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Abklirzungsverzeichnis

HAM = humane Amnionmembran
Staph. Aureus = Staphylococcus aureus
M. buccinator = Musculus buccinator
p.m. = postmenstruell

p.0. = postoperativ

POD = postoperative day

HLA-G = human leucocyte Antigen-G

PMN = polymorphic neutrophils = neutrophile Granulozyten

© ©® N o 0 b~ 0 NP

RT-PCR = Realtime - Polymerase Chain Reaction
10. m-RNA = messenger RNA

11. TNF-alpha = Tumor necrosis factor-alpha

12. EGF = Epidermal growth factor

13. TGF-alpha = Transforming growth factor-alpha

14. KGF = Keratinocyte growth factor

15. HGF = Hepatocyte growth factor

16. bFGF = Basic fibroblast growth factor

17. PEDF = Pigment epithelium-derived factor

18. FGF = Fibroblast growth factor

19. M.-Pectoralis-Lappen = Musculus-Pectoralis-Lappen
20. DMEM = Dulbeccos modified Eagle medium

21. PBS = Phosphate Buffered Saline - Losung

22. HE—-F&arbung = Haematoxylin-Eosin

23. EvG-Farbung = Elastica-van Gieson-Farbung

24. SD = standard deviation = Standardabweichung

25. B-HCG = beta human chorionic gonadotropin



2. Einleitung

Die Entstehung einer oronasalen Fistel (,Restloch®) stellt eine weitverbreitete
Komplikation beim operativen Verschluss von Lippen-Kiefer-Gaumenspalten dar.
,Restlocher” treten in 8,7 bis 34 Prozent aller Falle auf (Abyholm et al., 1979, S.296;
Schultz et al., 1986, S.739; Posnik und Getz, 1987, S.907; Amaratunga et al., 1988,
S.835; Cohen et al., 1991, S.1043; Emory et al., 1997, S.1536; Muzzafar et al., 2001,
S.1516). Dies beruht vor allem auf dem vorliegenden Gewebedefizit und der
unvermeidlichen postoperativen Narbenbildung (Kirschner et al., 2006, S.1439). Die
Patienten werden durch die Verbindung von Mund- und Nasenhohle meist funktionell
beeintrachtigt. Symptome wie Hypernasalitat, Einpressen von Speiseresten in den
Fistelgang sowie Flussigkeitsfluss in die Nase (Abyholm et al., 1979, S.296; Schultz
et al.,, 1986, S.741; Amaratunga et al., 1988, S.836; Diah et al.,, 2000, S.531),
Entzindung der Schleimhaute sowie Sprachprobleme (Abyholm et al., 1979, S.296)
und Horverlust (Schultz, 1986, S.741) wurden berichtet. Daraus ergibt sich eine
notwendige Indikation zum vollstandigen oronasalen Fistelverschluf3 (Schultz, 1989,
S.65). Trotz einer Fulle an Behandlungsvarianten, die im Weiteren né&her
beschrieben werden sollen, kommt es zu einer hohen Rate von persistierenden
Fisteln, die erneute rekonstruktive Eingriffe erfordern. Der operative Verschluss ist
schwierig, da das umgebende Gewebe nach Erstverschluss meist stark vernarbt ist
(Honnerbier et al., 2000, S.128). Mit jedem weiteren Versuch einer Gaumenplastik
verschlechtert sich die Prognose eines erfolgreichen Fistelveschluss (Cole et al.,
2006; S.636). Viele Techniken zum Verschluss von oronasalen Fisteln flhren
aulRerdem zu einer erheblichen Morbiditat der Entnahmestelle (Kirschner et al., 2006,
S.1439). Auf der Suche nach idealem Transplantatgewebe gewinnt die Verwendung
von biologischen Ersatzmaterialien und gezlchtetem Gewebe immer mehr an
Bedeutung. Bisher sind nur wenige Arbeiten, die derartige Materialien einsetzen,
publiziert worden (Kirschner et al., 2006, S.1439).

Humane HAM wird als Gewebe zur Unterstiitzung der Wundheilung eingesetzt, da
sie sich durch folgende Eigenschaften auszeichnet:
- eine geringe Immunogenitat (Kubo et al.,2000, S.1539; Kesting et al., 2007,
S.357)
- eine entziindungshemmende Wirkung (Shimmura et al., 2001, S.412)

