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ABKURZUNGEN

1.

Abklrzungen
aSMA = alpha-smooth-muscle actin
BSA = bovine serum albumine
DBA = Diamniobenzidin
EGF =  epidermal growth factor
EvVG = Elastica van Gieson
FGF =  fibroblast growth factor
HE = Hamatoxylin-Eosin
HGF = hepatocyte growth factor
HPF = High Power Field
IL-1 = Interleukin-1
IL-1-RA = Interleukin-1-Rezeptorantagonist
INOS = induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthetase
KGF = keratinocyte growth factor
NF-xB = nuclear factor kappa B
NO = Stickstoffmonoxid
PBS = Phosphatgepufferte Salzldsung (phosphate buffered saline)
PDGF = platelet derived growth factor
PF4 = Plattchen-Faktor 4
SEM = standard error of the mean
TGF-p =  transforming growth factor beta
TNF-a = tumor necrosis factor alpha
TSP-1 = Thrombospondin-1
VEGF = vascular endothelial growth factor
VH/Int =  Vollhautwunde, gedeckt mit Integra
VH/MO = Vollhautwunde, gedeckt mit einlagiger Amnionmembran
VH/MU =  Vollhautwunde, gedeckt mit mehrlagiger Amnionmembran
VH/NT = Vollhautwunde, no treatment
VH/SH = Vollhautwunde, gedeckt mit Spalthaut
vVWF = von Willebrand-Faktor
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EINLEITUNG

2. Einleitung

Die Hauttransplantation ist eine unverzichtbare Methode in der plastischen und
wiederherstellenden  Chirurgie  zur  Weichgeweberekonstruktion  groRerer
traumatischer, chronischer oder iatrogener Hautdefekte. Je nach Defekt kommen
verschiedene Methoden zur Anwendung. Bei der freien Hauttransplantation werden
Spalthaut-, Vollhaut- und Haut-Knorpelplastiken unterschieden (Muller, W., 2000, S.
314). Postoperativ. mussen sowohl die transplantierte Stelle als auch die
Transplantatentnahmestelle hinsichtlich funktioneller und asthetischer
Gesichtspunkte beurteilt werden.

Trotz der Vielzahl der bereits existierenden Behandlungsmoglichkeiten zur Deckung
der Transplantatentnahmestelle, der sog. Donor site, konnte speziell fur 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 Biokompatibilitdt. 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 Qualitaten 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
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EINLEITUNG

Narbenbildung (Wang, X.Q., et al., 2010, S. 680), antimikrobielle Effekte und gute
Wundadharenz (Lo, V., et al., 2009, S. 935).

Die ersten Berichte zur Verwendung von Amnionmembran im Sinne eines
Hauttransplantats stammen von Davis aus dem Jahr 1910 (Dawvis, 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 Kklinisch 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 moglichen 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), Lypophilisation (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

15



EINLEITUNG

zur Pravention chirurgischer Adhasionen (Young, C.M., et al., 1980, S. 182) zeigen

das breite Indikationsspektrum der Amnionmembran.

21. Problemstellung

Ziel dieser Studie war es, kryokonservierte Amnionmembran als Transplantatmaterial
zur Deckung von Vollhautwunden in der wiederherstellenden Chirurgie zu etablieren.
Dazu sollte in einem geeigneten Tiermodell die klinische und histlogische Evaluation
von Amnionmembran als Vollhautersatzmaterial erfolgen. Als Vergleichsmaterialien
wurden autologe Spalthauttransplantate — als klinischer ,Goldstandard® — und ein
routinemaBig verwendetes Hautersatzmaterial (Integra® Artificial Skin, Integra
LifeSciences Corporation, Plainsboro, New Jersey, USA) herangezogen. 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 erdrtert werden.
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2.2. 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 Aktivitdten 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).

2.21. Physiologie 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 Gefalie
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. Aullerdem
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 aufRerdem Uber 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 iNOS der Makrophagen
wird durch TNF und IL-1 zur Synthese grof3erer 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 wirden
(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 Gber
die 5-Lipoxygenase Leukotrien A4, welches in den Thrombozyt Ubertragen und dort
von dessen 12-Lipoxygenase in Lipoxin A4 und Bs umgewandelt wird. Klinische und
experimentelle Wundheilungsstudien haben gezeigt, dass ein frihes Auftreten von
Prostaglandinen und Leukotrienen mit einer neutrophilen Infiltration einhergeht.
AnschlieBend erfolgt die Lipoxin-Biosynthese, die zu einem Rulckgang 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 I0sen 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-f3 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 2.1 zeigt die

Zusammensetzung der Wundmatrix im zeitlichen Verlauf.
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Abb. 2.1: 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).

Reparative Phase

Reparations- und Remodelingvorgange finden ab dem siebten Tag nach der
Verletzung statt und kdnnen bis zu einem Jahr andauern (Broughton, G., et al., 2006,
S.12).
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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
Remodeling-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 flhrt 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
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
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ehemaligen Wundgebietes nie wieder die vollen 100 Prozent erreichen. Nach einer
Woche besitzt die Wunde nur ein Prozent ihrer endguiltigen 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).

22.2. 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/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. AulRerdem 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).

2.23. 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). AulRerdem wird eine
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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.

Abbildung 2.2 zeigt den histologischen Vergleich zwischen menschlicher Haut und
der Haut des Schweins (Sullivan, T.P., et al., 2001, S. 66).

Epidermis —__| >
_ﬂ"ﬂ-ﬂ-ﬂ- -~ £
&« .

Dermis

«* . Talgdrise /

Haarfollikel "]

apokrine Drise

subkutanes

Fettgewebe —

Abb. 2.2: Vergleich der histologischen Gewbearschitektur 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).

Bezuglich der Epidermis der Schweinehaut zeigen sich in Bau, Biochemismus
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
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Tage, beim Schwein 10 bis 14 Tage. Die Dicke der menschlichen Epidermis betragt
50-120 um, 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,
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 heil’t, sie besitzen
keine zytoplasmatischen Fortsatze. Aullerdem fehlen den Langerhans-Zellen der
Schweinehaut die sog. Birbeck-Granula (Meyer, W., et al., 1991, S.16). Die Birbeck-
Granula sind Tennisschlager-formige Cytoplasmaformationen, 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

24



DIE WUNDE

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
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 grofde
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 Drisen 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
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experimentellen Untersuchungen stellt die Tendenz zur Hyper- bzw. Parakeratose
dar, die bei Miniaturschweinen besonders ausgepragt sein kann.

Aus dieser Beschreibung ist ersichtlich, dass sich Moglichkeiten zur erfolgreichen
Anwendung der Schweinehaut als Modell fur 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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2.3. 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.

2.31. Spalt- und Vollhauttransplantate

Die Technik der Spalthauttransplantation ist weltweit eine der am haufigsten
angewendeten Methoden zum Verschluss grofderer Wundflachen. Als Pionier hatte
Reverdin 1869 kleine, dunne Kutislappchen verpflanzt (Reverdin, J., 1869, S. 511).
Ollier erzeugte 1872 erstmals auch gréfRere Epidermistransplantate (Ollier, L., 1872,
S. 243). Die von ihm beschriebene Technik wurde durch Thiersch in den Folgejahren
standardisiert (Thiersch, C., 1874, S. 318).

Das funktionelle und asthetische Ergebnis einer Spalthauttransplantation hangt in
erster Linie von der Dicke des Transplantates ab. Hierbei sind vier verschiedene
Starken zu unterscheiden (siehe Tabelle 2.1). 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). Wegen der
entstehenden Narben sollte die Spalthauttransplantation lediglich bei tiefen, alle
Hautschichten umfassenden Verbrennungen, bei ausgedehnten Hautdefekten

aulBerhalb des Gesichts und bei Verletzungen, bei denen die Empfangerstelle nur
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sparlich vaskularisiert ist (zum Beispiel trophische Beinulzera), angewendet werden.

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; anschliel’ende
(0,3 — 0,45 mm) 9 Retraktion
Padaett Spontane Heilung mit Aseptische und gut
(0,45 — (?6 mm) anschlielRender Bildung von vaskularisierte Empféngerregion
’ ’ Narbengewebe erforderlich; moderate Retraktion
Wolfe-Krause Chirurgische Versorgung Erfordert set?r gute
. Vaskularisierung; fast keine
(> 0,6 mm) notwendig :
Retraktion

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).

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 Ubereinstimmen. Wird
dies gewahrleistet, so kann ein funktionell und &sthetisch 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 aulReren 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 fur die einwandfreie Annahme eines Vollhauttransplanta-
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tes ist aullerdem eine suffiziente Vaskularisierung der Empfangerstelle.
Dementsprechend sollte das Vollhauttransplantat ohne Uberschissiges Fettgewebe
entnommen werden, um zusatzliche Diffusionshindernisse zu minimieren. Als
Donorareale fur Vollhauttransplantate im Gesichtsbereich eignen sich besonders die
supraclaviculdre 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

Vollhautdefekten liegen.

2.3.2. Pathophysiologie der Hauttransplantate

Der Vorgang der Vereinigung des Transplantats mit der Empfangerstelle wird als
Transplantatannahme bezeichnet. Neben der immunologischen Kompatibilitat sind
die essentiellen Voraussetzungen flur 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 konnen elastische
Bandagen, Schwamme, Baumwolle oder Mullkompressen, welche mit Nahten

befestigt werden, angewendet werden. Der Vorgang der Transplantateinheilung ist
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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
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 koénnen
Veranderungen der Pigmentierung auftreten.

Klinisch ist das Transplantat zunachst blass und weillich, aber die darauf folgende
rotliche Farbung und feste Haftung an der Empfangerregion weisen auf eine
Transplantatannahme hin. Die Vorgange der Transplantateinheilung sind auferst
empfindlich und dementsprechend kénnen Grunderkrankungen wie Diabetes oder
Arteriopathien diese erschweren. Zu den lokalen Faktoren, die eine
Transplantatannahme behindern konnen, 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).
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24. Die Amnionmembran

2.4.1. Aufbau der Amnionmembran

24.1.1. Anatomischer und histologischer Aufbau

Amnion und Chorion werden als fetale Membranen der Plazenta bezeichnet (siehe
Abb. 2.3). Die Amnionmembran wird an ihrer Innenseite von Amnionflissigkeit
umspult, die aulere Seite ist mit dem Chorion verbunden. Das Chorion ist aus
Bindegewebe und Blutgefalien aufgebaut, welche den Nahrstofftransport aus dem
maternalen in das fetale Blut gewahrleisten. Aullen 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
Mambr basis
Amnion ey

( fotal) Lamina compacta
Stroma

Lamina fibrobiastica

Lamina spongiosa

Lamina collulars

Chorion Lamina reticularis
(Origen fetal)

Lamina pseudobasis
Decidua

(Ovigen materno)

Abb. 2.3: Schichtartiger Aufbau der Plazenta. Die Amnionmembran stellt die innerste der drei
Schichten dar (Murube, L.R., et al., 2006).
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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 vergroRern. 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 aulderen drei
Schichten sind in histologischen Untersuchungen an kryokonserviertem Gewebe
schwer voneinander abzugrenzen. Abbildung 2.4 zeigt den funfschichtigen

histologischen Aufbau der Amnionmembran.

Fibroblastenschicht=—

Basalmembran S
Kollagenschicht =" ~ o 1
~ . MN
. -
G S

.

Schwammschicht == -

\
-

50 ym I

Abb. 2.4: Hamatoxylin-Eosin-Farbung einer humanen Amnionmembran. Finf Schichten sind zu
erkennen: Das Epithel, die Basalmembran, die kompakte Kollagenschicht, die Fibro-

blastenschicht und die Schwammschicht.

241.2. Zusammensetzung der extrazellularen Matrix

Die Struktur der extrazellularen Matrix ist von entscheidender Bedeutung flr
Vorgange wie Wachstum, Wundheilung und Fibrosierung. Kollagen der Typen I, llI,

IV, V, VII, Elastin, Laminin und Fibronektin konnten als Bestandteile der
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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 ubiquitdrer 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 flr 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).

24.2. Eigenschaften der Amnionmembran

24.21. 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 Stabilitat 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 Mdglichkeit die Elastizitdt 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).

24.2.2. 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
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 Ill und Typ IV Kollagen und andere nicht-
kollagene Glykoproteine wie Laminin und Fibronectin. Diese dienen als Liganden fur
die Zelladhasion, beeinflussen durch die Bindung von Oberflachenrezeptoren die
Signaltransduktion und wirken somit beschleunigend auf die

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

24.2.3. 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
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Verwendung von Amnionmembran schmerzhafte Verbandswechsel seltener nétig
(Ley-Chavez, E., et al., 2003, S. 46).

2.4.2.4. 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).

2.4.2.5. Wirkung auf die Angiogenese

Die Wundheilung hangt unter anderem von dem richtigen Gleichgewicht aus
proangiogenetischen Faktoren, welche die Reepithelisierung foérdern, und
antiangiogenetischen Faktoren, die Uberschielendes 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).

24.2.6. Immunogenitat

Eine immunologische Abstollungsreaktion konnte im klinischen Gebrauch frischer
Amnionmembranen nicht beobachtet werden (Akle, C.A., et al., 1981, S. 1003).
Glycerol- und kryokonservierte Amnionmembranen kdnnen die Antigenitat weiter

reduzieren, da die Zellen nicht lebensfahig sind und keine Vaskularisation auftritt
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(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 Immunogenitat der Amnionmembran
kontrovers diskutiert, da in Tierversuchen lebensfahige Amnionepithelzellen bei
allogener Transplantation von sensibilisierten Individuen bei wiederholter Anwendung

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

2.4.2.7. Antimikrobielle Wirkung

Antimikrobielle Peptide des angeborenen Immunsystems, wie -Defensine, Elastase-
Inhibitoren, sekretorische Leukozyten-Proteinaseinhibitoren und Elafin werden in der
Amnionmembran exprimiert (Splichal, 1., 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 koérpereigenen Abwehrmechanismen die
sekundare Infektion besser kontrollieren kénnen (Lo, V., et al.,, 2009, S. 935).
AulBerdem 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).

