch, weder in der PU- noch in der
HAM-Gruppe wurden Entzindungsreaktionen beobachtet.

Ein weiterer Vorteil der HAM ist der antimikrobielle Effekt. Peptide des angeborenen
Immunsystems wie p-Defensine, Elastase-Inhibitoren, Elafin (Splichal, 1., et al., 2001,
S. 345), sowie Lactoferrin und IL-1-RA (Kanyshkova, T.G., et al., 2001, S. 1) werden
in den Amnionepithelzellen exprimiert. Dartber hinaus wird der antimikrobielle Effekt
durch den rascheren Wundverschluss bei der Verwendung von Amnionmembran
(Talmi, Y.P., et al., 1991, S. 285) und durch die gute Wundadharenz (Lo, V., et al.,
2009, S.935) unterstitzt, da dadurch eine postoperative Kontamination der Wunde
verhindert wird. In den bereits vorher erwahnten Studien von Fraser et al., Kesting et
al. und Velez et al. (Fraser, J.F., et al., 2009, S. 998; Kesting, M.R., et al., 2009, S.
684; Velez, |., et al., 2010, S. 1797) traten bei den mit Amnionmembran behandelten
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Gruppen keine Infektionen auf. Auch in unserer Studie traten bei der Verwendung
von Amnionmembran keine postoperativen Wundinfektionen auf. Somit werden die
antiinflammatorischen und antimikrobiellen Eigenschaften der Amnionmembran
durch die Ergebnisse unserer Studie bestatigt.

Ein weiterer Vorteil der Amnionmembran ist die Reduktion der Bildung von
Narbengewebe. Dieser positive Einfluss auf die Narbenbildung wird auf die
Beschleunigung der Reepithelisierung, die antiinflammatorischen Eigenschaften und
die Verhinderung von Fibrosierung und Adhasion zuruckgefuhrt (Kim, J.S., et al,,
2000, S. 329). Hinsichtlich der asthetischen Ergebnisse zeigten sich bei den mit
Amnionmembran versorgten Wunden leichte Vorteile im Narbenkolorit, auch war die

durchschnittliche Wundkontraktion geringer als in der PU-Gruppe.

5.4. Histologischer Verlauf

HE. Ein Kriterium der histologischen Analyse anhand der HE-Farbungen war die
Zellinfiltration der Stanzbiopsate im postoperativen Heilungsverlauf. In samtlichen
Behandlungsgruppen zeigte sich das zu erwartende Zellbild eines
Wundheilungsprozesses. In der HAM-Behandlungsgruppe zeigten sich histologisch
keine Hinweise auf ausgepragte Fremdkorperreaktionen im Sinne einer
TransplantatabstoRung, was auf die niedrige Immunogenitat der Amnionmembran
zuruckzufuhren ist (Adinolfi, M., et al.,, 1982, S.326). Somit werden in der hier
vorliegenden Studie die Ergebnisse der Studien von Akle et al., Fraser et al. und
Maral et al., die ebenfalls keinerlei AbstoRungsreaktionen bei der Transplantation
von Amnionmembran beobachteten, bestatigt (Akle, A., et al., 1981, S. 1003; Fraser,
J.F., etal, 2009, S. 998; Maral, T., et al., 1999, S. 625).

Ein weiteres Kriterium bei der histologischen Beurteilung der Stanzbiopsate war die
Epitheldickenmessung. Anhand der Analyse der Epitheldicke lassen sich Aussagen
zu Narbenatrophien oder —hypertrophien treffen. Hypertrophe Narben entwickeln sich
charakteristischerweise einige Wochen nach der Verletzung und sind anfangs
gerdtet und leicht irritierbar (Ladin, D.A., et al., 1995, S. 6). Uber einen Zeitraum von
drei bis sechs Monaten proliferiert das Narbengewebe weiter und nimmt an Dicke zu,

bis eine statische Phase eintritt, bevor sich das Narbengewebe schrittweise
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hinsichtlich der Kriterien Erythem, Dicke und Grad der Irritierbarkeit circa ein Jahr
nach der Verletzung zurtckbildet (Muir, I.LF., 1990, S. 61). Die Messung der
Epitheldicke zeigte am 60. postoperativen Tag eine signifikant hdhere
durchschnittliche Epitheldicke und damit eine starkere narbige Hypertrophie in der
PU-Gruppe als bei den mit Amnionmembran behandelten Wunden. Die im Vergleich
zur PU-Behandlungsgruppe geringere narbige Hypertrophie bei der Behandlung mit
HAM ist auf die antiinflammatorischen Wirkungen (Hao, Y., et al., 2000, S. 348; Lee,
S.H., etal., 1997, S. 303; Tseng, S.C., et al., 1999, S. 325) und die Beschleunigung
der Reepithelisierung durch die Amnionmembran (Lo, V., et al., 2009, S. 935)
zuruckzufuhren, wodurch folglich die Narbenbildung gehemmt wird. Branski et al.
fuhrten eine Studie Uber Verwendung von Amnionmembran zur Behandlung
oberflachlicher Verbrennung im Gesicht bei Kindern durch, wobei eine Gruppe mit
Amnionmembran behandelt wurde, die andere erhielt topisch antimikrobielle
Wundauflagen. Die Entwicklung hypertropher Narben fiel in dieser Studie bei beiden
Behandlungsgruppen gleich aus (Branski, L.K., et al., 2008, S. 393). Im Gegensatz
zu unserer Studie erfolgte jedoch nur eine Kklinische Beurteilung und keine
histologische Analyse der Hypertrophie, zumal bei der Ergebnisinterpretation die