- eine Hemmung der Narbenbildung (Wang et al., 2001, S.310) und



- die Beschleunigung der Wundepithelialisierung (Koizumi et al.,2000, S.173).
Aufgrund der potentiellen Infektionsgefahr frischer Amnionmembran, schrankte sich
jedoch der Einsatz von HAM Ende des vergangenen Jahrhunderts stark ein. Erst
nach Etablierung eines Konservierungsverfahrens fir HAM und der damit
verbundenen wiederholten Spenderkontrolle fand HAM vor allem in der
Augenheilkunde seit 1995 ein weites Anwendungsspektrum (John et al., 2002, S.44;
Sangwan et al., 2007, S.251). Die ersten Erfahrungen zur intraoralen Anwendung
von HAM wurden von Kothary et al. im Jahre 1969 publiziert. Diese Arbeitsgruppe
nutzte HAM zur Rekonstruktion der Mundhohle nach Glossektomie (Kothary et al.,
1969, S.87). Lawson versuchte 1985 (S.166) zur Wiederherstellung der orofazialen
Textur M.-Pectoralis-Lappen zu verwenden, die mit HAM beschichtet worden waren.
Die ermutigenden Ergebnisse flhrten zu einer fortgesetzten, wenn auch seltenen,
Verwendung von HAM in der Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie. In einem Fall von
Epidermolysis bullosa im Gesichtsbereich wurde die Auflage von HAM auf die
ulzerierten Oberflachen beschrieben (Kaluza et al., 1985, S.599). Bei funf Patienten
mit wiederkehrender Epistaxis aufgrund einer Rendu-Osler-Weber-Erkrankung
wurden HAM -Transplantate in die Nasenhdhle zur Blutstillung eingebracht (Zohar et
al., 1987, S.979). Weitere Erfahrungen mit der orofazialen Anwendung von HAM
wurden durch Gduler et al.,, 1997 (S.283) und Samandari et al., 2004 (S.577)
veroffentlicht. Beide Gruppen nutzten HAM als Transplantat fur die
Vestibulumplastik. Gomes et al. untersuchten HAM als Membran fir die “guided
bone regeneration“ (Gomes et al., 2001, S.563). Des Weiteren wurden prafabrizierte
HAM-Faszienlappen zur Rekonstruktion intraoraler Defekte der Ratte beschrieben
(Kesting et al., 2007, S.359) und die Heilung iatrogener gingivaler Defekte bei
Kaninchen nach Transplantation von HAM untersucht (Rinastiti et al., 2006, S.247).

2.1. Zielsetzung

Ziel dieser Studie war es, kryokonservierte HAM als Transplantatmaterial flr den
Verschluss von oronasalen Fisteln im Minipigmodell zu etablieren. Dazu wurde
zunéachst eine prospektive Pilotstudie an Minischweinen durchgefuhrt. An den Tieren
wurde dabei zunéchst eine iatrogene oronasale Fistel kreiert, die in der Folge mit

HAM und Kontrollmaterialien rekonstruiert wurde.
Dabei sind folgende Fragen von Interesse:
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- Persistieren die Fisteln nach Verschluss mit kryokonservierter, mehrschichtiger

humaner Amnionmembran?

- Fuhrt die Transplantation von HAM zu Entziindungsreaktionen und /oder

Wundheilungsstérungen?

- Kann nach Verschluss der oronasalen Verbindung mit HAM histologisch und
immunhistochemisch eine vollstandige Reepithelialisierung und

Revaskularisation des Gewebes nachgewiesen werden?