24.2.8. 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).
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243. Anwendungen der Amnionmembran in der Medizin

William Thornton, ein Student am Johns Hopkins Hospital war augenscheinlich der
erste der den Wert fetaler Membranen fur die Wundheilung und chirurgische
Malinahmen erkannte. Die erste wissenschaftliche Beschreibung von
Hauttransplantationen mit einer Kombination aus Amnion- und Chorionmembran
erfolgte dann 1910 durch Thorntons‘s Lehrer, 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 eroffnete nach Etablierung der HAM-
Kryokonservierung Mitte der 90er Jahre eines der am meisten expandierenden
Felder in der Ophthalmochirurgie (deRotth, 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 daflr
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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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 durchgefuhrt,
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 Ringerlésung
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 Grofe von 5x5 cm
zurechtgeschnitten. Diese wurden mit der epithelialen Seite nach oben uUber 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
gefullt. AnschlieBend wurde das Falcon-Tube mit steril filtrietem 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

(durchschnittlich 27,6 kg). Die Schweine wurden gemafly den internationalen
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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 Verfigung. 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 Versuchsdurchfihrung 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. Operationsdurchflihrung

3.41. Erstellung der Hautdefekte

Die Operationen zur Erstellung der Hautdefekte wurden von erfahrenen Mund-Kiefer-
Gesichts-Chirurgen im Januar 2008 durchgefuhrt. 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 5x5
cm groBen Defekte in gleichmaRiger Verteilung auf dem Rucken 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

dem Tier 4cc/kg NaCl pro Stunde zugefuhrt. Die Anasthesie wurde zunachst mit
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einem lIsofluran 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 Vollhaut-
und Spalthautdefekte 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 com, prapariert. Anschlieend wurden
Spalthautdefekte einer Schichtdicke von 0,2 mm Tiefe mittels eines herkdmmlichen
Dermatoms (Nouvag GmbH, Konstanz) 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 Korpergrof3e nur zehn Wunden angelegt. Insgesamt wurden
40 Vollhautwunden 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 Spalthautdefekte

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
gesetzt. Die Verteilung der Wundarten auf dem Ricken des Tieres sowie die
Zuordnung der Deckungsmaterialien zu den Wunden erfolgten randomisiert.

Jeweils zwei Vollhautdefekte pro Tier wurden mit dem biologischen
Hautersatzmaterial Integra® Artificial Skin, ein zweischichtiges Membransystem,
gedeckt. Die dermale Ersatzschicht des Integra® besteht aus einem porésen
Fasergerist  aus kreuzvernetztem Rindersehnenkollagen und einem
Glykosaminoglykan (Chondroitin-6-Sulfat), dessen in der Herstellung kontrollierte
Porengréf3e eine verlangsamte, definierte Abbaurate erlaubt. Die epidermale
Ersatzschicht besteht aus einer dinnen Polysiloxanschicht (Silikon) zur Regulation
des Feuchtigkeitsverlustes der Wunde. Integra® wurde entsprechend der
Herstelleranweisung auf die Wunde aufgebracht und mit Spalthaut gedeckt (siehe
Abbildung 3.2).

Abb. 3.2: Klinische Situation einer VH/Int-Wunde nach deren Deckung mit einem Spalthaut-

transplantat.

Zwei weitere Vollhautwunden je Schwein wurden mit einschichtiger kryokonservierter

HAM versorgt. Die HAM wurde eine halbe Stunde vor der Operation aufgetaut, steril
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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. Da in Vorversuchen die Stabilitat der HAM durch Verwendung
von mehreren Lagen verbessert worden war, wurden jeweils zwei Vollhautdefekte
pro Tier mit mehrlagiger kryokonservierter HAM gedeckt. Dazu wurden flunf
Schichten der HAM zu einem Multilayer-Patch ex vivo Ubereinander gelegt und
mittels 5-0 Naht (Ethilon®, Ethicon, Norderstedt) auf der Wunde an den Réandern
fixiert. Abbildung 3.3 zeigt die klinische Vorgehensweise bei Transplantation des
Amnionpatches sowie die klinische Situation nach Fixierung des Transplantates an
der Vollhautwunde. Um eine bessere Vergleichbarkeit zu den mit Integra® gedeckten
Wunden zu erreichen, wurde auf den mit HAM in MO- und MU-Technik versorgten

Vollhautwunden ebenfalls ein Spalthauttransplantat fixiert (siehe Abbildung 3.4).

Abb. 3.3: Klinische Situation bei der Transplantation des Amnionpatches (links einlagig, rechts

mehrlagig).

» )

Abb. 3.4: Klinische Situation bei der Deckung der VH/MO- und der VH/MU-Wunde mittels

verschiedener Composite-Grafts (von links nach rechts).
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Jeweils zwei Vollhautwunden wurden mit der entnommenen Spalthaut allein
versorgt. Die Spalthaut wurde auf die Vollhautdefekte aufgebracht und mittels 5-0
Naht (Vicryl®, Ethicon, Norderstedt) an den Randern fixiert und dann mittels fest
gepackter Jodkompressen ein Druckverband angelegt. Die Schweine erhielten
zusatzlich zwei Vollhautwunden (sog. no treatment Defekte), die keine spezielle
Wundauflage erhielten und als Kontrolle dienten. In die VH/NT-Defekte wurden

lediglich sterile Jodkompressen locker eingelegt.

Tabelle 3.1 gibt einen Uberblick (ber die Verteilung der Wunden und der

Deckungsmaterialien auf die einzelnen Versuchstiere.
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Wunde Tier A Tier B Tier C Tier D

VH/MO VH/MO VH/MO
2 VH/MO SE SE VH/Int
3 VH/MU VH/MU SE VH/MU
4 VH/SH VH/SH VH/SH VH/SH
5 VH/NT VH/NT VH/NT VH/NT
6 SE VH/Int VH/Int VH/MU
7 VH/Int SE VH/MU VH/MO
8 VH/Int SE SE VH/Int
9 VH/SH VH/Int VH/SH VH/SH
10 SE VH/MO VH/NT VH/NT
11 VH/MO SE SE -
12 SE VH/NT VH/Int -
13 VH/NT VH/SH VH/MO -
14 VH/MU VH/MU VH/MU -

Tab. 3.1: Verteilung der Wundarten und Deckungsmaterialien auf die einzelnen Tiere

(SE=Spalthautentnahme, VH = Vollhautwunde, SH = Spalthaut, NT = no treatment, Int =

Integra, MO = monolayer HAM, MU = multilayer HAM)
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3.5. Wundkontrolle und Probengewinnung

Die Wunden wurden regelmalflig 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 (siehe 6.9.).

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 anschlieend mit T 61° (Intervet GmbH

Deutschland, UnterschleiBheim, 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
anschliel3end im Labor der Klinik fur Mund-, Kiefer- und Gesichtschirugie unter einem
Lichtmikroskop (AxioCam HRC®, Zeiss, Jena, Germany) beurteilt. Zunéchst 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

Tabelle 3.2 gibt eine Ubersicht Gber die verwendeten Antikdrper und das jeweils zu

detektierende Gewebe.

Zu detektierende

Primarantikorper Strukturen Hersteller

monoclonal mouse to alpha Firma Abcam, Cambridge,

smooth muscle actin Myofibroblasten UK
polyclonal rabbit anti-human Firma Dako, Glostrup,
von Willebrand factor Endothelzellen Danemark

monoclonal mouse anti-
human Ki-67 antigen

Firma Dako, Glostrup,

roliferierende Zellen ..
P Danemark

Firma Dako, Glostrup,

polyclonal rabbit anti-Laminin Basalmembran .
Déanemark

Tab. 3.2: Ubersicht tiber die verwendeten Antikdrper, die zu detektierenden Strukturen und die

Hersteller.
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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 fir den
jeweiligen Antikdrper bis schliellich das fur die Proben optimale Vorgehen gefunden
wurde. Fur die Negativkontrolle wurde der primare Antikdrper durch PBS-Lésung
ersetzt.

Die Protokolle der immunhistochemischen Farbungen finden sich im Anhang (siehe
9.1).

3.9. Vorgehen bei der Auswertung

Die Proben wurden makroskopisch und mikroskopisch analysiert.

Fur die makroskopische/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
Wundheilung und der Transplantatabsto3ung 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 [+++]).
Zur einfacheren Bewertung und besseren Vergleichbarkeit wurde fur die einzelnen
Phasen der Wundheilung die Summe aller in diesem Zeitraum vergebenen Punkte
errechnet, wobei das klinische Ergebnis umso besser ist, je niedriger die errechnete
Punktzahl ist. 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.

DarlUber hinaus wurde das &sthetische Ergebnis beurteilt. Dazu analysierten wir

zunachst das Narbenkolorit am 60. Tag, wobei es in vier Farbkategorien (hautfarben,
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rosa, weildlich, dunkelrot-lila) eingeteilt wurde. Hierbei sind hautfarbene Narben im
Hautniveau als regelrechte Einheilung, rosafarben als eine verlangerte Wundheilung,
weillich und rétlich-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.
AnschlieBend wurden der Quotient aus der kontrahierten Wundflache und dem
ursprunglichen Defektgebiet errechnet und die prozentuale Kontraktion der einzelnen
Behandlungsgruppen verglichen. Da die Tiere im Verlauf des Experiments
durchschnittlich circa 30% an Gewicht zulegten (Ausgangsgewicht im Durchschnitt
27kg, Endgewicht durchschnittlich 35kg), wurde die prozentuale Kontraktion mit dem
Faktor 1,3 multipliziert, um eine Korrektur der Gewichtszunahme mit einhergehender
OberflachenvergroRerung in Bezug zur Kontraktion zu erreichen. Abbildung 3.5 zeigt

die zur Vermessung der Kontraktion verwendete Schablone.

Abb. 3.5: Die kontrahierte 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
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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 ausgewahlt,
an dem die vollstandige Reepithelisierung zu erkennen war, andererseits der letzte
Beobachtungstag zur Beurteilung einer eventuell vorhandenen narbenbedingten
Epithelatrophie. Somit wurden der 20. 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 3.6). Somit wurden je Probe insgesamt 48 Punkte
vermessen. Zwischen den Messpunkten wurde ein Abstand von 0,05 — 0,1 mm

eingehalten.

O i

Abb. 3.6: Methodik bei der Epitheldickenmessung. VH/Int-Wunde am 60. 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
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Proliferationsindizes am 10. 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.

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 und 40.

Anhand der von Willebrand Farbungen erfolgte eine Auszahlung der subepidermalen
Gefalle zur Beurteilung der Proliferationsphase. Die Gefalizahlung wurde an den
Schnitten des siebten und zehnten postoperativen Tages der Vollhautwunden
durchgefuhrt, da diese jeweils den Zeitraum der proliferativen Phase der
Wundheilung, in dem die Gefalproliferation hauptsachlich stattfindet, umfassen.
Dazu wurden unter dem Leitz Aristoplan Mikroskop® (Leica Microsystems, Wetzlar,
Germany) in zehn verschiedenen HPFs pro Stanzenhalfte pro Biopsat die Gefalle
gezahlt, wodurch man 20 Werte je Biopsat erhielt.

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). Zur Quantifizierung wurden die
aSMA-positiven Fibroblasten in jeweils 5 HPFs pro Biopsat gezahlt. Da nur das
interstitielle aSMA die Vernarbung entscheidend beeinflusst, wurde das in der glatten
Muskulatur der Blutgefalle sowie das im Musculus erector pili der Haarfollikel
enthaltene aSMA nicht in die Auswertung mit einbezogen. Abbildung 3.7 zeigt
beispielhaft den Unterschied zwischen dem interstitiellen aSMA und dem aSMA der
glatten GefalRmuskulatur, welches nicht in die Auswertung mit einbezogen wurde.
Zur Beurteilung wurden der 10., der 20., der 40. und der 60. postoperative Tag

ausgewertet.
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Abb. 3.7: VH/Int-Wunde in der a SMA-Farbung (300fach). Die schwarzen Pfeile deuten beispielhaft
auf das interstitielle, die Vernarbung beeinflussende a.SMA. Die roten, gestrichelten
Pfeile zeigen auf aSMA in der glatten GefaBmuskulatur, welches nicht in die Auswertung

mit einbezogen wurde.

Fur samtliche statistische Auswertungen wurde der t-Test flir abhangige Stichproben
angewendet. Das Signifikanzniveau wurde auf p<0,05 festgelegt. Die graphische
Darstellung der statistischen Ergebnisse erfolgte im Box-Whisker-Plot, in welchem
das Minimum, das Maximum, das untere und das obere Quartil sowie der Median

angegeben wurden.
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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

Die Kriterien der klinischen Beurteilung waren:
- Die Transplantatannahme
- Der postoperative Verlauf im Hinblick auf das Auftreten von Blutungen,
Infektions- und Entzindungszeichen sowie der zeitliche Verlauf der
Wundheilungsprozesse (Zeitpunkt des Wundverschlusses und des Erreichens
des urprunglichen Hautniveaus)
- Das asthetische Ergebnis, wobei die Wundfarbe und die Wundkontraktion
beurteilt wurden.
Diese Bewertungskriterien wurden an den postoperativen Tagen 2, 5, 7, 10, 20, 40
und 60 erhoben.

41.1. Klinische Beurteilung

Zunachst wurde die Transplantatannahme bei den einzelnen Behandlungsgruppen

analysiert (Tabelle 4.1).

Behandlungsgruppe Transplantatannahme

VH/MO 81,8 %
VH/MU 87,5 %
VH/SH 83,3 %
VH/Int 75,0 %

Tab. 4.1: Prozentuale Transplantatannahme bei den einzelnen Behandlungsgruppen.
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Aullerdem wurde der postoperative Verlauf in der Intensitdt der
EntzUndungsreaktion, postoperativer Blutungen und Infektionszeichen beurteilt und
pro Behandlungsgruppe im Mittel dargestellt (Tabelle 4.2). Anhand der oben
genannten Intensitdten der entsprechenden Merkmale wurde ein Score in den
jeweiligen Phasen der Wundheilung errechnet, der ein gutes klinisches Ergebnis
durch einen niedrigen und ein schlechtes Ergebnis durch einen hohen Zahlenwert
widerspiegelt (Tabelle 4.3).

Aus dem Vergleich des postoperativen Wundverlaufs der verschiedenen
Vollhautwunden gehen folgende Ergebnisse hervor: Postoperative Einblutungen
traten am haufigsten innerhalb der ersten sieben Tage auf, wobei die VH/Int-Wunden
am starksten und die VH/SH-Wunden am wenigsten betroffen waren. Die
Blutungstendenz nimmt in der proliferativen Phase ab, in der reparativen Phase
wurden schlieBlich keinerlei Blutungen mehr beobachtet. Hinsichtlich postoperativer
Inflammationsreaktionen zeigten sich in der exsudativen Phase bis Tag 5 nur
geringflgige Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen, alle Wunden waren
maldig entzundet. In der proliferativen Phase hingegen wurden bei den VH/Int— und
den VH/NT-Wunden deutlich hdhere Scores beobachtet als in der HAM- und der SH-
Behandlungsgruppe. In der spaten Phase der Wundheilung ist die Int-Wunde die
einzige, welche zu diesem Zeitpunkt noch Entzindungszeichen aufweist. Somit
erweist sich in unserer Studie die Verwendung von Integra® beziiglich postoperativer
Inflammationsreaktionen als nachteilig gegenuber HAM und Spalthaut als
Wundauflage. Wundinfektionen traten ausschliel3lich in der proliferativen Phase von
Tag 7 bis Tag 20 auf. Die starksten Infektionszeichen waren bei den Int-Defekten zu
sehen, auch die NT- und MO-Wunden zeigten Anzeichen postoperativer
Wundinfektionen. Lediglich die mit Spalthaut und multilayer HAM versorgten Wunden
blieben nahezu infektionsfrei. Keine der lokalen Infektionen flhrte allerdings zu einer
Beeintrachtigung des Allgemeinzustandes der Tiere im Sinne einer infektios
bedingten systemischen Entzindungsreaktion (Sepsis) und musste mittels eines
Antibiotikums behandelt werden. Auch musste kein Tier wegen Leidensanzeichen

aus dem Versuch genommen werden.
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Blutung Entziindung Infektion

VH/MO 2d - + -
5d + ++ -
7d - ++ +

10d - ++ ++
20d - - -
40d - - -
60d - - -
VH/MU  2d + + -
5d + + -
7d - + -
10d ++ ++ -
20d - - -
40d - - -
60d - - -
VH/Int 2d + + -
5d ++ ++ -
7d + +++ -

10d - +++ ++

20d - +++ +++

40d - + -
60d - - -
VH/SH 2d - + -
5d - + -
7d - ++ -
10d - ++ -
20d - + -
40d - - -
60d - - -
VH/NT 2d + + -
5d + ++ -
7d + ++ +

10d + +++ ++
20d - ++ +
40d - - -
60d - - -

Tab. 4.2: Die verschiedenen Behandlungsgruppen im zeitlichen Verlauf hinsichtlich der Eigenschaften

Blutung, Entziindung und Infektion ( - = nicht vorhanden; + = leicht vorhanden; ++ = maRig

vorhanden; +++ = stark vorhanden).
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Friihe, exsudative Phase (- Tag 5)
VH/MU 2 2 0 4
VH/MO 1 3 0 4
VH/Int 3 3 0 6
VH/SH 0 2 0 2
VH/NT 2 3 0 5
Mittlere, proliferative Phase (Tag 7 — 20)
VH/MU 2 3 0 5
VH/MO 0 4 3 7
VH/Int 1 9 5 15
VH/SH 0 5 0 5
VH/NT 2 7 4 13
Spate, reparative Phase (Tag 40 — 60)
VH/MU 0 0 0 0
VH/MO 0 0 0 0
VH/Int 0 1 0 1
VH/SH 0 0 0 0
VH/NT 0 0 0 0

Tab. 4.3: Klinischer Score fir die einzelnen postoperativen Komplikationen unterteilt in die einzelnen

Phasen der Wundheilung.