unterschiedlichen Wundmorphologien beachtet werden mussen.

EvG. Hinsichtlich der Anordnung der Kollagenfibrillen, welche wir anhand der EvG-
Farbungen untersuchten, ergaben sich keine wesentlichen Unterschiede zwischen
den einzelnen Behandlungsgruppen. Daraus kann geschlossen werden, dass sich
die verwendeten Materialien in den Auswirkungen auf die Elastizitat des

entstehenden Narbengewebes nicht unterscheiden.
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5.5. Immunhistologische Analyse

Ki67. Wir untersuchten die Keratinozytenaktivierung bei der Transplantatheilung
mittles Ki-67. Ki-67 reagiert mit einem nuklearen Antigen, das von Zellen in der G1-,
S-, M- und G2-Phase des Zellzyklus exprimiert wird und ist folglich ein Marker fur
proliferierende Zellen (Knaggs, H.E., et al., 1994, S. 89; Shimizu, T., et al., 1997, S.
224). Die Keratinozytenproliferation spielt im frthen Wundheilungsprozess eine
wichtige Rolle fur das epitheliale Remodeling (Usui, M.L., et al., 2005, S. 468) und ist
aulRerdem ein wichtiger Faktor bei der Entstehung hypertropher Narben: Andriessen
et al. zeigten in einer Studie zur immunhistochemischen Beurteilung hypertropher
Narben, eine erhdhte Proliferationsrate basaler Keratinozyten in drei Monate alten
hypertrophen Narben im Vergleich zu nicht hypertrophen Narben (Andriessen, M.P.,
et al., 1998, S. 192). Durch die Freisetzung von Wachstumsfaktoren wie EGF, TGF-
alpha, KGF, HGF, bFGF, TGF-beta-1, -beta-2, -beta-3 und die daraus folgende
Keratinozytenaktivierung durch die Amnionmembran werden eine Foérderung der
Reepithelisierung und damit eine Beschleunigung der Wundheilung erreicht
(Koizumi, N.J., et al., 2000, S. 173; Lo, V., et al., 2009, S. 935; Young, C.M., et al.,
1980, S. 182).
In der hier vorliegenden Studie ergaben sich beziglich des Zeitpunktes der
Reepithelisierung keine Vorteile in der HAM-Behandlungsgruppe gegenuber der
Kontrollgruppe. Die beiden Behandlungsgruppen zeigten sowohl klinisch als auch
histologisch einen in Bezug auf den zeitlichen Verlauf nahezu identischen Ablauf der
Wundheilungsprozesse. Auch die Proliferationsindizes am 7. postoperativen Tag und
damit die Keratinozytenaktivierung der beiden Gruppen wiesen keine signifikanten
Unterschiede auf. Somit fuhrt die Amnionmembran bei Spalthautwunden nicht zu
einer Beschleunigung der Reepithelisierungsvorgange. Dies flhren wir darauf
zuruck, dass das regeneratorische Potential der Haut selbst bei nur oberflachlicher
Wundtiefe ausreicht, um bei idealem Immunstatus einen zligigen Wundverschluss zu
gewabhrleisten, und dass somit die antiinflammatorischen Wirkungen sowie die
Beschleunigung der Reepithelialisierung durch die Amnionmembran weniger stark
zum Tragen kommen. Zur vergleichenden Interpretation stehen nur wenige Studien
zur Verfugung. In einer Studie von Mostaque et al. wurden die Effekte von
Amnionmembran im Vergleich zu Silber-Sulfadiazin auf den Wundheilungsverlauf
von Verbrennungswunden bei Kindern untersucht. Neben zahlreichen anderen
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Vorteilen der Amnionmembran wurde auch eine signifikante Beschleunigung der
Reepithelialisierung durch die Amnionmembran bewiesen (Mostaque, A.K., et al.,
2011, S. 200). Auch Park et al. bestatigen in ihrer Studie zur Behandlung von
Verbrennungswunden mittels Amnionmembran am Schwein derartige Effekte (Park,
M., et al., 2008, S. 520). Die Ergebnisse der hier vorliegenden Studie stehen somit in
Widerspruch zu den beiden oben genannten Studien, wobei jedoch bei der
Ergebnisinterpretation die unterschiedlichen Wundmorphologien von
Spalthautdefekten im Vergleich zu Brandwunden beachtet werden mussen. Eine
Studie von Maral et al. zur Versorgung von Spalthautdefekten an Ratten mit
Amnionmebran im Vergleich zu autologen Hauttransplantaten zeigte, dass die
vollstandige Epithelisierung bei beiden Behandlungsgruppen gleichzeitig erreicht