3. Lippen-Kiefer-Gaumenspalten

3.1. Atiologie und Pathogenese

Lippen-Kiefer-Gaumenspalten gehéren zu den kraniofazialen Dysplasien
(Horch, 1998, S.3). Sie gehodren zu den haufigsten Fehlbildungen im Kiefer-
Gesichtsbereich (Lenzen und Bull, 2003, S. 399). Weltweit bestehen offensichtlich
Unterschiede in der Inzidenz (Ehrenfeld, 2002, S.195). Nonsyndromatische Lippen-
Kiefer-Gaumenspalten treten in 1 von 500 Fallen auf (Lenzen und Bull, 2003, S.399).
Im Vergleich zur weil3en Population zeigen sich Spalten am haufigsten bei Indianern.
Die geringste Inzidenz ist bei Afroamerikanern nachzuweisen (Croen et al., 1998,
S.43). Die Entwicklung der Mundhdhle und des Gaumens vollzieht sich von der 5.-
12. Embryonalwoche (Ehrenfeld, 2002, S.195). Das Zwischenkiefersegment,
Philtrum und primarer Gaumen, entstehen aus beiden medialen Nasenwilsten.
Stérungen der normalen Entwicklung zu diesem Zeitpunkt resultieren in Spalten des
primaren Gaumens und der Lippen (Bajaj et al., 2003, S.840). Der gréf3ere Anteil des
Gaumens entwickelt sich aus den paarigen Oberkieferwilsten, die in der siebten
embryonalen Woche miteinander verschmelzen. Dieser Prozess beginnt am
Foramen incisivum und schreitet nach dorsal fort (Horch, 1998, S.5). Auch der
weiche Gaumen entsteht in dieser Entwicklungsphase (Bajaj et al., 2003, S.840).
Das Nasenseptum vereinigt sich kranial mit dem neugebildeten Gaumendach. Bei
Stoérung dieses Ablaufes bilden sich Gaumenspalten. Diese sind immer nach dorsal
offen (Horch, 1998, S.5). Die Lippen-Kieferspalten entstehen in der flnften bis
sechsten Embryonalwoche, Gaumenspalten in der zehnten bis zwolften
Embryonalwoche (Lenzen und Bull, 2003, S.399). Frequenz und Variantenreichtum
sind morphogenetisch auf Unstimmigkeiten der Kopforganisation zurlckzuftihren.
Alle Typen von der Mikrospalte bis zur Totalspalte entstehen lateral an der Grenze
der Wirkungsbereiche von Vorderkopf- und Hinterkopforganisator. Dies ist einer
Zone, die entwicklungsmechanisch durch eine erhohte Storanfalligkeit charakterisiert
ist (Pfeifer, 1966, S.248). Man unterscheidet die primére und die sekundéare Spalte.
Die primare Spalte ist dadurch gekennzeichnet, dass die Epithelien der
Gesichtshélften nicht miteinander verschmelzen, so dass eine grof3ere Spalte daraus
resultiert (Lenzen und Bull, 2003, S.399). Bei der sekundaren Spalte verschmelzen
zwar zunachst die Epithelien, diese werden aber nicht aufgel6st und bindegewebig
durchbaut. Im Rahmen der weiteren Gesichtsentwicklung reil3t die Epithelbricke
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wieder ein, so dass eine sekundéare Spaltbildung entsteht. Diese ist durch eine
geringere Spaltbreite gekennzeichnet (Lenzen und Bull, 2003, S.399). Die Atiologie
der Lippen-Kiefer-Gaumenspalten ist uneinheitlich und nach wie vor nicht geklart
(Neumann, 1989, S.155). Heutzutage nimmt man an, dass Lippen-Kiefer-
Gaumenspalten multifaktoriell durch Zusammenwirken von endogenen und
exogenen Faktoren entstehen (Ehrenfeld, 2002, S.197). Am wahrscheinlichsten ist,
dass eine polygene Vererbung mit Schwellenwertfaktor vorliegt (Neumann, 1989,
S.155). Hierbei muss eine genetische Information vorhanden sein auf die sich ein
Schwellenwert aufpfropft, der dann die phanotypische nachweisbare Missbildung
auslost (Gabka, 1988, S.50). Verschiedene Noxen werden in der Literatur als

maogliche Schwellenwerte besprochen:

- innere Faktoren, zum Beispiel hohes Entbindungsalter,
Zwillingsschwangerschaften, hormonelle Stérungen mit gewohnheitsmalRigen
Fehlgeburten, Eierstockveranderungen und pathologische Zustande des Uterus

- aulRere Faktoren, zum Beispiel Sauerstoffmangel, Infektionskrankheiten,

Mangelerndhrung und psychische Traumen (Gabka, 1988, S.53).

Sowohl die Einnahme von Medikamenten, Kontaktaufnahme mit chemischen
Agenzien und auch der Einfluss von ionisierenden Strahlen gehdren zu den
moglichen exogenen Ursachen (Lenzen und Bull, 2003, S.399). All diese Faktoren
vermindern vermutlich die Sauerstoffversorgung (Lenzen und Bull, 2003, S.399).
PraventionsmalRnahmen zielen darauf ab, das Sauerstoffangebot zu verbessern und
den Stoffwechsel zu optimieren. Des Weiteren wurden bestimmte Medikamente wie
Vitamine und Folsdure als Praventionsmafinahme vorgeschlagen (Neumann, 1989,
S.157).

3.2. Klassifikationen von Lippen-Kiefer-Gaumenspalten

Eine der ersten Klassifikationen der Lippen-Kiefer-Gaumenspalten wurde von Davis
und Ritchi 1922 genannt (Koch et al., 2003, S.339). Sie orientierte sich an den
morphologischen Aspekten und wurde deshalb auch spater als die ,anatomische”
Nomenklatur bekannt. Lippen-Kiefer-Gaumenspalten wurden in préalveolare,
postalveolare und alveoldre Spalten eingeteilt, wobei der Processus alveolaris die
anatomische Trennmarke zwischen Lippen- und Gaumenspalten bildete (Koch et al.,
2003, S.339).
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Ein Jahrzehnt spater wurde eine neue Gliederung vorgestellt. Koch et al.
beschreiben in einer Ubersichtsarbeit diese Einteilung, die auf Veau 1931

zurlckgeht. Dieser nahm eine Unterteilung der LKG-Spalten in 4 Formen vor:

I) Spalten des weichen Gaumens

II) Spalten des harten Gaumens

[II) durchgehende Lippen-Kiefer-Gaumenspalten, einseitig

IV) durchgehende Lippen-Kiefer-Gaumenspaltn, beidseitig (Koch et al., 2003,
S.340).