Hinsichtlich des zeitlichen Verlaufs der Wundheilung zeigte sich, dass bei der
VH/MO-und der VH/MU- sowie der VH/SH-Wunde die Wundtiefe bereits am 10. Tag
deutlich reduziert war. Auch bei der VH/NT-Wunde war die Wundtiefe am 10. Tag
verringert, jedoch in geringerem Ausmal} als bei den mit HAM versorgten Wunden.
Die VH/Int-Wunde zeigte am 10. Tag nahezu keine Reduktion der Wundtiefe. Am 20.
Tag war bei der VH/MO-, der VH/MU-, der VH/NT- und der VH/SH-Wunde durch
Granulation und Wundkontraktion das obere Hautniveau wieder erreicht und die
Wunde geschlossen. Die VH/MO-Wunde zeigte zu diesem Zeitpunkt eine reizlose
Narbe, wohingegen die Wundflache bei dem VH/MU- und dem VH/SH- und dem
VH/NT-Defekt noch mit Fibrinbelagen und Schorf belegt war. Bei der VH/Int-Wunde
wurde am 20. Tag eine infizierte, nassende Wundflache registriert, der
Wundverschluss, definiert durch eine trockene Wundflache auf aulRerem Hautniveau,
wurde hier erst am 40. Tag erreicht.

Abbildung 4.1 zeigt den klinischen Verlauf einer exemplarischen Wunde pro

Behandlungsgruppe im Uberblick.
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VH/Int

Abb. 4.1: Klinischer Verlauf der einzelnen Behandlungsgruppen im Vergleich.

Anhand der Analyse des Narbenkolorits am 60. postoperativen Tag zeigt sich, dass
die VH/MU-Defekte die besten asthetischen Ergebnisse liefern (1 Defekt hautfarben,
5 Defekte rosa, 2 Defekte dunkelrot-violett). An zweiter Stelle stehen die VH/Int-
Wunden (7 Defekte rosa, 1 Defekt dunkelrot-violett), welche gefolgt werden von den
VH/MO-Wunden (4 Defekte rosa, 4 Defekte dunkelrot-violett) und den VH/SH-

Defekten (2 Defekte rosa, 4 Defekte dunkelrot-violett), die ahnliche Ergebnisse
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zeigten. Die asthetisch am minderwertigsten Narben liefern die VH/NT-Wunden (3

Defekte rosa, 3 Defekte dunkelrot-violett).

4.1.2. Analyse der Wundkontraktion

Die geringste mittlere Wundkontraktion zeigt die VH/MU-Wunde mit einer

durchschnittlichen Kontraktion von 19,2%, welche signifikant geringer ist als die

mittlere Kontraktion aller anderen Behandlungsgruppen mit Ausnahme der VH/SH-
Gruppe (20,9%). Die starkste Kontraktion zeigt die VH/NT-Wunde mit 46,8%, wobei

sich deren Mittelwert von allen anderen statistisch signifikant unterscheidet.

Tabelle 4.4 und Abbildung 4.2 zeigen die prozentuale Wundkontraktion am 60.

postoperativen Tag. Auf Abbildung 4.3 ist die klinische Situation zu sehen. Die

detaillierten Ergebnisse der statistischen Auswertung der Wundkontraktion mittels

des t-tests fur abhangige Stichproben sind im Anhang dargestellt.

Mittelwert */- SEM [ %]

VH/MU 19,2 7/-2,4
VH/MO 27,8 '1-1,3
VH/Int 31,37-1,0
VH/SH 20,9 '/-1,8
VHINT 46,8 '/- 1,3

Tab. 4.4: Mittelwerte und SEM der prozentualen Wundkontraktion am 60. postoperativen Tag (n=8).

VHINT +

VH/SH 4

VH/Int <

VH/MO 4

VH/MU -

{TH

i

—__1)

0.0

v ) | ) v
0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
Prozentuale Kontraktion

Abb. 4.2: Boxplot-Darstellung der prozentualen Wundkontraktion der Vollhautwunden (n=8).
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Abb .4.3: Exemplarische Darstellung der Wundkontraktion anhand eines Beispiels aus den einzelnen

Behandlungsgruppen am 60. Tag im Vergleich.

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.
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4.21. Histologische Beurteilung der Biopsate

Aus jeder Behandlungsgruppe wurde exemplarisch ein Biopsat untersucht.

Zunachst erfolgte die Beurteilung der HE- und EvG-Schnitte am 5. und 7. Tag, in der
die Kriterien der exsudativen und proliferativen Phase der Wundheilung mit
flieBendem Ubergang zu beobachten waren.

Am 5. postoperativen Tag ist sowohl in der VH/MO- als auch in der VH/MU-Wunde
eine schmale, dichte Schorfschicht an der Oberflache erkennbar. Anteile der
vollstandig nekrotischen, einschichtigen und homogen eosinophilen Amnionmembran
bedecken die VH/MU-Wunde komplett, die MO-Wunde nur noch in maximal 1/3 der
Stanzenoberflache. In der VH/Int-Wunde zeigen sich Integralamellen mit dazwischen
liegendem Fibrin, Granulozyten, Monozyten und Fremdkorperriesenzellen. Das
angrenzende Granulationsgewebe nimmt den Grolteil der Stanze ein, ist gefald- und
zellreich sowie ungeordnet. Es besteht aus Fibroblasten, segmentkernigen
Granulozyten und Makrophagen. In der Integra-Wunde sind auf3erdem zahlreiche
Fremdkdrperriesenzellen oberflachlich abgrenzbar. Dazwischen sind Uberwiegend
nekrotische Reste des Fett- und Bindegewebes zu erkennen.

Am 7. Tag ist die MO-Wunde fast vollstandig (mindestens zu 2/3) von verbreitertem
Plattenepithel bedeckt. Es weist breite Epithelzapfen auf, ist proliferativ und zeigt
schon beginnende Differenzierung zur Oberflache, jedoch ohne erkennbare
Verhornung. Die MU-Wunde zeigt keine vollstandige Epithelbedeckung, jedoch eine
beginnende Reepithelisierung (siehe Abbildung 4.4), oberflachlich sieht man eine
schmale Schorfschicht. Abbildung 4.5 zeigt die VH/MO- und die VH/MU-Wunde am
7. postoperativen Tag im Vergleich. Die Integrawunde hat oberflachlich eine breite
nekrotische Schicht, begrenzt durch eine granulozytenreiche Demarkationszone. Die
Integralamellen  sind  verbreitert und teilweise resorbiert sowie von
Granulationsgewebe durchsetzt, welches viele Fremdkorperriesenzellen enthalt
(siehe Abbildung 4.6). Die Stanze wird ansonsten von Granulationsgewebe
eingenommen, Fett- und Bindegewebe ist fast vollstandig resorbiert. Das
Granulationsgewebe ist oberflachlich zell- und gefalireich mit zahlreichen
Granulozyten und Makrophagen, in der tieferen Halfte erscheint das
Granulationsgewebe geordnet. Die Fibroblasten sind horizontal angeordnet, die

Gefalke Uberwiegend vertikal. Es tritt homogen eosinophile extrazellulare Matrix auf.
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Vereinzelt sind Fremdkorperriesenzellen sichtbar, die Uberwiegend um residuelles

Fettgewebe und Kollagenfasern herum angeordnet sind.

Abb. 4.4: VH/MU-Wunde am 7. postoperativen Tag. Eine beginnende Reepithelisierung der Wunde

ist am linken Bildrand ist zu erkennen (Pfeile). HE-Farbung (50fach).

Abb. 4.5: Die VH/MO- (links) und die VH/MU-Wunde (rechts) am 7. postoperativen Tag im Vergleich.
HE-Farbung (50fach).
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Abb. 4.6: VH/Int-Wunde am 7. postoperativen Tag (HE-Farbung). Ubersichtsbild (links, 50fach):
Nekrotische oberflachliche Integraschicht. Ausschnitt aus einer tieferen Ebene

der Stanze (rechts, 800fach): Fremdkérperriesenzellen umgeben die Integrareste.

Neben der VH/MO-Wunde, die bereits am 7. Tag reepithelisiert ist, zeigt sich nun am
10. postoperativen Tag auch die VH/Int-Wunde als vollstandig epithelisiert. Das
demarkierte nekrotische Gewebe ist abgestol3en und ein verbreitertes, geschichtetes
Epithel mit breiter Basal- und Granulosazellschicht sowie zapfenartigen Papillen sind
sichtbar. Die VH/MU-Wunde hingegen zeigt Zeichen einer beginnenden
Reepithelisierung mit einzelnen Epithelzellen, die zum Teil einschichtig dem
Granulationsgewebe aufliegen, zum Teil in mehreren Schichten angeordnet sind,
jedoch noch keine Differenzierung aufweisen. Bei allen drei Behandlungsgruppen ist
eine  beginnende Ausreifung des Granulationsgewebes sichtbar. Das
Granulationsgewebe ist oberflachlich locker und gefaldreich mit geringem Anteil an
extrazellularer Matrix. In den unteren 2/3 der Stanze liegen die Zellen in horizontaler
Ausrichtung vor, mit Differenzierung zu Myofibroblasten. Die extrazellulare Matrix ist
in der MU-Wunde etwas starker ausgepragt als in der MO-Wunde und ist homogen
eosinophil. Am unteren Rand der Stanzen finden sich vereinzelt schon
Kollagenfibrillen. Fremdkorpergranulome und einzelne Fremdkdorperriesenzellen sind
in beiden Stanzen in den tieferen Schichten abgrenzbar.

Die Differenzierung des Granulationsgewebs ist in der Integrawunde am weitesten
vorangeschritten. Hier ist lediglich das obere Viertel noch zelluldar dominiert mit
horizontal ausgerichteten Fibro- und Myofibroblasten sowie wenigen perivaskularen

Entzindungszellen. Das myofibroblastenreiche Granulationsgewebe, in welchem
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sich Fremdkorpergranulome finden, ist horizontal angeordnet. Im Vergleich zum 7.
Tag ist eine Zunahme der kollagenen Matrix zu beobachten.

Am 10. postoperativen Tag ist auch der VH/SH-Defekt teilweise reepithelisiert (bis zu
2/3 der Stanzenoberflache), das Plattenepithel ist Uberwiegend mehrschichtig mit
proliferativ verbreiterter Basalzellschicht und beginnender Differenzierung. Das
Granulationsgewebe ist noch sehr zellreich mit beginnender Bildung der
extrazellularen Matrix im unteren und mittleren Drittel.

Bei dem VH/NT-Defekt sind am 10. Tag noch keine Zeichen einer beginnenden
Epithelisierung sichtbar, die Wundflache ist von einer Schorfschicht mit
granulozytenreicher Demarkation bedeckt. In dem Granulationsgewebe kann nur in
der unteren Halfte der Stanze eine beginnende Ausreifung erkannt werden, die
oberen Anteile scheinen ganzlich ungeordnet.

Der Ubergang in die Regenerationsphase findet bei den VH/MO-, VH/MU-, VH/SH-
und VH/Int-Wunden zwischen dem 10. und dem 20. Tag statt, bei der VH/NT-Wunde
tendenziell etwas spater, also zwischen dem 20. und dem 40. postoperativen Tag.
Am 20. postoperativen Tag sind nun auch die VH/SH- und die VH/MU-Wunde
vollstandig reepithelisiert, die VH/NT-Wunde hingegen zeigt noch keine Anzeichen
einer Epithelisierung. Die Epithelschichten der VH/SH-, der VH/MO- und der VH/MU-
Behandlungsgruppe weisen ein breites Stratum spinosum, ein verdicktes Stratum
spinosum und eine breite Verhornung auf. Es finden sich lange Papillen, das Stratum
reticulare erscheint locker. Das Epithel der VH/Int-Wunde hingegen ist einschlieB3lich
des Stratum basale eher flach und die Verhornung ist regelrecht, lediglich das
Stratum spinosum erscheint noch leicht verbreitert. Das Granulationsgewebe der
VH/Int-Wunde ist jedoch im Vergleich zu dem VH/MO-, VH/MU- und VH/SH-Wunden
weniger ausgereift, Faszienbildung ist nicht zu beobachten. Die VH/SH-Wunde zeigt
faszienartig angeordnete Kollagenstrange, in den VH/MO- und VH/MU-Wunden sind
einzelne vertikal verlaufende Kollagenbindel sichtbar, welche ebenfalls auf eine
beginnende Faszienbildung schlie3en lassen.

Am 40. Tag findet sich bei den VH/SH-, VH/MU- und VH/MO-Wunden ein
ausgereiftes Epithel mit einschichtigem Stratum basale und wenig verbreitertem
Stratum spinosum. Hinsichtlich des Granulationsgewebes wurden in diesen Proben
im Vergleich zum 20. Tag keine wesentlichen Veranderungen festgestellt. Das
Epithel des VH/Int-Defektes befindet sich weiterhin in Ausreifung, wohingegen die

Granulationsgewebsschicht nun auch Zeichen einer beginnenden Faszienbildung mit
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vertikal verlaufenden Kollagenfaserblindeln zeigt und somit nahezu ausgereift
erscheint. Die VH/NT-Wunde ist vollstandig reepithelisiert, Stratum basale und
Stratum spinosum stellen sich jedoch noch verbreitert da, womit das Epithel noch
nicht komplett ausgereift ist. Im Granulationsgewebe sind breite Kollagenbindel mit
faszienartiger Verschrankung sowie zahlreiche Fremdkorpergranulome zu finden.