war. Dies bestatigen wiederum die Beobachtungen der hier vorliegenden Studie.

Laminin. Eine regelrechte Reepithelialisierung erfordert nicht nur den Verschluss der
Wundoberflache mit einer Keratinozytenschicht, sondern auch die vollstandige
Wiederherstellung der Basalmembran, welche entscheidend ist fur die Integritat und
die Funktionsfahigkeit der Haut. Die Basalmembran, welche hauptsachlich aus
Kollagen Typ IV und Laminin besteht, gewahrleistet eine Demarkation und Kohasion
zwischen den epidermalen und den dermalen Schichten (Yates, C., et al., 2009, S.
34) und durchlauft nach einer Hautverletzung einen Reifungsprozess hinsichtlich
ihrer Kontinuitat und ihrer Komponenten, die von Fibroblasten und Keratinozyten
gebildet werden (EI Ghalbzouri, A., et al., 2004, S. 359). Andree et al. fihrten eine
tierexperimentelle Studie am Schwein zur Basalmembranbildung wahrend der
Wundheilung durch. Dazu wurden Vollhautwunden mit verschiedenen epidermalen
Transplantaten gedeckt. Es konnte gezeigt werden, dass eine Abhangigkeit besteht
zwischen dem Zeitpunkt der vollstandigen Regeneration der Basalmembran und der
Art des Transplantates (Andree, C., et al., 2001, S. 97).

In der hier vorliegenden Studie konnte mittels der Anti-Laminin-Immunhistochemie
eine Beschleunigung der Basalmembranbildung durch HAM gezeigt werden, zumal
in der mit HAM versorgten Wunde bereits am 10. Tag eine intakte Basalmembran zu
sehen war, wohingegen zu diesem Zeitpunkt in der PU-Gruppe nur Fragmente zu
erkennen waren. Dies fuhren wir auf die von der Amnionmembran sezernierten

Wachstumsfaktoren zurick, welche eine Keratinozytenaktivierung und somit eine
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beschleunigte Nachbildung der Komponenten der Basalmembran bewirken, zurtck.
Auch wenn zwischen der HAM- und der PU-Gruppe mittels des Proliferatonsindexes,
welcher Aussagen uUber die Intensitat des epithelialen Remodelings zulasst, kein
signifikanter Unterschied hinsichtlich der Beeinflussung der Keratinozytenaktivitat
nachgewiesen werden konnte, wird anhand der Anti-Laminin-Farbung gezeigt, dass
die Amnionmembran dennoch einen positiven Effekt auf die Nachbildung der
Basalmembran hat. Somit wird aufgrund der beschleunigten Wiederherstellung der
Basalmembran bei der Verwendung von HAM als Transplantatmaterial auch die
Funktionsfahigkeit der Haut schneller wieder gewahrleistet. Weitere Studien zur
detaillierten Erforschung dieser Effekte sind von wissenschaftlichem und klinischem

Interesse.

VWEF. Noch nicht ausreichend geklart sind die Effekte der HAM auf die Angiogenese.
Die Angiogenese ist eine entscheidende Determinante fur den Erfolg oder das
Scheitern zahlreicher chirurgischer Prozeduren und bezeichnet das Aussprossen
neuer Kapillaren aus bereits existierenden Blutgefallen (Eming, S.A., et al., 2007, S.
115). Man geht davon aus, dass eine insuffiziente vaskulare Versorgung aufgrund
von verzogerter Angiogenese der entscheidende Faktor fur die Pathogenese einer
Transplantatnekrose ist (Akhavani, M.A., et al.,, 2008, S. 1425). Ungeachtet der
zugrunde liegenden Pathologie ist ein typisches Merkmal chronischer, nicht heilender
Wunden eine verminderte Bildung von Granulationsgewebe und damit geringeres
vaskulares Wachstum. Die genaue Regulation der Angiogenese nach einer kutanen
Verletzung ist noch nicht ausreichend gesichert, da sie ein komplexer Vorgang ist,
der durch die Interaktion von Endothelzellen mit angiogenetischen Faktoren wie
VEGF und Molekulen der extrazellularen Matrix reguliert wird (Eming, S.A., et al.,
2007, S. 115). Hao et al. konnten mittels PCR die Expression von Thrombospondin-
1, einem antiangiogenetischen Protein, in allen epithelialen und circa 20% der
mesenchymalen Zellen der Amnionmembran nachweisen. Auf’erdem wurde die
MRNA-Expression der Metalloproteinaseinhibitoren TIMP-1, -2, -3 und -4 gezeigt,
welche ebenfalls einen starken antiangiogenetischen Effekt besitzen (Hao, Y., et al.,
2000, S. 348). Kim et al. zeigten in einer tierexperimentellen Studie an Kaninchen,
dass nach Keratektomie die Revaskularisation einer massiv geschadigten Cornea