Auf dem 4. Kongress der Internationalen Gesellschaft fir Plastische- und
Wiederherstellungschirurgie in Rom im Jahr 1967 wurde ein Einteilungsprinzip

festgelegt, dass noch heute Gultigkeit besitzt:

Gruppe 1

Spaltformen des vorderen (priméren) embryonalen Gaumens

- Lippe rechts und/oder links

- Kiefer rechts und/oder links

Gruppe 2

Spaltformen des vorderen und hinteren (primaren und sekundaren)

embryonalen Gaumens

Lippe rechts und/oder links

Kiefer rechts und/oder links

harter Gaumen rechts und/oder links

weicher Gaumen median
Gruppe 3

Spaltformen des hinteren (sekundaren) embryonalen Gaumens

- harter Gaumen rechts und/oder links
- weicher Gaumen median

Gruppe 4

Seltene Gesichtsspalten

- mediane Spalten mit oder ohne Hypoplasie (Aplasie) der Praemaxilla

schrage Gesichtsspalte (oroorbital)

- quere Gesichtsspalte (oroaurikular)

- Spalten der Unterlippe, der Nase oder andere seltene Spalten (Horch, 1998,
S.18)



Diese Klassifikation ist heute Grundlage der meisten wissenschatftlichen Vergleiche
und der Auswertung grol3er Patientenkollektive.

Ein weiteres Dokumentationsverfahren ist das LAHSHAL-System. Die Buchstaben
stehen fur die einzelnen betroffenen Regionen. L bedeutet ,lip“, A entspricht
.<alveolus, H steht fur ,hard palate* und S fur ,soft palate. Abhangig von der
Seitenverteilung der Spalte werden die Buchstaben rechts oder links von der
Mittellinie, dem medianen S, geschrieben. Auf diese Weise kdnnen unilaterale und
bilaterale Formen festgehalten werden. Die Abklrzung wird wie ein Réntgenbild
gelesen; die rechte Seite des Patienten ist auf der linken Seite der Formel und die
linke auf der rechten Seite. Durch die Kombination der Buchstaben an den fur sie
festgelegten Lokalisationen ist es auch maéglich, mit geringem Aufwand sehr seltene
Spaltkonfigurationen eindeutig zu beschreiben (Koch et al., 2003, S.341). Das

Verfahren wird haufig fur statistische Erhebungen eingesetzt.

3.3. Sekundartherapie-Restlochproblematik

Nach Abschluss der Primarbehandlung von Lippen-Kiefer-Gaumenspalten kénnen in
funktioneller und &sthetischer Hinsicht Defekte verbleiben. Diese werden durch
Sekundaroperationen  korrigiert. Die  Folgezustdnde  konnen wie  folgt

zusammengefasst werden:

Funktionelle Beeintrachtigungen im Bereich des Gaumens

- Asthetische und funktionelle Beeintrachtigungen im Bereich der Lippe

- Asthetische und funktionelle Beeintrachtigungen im Bereich der Nase

- Funktionelle Beeintrachtigung im Bereich des Kiefers

- Stérungen der Kieferlagebeziehungen

- Funktionelle Stérungen im Bereich des Mittelohrs (Ehrenfeld, 2002, S.221-
228).

Im Bereich des Gaumens fuhrt das Verbleiben von oronasalen Fisteln zu
funktionellen  Stérungen. Derartige ,Restlécher” entstehen nach primarer
chirurgischer Rekonstruktion von Gaumenspalten. Sie stellen sich als persistierende,
mit Epithel ausgekleidete Verbindungen zwischen Mund- und Nasenhothle dar. Das
Ausmal} einer oronasalen Fistel kann unterschiedlich sein. In der Literatur wurden
verschiedene Ursachen fiur die Entstehung beschrieben. So werden