Am 60. Tag zeigen sich Unterschiede hinsichtlich der Bindegewebsschicht. Diese ist
bei der VH/NT- und der VH/Int-Wunde eher breit mit verwobenen dicken
Kollagenstrangen und wenigen Fibrozyten. Bei den VH/SH-, VH/MO- und VH/MU-
Defekten erscheint diese hingegen eher schmal, aullerdem ist in den mit HAM
versorgten Wunden noch Granulationsgewebe zu finden. Abbildung 4.7 zeigt die
VH/NT- und die VH/MU-Wunde am 60. Tag im Vergleich.

Abb. 4.7: VH/NT-Wunde (links) und VH/MU-Wunde (rechts) am 60. postoperativen Tag im Vergleich.
EvG-Farbung (50fach).

Tabelle 4.5 zeigt die zeitlichen Unterschiede im Heilungsverlauf bezlglich der

Epithelisierungsprozesse.
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' ' Beginnende ' Vollstindige ' ! ! '
- Epithelisierung Epithelisierung e R ‘
40 60

VH/NT 20-40

VH/SH 10 20 40
VH/Int 7-10 10-20 60
VH/MO 5-7 7 40
VH/MU 7 10 40

Tab. 4.5: Zeitliche Unterschiede im Heilungsverlauf der Vollhautwunden beziiglich der Epithelisie-
rungsprozesse. Es sind die postoperativen Tage aufgefiihrt, an denen die jeweiligen

histologischen Merkmale fir die Epithelisierung beobachtet wurden.

Zusammenfassend lassen sich somit folgende Aussagen uber den histologischen
Verlauf treffen:

Es sind Unterschiede im zeitlichen Verlauf der Wundheilungsprozesse zwischen den
einzelnen Behandlungsgruppen festzustellen. Die proliferative Phase, welche durch
Angiogenese, Bildung von  Granulationsgewebe und  Wundkontraktion
gekennzeichnet ist, tritt zuerst bei der VH/MO-Wunde ein. Diese zeigt eine
vollstandige Epithelisierung mit einer fast ganzheitlich intakten Basalmembran bereits
zwischen dem 5. und 7. Tag, gefolgt von der MU-Gruppe, welche am 10. Tag
reepithelisiert ist. Die Bildung des Granulationsgewebes am 5. Tag fiel in den HAM-
und SH-Gruppen niedrig aus, war héher in den Int-Wunden und fast doppelt so hoch
in den Kontrolldefekten. Die Remodeling-Phase startete in den HAM-, Int- und SH-
Gruppen vor dem 20. Tag, im Falle der NT-Defekte setzte diese erst nach dem 20.
Tag ein. Am 40. Tag zeigten die SH-, die MO- und die MU-Gruppe ein ausgereiftes
Epithel, wohingegen die Int-Defekte noch eine verbreiterte Basalzellschicht
aufwiesen. An Tag 60 war das Epithel in allen Behandlungsgruppen ausgereift,
wobei bei den HAM-Gruppen eine atrophische Epidermis zu beobachten war.
Abbildung 4.8 stellt den histologischen Verlauf der Wundheilung in den einzelnen

Behandlungsgruppen dar.
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10d 20d 60d

VH/MU

VH/MO

VH/Int

VH/SH

VH/NT

Abb. 4.8: Histologie der einzelnen Behandlungsgruppen im Verlauf (HE-Farbung, 50fach).
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Die Anordnung und Ausrichtung der Kollagenfibrillen lasst Aussagen uUber die
Qualitat des Narbengewebes zu. Am 20. Tag waren in der SH-Gruppe geordnete
Kollagenfasern zu beobachten. Einige vertikal orientierte Kollagenfasern in der MO-
und der MU-Gruppe deuten ebenfalls auf eine regelrechte Anordnung hin, wobei die
MU-Wunden im Vergleich zu den anderen Behandlungsgruppen zu diesem Zeitpunkt
einen hoheren Kollagenanteil sowie reiferes Granulationsgewebe zeigten. Am 60.
Tag wurden in der SH-Gruppe in der EvG-Farbung ungeordnete, spiralformige
Kollagenfasern beschrieben, wohingegen diese in den anderen Gruppen eher eine
parallele Orientierung aufwiesen. Diese Befunde sprechen fir eine niedrigere
funktionelle Qualitdt des neugebildeten Narbengewebes in allen Gruppen mit

Ausnahme der SH-Behandlungsgruppe.

4.2.2. 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 4.6 sowie die Abbildungen 4.9 und 4.10 zeigen die Ergebnisse der
Auswertung der Epitheldicke am 20. und am 60. postoperativen Tag. Die detaillierten
Ergebnisse der statistischen Auswertung der Epitheldicke mittles des t-Test fur

abhangige Stichproben sind im Anhang dargestellt.

Mittelwert */- SEM [um]
20d 60d
VHINT 288,6 /- 20,8 230,7 /- 19,9
VH/SH 283,17/-11,3 189,9 /- 10,2
VH/Int 235,17/- 14,4 334,37/- 13,2
VH/MO 372,9 7/- 20,9 313,4 7/- 15,6
VH/MU 2927 */- 23,1 281,6 /- 16,6
Kontrolle 168,0 /- 6,8 168,0 /- 6,8

Tab. 4.6: Mittelwerte und SEM der Epitheldicke (in um) am 20. und am 60. postoperativen Tag
(n=8 pro Gruppe).
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Abb. 4.9: Boxplot der Epitheldicke am 20. postoperativen Tag (n=8 pro Gruppe).
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Abb. 4.10: Boxplot der Epitheldicke am 60. postoperativen Tag (n=8 pro Gruppe).

Am 20. postoperativen Tag zeigt die VH/MO-Wunde den hdochsten Wert flr die
Epitheldicke (372,9 */- 20,9 um) und signifikante Unterschiede zu allen anderen
Behandlungsgruppen sowie zu der Kontrollwunde. Die Kontrollwunde weist zu allen
Vollhautwunden signifikante Unterschiede im Sinne einer geringeren Epitheldicke
auf. Am 60. postoperativen Tag wird der hochste durchschnittiche Wert bei der
VH/Int-Wunde beobachtet (334,3 */- 13,2 um), welcher sich von allen anderen
Behandlungsgruppen signifikant unterscheidet. Die Kontrollgruppe zeigt signifikant

verringerte Epitheldicke im Vergleich zu allen anderen Wunden.
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4.3. Immunhistologische Analyse

4.31. Beurteilung der Zellproliferation mittles anti-Ki-67

Zur Beurteilung der Zellproliferation wurde am 10. und am 60. postoperativen Tag
der Proliferationsindex bestimmt, welcher sich aus dem Quotienten der Anzahl der
proliferierenden, Ki-67-positiven Zellen, und der Gesamtzahl der Basalzellen
errechnet.

Die Tabelle 4.7 zeigt die Mittelwerte und die SEM-Werte der Proliferationsindizes am
10. und am 60. postoperativen Tag. Die detaillierten Ergebnisse der statistischen
Auswertung der Proliferationsindizes mittles des t-Tests flr abhangige Stichproben
sind im Anhang dargestellt. Die Abbildungen 4.11 und 4.12 zeigen den Vergleich der

Proliferationsindizes am 10. und 60. postoperativen Tag jeweils innerhalb einer

Behandlungsgruppe.
Mittelwert */- SEM [ %]
10d 60d
VH/NT - 1,2 */- 0,37
VH/SH 27 */- 2,1 13 7/-1,1
VH/Int 38 */- 2,6 16 */- 1,5
VH/MO 12 7/- 2,1 1,2 */- 0,49
VH/MU 42 7/-3,2 9,7 *1-1,7

Tab. 4.7: Mittelwerte und SEM der Proliferationsindizes am 10. und am 60. postoperativen Tag.

VH/SH 10d - - —]
VH/Int 10d 4 — —
VH/MO 10d4 |— —
VH/MU 10d 4 — -
' ' /

L] ] L)
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
Proliferationsindex

Abb. 4.11: Boxplot der Proliferationsindizes am 10. postoperativen Tag.
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Abb. 4.12: Boxplot der Proliferationsindizes am 60. postoperativen Tag.

Am 10. Tag zeigten die VH/MU- und die VH/Int-Wunden die héchsten, die VH/MO-
und die VH/SH-Gruppen hingegen die niedrigsten Proliferationsindizes. Der
Proliferationsindex der VH/NT-Wunde konnte aufgrund der fehlenden vollstandigen
Epithelisierung der Wunde am 10. postoperativen Tag nicht erstellt werden.

In allen Behandlungsgruppen, ausgenommen der MO-Gruppe, war eine signifikante
Abnahme der Proliferationsindizes vom 10. bis zum 60. Tag zu verzeichnen. Die
VH/Int-Wunden wiesen weiterhin die hdchsten Werte auf. Die starkste Abnahme des
Proliferationindexes war in der VH/MU-Gruppe zu beobachten.

Die Abbildungen 4.13 und 4.14 zeigen die Behandlungsgruppen am 10. bzw. am 60.
Tag im Vergleich.
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Abb. 4.13: Basale Zellproliferation der VH/Int-Wunde (links), der VH/MU-Wunde (rechts) und der
VH/SH-Wunde (unten) am 10. postoperativen Tag im Vergleich. Die Int- und die MU-
Gruppe zeigten einen signifikant héheren Proliferationsindex als die SH-Gruppe

(p = 0,0013) (300 fach).
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VH/MU VH/MO
VH/Int VH/SH

VH/NT

Abb. 4.14: Die verschiedenen Behandlungsgruppen am 60. postoperativen Tag in der Ki67-Farbung
im Vergleich (300fach). Die Pfeile markieren beispielhaft proliferierende Basalzellen. Der

im Text beschriebene Unterschied beziiglich der Proliferationsindizes ist deutlich zu
sehen.
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4.3.2. Beurteilung der Integritat der Basalmembran mittles anti-

Laminin

Zur Beurteilung der Integritat der Basalmembran erfolgte eine immunhistochemische
Farbung mittels anti-Laminin. Bei samtlichen Defekten wurde die Basalmembran an
den postoperativen Tagen 7, 10, 20 und 40 auf ihre Vollstandigkeit hin untersucht
(Tabelle 4.8).

VH/NT VH/SH VH/Int VH/MO VH/MU
7d - - - - -
10d - +/- + - +/-
20d - +- +- +- +
40d + + + + +
Tab. 4.8: Integritat der Basalmembran Uber den postoperativen Wundheilungsverlauf.
+ : Basalmembran vollstandig, +/- : Basalmembran partiell intakt, - : keine Basalmembran

sichtbar.

Abbildung 4.15 zeigt die Basalmembranbildung der VH/MO- und die VH/MU-Wunde
am 10. postoperativen Tag, Abbildung 4.16 vergleicht die anti-Laminin-Farbungen

der einzelnen Behandlungsgruppen am 20. postoperativen Tag.

R Sy

Abb. 4.15: Die VH/MO-Wunde (links) zeigt am 10. postoperativen Tag noch keine Basalmembran-
bildung, wohingegen diese bei der VH/MU-Wunde (rechts) schon partiell ausgebildet ist
(siehe Pfeile) (150fach).

73



ERGEBNISSE

VH/MU

VH/Int VH/SH

VH/NT

Abb. 4.16: Basalmembranbildung der verschiedenen Behandlungsgruppen am 20.Tag (150fach).
Die Pfeile deuten auf Liicken in der Basalmembran Bei der VH/MU ist eine vollstandig
ausgebildete Basalmembran zu sehen, in der VH/NT-Wunde hingegen fehlt diese

ganzlich.
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Die VH/Int-Wunde ist die Behandlungsgruppe, bei der die Basalmembran am
frihesten wieder vollstandig intakt ist, namlich bereits am 10. postoperativen Tag.
Die MU-Behandlungsgruppe zeigte eine partielle Vollstandigkeit der Basalmembran
am 10. Tag, wohingegen bei der SH-Gruppe eine Integritat erst ab dem 20. Tag zu

sehen war.

4.3.3. Beurteilung der GefaBproliferation mittels anti-vWF

Die Auszahlung der Gefalle erfolgte an den fur die Gefalproliferation relevanten
postoperativen Tagen 10 und 60. Die Tabelle 4.9 sowie die Abbildungen 4.17 und
4.18 zeigen die Ergebnisse der Auswertung der Gefaldproliferation mittels anti-vWF.
Die detaillierten Ergebnisse der statistischen Auswertung der Gefalproliferation

mittles des t-Tests fur abhangige Stichproben sind im Anhang dargestellt.

Mittelwert */- SEM
10d 60d
VH/INT 3,55 7/-0,18 2,25 7/-0,32
VH/SH 3,75 7/-0,32 8,45 */- 0,51
VH/Int 7,10 /- 0,52 5,25 */- 0,36
VH/MO 3,85 7/-0,22 1,15 /- 0,21
VH/MU 4,65 */- 0,24 7,85 7/- 0,31

Tab. 4.9: Mittelwerte und SEM der Anzahl an Gefaf3en pro HPF am 10. und am 60. postoperativen
Tag.

VH/SH 10d4 |

VHINT 10d 4 |—D—|
|_

VH/Int 10d -

VH/MO 10d 4

VH/MU 10d < |—D—|

0 2 4 6 8 10 12
GefiaRe pro HPF

Abb. 4.17: Boxplot der GefaRanzahl der Vollhautwunden am 10. postoperativen Tag.
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VHINT 60d -
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Abb. 4.18: Boxplot der Gefalkanzahl der Vollhautwunden am 60. postoperativen Tag.

Die anti-vWF-Farbung zeigte am 10. postoperativen Tag signifikante Unterschiede
bezuglich der GefaRproliferation in der Integra® Gruppe (7,10 /- 0,52) im Vergleich
zu allen andern Behandlungsgruppen. Im Gegensatz dazu war am 60. Tag in der
MU-Gruppe eine hoch signifikant hohere Gefalleinsprossung im Vergleich zur
Integra® Gruppe zu beobachten (p < 0,0001), jedoch kein signifikanter Unterschied
zur SH-Behandlungsgruppe (p = 0,32).

Die Abbildungen 4.19 und 4.20 zeigen den immunhistologischen Vergleich der
Behandlungsgruppen am 10. und am 60. Tag.

Abb. 4.19: Anti-vWF-Farbung der VH/Int- (links) und der VH/MO-Wunde (rechts) am 10.
postoperativen Tag im Vergleich (300fach). Die Pfeile deuten beispielhaft auf
eingesprossene Gefale.
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Abb. 4.20: vWF-Farbung der verschiedenen Behandlungsgruppen am 60. postoperativen Tag im
Vergleich (150 fach).