seltener auftritt, wenn diese mit Amnionmembran gedeckt wurde (Kim, J.C., et al.,
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1995, S. 32). Andere Arbeiten, in denen meist frische Amnionmembran in
extraokulare Regionen transplantierte wurde, zeigen jedoch Anzeichen fur eine
Neoangiogenese. Studien von Bennett et al. und Faulk et al. zur Verwendung von
Amnionmembran fur die Deckung von Beinulzera beflrworteten einen
proangiogenetischen Effekt der Amnionmembran, da eine frihere Bildung von
Granulationsgewebe im Vergleich zu mit Hauttransplantaten gedeckten Ulzera
beobachtet wurde (Bennett, J.T., et al., 1980, S. 1153; Faulk, W.P., et al., 1980, S.
1156). Rinastiti et al. fuhrten eine Studie zur Versorgung von Gingivawunden an
Kaninchen durch. Die histologische Analyse zeigte, dass die Anzahl der Blutgefale
in der mit Amnionmebran versorgten Behandlungsgruppe hoher war als in der
Kontrollgruppe (Rinastiti, M., et al., 2006, S. 247). Eine Studie von Loeffelbein et al.
zur Versorgung von Vollhautwunden mit Amnionmembran beschreibt einen
proangiogenetischen Effekt der HAM im Vergleich zu dem synthetischen
Hautersatzmaterial Integra® (Loeffelbein et al., 2012, S. 1246).

In der hier vorliegenden Studie wiesen die HAM-Wunden sowohl am 5. als auch am
7. postoperativen Tag eine signifikant geringere GefalRdichte auf als die
Kontrollgruppe, was die Annahme der antiangiogenetischen Eigenschaften der HAM
bekraftigt. Dies flihren wir auf die von Hao et al. beschriebene Expression
antiangiogenetischer Proteine in der Amnionmembran zurtck (Hao, Y., et al., 2000,
S. 248).

aSMA. Ein weiterer Vorteil der Amnionmembran ist die Reduktion der Bildung von
Narbengewebe. Dieser positive Einfluss auf die Narbenbildung wird auf die
Beschleunigung der Reepithelisierung, die antiinflammatorischen Eigenschaften und
die Verhinderung von Fibrosierung und Adhasion zuruckgefuhrt (Kim, J.S., et al.,
2000, S. 329). Zur immunhistologischen Quantifizierung der Vernarbung fuhrten wir
eine anti-aSMA-Farbung durch.

In der hier vorliegenden Studie konnten keine bzw. nur extrem wenige aSMA-
positiven Zellen in den Epithelschichten der beiden Behandlungsgruppen identifiziert
werden, so dass auf eine statistische Auswertung verzichtet wurde. Dies steht in
Einklang mit den Ergebnissen der minimalen klinischen Wundkontraktion sowohl bei
der Verwendung von HAM, als auch bei PU-Folie. Dementsprechend kann,
basierend auf den Ergebnissen dieser Studie, kein inhibitorischer Effekt der

Amnionmembran auf die Wundkontraktion im Vergleich zur PU-Folie postuliert
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werden. Fraser et al. behandelten in einer Studie Brandwunden am Merino-Schaf mit
Amnionmembran und konnten sowohl klinisch ein besseres asthetisches Ergebnis,
als auch immunhistologisch mittels aSMA eine verminderte Narbenbildung im
Vergleich zur Kontrollgruppe nachweisen (Fraser, J.F., et al., 2009, S. 998). Dies
steht somit im Gegensatz zu den Ergebnissen der hier vorliegenden Studie. Anhand
der kontroversen Ergebnisse von Fraser et al. und der hier vorliegenden Studie
werden die Unterschiede zwischen den einzelnen Tiermodellen, welche die Rolle von
aSMA im Wundheilungsprozess untersuchen, deutlich gemacht. AulRerdem ist auf
die verschiedenen Transplantationsweisen zu achten, zumal Fraser et al. eine
autologe Transplantation durchfihrten, hier hingegen xenogene Transplantate
verwendet wurden. Die genannten Aspekte mussen neben den unterschiedlichen
Wundmorphologien und den kleinen Tierkohorten sowohl bei der Interpretation der
Ergebnisse, als auch bei der zukunftigen Durchfuhrung wissenschaftlicher Studien
zur Untersuchung des Einflusses von aSMA auf die Wundheilungsprozesse beachtet