Wundspannungen, Wundinfektion, mechanisches Trauma (Posnik et al., 1987,
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S.908) oder die Bildung eines Hamatoms (Honnerbier et al., 2000, S.127; Posnik et
al., 1987, S.908) genannt. Nach Bildung einer Gaumenfistel wurden verschiedene
Symptome beobachtet. Eine Flissigkeitspassage vom Mund in die Nase ist mdglich
(Schultz, 1986, S.741; Amaratunga, 1988, S.836), Nahrungsbestandteile kdnnen in
die Nasenhaupthohle gepresst werden (Amaratunga, 1988, S.836), eine
Schwerhérigkeit kann entstehen (Schultz, 1986, S.741). Zusatzlich kann eine
oronasale Verbindung zu Sprechstdrungen fuhren, da Luft aus der Mundhdhle in die
Nase entweicht oder eine unphysiologische Zungenlage eingenommen wird (Schultz,
1986, S.741). Wahrend die Nasalitat eines der haufigsten Symptome bei Patienten
mit oronasalen Fisteln (Amaratunga, 1988, S.837) am Ubergang vom harten zum
weichen Gaumen darstellt, ist der Flussigkeitsausstrom eine verbreitete Symptomatik
bei Restlochern des harten Gaumens (Amaratunga, 1988, S.836). Nur sehr kleine
Restlécher werden ohne funktionelle Einschrdnkung vom Patienten toleriert,
grundsatzlich sollten alle oronasalen Fisteln verschlossen werden (Ehrenfeld, 2002).
Verursachen Fisteln Symptome benétigen diese eine operative Behandlung (Schultz,
1989, S.65). Dabei richtet sich der Zeitpunkt der Operation nach dem
Beschwerdebild des Patienten. Bestehen Sprachschwierigkeiten, ist eine frihe
Behandlung notwendig (Amaratunga, 1988, S.835). Bestehen keine erkennbaren
funktionellen Einschrankungen, kann die Operation aufgeschoben und mit einem
weiteren Eingriff zum Beispiel der Kieferosteoplastik kombiniert werden (Ehrenfeld,
2002). Eine statistisch signifikante Kolonisation der oralen aeroben und anaeroben
Bakterienflora in der Nasenhothle bei Patienten mit oronasaler Verbindung konnte
nicht nachgewiesen werden (Brennan et al., 2001, S.400). Allerdings gibt es eine
positive Korrelation zwischen der Grof3e der Fistel und der Staph. aureus -
Transmission zur Mundhohle durch die Fistel (Tuna et al., 2008, S.477).

3.4. Epidemiologische Daten zur Bildung von oronasalen Fisteln

Die Ausbildung einer oronasalen Verbindung nach primdrem Gaumenverschluss ist
weit verbreitet und stellt ein bleibendes Problem in der chirurgischen Therapie von
Lippen-Kiefer und Gaumenspalten dar (Diah et al., 2007, S.529). Die Inzidenz variiert

in den zahlreichen Studien zu diesem Thema.

1988 berichteten Amaratunga et al. (S.835) nach der Untersuchung eines

Patientenkollektivs von 346 Personen Uber 73 Falle mit Fistelbildung (21%). Diese
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waren zu 42% an der Verbindungsstelle zwischen weichem und hartem Gaumen
lokalisiert. Nach der Korrektur bilateraler Spalten kam es haufiger zur Fistelbildung
als bei unilateralen Spalten. Auch die Verschlussmethode spielte seiner Ansicht nach
eine Rolle. So ergab seine Studie eine héhere Inzidenz fir die Entstehung einer
Gaumenfistel an der Verbindungsstelle zwischen hartem und weichem Gaumen nach
Verschluss mit der Methode nach Langenbeck als mit der Methode nach Wardill.
Eine oronasale Fistel im harten Gaumen entsteht in diesen Untersuchungen eher bei

Anwendung der Verschlusstechnik nach Wardill.

Cohen et al. gaben 1991 eine ,Restloch®-Inzidenz von 23% an, wobei die Halfte der
Fisteln nur 1-2mm Durchmesser hatten. Auch in dieser Studie wurde ein
Zusammenhang zwischen Operationsmethode und Auftreten eines Restloches im
Gaumen festgestellt. Am haufigsten wurde diese Komplikation auch hier nach
Anwendung eines Wardill-Lappens mit 46% beobachtet, es folgte mit 22% die
Methode nach Langenbeck und mit 10% die Furlow-Technik. Das Alter beim
Erstverschluss und die Erfahrung des Operateurs beeinflussten eine Fistelbildung
nicht. Dafur berichten Cohen et al. Gber einen Zusammenhang zwischen GréRe der
Spalte und Entstehung einer oronasalen Fistel. Nach dem initialen Verschluss der
Fistel kam es in 37 % zu einem erneuten Auftreten einer oronasalen Verbindung
(Cohen et al., 1991, S.1043-1044).

Eine Studie an der Mayo Clinic in Minnesota, USA, ergab eine Inzidenz von
Restléchern in 11,5 % (Emory et al., 1997, S.1536). Dabei wurde das Ergebnis
weder von der Grol3e der Spalte noch vom Geschlecht der Patienten beeinflusst.
Kinder, die bei der Primaroperation jinger als 1 Jahr waren, entwickelten mit 7,8%
weniger Fisteln als Kinder, die bei der Primaroperation zwischen 12-25 Monate alt
waren. Die Erfahrung des Operateurs wird als der starkste Faktor in der Entstehung
eines Gaumenrestlochs hervorgehoben. In 91 % der Falle konnte eine oronasale

Fistel mit einer einmaligen Operation gedeckt werden (Emory et al., 1997, S.1536).