4.3.4. Beurteilung der Narbenbildung mittels anti-a SMA

Zur Beurteilung der Narbenbildung der Vollhautwunden wurden der 10., der 20., der
40. und der 60. postoperative Tag ausgewertet. Die Tabelle 4.10 sowie die
Abbildungen 4.21 und 4.22 zeigen die Ergebnisse der Auswertung der
Narbenbildung mittels anti-aSMA des 10. und 60. postoperativen Tages. Die
detaillierten Ergebnisse der statistischen Auswertung der Narbenbildung mittles des

t-Tests fur abhangige Stichproben sind im Anhang dargestellt.
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Mittelwert */- SEM

10d 20d 40d 60d
VHINT 21,20 */- 3,04 | 35,20 "/-4,38 | 25,20 */-6,28 | 1,80 */- 0,49
VH/SH 24,40 */- 6,88 | 30,40 */-8,98 | 3,80 /-1,16 1,00 */- 0,55
VH/Int 38,00 */-4,83 | 34,60 "/-2,42 | 19,60 "/-6,36 | 9,40 /-2,16
VH/MO 10,80 */- 1,46 | 22,40 */-3,50 | 16,80 */-1,66 | 13,80 */- 2,59
VH/MU 15,20 */-2,06 | 11,40 */-2,11 | 15,20 */-5,93 | 13,00 */- 3,45

Tab. 4.10: Mittelwerte und Standardabweichungen der Anzahl aSMA-positiver Fibroblasten pro HPF

im zeitlichen Verlauf.

Abb. 4.21:
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Boxplot der Anzahl aSMA-positiver Fibroblasten pro HPF des 10. postoperativen Tages.
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Abb. 4.22: Boxplot der Anzahl aSMA-positiver Fibroblasten pro HPF des 60. postoperativen Tages.
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An den postoperativen Tagen 10 und 20 zeigten die HAM-Behandlungsgruppen die
niedrigste Anzahl an aSMA-positiven Fibroblasten. Eine auffallend niedrige Zahl
aSMA-positiver Fibroblasten wurde an Tag 20 in der MU-Gruppe beobachtet, welche
sich signifikant von allen anderen Behandlungsgruppen mit Ausnahme der VH/SH-
Gruppe unterschied. An Tag 40 war in allen Behandlungsgruppen eine Abnahme an
aSMA-positiven Fibroblasten zu sehen, aufler in der VH/MU-Gruppe, welche
konstante Werte zeigte. Am 60. postoperativen Tag wurden ahnliche Werte fur die
HAM- und die Int-Gruppen ermittelt, welche keine statistisch signifikanten
Unterschiede zeigten. Die mit Spalthaut allein versorgten Defekte demonstrierten im
Vergleich zu allen anderen Behandlungsgruppen signifikant geringere Zahlen an
aSMA-positiven Fibroblasten, vergleichbar mit der NT-Wunde.

Die Abbildung 4.23 zeigt die VH/MU- und die VH/SH-Wunde am 60. Tag im
Vergleich.

Abb. 4.23: VH/MU-Wunde (links) und VH/SH-Wunde (rechts) am 60. postoperativen Tag in der
aSMA-Farbung im Vergleich. Die Pfeile kennzeichnen beispielhaft a SMA-positive,
interstitielle Myofibroblasten. Deutlich zu sehen ist die grofRere Anzahl an aSMA-positiven
Fibroblasten in der VH/MU-Biopsie (300fach).
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5. Diskussion

Obwohl die Amnionmembran zahlreiche, den Wundheilungsprozess begunstigende
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 Infektiositat sowie der Aufbereitung bis in die
Neunzigerjahre eingeschrankt. Erst die EinflUhrung 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 fur 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 gegenuber einem Kklinisch bewahrten alloplastischen Material
(Integra®) und gleichwertige gegeniiber 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. Aul3erdem wirkte sich
die Verwendung von HAM gunstig auf das asthetische Ergebnis und die
Wundkontraktion aus, auch wenn immunhistologisch mit aSMA ein hoher 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 anschlieBende 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 Moglichkeit 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 glnstig 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 Fakultdt 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. Aulerdem 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 mdglich,
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 dhnlich zu gestalten.
Zudem wurde auf einen Schutz der Wunden vor mechanischen Traumata mit der
Anlage eines wattierten Verbandes geachtet. Trotzdem koénnen auch die
bestmdglichsten Konditionen hinsichtlich Hygiene und Wundpflege aus der tierischen
Natur heraus nicht mit einem postoperativen Verlauf beim Menschen verglichen
werden. Diese Faktoren missen bei der Bewertung der Ergebnisse bericksichtigt
werden.  Daruber hinaus muassen 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 ein biologisches Hautersatzmaterial, Integra®, ein- und
mehrschichtige HAM, sowie autologe Spalthaut zur Versorgung von Vollhautwunden
verwendet.

Das Hautersatzmaterial Integra® wird routinemaBig und mit gutem Erfolg zur
Abdeckung von Hautwunden und Foérderung der Epithelisierung eingesetzt
(Campitiello, E., et al., 2005, S. 69; Dantzer, E., et al., 2001, S. 173; Popescu, S., et
al., 2007, S. 197; Reid, M.J., et al., 2007, S. 889; Wood, F.M., et al., 2007, S. 693).
Campitiello et al. erlautern in einer Studie Uber die Anwendung von Integra® zur
Behandlung chronischer Wunden an sieben Patienten die zahlreichen Vorteile des
Materials: Integra® verhindert durch seine Adharenz eine weitere Kontamination des
Wundbetts, auRerdem koénnen durch die Silikonschicht die Vorgange der
Histogenese beobachtet werden, was eine Beurteilung der Wundfarbe und damit
eine Einschatzung des Fortschritts der Vaskularisation der Neodermis erlaubt
(Campitiello, E., et al., 2005, S. 69). Eine klinische Studie von Dantzer et al. zur
Anwendung von Integra® analysiert die Vor- und Nachteile des Hautersatzmaterials.
Es erfolgte eine Beurteilung von 31 Patienten mit insgesamt 39 Wunden, welche im
Rahmen rekonstruktiver MalRnahmen mit Integra® versorgt worden waren. Als
Vorteile von Integra® werden die sofortige Verfligbarkeit, die Verfuigbarkeit grofer
Mengen, die Einfachheit und Verlasslichkeit der Verarbeitungstechnik sowie die
kosmetisch ansprechenden Ergebnisse genannt (Dantzer, E., et al., 2001, S. 173).
Ngyuen et al. fuhrten eine Studie zur Beurteilung der Langzeitergebnisse und der
Vernarbung nach Integra®Transplantation durch. Dabei wurden die Narben von
sechs Patienten, die im Rahmen eines rekonstruktiven Eingriffs eine
Wundversorgung mittels Integra® erhalten hatten, ein Jahr postoperativ mittles eines
Cutometers, welches objektiv die Hautelastizitat misst, nachuntersucht. Es wurde
herausgefunden, dass die elastischen Eigenschaften des ehemaligen Wundgebiets
vergleichbar sind mit der Elastizitat gesunder Haut (Ngyuen, D.Q., et al., 2009, S.
23). Bezuglich der Anwendungstechnik ergaben sich in der hier vorliegenden Studie
ebenfalls keine Schwierigkeiten. Im Hinblick auf die kosmetischen Ergebnisse jedoch
widerspricht unsere Studie den oben genannten Vorteilen. Wir beobachteten in

unserem Tiermodell &sthetisch schlechtere Ergebnisse in den Integra®-
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Behandlungsgruppen im Vergleich zu den HAM-Behandlungsgruppen. Es fanden
sich hypertrophe Vernarbungen und starkere Wundkontraktionen im Vergleich zu
den HAM-Gruppen, wodurch auch die Hautelasitizitat beeinflusst wird. Als Nachteile
von Integra® werden die Risiken einer Wundinfektion unter der Silikonschicht sowie
einer Abldsung derselben aufgefuhrt, aul3erdem wird auf das mdgliche Auftreten von
Wundkontraktionen verwiesen (Dantzer, E., et al., 2001, S. 173). Auch in der hier
vorliegenden Studie wurden teilweise starke Wundinfektionen bei Behandlung mit
Integra® beobachtet, wohingegen die anderen Materialien wesentlich geringere
Infektionszeichen zeigten. AulRerdem war die Wundkontraktion in der Integra®-
Gruppe von allen Materialien am starksten. Die Transplantatannahme betrug 75,0%,
dementsprechend fanden sich bei 25,0% der Wunden Ablésungen des
Hautersatzmaterials, wodurch auch kein optimaler Schutz vor Wundinfektionen
gewahrleistet werden konnte. Somit bestatigt die hier vorliegende Studie die von
Dantzer et al. (Dantzer, E., et al, 2001, S. 173) genannten Nachteile des
Hautersatzmaterials Integra®.

Die Spalthauttransplantation ist ein in der plastisch-rekonstruktiven Chirurgie haufig
angewendetes Verfahren (Mduller, W., 2000, S. 314). Ein Spalthauttransplantat
ermdglicht einen raschen Verschluss von Wundflachen und kann in der Meshtechnik
auch zu Abdeckung gréRerer Wunden verwendet werden, wobei gleichzeitig die
Drainage von Blut und Exsudat unter dem Transplantat gewahrleistet wird (Adams,
D.C., et al, 2005, S. 1055). Indikationen zur Spalthauttransplantation sind
beispielsweise tiefe dermale Verbrennungen, offene Wunden (Johnson, T., et al.,
1997, S. 1050; Platt, A., et al., 1997, S. 474; Ratner, D., 1998, S. 75) sowie groliere
Defekte im Skalpbereich (Muller, W., 2000, S. 314) oder auch iatrogen geschaffene
Vollhautdefekte an anderen Korperregionen. Ein bedeutender Nachteil der
Spalthauttransplantation ist die Tatsache, dass die Gewinnung des Transplantats
eine zusatzliche Wunde schafft. Aullerdem wird Uber kosmetische Einschrankungen
wie Hypo- und Hyperpigmentierungen oder eine Kombination aus beiden, welche
sowohl die donor site als auch die Empfangerstelle betreffen kdnnen, berichtet (Cho,
C.Y., et al,, 1998, S. 25). Eine weitere Schwierigkeit besteht in der nur in seltenen
Fallen erreichten Ubereinstimmung der Gewebestruktur zwischen Transplantat und
Empfangerstelle. DarlUberhinaus neigen Spalthauttransplantate zur Kontraktion,
weshalb eine Spalthautransplantation an freien Randern wie dem Nasenfligel oder

den Augenlidern vermieden werden sollte (Adams, D.C., et al.,, 2005, S. 1055).
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Druecke et al. verodffentlichten 2004 eine Studie, in der sie die Beeinflussung der
Narbenbildung von Vollhautwunden durch verschiedene Hautersatzmaterialien im
Schweinemodell untersuchten. Es wurden Integra®, 1-Ethyl-3(3-
Dimethylaminopropyol)-Carbodiimid (EDC) Kollagen, Polyethylenglycol Terephthalat-
Polybutylen Terephthalat (PEGT/PBT) und Spalthaut miteinander verglichen. Die
Studie zeigte, dass die Wundkontraktion der Spalthaut-Behandlungsgruppe (27,2 */-
6,1%) geringer war als die ubrigen Gruppen (Druecke, D., et al., 2004, S. 518). Diese
Ergebnisse werden durch die hier vorliegende Studie bestatigt, zumal die mittlere
Wundkontraktion  der mittels eines  Spalthauttransplantates  gedeckten
Vollhautdefekte bei 17,3 /- 2,2% lag und somit signifikant geringer war als die
Wundkontraktion der Integra®-Behandlungsgruppe und die der Kontrollgruppe,
jedoch keine signifikanten Unterschiede zu den HAM-Gruppen zeigte.

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, dennoch wurde in der hier vorliegenden Studie bei den
Vollhautwunden keine 100%ige Transplantatannahme erreicht. Als mdgliche
Ursache sei zunachst auf den im Vergleich zum Menschen tieferen Defekt aufgrund
der dickeren Fettschicht hingewiesen, was einerseits eine adaquate Kompression
des Transplantates auf sein Wundbett schwierig machte, andererseits auch eine
bakterielle Besiedlung begunstigte. Weiterhin wirkt sich die eingeschrankte
mechanische Stabilitat limitierend auf die Transplantatannahme aus.

Die  Amnionmembran besitzt antiinflammatorische sowie  antimikrobielle
Eigenschaften und gewahrleistet eine gute Wundadhérenz, sodass sie eine effektive
Barriere fUr eine externe Kontamination darstellt (Lo, V., et al., 2009, S. 935). Des
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
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postoperativen Verlauf geschaffen werden (Singh, R., et al., 2007, S. 505). Insofern
sind die hohere Transplantatannahmerate und geringere postoperative
Inflammationsreaktionen sowie  Wundinfektionen gegeniber den anderen
Behandlungsgruppen erklarbar. 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).

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 groRflachigen 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 grof3flachigen Wunden beeinflusst und letztendlich eine effektive
Reepithelisierung ermoglicht (Insausti, C.L., et al., 2010, S. 368). Die Ergebnisse der
hier vorliegenden Studie bestatigen dies, da die mit Amnionmembran versorgten
Defekte friher als die anderen Behandlungsgruppen histologische Zeichen der
Reepithelisierung zeigten. In den HAM-Behandlungsgruppen wurde bereits zwischen
dem 5. und dem 7. postoperativen Tag eine beginnende Epithelisierung beobachtet,
in der Integra®- Gruppe sowie in der mit Spalthaut versorgten Gruppe hingegen erst
zwischen dem 7. und dem 10. Tag. Die NT-Gruppe zeigte sogar erst ab dem 20. Tag
Anzeichen einer Reepithelisierung. Folglich wird bei der Verwendung von

Amnionmembran ein schnellerer Wundverschluss erreicht, was wiederum die
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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 Ausmald (Branski,
L.K.,, et al., 2008, S. 393). In der hier vorliegenden Studie wurden in den HAM-
Behandlungsgruppen bessere asthetische Ergebnisse, schwachere
Wundkontraktionen und geringere narbige Hypertrophien nachgewiesen als in den
ubrigen Gruppen.

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 fur eine Neoangiogenese (Faulk, W.P., et al., 1980, S. 1156;
Rinastiti, M., et al., 2006, S. 247). Auch die Ergebnisse der hier vorliegenden Studie
sprechen eher fUr einen proangiogenetischen Effekt der Amnionmembran (siehe
8.5.). 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 naturlichen
Verhaltensweisen der Schweine, welche die fur eine komplikationslose Wundheilung
notwendigen hygienischen Bedingungen erschweren, kann in dieser Studie keine
Aussage Uber die Frequenz von Verbandswechseln getroffen werden. Weitere

Vorteile der Amnionmembran sind, dass sie in groRen Mengen verfugbar und im
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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). Auch in unserer Studie zeigte sich eine eingeschrankte Stabilitat
der Amnionmembran, da bei den Vollhautwunden, welche aufgrund der grofRen
Wundflache und der ausgepragten Wundtiefe eine hohe mechanische Festigkeit des
Transplantatmaterials erfordern, die Transplantatannahme mit 81,8% in der MO-
Gruppe im mittleren Bereich lag. In der MU-Gruppe hingegen konnte durch die
erhohte Stabilitat aufgrund mehrerer Lagen auch eine bessere Transplantatannahme

(87,5%) erreicht werden.