werden.
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6. Zusammenfassung

Die Hauttransplantation ist eine unverzichtbare Methode in der plastischen und
wiederherstellenden  Chirurgie  zur  Weichgewebsrekonstruktion  grdl3erer
traumatischer, chronischer oder iatrogener Hautdefekte. Trotz der Vielzahl der
bereits existierenden Behandlungsmaoglichkeiten zur Deckung der
Transplantatentnahmestelle, der sog. Donor site, konnte bisher noch keine optimale
Ldsung gefunden werden.

In dieser Studie wurde die Verwendung kryokonservierter, ein- und mehrschichtiger
HAM als alternatives Transplantatmaterial zur Versorgung iatrogener
Spalthautwunden am Minipigmodell untersucht. Ziel dieser Machbarkeitsstudie war
es, die HAM fur einen Einsatz am Menschen tierexperimentell zu untersuchen, um
die Morbiditat der Entnahmestelle zu senken.

An vier Minischweinen wurden operativ insgesamt 16 Vollhautwunden am Ricken
der Tiere gesetzt und anschlieRend mit HAM oder mit Opsite®, einem Wundverband
aus  Polyurethanfolie,  welcher  standardmaRig zur  Versorgung  von
Spalthautentnahmestellen verwendet wird, gedeckt. Die klinische Evaluierung
erfolgte  Uber den gesamten postoperativen Beobachtungszeitraum, die
Biopsieenthahmen wurden am 5., 7., 10., 20., 40. und 60. postoperativen Tag
durchgefuhrt.

Die Verwendung von HAM zur Versorgung von Spalthautentnahmedefekten flhrte zu
besseren asthetischen Ergebnissen und zu einer geringeren narbigen Hypertrophie
im Vergleich zu PU-Wundfolie. Eine Beschleunigung der Reepithelisierung durch die
Amnionmembran konnte nicht nachgewiesen werden. Dennoch kann die akzelerierte
Basalmembranbildung bei den mit HAM versorgten Wunden zu einer verminderten
Anfalligkeit der Defekte fur sekundare Wundinfektionen flhren, da eine intakte
Basalmembran eine Art Barriere bildet, auch wenn das daruber liegende Epithel
noch nicht vollstandig intakt ist. Bezlglich des Einflusses der HAM auf die
Angiogenese waren antiangiogenetische Effekte zu beobachten.

Diese Studie zeigt die erfolgreiche Anwendung von HAM zur Deckung von
Spalthautentnahmestellen bei Minischweinen. Die Ergebnisse stellen mit der
Verwendung von HAM eine einfache und effektive Technik zur Versorgung

iatrogener Hautdefekte in Aussicht. Aufbauende Studien sind jedoch ndtig, um den
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klinischen Einsatz von HAM zur Versorgung von Spalthautdefekten zu verifizieren

und weiter zu erproben.
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7. Summary

Skin transplantation is an indispensable method in plastic and reconstructive surgery
in order to reconstruct traumatic, chronic or iatrogenic skin defects. Despite of a
multiplicity of already existing supplies for the donor site an ideal solution has not yet
been found.

We evaluated the use of human amniotic membrane (HAM) as an alternative graft
material for the treatment of iatrogenic split-thickness (ST) skin wounds in a porcine
model with a view to reducing donor site morbidity in free flap transfer. Sixteen
experimental ST-wounds were created on the back of four Berlin minipigs and
subsequently covered with HAM or Opsite®, a well-reviewed polyurethan wound foil.
Clinical evaluation and biopsy-sampling for histological and immunohistochemical
staining with von Willebrand factor (vVWF) antibody, laminin antibody, Ki67 antibody
and alpha-smooth muscle actin (a¢SMA) antibody were performed on days 5, 7, 10,
20, 40 and 60 after surgical intervention.

In conclusion, treatment with HAM as a wound dressing for split-thickness wounds
results in improved esthetic results and in less hypertrophic scarring when compared
with treatment with PU foils in our animal study. Although no difference in the overall
speed of re-epithelialization is evident in this investigation, the accelerated re-
formation of the basement membrane might result in the improved defensive
capacities of the wound against microbial infections, since the basement membrane
forms a line of resistance, even if the overlaying epithelial layer is not complete.

This study demonstrates the successful application of HAM in ST wounds in
minipigs. The results offer promise as a simple and effective technique for the
application of HAM in iatrogenic human skin defects and the acceleration of wound
healing. Further investigations and longer term observations are needed to clear the
clinical effects of HAM. Considering the results of the present study, we have
performed a prospective clinical trial evaluating the use of HAM as a wound dressing
for STSG donor sites compared with PU foil. The results of that study will be
published shortly.
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9.1.