Von 103 Patienten, die zwischen 1982 und 1995 von funf verschiedenen
Operateuren behandelt wurden, konnten Muzzafar et al., 2001 in nur 8,7% die
Ausbildung einer oronasalen Fistel feststellen, wobei weder Alter, Geschlecht,
Operateur, Art der Palatoplastik noch die Verwendung von kieferorthopadischen
Geraten vor Gaumenverschluss eine signifikante Rolle dabei spielten. In 33% war die

Fistel auch nach sekundarem Gaumenverschluss persistent (Muzzafar et al., 2001,
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S.1516). Diah et al. erstellten 2007 eine Ubersichtsarbeit zu diesem Thema. Diese
ergab, dass bei 25% der Patienten nach einem versuchten Fistelverschluss ein
,Restloch® auftrat, welches eine erneute Operation erforderte. 53,1% der Fisteln
traten im harten Gaumen auf, wobei 31,2% von starkem Narbengewebe umgeben
war (Diah et al., 2007, S.532).

3.5. Verschluss von oronasalen Fisteln

Der Verschluss von oronasalen Fisteln gestaltet sich schwierig. Durch die schon
vorher durchgefuhrte priméare Palatoplastik kommt es zu einer unvermeidbaren
Vernarbung der Schleimhaut. Die geringe Durchblutung und schlechte Compliance
des lokalen Gewebes fuhrt zu einer hohen Rezidivrate (Kirschner et al., 2006,
S.1440). Die Mobilitat des Gewebes des harten Gaumens ist limitiert, so dass es
nach Verschluss eines Defektes mit hoher Wahrscheinlichkeit zu einer gesteigerten
Spannung im Gewebe kommt (Cole, 2006, S.638). Besonders der Verschluss von
Defekten nahe der Verbindung von hartem und weichem Gaumen zeigt laut Cole
eine hohe Pravalenz zur Restloch-Persistenz nach operativem Verschluss. Die hohe
Misserfolgsrate des Fistelverschlusses spricht fur die schwer |6sbare Problematik
(Abyholm et al., 1979, S.296; Schultz et al., 1986, S.1739; Amaratunga, 1988, S.835;
Cohen et al.,, 1991, S.1043; Emory et al., 1997, S.1536; Muzzafar et al., 2001,
S.1516). Mit jedem gescheiterten Versuch verschlechtert sich die Prognose, einen
guten Fistelverschluss zu erreichen, da das umgebende Gewebe immer starker
vernarbt (Cole, 2006, S.638).

In der Literatur sind dementsprechend zahlreiche Rekonstruktionsmdglichkeiten
vorgeschlagen worden. Unterschieden werden operative und nicht operative
Verschlussmethoden, wobei der operative Verschluss meist Mittel der Wahl ist
(Berkman, 1978, S.537). Werden Fisteln unmittelbar nach der Entstehung erkannt,
kann durch die Abdeckung mit einer Vinylprothese ein Verschluss erreicht werden
(Berkman, 1978, S.537). Eine weitere Methode ist die Verwendung eines Obturators.
Gewohnlich erfordern aber grofRere, symptomatische Fisteln einen operativen
Verschluss (Schultz, 1986, S.742). Bei den operativen Verschlussmethoden werden
gestielte Nahlappenplastiken, gestielte regionale Lappen, mikrochirurgisch
anastomosierte freie Lappen oder autogene freie Transplantate sowie seit einigen
Jahren auch die Verwendung allogener Transplantate beschrieben.
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3.5.1. Nahlappenplastiken

Lokale Mucoperiostlappen wie Stiel- und Brickenlappen werden haufig zum
Verschluss von kleineren Fisteln verwendet (Ehrenfeld, 2002, S.221). Dabei wird
haufig versucht, durch Reelevation und Optimierung des ersten operativen Lappens
einen guten Verschluss zu erreichen. Die Voraussetzungen sind allerdings durch die
mangelnde Elastizitait der Gaumenschleimhaut sowie durch die postoperative
Vernarbung limitiert. Ferner fuhrt die eingeschrankte Durchblutung des Lappens,
hervorgerufen durch die Vernarbungsprozesse, zu signifikanten Misserfolgsraten
(Cole, 2006, S.637). Um einen zweischichtigen Verschluss zu erreichen wird die
zusatzliche Mobilisation der Nasenschleimhaut, die Beschichtung des Lappens mit
buccaler Schleimhaut (Honnebier et al., 2000, S.128-129) oder die zusétzliche
Mobilisation eines Vomerlappens (Cohen et al., 1991, S.1046; Schultz, 1986, S.742)
beschrieben.

3.5.2. Gestielte regionale Lappen

Bei grofReren Fisteln, bei denen die ausreichende Mobilisation von lokalem Gewebe
nicht moglich ist, kann ein Zungenlappen eingesetzt werden (Diah et al., 2007,
S.533). Uber die Verwendung des Zungenlappen wurde erstmals von Guerro-Santos
und Altamarino 1966 (S.123) berichtet. Dieser wird seitdem h&aufig zum Verschluss
von oronasalen Fisteln eingesetzt (Argamoso, 1990, S.402). Problematisch ist, dass
der Zungenlappen in der Phase vor der Stieldurchtrennung mit einem erheblichen
Diskomfort fir den Patienten einhergeht (Cole, 2003, S.639).