5.3. Klinischer Verlauf

Die Immunogenitat der Amnionmembran wird kontrovers diskutiert. Hori et al. fanden
heraus, dass allogenes, humanes Amnionepithel MHC-I-Antigene exprimiert und bei
Transplantation in die Cornea den Empfanger sensibilisiert. AulRerdem wurden in
derselben Studie akute AbstoRungsreaktionen bei spezifisch sensibilisierten
Patienten und solchen, die eine wiederholte Transplantation erhielten, beobachtet
(Hori, J., et al., 2006, S. 53). Adinolfi et al. konnten jedoch einen Mangel an MHC-1-
Antigenen in humaner Amnionmembran nachweisen. Da die MHC-1-Antigene
entscheidend zur Differenzierung zwischen korpereigenem und korperfremdem

Gewebe beitragen und somit eine mogliche AbstoRung von korperfremdem Gewebe
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stimulieren, wirde ein MHC-Mangel die AbstoRungsreaktion des Empfangers
reduzieren und folglich die antiinflammatorische Antwort minimieren (Adinolfi, M., et
al., 1982, S. 325). In einer Studie von Akle et al. wurden bei der Transplantation von
Amnionmembran bei 7 Patienten weder klinische Abstol3ungsreaktionen beobachtet,
noch konnten HLA-Antikorper im Serum der Patienten nachgewiesen werden. Dies
wird darauf zurickgefuhrt, dass humane Amnionepithelzellen weder HLA-Antigene
noch p2-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 Abstol3ungsreaktionen (Fraser, J.F., et
al., 2009, S. 998). In einer aktuellen Studie von Li et al. zur Untersuchung
immunsupprimierender Faktoren der Amnionmembran wurde eine in vitro-Produktion
signifikanter Mengen proinflammatorischer Zytokine durch Amnionepithelzellen
beobachtet. Der immunsuppressive Effekt der Amnionmembran auf die Chemotaxis
von Neutrophilen und Makrophagen, eine verminderte B- und T-Zellproliferation
sowie die Apoptoseinduktion konnte somit bestatigt werden (Li, H., et al., 2005, S.
900). In vorliegender Studie betrug die Transplantatannahme 81,8% in der VH/MO-
Gruppe, 87,5% in der VH/MU-Gruppe, 83,3% bei den mit Spalthaut allein
behandelten Defekten und 75,0% in der Integra®-Behandlungsgruppe. Bei der
Beurteilung der Transplantatannahme mussen die mechanische Stabilitat eines
Materials, die immunogenen Eigenschaften sowie die Art der Transplantation
bedacht werden. Die hohere Stabilitat von MU-Patches sowie von autologen
Spalthauttransplantaten sind somit fur die hohere Transplantatannahme in diesen
Gruppen im Vergleich zu MO-Patches und Integra® von Bedeutung. Weiterhin
spielen die von der Amnionmembran sezernierten immunsupprimierenden Faktoren
eine Rolle. Kesting et al. zeigten in einer Studie zur Anwendung von
Amnionmembran als chirurgisches 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 die immunsuppressiven Effekte der
Amnionmembran eine langere Wirkdauer erreichen (Kesting, M.R., et al., 2009, S.
930). Diese Ergebnisse bestatigen unsere Beobachtungen bezuglich der besseren
Transplantatannahme in der MU-Behandlungsgruppe gegnuber der MO-Gruppe. Es

sollte in weiterflhrenden  Studien untersucht werden, ob sich die
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Transplantatannahme in beiden HAM-Behandlungsgruppen durch autologe
Transplantation wie in der Studie von Fraser et al. (Fraser, J.F., et al., 2009, S. 998)
steigern lieRe. Die Vollhautwunden an den Minischweinen unserer Studie sind
ungefahr drei Mal tiefer als klinische Vollhautwunden am Menschen, welche mit
Amnionmembran versorgt werden konnten (z.B. donor sites freier Radialis- oder
Fibulatransplantate). Diese Faktoren konnten fur die limitierte Transplantatannahme
und leichte postoperative Infektionen verantwortlich sein.

Die klinischen Beobachtungen des postoperativen Verlaufs zeigten bei den mit HAM
versorgten Wunden deutlich bessere Ergebnisse als in den Ubrigen
Behandlungsgruppen. Der postoperative Verlauf eines Wundheilungsprozesses wird
mafgeblich von der Inflammationsreaktion sowie von moglichen Wundinfektionen
bestimmt. Die HAM zeichnet sich dabei durch ihre antiinflammatorische Wirkung aus
(Hao, Y., et al.,, 2000, S. 348). Die freigesetzen antiinflammatorischen Proteine
bewirken eine Downregulation der Expression von TGF-f3 (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 ausfiel als bei den
unbehandelten Defekten der Kontrollgruppe (Rinastiti, M., et al., 2006, S. 247).
Ebenso verneinen Velez et al. in einer Studie zur Versorgung parodontaler
Gewebedefekte mittles Amnionmembran merkliche Inflammationsrektionen im
postoperativen Verlauf (Velez, I., et al., 2010, S. 1797). Park et al. berichten in ihrer
Studie zur Behandlung von Brandwunden am Schwein ebenfalls Uber reduzierte
EntzGndungsreaktionen in den Amnionmembran-Behandlungsgruppen (Park, M., et
al.,, 2008, S. 520). Auch in unserer Studie beobachteten wir bei den mit HAM
gedeckten Wunden deutlich geringere Inflammationsreaktionen als bei den Ubrigen
Behandlungsgruppen, die MU-Wunden zeigten sogar noch geringere
Inflammationszeichen als die MO-Gruppe.

Ein weiterer Vorteil der HAM ist der antimikrobielle Effekt. Peptide des angeborenen
Immunsystems wie p-Defensine, Elastase-Inhibitoren, Elafin (Splichal, I., et al., 2001,
S. 345), sowie Lactoferrin und IL-1-RA (Kanyshkova, T.G., et al., 2001, S. 1) werden
in den Amnionepithelzellen exprimiert. Daruberhinaus 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.,
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2009, S.935) unterstutzt. Eine postoperative Kontamination der Wunde wird damit
verhindert. 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, I., et al., 2010, S. 1797) traten bei den mit Amnionmembran behandelten
Gruppen keine Infektionen auf. Unsere Studie bestatigt diese Ergebnisse. Die MU-
Wunden blieben ganzlich infektionsfrei, die MO-Defekte zeigten nur leichte
Infektionszeichen, wohingegen sich die Wunden der Integra®-Behandlungsgruppe
stark infizierten. Die Uberlegenheit der multilayer Anwendung beziiglich des
postoperativen Verlaufs im Hinblick auf Infektion und Inflammation fuhren wir auf die
langere Wirkdauer an freigesetzten antiinflammatorischen und antimikrobiellen
Proteinen zurlck, welche sich durch eine langsamere Degradation des multilayer
Patches im Vergleich zu dem monolayer Transplantat erklart. Dies fanden Kesting et
al. in ihrer experimentellen Studie an Sprague-Dawley-Ratten zur Transplantation
von ein- und mehrschichtiger HAM auf die Bauchwandmuskulatur heraus. Die
Deckung mit mehrschichtiger HAM zeigte Vorteile, da sie langsamer degradierte und
die Entzindungsreaktion milder ausfiel als bei den mit einschichtiger
Amnionmembran versorgten Tieren (Kesting, M.R., et al., 2009, S. 930). Neben einer
einwandfreien Wundadharenz gewahrleistet die mehrlagige Anwendung stabilere
mechanische Eigenschaften, wodurch ein resistenterer Wundverschluss erreicht
wird.

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 zurtckgefuhrt (Kim, J.S., et al.,
2000, S. 329). In unserer Studie waren am 60. postoperativen Tag die Narben in
Bezug auf das Oberflachenniveau der Haut in allen Behandlungsgruppen
vergleichbar mit der Kontrollgruppe. Bei den mit multilayer HAM versorgten Defekten
wurden aber sowohl der unauffalligste Narbenkolorit als auch die geringste
Wundkontraktion beobachtet. Die Kontraktion der mit MU-Patches versorgten
Wunden war sogar geringer als die der SH-Behandlungsgruppe, wenn auch nicht
signifikant (p = 0,3997). Die monolayer Anwendung zeigte diesbezuglich ebenfalls
bessere Ergebnisse als die Integra®-Behandlungsgruppe, war der MU- und der SH-
Gruppe jedoch unterlegen. Druecke et al. beobachteten in ihrer Studie zur

Beeinflussung der Narbenbildung von Vollhautwunden durch verschiedene
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Deckungsmaterialien am Minischwein bei den Interga®-Wunden eine &hnliche
Kontraktion (34,6% */- 6,4%) wie bei der Integra®Behandlungsgruppe in der hier
vorliegenden Studie (31,2% */- 1,0%) (Druecke, D., et al., 2004, S. 518). Trotz der im
Vergleich zu anderen Transplantatmaterialien geringeren Wundkontraktion kann
diese durch die Anwendung von HAM-Patches nicht vollstandig verhindert werden.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass im postoperativen
Heilungsverlauf von Vollhautwunden bei der Verwendung von HAM-Transplantaten
weniger Komplikationen als in der Kontrollgruppe und bei der Deckung mit Integra®
auftreten, welches als geeignetes Hautersatzmaterial bei Vollhautwunden gilt (Reid,
M.J., et al., 2007, S. 889; Wood, F.M., et al., 2007, S. 693). Daruber hinaus zeigt die
Anwendung eines MU-Patches mit anschlieBender Spalthautdeckung vergleichbare
makroskopische Ergebnisse wie die Standardrekonstruktion mit einem

Spalthauttransplantat alleine.

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 MO-Behandlungsgruppe fielen als Besonderheit
zahlreiche eosinophile Granulozyten auf. Neuere Untersuchungen zeigen, dass die
Funktionen der eosinophilen Granulozyten weit Uber die Freisetzung zytotoxischer
Mediatoren im Rahmen parasitarer Infektionen oder bei Manifestationen von
Allergien hinausgehen (Driss, V., et al., 2010, S. 621; Wong, C.K., et al., 2007, S.
85). Eosinophile exprimieren Toll-like-Rezeptoren (Wong, C.K., et al., 2007, S. 85)
und Mediatoren des angeborenen Immunsystems, z. B. a-Defensine, wodurch sie
direkt potentielle Pathogene erkennen konnen (Driss, V., et al., 2010, S. 621). Die
Eosinophilen in der MO-Wunde weisen somit auf eine starkere Immunreaktion hin.
Allerdings wurde die eosinophile Zellinfiltration nur bei einem Tier beobachtet,
sodass eine madgliche individuelle Reaktion dieses Tiers bei der Bewertung bedacht
werden muss. Denn bei allen anderen Tieren, weder in der MU-, noch in der MO-

Gruppe, wurden eosinophile Granulozyten beobachtet. Trotzdem kann eine
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Immunogenitat der Amnionmembran weiterhin nicht vollends ausgeschlossen
werden.

Anhand der HE-Farbungen wurde auf’erdem die Degradation der Materialien
analysiert. Das Integra®-Transplantat degradiert langsamer als MO- oder MU-
Amnionmembran, was durch die hohere Anzahl an Fremdkoérperriesenzellen und
phagozytierenden Zellen in den mit Integra® behandelten Wunden im Vergleich zu
den HAM-Behandlungsgruppen gezeigt werden konnte. Dies fuhren wir auf die
Materialkomponenten, aus welchen sich Integra® zusammensetzt, zurlick. In
Zusammenschau mit den klinischen Ergebnissen bezlglich des postoperativen
Verlaufs und der Wundkontraktion sprechen diese Resultate fur ein stabiles
Gleichgewicht zwischen der Biodegradation und der mechanischen Stabilitat der
Amnionmembran (Kesting, M.R., et al., 2009, S. 930). Die Gewebeneubildung wird
wahrend der inflammatorischen Reaktion auf das Transplantatmaterial dadurch
unterstutzt (Mikos, A.G., et al., 1998, S. 111).

Weiterhin untersuchten wir die Biopsate auf Nekrosen. Basierend auf unseren
Ergebnissen sollte die Anzahl der Aminonmembranschichten bei der MU-Technik
von 5 auf 4 oder 3 Schichten reduziert werden, um die oberflachliche Nekrose,
welche in den obersten 2 Schichten zu beobachten war, zu vermeiden, ohne
Einschrankungen der mechanischen Stabilitat zu verursachen.

Dartber hinaus wurde anhand der HE-Farbungen die Epitheldicke vermessen.
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 gerotet 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 hinsichtlich der Kriterien
Erythem, Dicke und Grad der lIrritierbarkeit circa ein Jahr nach der Verletzung
zuruckbildet (Muir, I.LF., 1990, S. 61). In der vorliegenden Studie wurde bei allen
Behandlungsgruppen am 20. Tag eine erhohte Epitheldicke im Sinne einer
Proliferation vermessen. Am 60. Tag wies die Int-Gruppe die hochste Epitheldicke
auf, die mit HAM versorgten Defekte lagen im Mittelfeld und die SH-Gruppe zeigte
die geringste Epitheldicke. Narbige Atrophien waren nicht zu beobachten. Der
Nachteil der HAM-Behandlungsgruppen gegenuber der SH-Gruppe ist durch die

geringere  mechanische Stabilitat der HAM im Vergleich zu einem
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Spalthauttransplantat und die daraus resultierende physikalische Irritation des
Wundbetts zu erklaren. Aufgrund dieser Faktoren fiel die Hypertrophie bei den MU-
Wunden geringer aus als bei den MO-Wunden, da die multilayer Anwendung Vorteile
gegenuber der monolayer Verwendung im Hinblick auf die mechanischen
Eigenschaften aufweist. Die im Vergleich zur Int-Behandlungsgruppe geringere
narbige Hypertrophie bei der Behandlung mit HAM ist auf die antiinflammatorischen
Wirkungen (Hao, Y., et al., 2000, S. 348; Lee, S.H., et al., 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) zurtckzufihren, wodurch 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 klinische
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.

5.5. Immunhistologische Analyse

Ki-67. 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 frihen Wundheilungsprozess eine
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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 Forderung 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).