9.1.1.

Anhang

Protokolle der immunhistologischen Farbungen

Ki67
Trocknen der Schnitte Uber Nacht bei 40°C im Warmeschrank (Thermo
Scientific Function Line®, Firma Heraeus, Hanau)
Entparaffinierung: zweimal Xylol (10 min), Xylol/Ethanol (10 min), absteigende
Alkoholreihe (jeweils 2 min), spulen in bidestilliertem Wasser (1min)
Erhitzung der Schnitte in der Dako Target Retrieval Solution® (Firma Dako,
Glostrup, Dénemark) bei 97°C im Wasserbad (Typ 1003, Gesellschaft fiir
Labortechnik GmbH, Burgwedel) (20 min)
Abkuhlen der Proben (20 min)
Spulen der Slides in PBS-Puffer pH7,4 (1 min)
Proben in 1%igem Gemisch aus H,O; (Firma Merck KGaA, Darmstadt) und
bidestilliertem Wasser dunkel stellen (30 min)
Spulen der Slides in bidestilliertem Wasser (1 min)
Spulen der Slides in PBS-Puffer (1min)
Abtrocknen der Schnitte mit Filterpapier
Applikation des 5%-igen Blocking-Reagenz bestehend aus in PBS
gemischtem Ziegenserum (normal goat serum S-1000, Firma Vector
Laboratories, Burlingame USA) (30 min)
Abtrocknen des Blocking-Reagenz mit Filterpapier Applikation des 1:50 in
PBS verdunnten Primarantikorpers (monoclonal mouse anti-human Ki67
antigene, Firma Dako, Glostrup, Dé&nemark) Einwirkzeit 1 h bei
Raumtemperatur
Dreimaliges Spulen der Proben in PBS-Puffer (jeweils 5 min)
Abtrocknen der Slides mit Filterpapier
Applikation des 1:200 in PBS verdinnten Sekundarantikorpers (biotinylated
anti-mouse 1gG, Firma Vector Laboratories, Burlingame USA) (45 min)

Dreimaliges Spulen der Proben in PBS-Puffer (jeweils 5 min)
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9.1.2.

Applikation der Streptavidin-Lésung (Vectastain® ABC Kit, Peroxidase
Standard PK-4000, Firma Vector Laboratories, Burlingame USA) fur 45 min
Dreimaliges Spulen der Proben in PBS-Puffer (jeweils 5 min)

Auftragen der 0,2%igen H,O,/DAB-L6sung (8 min)

Spulen der Proben in bidestilliertem Wasser (2 min)

Gegenfarben in Hamalaun (Mayer’s hematoxylin, Firma Bio Optica, Mailand,
Italien) (3 sec)

Blauen der Slides unter Leitungswasser (10 min)

Aufsteigende Alkoholreihe (jeweils 2 min), Xylol/Ethanol (5 min), zweimal Xylol
(5 min)

Eindeckeln der Schnitte (Thermo Scientific®, Firma Menzel Gliaser GmbH,

Braunschweig) mit DPX

Laminin
Trocknen der Schnitte Uber Nacht bei 40°C im Warmeschrank (Thermo
Scientific Function Line®, Firma Heraeus, Hanau)
Entparaffinierung: zweimal Xylol (10 min), Xylol/Ethanol (10 min), absteigende
Alkoholreihe (jeweils 2 min), spulen in bidestilliertem Wasser (1min)
Auftragen von Proteinase K (Proteinase K ready-to-use, Firma Dako,
Glostrup, Ddnemark) (5 min)
Spulen der Slides in PBS-Puffer pH7,4 (1 min)
Proben in 1%igem Gemisch aus H,O; (Firma Merck KGaA, Darmstadt) und
bidestilliertem Wasser dunkel stellen (30 min)
Spulen der Slides in bidestilliertem Wasser (1 min)
Spulen der Slides in PBS-Puffer (1min)
Abtrocknen der Schnitte mit Filterpapier
Applikation des 5%-igen Blocking-Reagenz bestehend aus in PBS

gemischtem Ziegenserum (normal goat serum S-1000, Firma Vector

Laboratories, Burlingame USA) (30 min)

Abtrocknen des Blocking-Reagenz mit Filterpapier
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9.1.3.