Ein an der A. fazialis gestielter Muskel-Schleimhautlappen (Nakakita et al., 1990,
S.452) kann ebenfalls zur Fistelplastik herangezogen werden. Dartber hinaus kann
ein buccal gestielter Muskel-Schleimhautlappen (Jackson et al.,, 2003, S.144),
basierend auf den Gefal3en des M. buccinator, zum Verschluss von Fisteln am
Ubergang vom harten zum weichen Gaumen angewendet werden (Robertson et al.,
2008, S.912).

Eine Verschlussmethode, die von verschiedenen Autoren empfohlen wurde, ist die
Mobilisation des Bichat’schen Wangenfettpfropfes in die Defektregion. Dieser wurde
gestielt in Kombination mit einem Gaumenrotationslappen in einer Studie von El

Hakim et al. untersucht (El Hakim et al., 1999, S.835).
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Als extraoral gestielte Lappen ist zum Beispiel der Stirnlappen bekannt (Contreras et
al., 1989, S.39).

3.5.3. Mikrochirurgischer Gewebetransfer

Bei groReren Fisteln ist die Verwendung von mikrochirurgisch-anastomosierten freien
Lappen aus verschiedenen Regionen wie der Dorsalis-pedis-Lappen (Correa Chem,
1983, S.35) oder der freie Unterarmlappen (Chen, 1992, S.757) untersucht worden.
Dabei wurde der Radialislappen aus der Unterarmregion als mikrochirurgisches
Transplantat fir die Verwendung in der Mundhéhle hervorgehoben, da er dinn,
haarlos und gut vaskularisiert ist (Chen, 1992, S.757).

3.5.4. Freie Transplantate

Autogene Transplantate wie Knorpeltransplantate (Ohsumi et al., 1993, S.433) oder
Knochentransplantate (Schultz, 1989, S.67; Ishii et al., 2002, S.364) werden haufig
zum Verschluss von Restléchern des Gaumens verwendet. Schultz empfiehlt die
Verwendung von freien Knochentransplantaten vom  Huftknochen  oder
Periosttransplantaten von der Tibia, um den Defekt zu fullen (Schultz, 1989, S.364).
Die Arbeitsgruppe um Murrell prasentierte 2001 (S.143) eine Operationsmethode mit
einem dreilagigen Verschluss der oronasalen Fistel. Dabei bestehen die drei Lagen
aus einem Schleimhautlappen des Septums, Knochen oder Knorpelgewebe des
Nasenseptums und einem Transpositionslappen der Gaumenschleimhaut.
Wesentlich bei dieser Technik ist die allseitige Umschneidung des Knochen-
Knorpeltransplantates durch die beiden Schleimhautlagen (Murrell et al., 2001,
S.144).

3.5.5. Gewebeexpansion und biologische Transplantatmaterialien

Da zum vollstdndigen Verschluss eines Gaumenrestlochs mit funktionell
zufriedenstellendem Ergebnis meist mehr Gewebe bendtigt wird als vorhanden ist
(Cole, 2006, S.638) und ein spannungsfreier Verschluss der Fistel fir einen
erfolgreichen Verlauf wichtig ist, beschéftigte sich die Forschung intensiv mit diesem
Problem. Sowohl die Anwendung von Gewebeexpandern (Van Damme et al., 1996,
S.255) als auch die Distraktionsosteogenese (Alkan et al., 2007, S.112) wurden zur
Anwendung beim Verschluss von oronasalen Fisteln untersucht. Auf der Suche nach
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dem idealen Transplantat gewinnt die Verwendung von biologischen
Ersatzmaterialien und geziichtetem Gewebe immer mehr an Bedeutung. Besonders
zu erwahnen sind hierbei die Arbeiten von Clark et al., 2003; Kirschner et al., 2006
und Ophof et al., 2004 und 2007.

2003 publizierten Clark et al. (S.40) die Verwendung des dezellularisierten
Hauttransplantat AlloDerm® (LifeCell Corporation, Branchburg, New Jersey, USA) als
Hilfsmittel zum Erstverschluss grofRer Gaumenspalten. Auch Kirschner et al. (S.
1431) untersuchten 2006 zuerst im Tierversuch und darauf in einer klinischen Studie
eine Technik zur operativen Behandlung von oronasalen Fisteln mittels AlloDerm®.
Eine weitere retrospektive Studie von Cole et al. 2006 (S.636) untersuchte den

Verschluss von persistierenden oronasalen Fisteln mittels AlloDerm®.