Auch in der hier vorliegenden Studie waren die mit Aminonmembran versorgten
Behandlungsgruppen klinisch wie histologisch den Ubrigen Wunden bezuglich des
zeitlichen Verlaufs und dem Zeitpunkt der Reepithelisierung Uberlegen, was mittels
der Ki-67-Farbung zusatzlich bestatigt werden konnte. Der hohe Proliferationsindex
der VH/MU-Gruppe an Tag 10 spricht fur eine gesteigerte Keratinozytenaktivitat und
somit fur ein effektives epitheliales Remodeling, welches einen wichtigen Faktor in
der frihen Phase der Wundheilung darstellt. Dieses war in der MO-Gruppe weniger
stark ausgepragt. Zudem war in der MU-Gruppe ein deutlicher Ruckgang des
Proliferationsindexes bis zum 60. postoperativen Tag zu beobachten, was flr eine
beschleunigte  Wundheilung  spricht. Der niedrige Index in  beiden
Behandlungsgruppen am 60. Tag spricht gegen eine Narbenhypertrophie. Diese
Ergebnisse erklaren wir sowohl durch die Beschleunigung der Reepithelisierung
aufgrund der von der Amnionmembran freigesetzten Wachstumsfaktoren und die
Signaltransduktion beeinflussenden Proteine wie z.B. Fibronectin (Lo, V., et al,,
2009, S. 937) sowie die antimikrobiellen Proteine (Kanyshkova, T.G., et al., 2001, S.
2; Splichal, 1., et al., 2001, S. 345), als auch durch die den postoperativen Verlauf
beglnstigenden antiinflammatorischen Eigenschaften (Hao, Y., et al., 2000, S. 348;
Lee, S.H., et al., 1997, S. 303; Tseng, S.C., et al., 1999, S. 325). Die Ergebnisse
unserer Studie stehen im Einklang mit den Beobachtungen von Mostaque et al., die
in ihrer Studie die Effekte von Amnionmembran im Vergleich zu Silber-Sulfadiazin
auf den Wundheilungsverlauf von Verbrennungswunden bei Kindern untersuchten.
Neben zahlreichen anderen Vorteilen der Amnionmembran wurde anhand klinischer

Evaluation der Brandwunden eine signifikante Beschleunigung der Reepithelisierung
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durch die Amnionmembran bewiesen (Mostaque, A.K., et al., 2011, S. 200). Integra®
hingegen fuhrte zu einer bis zum 60. Tag aufrecht erhaltenen, starken
Keratinozytenaktivierung, was eine hypertrophe Vernarbung vermuten lasst und auch
die Ergebnisse unserer Untersuchungen der Wundkontraktion bestatigt, welche die
hochste Kontraktion bei der Integra®-Behandlungsgruppe zeigten. In einer Studie von
Druecke et al. zur Beeinflussung der Wundheilungsprozesse durch verschiedene
Deckungsmaterialien an Gottinger Minipigs wurde fur die mit Integra® versorgten
Defekte ein ahnlich hoher Proliferationsindex (0,2 +/- 0,05) wie in der vorliegenden
Studie erfasst (Druecke, D., et al., 2004, S. 520). Die Ergebnisse der Ki-67-
Farbungen werden von den Resultaten der hier durchgefuhrten Epithelmessungen
weiter bekraftigt, welche hohere Werte in der Integra®-Gruppe im Vergleich zu den
HAM-Behandlungsgruppen zeigten. Dadurch wird eine hypertrophe Narbenbildung

bei Anwendung von Integra® weiter bestatigt.

Laminin. Eine regelrechte Reepithelisierung 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. fUhrten 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
zwischen dem Zeitpunkt der vollstandigen Regeneration der Basalmembran und der
Art des Transplantates besteht (Andree, C., et al., 2001, S. 97). Die vorliegende
Studie beweist mittels der anti-Laminin-Immunhistochemie eine Beschleunigung der
Basalmembranbildung durch die multilayer Anwendung HAM im Vergleich zu der
Deckung mittles eines Spalthauttransplantates. In der MU-Behandlungsgruppe zeigte
sich am 20. postoperativen Tag eine durchgangig ausgebildete Basalmembran,
wohingegen diese in der SH-Gruppe nur partiell ausgebildet war. Dies fuhren wir auf

die von der Amnionmembran sezernierten Wachstumsfaktoren zuriick, welche eine
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Keratinozytenaktivierung und somit eine Dbeschleunigte Nachbildung der
Komponenten der Basalmembran bewirken. Die Integra®-Behandlungsgruppe zeigte
bei dieser Analyse jedoch noch bessere Ergebnisse, da die Integritdt der
Basalmembran bereits am 10. postoperativen Tag erreicht war. Diese Ergebnisse
mussen in Zusammenschau mit den Proliferationsindizes der frihen Phase der
Wundheilung interpretiert werden, welche Aussagen uber die Intensitat des
epithelialen Remodellings erlauben. VH/MU und VH/Int zeigen ohne signifikanten
Unterschied zueinander die hochsten Proliferationsindizes und wirken sich
demzufolge positiv auf das epitheliale Remodeling und die Basalmembranbildung
aus. Wir nehmen deshalb an, dass die von der HAM sezernierten
Wachstumsfaktoren besonders bei der Anwendung von Amnionmembran in der
Multilayer-Technik einen positiven Einfluss auf den Wundheilungsprozess haben.
Somit wird aufgrund der beschleunigten Wiederherstellung der Basalmembran bei
der Verwendung von Multilayer-HAM als Transplantatmaterial auch die

Funktionsfahigkeit der Haut schneller wieder gewahrleistet.

VWEF. Noch nicht ausreichend geklart sind die Effekte der HAM auf die Angiogenese.
Die Angiogenese ist eine entschiedende Determinante fur den Erfolg oder das
Scheitern zahlreicher chirurgischer Prozeduren und bezeichnet das Aussprossen
neuer Kapillaren aus bereits existierenden Blutgefalen (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. Auflerdem wurde die
MRNA-Expression der Metalloproteinaseinhibitoren TIMP-1, -2, -3 und -4 gezeigt,

welche ebenfalls einen starken antiangiogenetischen Effekt besitzen (Hao, Y., et al.,
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2000, S. 348). Kim et al. zeigten in einer tierexperimentellen Studie an Kaninchen,
dass nach Keratektomie die Revaskularistaion einer massiv geschadigten Cornea
seltener auftritt, wenn diese mit Amnionmembran gedeckt wurde (Kim, J.C., et al.,
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 Dbefurworteten 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 Blutgefalie
in der mit Amnionmebran versorgten Behandlungsgruppe hdher war als in der
Kontrollgruppe (Rinastiti, M., et al., 2006, S. 247). Auch die Ergebnisse der hier
vorliegenden Studie sprechen eher fur einen proangiogenetischen Effekt der
Amnionmembran. So zeigten beide HAM-Behandlungsgruppen sowie die Int-Gruppe
am 10. postoperativen Tag hohere Gefalizahlen als die Kontrollgruppe und als die
SH-Behandlungsgruppe. Daruber hinaus war die Vaskularisation in der MU-Gruppe
signifikant héher als in der MO-Gruppe (p = 0,0198). Die Uberlegenheit der MU-
Technik gegenuber der MO-Anwendung in Bezug auf die proangiogenetischen
Eigenschaften fuhren wir auf die hohere Konzentration freigesetzter
Wachstumsfaktoren wie VEGF, welche die Angiogenese fordern, sowie auf die
langsamere Degradation des MU-Patches zurick. Jedoch fiel die Gefallproliferation
sowohl in der MO-, als auch in der MU-Behandlungsgruppe signifikant geringer aus
als dies in den mit Integra® versorgten Defekten der Fall war. Eine Erklarung dafir
konnten die bereits erwahnten hoheren Entzindungsreaktionen mit reaktiver
Hyperamie und Gefalieinprossung sein. Eine Hypoxie wahrend dieser
Entzindungsphase kann zur Produktion des Transkriptionsfaktors HIF (hypoxia
inducible factor) in den unterversorgten Zellen fihren, welcher die Freisetzung von
VEGF und damit die Angiogenese fordert (Lu, X., et al., 2010, S. 5928). Dagegen ist
die Amnionmembran sauerstoffpermeabel (Yoshita, T., et al., 2004, S. 486), wodurch
freier Sauerstoff in das Wundbett diffundieren kann, was den Heilungsprozess

insgesamt beschleunigt. Wir gehen davon aus, dass die Konzentration der aus HAM
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freigesetzten proangiogenetischen Wachstumsfaktoren geringer ist als die durch

Hypoxie induzierte Freisetzung von VEGF in den mit Integra versorgten Wunden.

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 zurtckgefuhrt (Kim, J.S., et al.,
2000, S. 329). Zur immunhistologischen Quantifizierung der Vernarbung fuhrten wir
eine anti-aSMA-Farbung durch. Darby et al. fuhrten eine Studie zur Beeinflussung
der Wundheilung von Vollhautwunden durch Deckung mit Hauttransplantaten durch,
in der mittles verschiedener immunhistologischer Marker, unter anderem aSMA,
bewiesen wurde, dass die Versorgung von Vollhautwunden mittels eines
Hauttransplantates das Geweberemodelling induziert. Es konnte gezeigt werden,
dass die Biospsien nach Deckung mit einem Transplantat eine geringere aSMA-
Expression zeigten als zuvor, was auf eine verminderte Expression von
Wachstumsfaktoren und einen erhéhten Turnover der extrazellularen Matrix wahrend
der Remodelling-Phase zurlckgefuhrt wird (Darby, I.A., et al., 2002, S. 117). 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 a-SMA eine verminderte Narbenbildung im
Vergleich zur Kontrollgruppe nachweisen (Fraser, J.F., et al., 2009, S. 998). In der
vorliegenden  Studie zeigten die = HAM-Behandlungsgruppen bei der
immunhistologischen Beurteilung mittels anti-aSMA-Farbung in der frihen Phase der
Wundheilung bis zum 20. postoperativen Tag erniedrigte Zahlen aSMA-positiver
Myofibroblasten  gegentiber den dbrigen Behandlungsgruppen. In der
fortgeschrittenen Wundheilungsphase bis zum 60. postoperativen Tag konnte jedoch
bei den HAM-Behandlungsgruppen nur eine geringe relative Reduktion der aSMA-
positiven Myofibroblasten verzeichnet werden, wohingegen in den Ubrigen Gruppen
ein deutlicher Riickgang zu beobachten war. Die Integra®-Gruppe zeigte &hnliche
Werte wie die HAM-Behandlungsgruppen. Eine mdgliche Erkarung hierfur ist der
Einfluss der Amnionmembran auf die Remodeling-Prozesse mit anhaltender
Expression von Wachstumsfaktoren wie oben bereits diskutiert wurde. Darby et al.
nehmen an, dass eine niedrigere Expression von Wachstumsfaktoren nach

Hauttransplantation fir einen geringeren Gehalt an aSMA verantwortlich sein kann
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(Darby, I.A., et al., 2002, S. 117). Allerdings stehen diese Ergebnisse im Widerspruch
zu Ergebnissen der Studie von Fraser et al., in der am Ende des
Beobachtungszeitraumes in den Amnionmembran-Behandlungsgrupppen die
signifikant geringsten Werte aSMA-positiver Myofibroblasten und damit die geringste
Narbenbildung nachgewiesen werden konnte (Fraser, J.F., et al., 2009, S. 998). Bei
der Interpretation unserer Ergebnisse mussen sowohl die autologe im Vergleich zur
allogenenen Transplantation als auch die unterschiedliche Wundmorphologie
zwischen Verbrennungen und Vollhautwunden beachtet werden. Wahrend unseres
Beobachtungszeitraumes wurde keine Reduktion der aSMA-Expression in den HAM-
Behandlungsgruppen festgestellt, auch die absoluten Werte an aSMA-positiver
Myofibroblasten waren am 60. postoperativen Tagen in den HAM-Gruppen am
hochsten. Diese Ergebnisse alleine wurden dafur sprechen, dass die Vernarbung
sowohl in der VH/SH- als auch in der VH/NT-Gruppe geringer ist als bei der
Verwendung von HAM und Integra®, stehen jedoch im Widerspruch zu unseren
klinischen Resultaten bezuglich der Wundkontraktion, welche die geringsten
Kontraktionen in der VH/MU-Gruppe ergaben. Dies fuhren wir darauf zurlick, dass
die 5 mm tiefen Biopsate eher die Fibroblasten aus den oberflachlichen Schichten
erfassen, nicht jedoch aus tieferen Bereichen, von welchen angenommen wird, dass
diese mehr aSMA exprimieren und fur die Entstehung hypertropher Narben und
Kontraktionen die dominante Rolle spielen (Wang, J., et al., 2008, S. 1278). In
Folgestudien sollten daher in Abhangigkeit von dem Wundtyp und dem Wundmodell
tiefere Biopsien enthommen werden, um ein Gesamtbild der Fibroblastenpopulation

zu erfassen.
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6. Zusammenfassung

Die Hauttransplantation ist eine unverzichtbare Methode in der plastischen und
wiederherstellenden  Chirurgie  zur  Weichgeweberekonstruktion  groRerer
traumatischer, chronischer oder iatrogener Hautdefekte. Trotz der Vielzahl der
bereits existierenden Behandlungsmoglichkeiten zur Deckung der
Transplantatentnahmestelle, der sog. Donor site, konnte speziell fur Wunden, die
keiner primaren Wundheilung mehr zugefuhrt werden kdnnen, bisher noch keine
optimale Lésung gefunden werden.

In dieser Studie wurde die Verwendung kryokonservierter, ein- und mehrschichtiger
HAM als alternatives Transplantatmaterial zur Versorgung iatrogener
Vollhautwunden am Minipigmodell untersucht. Ziel dieser Machbarkeitsstudie war es,
die HAM fur einen Einsatz am Menschen tierexperimentell zu untersuchen, um sie
letztendlich als Ersatz fur Hauttransplantate verwenden zu konnen. Damit kdnnte
nicht nur eine Reduktion der primaren Morbiditat freier Transplantate an der
Empfangerstelle erreicht werden, sondern auch die sekundare Morbiditat der
Entnahmestelle ganzlich vermieden werden, da eine Spalthautentnahme fir die
Abdeckung der Vollhautwunde durch die Amnionmembran nicht mehr von Néten ist.
An vier Minischweinen wurden operativ insgesamt 40 Vollhautwunden am Rucken
der Tiere gesetzt und anschlielend mit einem Spalthauttransplantat alleine oder in
Kombination mit ein- oder mehrlagiger HAM oder mit Integra®, einem (blichen
Hautersatzmaterial, gedeckt. Als Kontrollwunden dienten nicht behandelte Defekte,
welche lediglich durch die Einlage steriler Jodkompressen versorgt wurden. Die
klinische Evaluierung erfolgte Uber  den gesamten postoperativen
Beobachtungszeitraum, die Biopsieentnahmen wurden am 5., 7., 10., 20., 40. und
60. postoperativen Tag durchgefuhrt.

Mehrlagige HAM filhrte im Vergleich zu Integra® zu einer verringerten
Wundkontraktion, zu einer Beschleunigung der Reepithelisierung und zu einer
histologisch nachweislich geringeren narbigen Hypertrophie. Im Vergleich zur
Deckung mit einem Spalthauttransplantat alleine zeigten sich keine wesentlichen
Unterschiede im klinischen  Verlauf  hinsichtlich  Transplantatannahme,

Wundkontraktion und makroskopische Narbenbildung. Die multilayer Technik wies
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bessere Ergebnisse als Integra® und als die monolayer Anwendung in Bezug auf
Wundkontraktion, postoperative Inflammationsreaktionen und Vernarbung auf.

Diese Studie zeigt die erfolgreiche Anwendung von HAM als Teil eines Composite-
Grafts zur Deckung von Vollhautentnahmestellen bei Minischweinen. Die Ergebnisse
stellen mit der Verwendung von multilayer HAM eine einfache und effektive sowie die
Wundheilungsprozesse beschleunigende Technik zur Versorgung iatrogener
Hautdefekte in Aussicht. Aufbauende Studien sind jedoch ndtig, um die Frage zu
beantworten, ob mehrlagige HAM auch ohne zusatzliche Deckung mittels eines
Spalthauttransplantats fur die Defektdeckung von Vollhautwunden einsetzbar ist.
Wenn dies der Fall ware, dann wiarde die HAM die klinischen Anforderungen fur die
Versorgung iatrogener Vollhautdefekte wie beispielsweise der donor site des

Radialis- oder des Fibulatransplantates erfullen.
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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 a
multiplicity of already existing supplies for the donor site an ideal solution has not yet
been found.