Applikation des 5%igen Blocking-Reagenz bestehend aus in PBS gelostem
Magermilchpulver (Bio-Magermilchpulver, Firma Heirler Cenovis GmbH,
Radolfzell) (30 min)

Abtrocknen des Blocking-Reagenz mit Filterpapier

Applikation des 1:50 in 2%iger BSA-PBS-Pufferlésung (albumin from bovine
serum, Firma Sigma-Aldrich, St.Louis, USA) verdinnten Primarantikdrpers
(polyclonal rabbit anti-laminin, Firma Dako, Glostrup, Ddnemark), Einwirkzeit
15 min bei Raumtemperatur

Dreimaliges Spulen der Proben in PBS-Puffer (jeweils 5 min)

Abtrocknen der Slides mit Filterpapier

Applikation des 1:200 in 2%iger BSA-PBS-Pufferldsung verdinnten
Sekundarantikdrpers (biotinylated anti-rabbit IgG, Firma Vector Laboratories,
Burlingame USA) (45 min)

Dreimaliges Spulen der Proben in PBS-Puffer (jeweils 5 min)

Applikation der Streptavidin-Lésung (Vectastain® ABC Kit, Peroxidase
Standard PK-4000, Firma Vector Laboratories, Burlingame USA) fur 45 min
Dreimaliges Spulen der Proben in PBS-Puffer (jeweils 5 min)

Auftragen der 0,2%igen H,O,/DAB-L6sung (8 min)

Spulen der Proben in bidestilliertem Wasser (2 min)

Gegenfarben in Hamalaun (Mayer’s hematoxylin, Firma Bio Optica, Mailand,
Italien) (3 sec)

Blauen der Slides unter Leitungswasser (10 min)

Aufsteigende Alkoholreihe (jeweils 2 min), Xylol/Ethanol (5 min), zweimal Xylol
(5 min)

Eindeckeln der Schnitte (Thermo Scientific®, Firma Menzel Glédser GmbH,

Braunschweig) mit DPX

von Willebrand-Faktor
Trocknen der Schnitte Uber Nacht bei 40°C im Warmeschrank (Thermo
Scientific Function Line®, Firma Heraeus, Hanau)

Entparaffinierung: zweimal Xylol (10 min), Xylol/Ethanol (10 min), absteigende

Alkoholreihe (jeweils 2 min), spulen in bidestilliertem Wasser (1min)
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- Erhitzung der Schnitte in der Dako Target Retrieval Solution® (Firma Dako,
Glostrup, Dénemark) bei 97°C im Wasserbad (Typ 1003, Gesellschaft fir
Labortechnik GmbH, Burgwedel) (20 min)

- Abkuhlen der Proben (20 min)

- Spulen der Slides in PBS-Puffer pH7,4 (1 min)

- Proben in 3%igem Gemisch aus H,O, (Firma Merck KGaA, Darmstadt) und
bidestilliertem Wasser dunkel stellen (10 min)

- Spulen der Slides in bidestilliertem Wasser (1 min)

- Spulen der Slides in PBS-Puffer (1min)

- Abtrocknen der Schnitte mit Filterpapier

- Applikation des 3%-igen Blocking-Reagenz bestehend aus in PBS
gemischtem Ziegenserum (normal goat serum S-1000, Firma Vector
Laboratories, Burlingame USA) fur 30 min

- Abtrocknen des Blocking-Reagenz mit Filterpapier

- Applikation des 1:200 in PBS verdunnten Primarantikorpers (polyclonal rabbit
anti-human von Willebrand factor, Firma Dako, Glostrup, Dé&nemark)
Einwirkzeit 1 h bei Raumtemperatur

- Dreimaliges Spulen der Proben in PBS-Puffer (jeweils 5 min)

- Abtrocknen der Slides mit Filterpapier

- Applikation des 1:200 in PBS verdunnten Sekundarantikorpers (biotinylated
anti-rabbit IgG, Firma Vector Laboratories, Burlingame USA) (45 min)

- Dreimaliges Spulen der Proben in PBS-Puffer (jeweils 5 min)

- Applikation der Streptavidin-Losung (Vectastain® ABC Kit, Peroxidase
Standard PK-4000, Firma Vector Laboratories, Burlingame USA) fur 45 min

- Dreimaliges Spulen der Proben in PBS-Puffer (jeweils 5 min)

- Auftragen der 0,2%igen H,O,/DAB-L6sung (8 min)

- Spulen der Proben in bidestilliertem Wasser (2 min)

- Gegenfarben in Hamalaun (Mayer’s hematoxylin, Firma Bio Optica, Mailand,
Italien) (3 sec)

- Blauen der Slides unter Leitungswasser (10 min)

- Aufsteigende Alkoholreihe (jeweils 2 min), Xylol/Ethanol (5 min), zweimal Xylol
(5 min)
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9.1.4.