We evaluated the use of monolayer and multilayer human amniotic membrane
(HAM) as an alternative graft material for the treatment of iatrogenic full-thickness
(FT) skin wounds in a porcine model with a view to reducing donor site morbidity in
free flap transfer. Forty experimental FT-wounds were created on the back of four
Berlin minipigs and subsequently covered with an autologous split-thickness skin
graft (STSG) alone or in combination with a mono- or multilayer HAM or Integra®, a
well-reviewed collagen-based dermal substitute. Untreated wounds in each minipig
served as controls. Clinical evaluation and biopsy-sampling for histological and
immunohistochemical staining with von Willebrand factor (vWF) antibody, laminin
antibody, Ki67 antibody and alpha-smooth muscle actin (aSMA) antibody were
performed on days 5, 7, 10, 20, 40 and 60 after surgical intervention.

The multilayered amnion membrane showed better results than the Integra® and
monolayer technique in terms of contraction rate, inflammation, and clinical scarring
and seemed useful as a dermal substitute in FT-wounds giving comparable results to
STSG coverage alone.

This study demonstrates the successful application of HAM as a part of a skin
substitute in FT wounds in minipigs. The results offer promise as a simple and
effective technique for the application of multilayer HAM in iatrogenic human skin
defects and the acceleration of wound healing. Further investigations and longer term
observations are needed to answer the question of whether multilayered HAM is also
useful when used alone without the additional covering with a STSG. If this is the
case, then it would meet the clinical requirements for the repair of iatrogenic FT-
defects in reconstructive procedures, such as donor sites of the free radial or fibular

flap.
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9.1.

9.1.1.

Anhang

Protokolle der immunhistologischen Farbungen

Ki-67

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 Primarantikbrpers (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
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9.1.2.

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)

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)

Eindeckeln der Schnitte (Thermo Scientific®, Firma Menzel Glaser 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
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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 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-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)

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

Braunschweig) mit DPX
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9.1.3.

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)

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 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 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-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)
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9.1.4.

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

a-smooth-muscle actin (¢ 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 Primarantikérpers (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 Kuhlschrank
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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)

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 (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
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9.2. Ergebnisse der statistischen Auswertungen

9.21. Auswertung der Wundkontraktion

p-Wert signifikant (p<0,05)
VH/MO vs VH/MU 0,1046 nein
VH/MO vs VH/Int 0,0410 nein
VH/MO vs VH/SH 0,0307 ja
VH/MO vs VH/NT <0,0001 ja
VH/MU vs VH/Int 0,0238 ja
VH/MU vs VH/SH 0,5959 nein
VH/MU vs VH/NT 0,0020 ja
VH/Int vs VH/SH 0,0053 ja
VH/Int vs VH/INT 0,0002 ja
VH/SH vs VH/NT 0,0002 ja

Tab. 9.1: p-Werte und Signifikanz der Wundkontraktion der einzelnen Behandlungsgruppen (n=8).

9.2.2. Auswertung der Epitheldicke

p-Wert signifikant (p<0,05)
Kontrolle vs VH/SH 20d < 0,0001 ja
Kontrolle vs VH/Int 20d < 0,0001 ja
Kontrolle vs VH/MU 20d < 0,0001 ja
Kontrolle vs VH/NT 20d < 0,0001 ja
Kontrolle vs VH/MO 20d < 0,0001 ja
VH/SH 20d vs VH/Int 20d < 0,0001 ja
VH/SH 20d vs VH/MU 20d 0,5464 nein
VH/SH 20d vs VH/NT 20d 0,6848 nein
VH/SH 20d vs VH/MO 20d < 0,0001 ja
VH/Int 20d vs VH/MU 20d < 0,0001 ja
VH/Int 20d vs VH/NT 20d < 0,0001 ja
VH/Int 20d vs VH/MO 20d < 0,0001 ja
VH/MU 20d vs VH/MO 20d < 0,0001 ja
VH/MU 20d vs VH/NT 20d 0,6776 nein
VH/NT 20d vs VH/MO 20d < 0,0001 ja

Tab. 9.2: p-Werte und Signifikanz der Epitheldicke am 20. postoperativen Tag (n=8 pro Gruppe).
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p-Wert signifikant (p<0,05)
Kontrolle vs VH/SH 60d 0,0025 ja
Kontrolle vs VH/Int 60d < 0,0001 ja
Kontrolle vs VH/MU 60d < 0,0001 ja
Kontrolle vs VH/NT 60d 0,0037 ja
Kontrolle vs VH/MO 60d < 0,0001 ja
VH/SH 60d vs VH/Int 60d < 0,0001 ja
VH/SH 60d vs VH/MU 60d < 0,0001 ja
VH/SH 60d vs VH/NT 60d 0,0035 ja
VH/SH 60d vs VH/MO 60d < 0,0001 ja
VH/Int 60d vs VH/MU 60d < 0,0001 ja
VH/Int 60d vs VH/NT 60d < 0,0001 ja
VH/Int 60d vs VH/MO 60d 0,0697 nein
VH/MU 60d vs VH/NT 60d < 0,0001 ja
VH/MU 60d vs VH/MO 60d 0,0003 ja
VH/NT 60d vs VH/MO 60d < 0,0001 ja

Tab. 9.3: p-Werte und Signifikanz der Epitheldicke am 60. postoperativen Tag (n=8 pro Gruppe).

p-Wert signifikant (p<0,05)
VH/SH 20d vs VH/SH 60d < 0,0001 ja
VH/Int 20d vs VH/Int 60d < 0,0001 ja
VH/MU 20d vs VH/MU 60d 0,3060 nein
VH/NT 20d vs VH/NT 60d < 0,0001 ja
VH/MO 20d vs VH/MO 60d < 0,0001 ja

Tab. 9.4: p-Werte und Signifikanz der Epitheldicke des 20. und 60. postoperativen Tages (n=8 pro

Gruppe)

9.2.3. Auswertung der Zellproliferation mittels anti-Ki67

p-Wert signifikant (p<0,05)
VH/MO 10d vs VH/MU 10d < 0,0001 ja
VH/MO 10d vs VH/Int 10d < 0,0001 ja
VH/MO 10d vs VH/SH 10d 0,0012 ja
VH/MU 10d vs VH/SH 10d 0,0054 ja
VH/MU 10d vs VH/Int 10d 0,2548 nein
VH/Int 10d vs VH/SH 10d 0,0096 ja

Tab. 9.5: p-Werte und Signifikanz der Proliferationsindizes der einzelnen Behandlungsgruppen am 10.

postoperativen Tag.
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p-Wert signifikant (p<0,05)

VH/MO 60d vs VH/MU 60d 0,0013 ja

VH/MO 60d vs VH/Int 60d 0,0572 nein
VH/MO 60d vs VH/SH 60d < 0,0001 ja

VH/MO 60d vs VH/NT 60d 0,0544 nein
VH/MU 60d vs VH/Int 60d 0,4169 nein
VH/MU 60d vs VH/SH 60d 0,1327 nein
VH/MU 60d vs VH/NT 60d 0,0747 nein
VH/Int 60d vs VH/SH 60d 0,5859 nein
VH/Int 60d vs VH/NT 60d 0,0542 nein
VH/SH 60d vs VH/NT 60d 0,0773 nein

Tab. 9.6: p-Werte und Signifikanz der Proliferationsindizes der einzelnen Behandlungsgruppen

am 60. postoperativen Tag.

p-Wert signifikant (p<0,05)
VH/MO 10d vs VH/MO 60d 0,0010 ja
VH/MU 10d vs VH/MU 60d < 0,0001 ja
VH/Int 10d vs VH/Int 60d 0,0551 nein
VH/SH 10d vs VH/SH 60d 0,0002 ja

Tab. 9.7: p-Werte und Signifikanz der Proliferationsindizes des 10. und 60. postoperativen Tages der

einzelnen Behandlungsgruppen.

9.24. Auswertung der GefaBproliferation mittles anti-vWF

p-Wert signifikant (p<0,05)
VH/MU 10d vs VH/NT 10d 0,0016 ja
VH/MU 10d vs VH/Int 10d 0,0005 ja
VH/MU 10d vs VH/MO 10d 0,0317 ja
VH/MU 10d vs VH/SH 10d 0,0699 nein
VH/MO 10d vs VH/Int 10d < 0,0001 ja
VH/MO 10d vs VH/SH 10d 0,6794 nein
VH/MO 10d vs VH/NT 10d 0,3793 nein
VH/Int 10d vs VH/SH 10d < 0,0001 ja
VH/Int 10d vs VH/NT 10d < 0,0001 ja
VH/SH 10d vs VH/NT 10d 0,7386 nein

Tab. 9.8: p-Werte und Signifikanz der GefaRanzahl der einzelnen Behandlungsgruppen der Vollhaut-

wunden am 10. postoperativen Tag.
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p-Wert signifikant (p<0,05)
VH/MU 60d vs VH/NT 60d < 0,0001 ja
VH/MU 60d vs VH/Int 60d < 0,0001 ja
VH/MU 60d vs VH/MO 60d < 0,0001 ja
VH/MU 60d vs VH/SH 60d 0,3497 nein
VH/MO 60d vs VH/Int 60d < 0,0001 ja
VH/MO 60d vs VH/SH 60d < 0,0001 ja
VH/MO 60d vs VH/NT 60d 0,0068 ja
VH/Int 60d vs VH/SH 60d < 0,0001 ja
VH/Int 60d vs VH/NT 60d < 0,0001 ja
VH/SH 60d vs VH/NT 60d < 0,0001 ja

Tab. 9.9: p-Werte und Signifikanz der GefaRanzahl der einzelnen Behandlungsgruppen am 60.

postoperativen Tag.

p-Wert signifikant (p<0,05)
VH/MO 10d vs VH/MO 60d < 0,0001 ja
VH/MU 10d vs VH/MU 60d < 0,0001 ja
VH/Int 10d vs VH/Int 60d 0,0047 ja
VH/SH 10d vs VH/SH 60d < 0,0001 ja
VH/NT 10d vs VH/NT 60d 0,0036 ja

Tab. 9.10: p-Werte und Signifikanz der GefadRanzahl des 10. und 60. postoperativen Tages der einzel-

nen Behandlungsgruppen.
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9.2.5. Auswertung der Narbenbildung mittels anti-a SMA

p-Wert signifikant (p<0,05)
VH/MU 10d vs VH/MO 10d 0,0323 ja
VH/MU 10d vs VH/Int 10d 0,0061 ja
VH/MU 10d vs VH/NT 10d 0,0066 ja
VH/MU 10d vs VH/SH 10d 0,1122 nein
VH/MO 10d vs VH/Int 10d 0,0509 nein
VH/MO 10d vs VH/NT 10d 0,0096 ja
VH/MO 10d vs VH/SH 10d 0,2966 nein
VH/Int 10d vs VH/NT 10d 0,8943 nein
VH/Int 10d vs VH/SH 10d 0,6386 nein
VH/NT 10d vs VH/SH 10d 0,4160 nein

Tab. 9.11: p-Werte und Signifikanz der Anzahl aSMA-positiver Fibroblasten pro HPF des 10. post-

operativen Tages der einzelnen Behandlungsgruppen.

p-Wert signifikant (p<0,05)
VH/MU 20d vs VH/MO 20d 0,0275 ja
VH/MU 20d vs VH/Int 20d < 0,0001 ja
VH/MU 20d vs VH/NT 20d 0,0012 ja
VH/MU 20d vs VH/SH 20d 0,0734 nein
VH/MO 20d vs VH/Int 20d 0,0210 ja
VH/MO 20d vs VH/NT 20d 0,0517 nein
VH/MO 20d vs VH/SH 20d 0,4307 nein
VH/Int 20d vs VH/NT 20d 0,9074 nein
VH/Int 20d vs VH/SH 20d 0,6636 nein
VH/NT 20d vs VH/SH 20d 0,6437 nein

Tab. 9.12: p-Werte und Signifikanz der Anzahl aSMA-positiver Fibroblasten pro HPF des 20. post-

operativen Tages der einzelnen Behandlungsgruppen
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p-Wert signifikant (p<0,05)

VH/MU 40d vs VH/MO 40d 0,8231 nein
VH/MU 40d vs VH/Int 40d 0,7160 nein
VH/MU 40d vs VH/NT 40d 0,3453 nein
VH/MU 40d vs VH/SH 40d 0,1426 nein
VH/MO 40d vs VH/Int 40d 0,6111 nein
VH/MO 40d vs VH/NT 40d 0,3090 nein
VH/MO 40d vs VH/SH 40d 0,0074 ja

VH/Int 40d vs VH/NT 40d 0,6134 nein
VH/Int 40d vs VH/SH 40d 0,0895 nein
VH/NT 40d vs VH/SH 40d 0,0170 ja

Tab. 9.13: p-Werte und Signifikanz der Anzahl aSMA-positiver Fibroblasten pro HPF des 40. post-

operativen Tages der einzelnen Behandlungsgruppen.

p-Wert signifikant (p<0,05)
VH/MU 60d vs VH/MO 60d 0,7825 nein
VH/MU 60d vs VH/Int 60d 0,4387 nein
VH/MU 60d vs VH/NT 60d 0,0308 ja
VH/MU 60d vs VH/SH 60d 0,0214 ja
VH/MO 60d vs VH/Int 60d 0,2705 nein
VH/MO 60d vs VH/NT 60d 0,0069 ja
VH/MO 60d vs VH/SH 60d 0,0069 ja
VH/Int 60d vs VH/NT 60d 0,0143 ja
VH/Int 60d vs VH/SH 60d 0,0077 ja
VH/NT 60d vs VH/SH 60d 0,0993 nein

Tab. 9.14: p-Werte und Signifikanz der Anzahl aSMA-positiver Fibroblasten pro HPF des 60. post-

operativen Tages der einzelnen Behandlungsgruppen.
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p-Wert signifikant (p<0,05)
VH/MU 10d vs 20d 0,1817 nein
20d vs 40d 0,6050 nein
40d vs 60d 0,6637 nein
10d vs 60d 0,3868 nein
VH/MO 10d vs 20d 0,0072 ja
20d vs 40d 0,1630 nein
40d vs 60d 0,4885 nein
10d vs 60d 0,3539 nein
VH/Int 10d vs 20d 0,5009 nein
20d vs 40d 0,0710 nein
40d vs 60d 0,2064 nein
10d vs 60d 0,0012 ja
VH/INT 10d vs 20d 0,1252 nein
20d vs 40d 0,3922 nein
40d vs 60d 0,0219 ja
10d vs 60d 0,0034 ja
VH/SH 10d vs 20d 0,5774 nein
20d vs 40d 0,0515 nein
40d vs 60d 0,1079 nein
10d vs 60d 0,0240 ja

Tab. 9.15: p-Werte und Signifikanz der Anzahl aSMA-positiver Fibroblasten pro HPF der einzelnen

Behandlungsgruppen im zeitlichen Verlauf.
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