Eindeckeln der Schnitte (Thermo Scientific®, Firma Menzel Glaser GmbH,

Braunschweig) mit DPX

a-smooth-muscle actin (a SMA)

Trocknen der Schnitte Uber Nacht bei 40°C im Warmeschrank (Thermo
Scientific Function Line®, Firma Heraeus, Hanau)

Entparaffinierung: zweimal Xylol (10 min), Xylol/Ethanol (10 min), absteigende
Alkoholreihe (jeweils 2 min), spulen in bidestilliertem Wasser (1min)

Erhitzung der Schnitte in 0.01mol/L Citratpuffer-Lésung (pH 6.0) im
Mikrowellengrill (Intellowave® Firma LG) auf 600W (15 min)

Abkuhlen der Proben (20 min)

Spulen der Slides in PBS-Puffer pH7,4 (1 min)

Proben in 3%igem Gemisch aus H,O; (Firma Merck KGaA, Darmstadt) und
bidestilliertem Wasser dunkel stellen (10 min)

Spulen der Slides in bidestilliertem Wasser (1 min)

Spulen der Slides in PBS-Puffer (1min)

Abtrocknen der Schnitte mit Filterpapier

Applikation des 3%-igen Blocking-Reagenz bestehend aus in PBS
gemischtem Ziegenserum (normal goat serum S-1000, Firma Vector
Laboratories, Burlingame USA) fur 30 min

Abtrocknen des Blocking-Reagenz mit Filterpapier

Applikation des 1:80 in PBS verdlinnten Primarantikbrpers (mouse
monoclonal to alpha smooth muscle actin, Firma Abcam, Cambridge, UK),
Einwirkzeit 1 h bei Raumtemperatur, Aufbewahrung der Proben Uber Nacht
bei 8°C im Kihlschrank

Am nachsten Tag Aufwarmung der Proben bei Raumtemperatur (45 min)
Dreimaliges Spulen der Proben in PBS-Puffer (jeweils 5 min)

Abtrocknen der Slides mit Filterpapier

Applikation des 1:200 in PBS verdunnten Sekundarantikdrpers (biotinylated
anti-mouse 1gG, Firma Vector Laboratories, Burlingame USA) (45 min)

Dreimaliges Spulen der Proben in PBS-Puffer (jeweils 5 min)
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Applikation der Streptavidin-Lésung (Vectastain® ABC Kit, Peroxidase
Standard PK-4000, Firma Vector Laboratories, Burlingame USA) fur 45 min
Dreimaliges Spulen der Proben in PBS-Puffer (jeweils 5 min)

Auftragen der 0,2%igen H,O,/DAB-L6sung (10 min)

Spulen der Proben in bidestilliertem Wasser (2 min)

Gegenfarben in Hamalaun (Mayer’s hematoxylin, Firma Bio Optica, Mailand,
Italien) (3 sec)

Blauen der Slides unter Leitungswasser (10 min)

Aufsteigende Alkoholreihe (jeweils 2 min), Xylol/Ethanol (5 min), zweimal Xylol
(5 min)

Eindeckeln der Schnitte (Thermo Scientific®, Firma Menzel Glaser GmbH,

Braunschweig) mit DPX

9.2. Ergebnisse der statistischen Auswertung

9.21. Statistische Auswertung der Epitheldicke

p-Wert signifikant (p<0,05)

HAM 7d vs PU-Folie 7d 0,0002 ja
HAM 60d vs PU-Folie 60d < 0,0001 ja
HAM 7d vs HAM 60d < 0,0001 ja

PU-Folie 7d vs PU-Folie 60d 0,0843 nein
Kontrolle vs HAM 7d < 0,0001 ja

Kontrolle vs PU-Folie 7d 0,1131 nein
Kontrolle vs HAM 60d < 0,0001 ja
Kontrolle vs PU-Folie 60d < 0,0001 ja

Tab. 9.1.: p-Werte und Signifikanz der Epitheldicke der einzelnen Behandlungsgruppen der Spalthaut-

wunden und der Kontrollwunde.
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9.2.2. Statistische Auswertung der Zellproliferation mittles Ki67

p-Wert signifikant (p<0,05)
HAM 7d vs PU-Folie 7d 0,4331 nein
HAM 60d vs PU-Folie 60d 0,2815 nein
HAM 7d vs HAM 60d 0,0002 ja
PU-Folie 7d vs PU-Folie 60d < 0,0001 ja

Tab. 9.2.: p-Werte und Signifikanz der Proliferationsindizes der einzelnen Behandlungsgruppen der

Spalthautwunden.

9.2.3. Statistische Auswertung der GefaBproliferation mittels anti-vWF

p-Wert signifikant (p<0,05)
HAM 7d vs PU-Folie 7d 0,0005 ja
HAM 10d vs PU-Folie10d < 0,0001 ja
HAM 7d vs HAM 10d 0,5036 nein
PU-Folie 7d vs PU-Folie 10d < 0,0001 ja

Tab. 9.3: p-Werte und Signifikanz der Anzahl der Gefalke der einzelnen Behandlungsgruppen der

Spalthautwunden.
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