Ophof et al. stellten in mehreren Studien die Implantation verschiedener
Dermissubstrate in den Gaumen von Beaglehunden dar. AuRerdem beschrieb er
2007 die in vivo-Reaktion nach Implantation von IntegraArtificial Skin® (Integra
Lifescience Corporation, Plainsboro, New Jersey, USA), einem Kollagen-

Glykosaminoglykan-basierten Hautersatzmaterial, am Hundegaumen.
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4, Die Amnhionmembran

4.1. Die anatomische und histologische Einordnung

Die Eihaute entstehen in der menschlichen Entwicklungsphase, der Fetalperiode. In
der 10. Woche p.m. beginnt die Abgrenzung der Plazenta. Die Zotten am
embryonalen Pol wachsen weiter zum Chorion frondosum. Am abembryonalen Pol,
der zum Uteruslumen hin gerichteten ist, verschwinden die Zotten. Diese
Chorionseite wird als Chorion laeve (Chorionglatze) bezeichnet. Im Laufe der
Entwicklung entsteht die Dezidualplatte Gber dem Chorion frondosum, welche mit der
Dezidua capsularis, die sich am abembryonalen Pol gebildet hat, verschmilzt. Das
Uteruslumen obliteriert und die Amnionhohle vergréf3ert sich. Amnion und Chorion
verschmelzen miteinander. Die Plazenta entsteht aus dem verbleibenden Chorion
frondosum und der Dezidualplatte. Amnion und Chorion werden als Eihaute
bezeichnet (Sadler, 2003, S.107).

Epilhefism amiloscum e[0T
Mambrana basis =
Lamina compacts — l

Amnion
[Owigen fataly | g rd fa_ ]
t'\-‘.rmu‘ Laming fibroblastica » L - :-" P’ .(_-r]{f,ﬁl';._g‘.l.r ]
Lamina spongicsa = | 4

Larming collukans " |

Chorion

Lamina reticusars =
(g an kital) I

Laming pseudotasts S

Decldua » -
[Dvigan materna) LI

Abb. 1: Aufbau der Plazenta: HAM, Chorion und Decidua - histologischer Aufbau und anatomische
Einordnung (Murube 2006)

Die Plazenta besteht schlieBlich aus einem fetalen, vom Chorion frondosum
gebildetem, Anteil und einem muitterlichen Anteil, der Dezidua basalis (Sadler, 2003,
S.109). Sie enthélt die Chorionplatte, die Basalplatte und die Zottenbdumchen, die
als fetaler Anteil aus dem Trophoblast hervorgehen. Die Chorionplatte ensteht aus
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extraembryonalem Bindegewebe, in welchem die Choriongefale verlaufen
(Schuhmacher, 1997, S.38). Sie und die Nabelschnur, die in diese inseriert, werden
vom Amnionepithel bedeckt. Mit der VergroRerung der Amnionhdhle verkleben
Amnion- und Chorionmesenchym zur gemeinsamen Amnion-Chorion-Haut. Die
gesamte Hille wird jetzt auch Fruchtsack genannt und die darin befindliche
Flussigkeit als Fruchtwasser bezeichnet (Schuhmacher, 1997, S.36). Die Plazenta
vergroRert sich proportional zum Wachstum des Fetus wahrend der weiteren
Schwangerschaft durch Verzweigung und Vermehrung der Zotten (Sadler, 2003,
S.110). Nach der Geburt wird die Plazenta abgelost und ausgestof3en. Die
geburtsreife Plazenta hat einen Durchmesser von 15-20cm und ein Gewicht von ca.
500g (Schuhmacher, 1997, S.38). Die reife Plazenta erscheint nach der Abstof3ung
lilarot. Sie besteht aus einer miutterlichen und einer kindlichen Seite. Auf der
mutterlichen Seite ist sie von Dezidua, auf der kindlichen Seite von Amnionepithel
bedeckt. Die GefaRe ziehen auf der Chorionplatte zur Insertionsstelle der
Nabelschnur (Sadler, 2003). HAM ist 20-50 Mikrometer dick und hat histologisch
einen funfschichtigen Aufbau (Bourne, 1960, S.1127). Die innerste Schicht besteht
aus einer einzelnen Schicht kuboidaler Epithelzellen. Diese wird von vielen Mikrovilli
bedeckt (epithelial layer) (Bourne, 1960, S.1127; van Herendael et al., 1978, S.872).
Darunter ordnet sich eine Basalmembran an. Als dritte Schicht folgt nach Bourne
eine kompakte Schicht, die aus einem retikularen Netzwerk besteht und fir die
Festigkeit der HAM verantwortlich ist (compact layer). Eine Haufung von Fibroblasten
bildet die vierte Schicht (fibroblast layer) und eine aus losem Bindegewebe
bestehende flinfte Schicht, die ,Schwammschicht®, ermdglicht es der HAM relativ frei
Uber das unterliegende, fixierte Chorion zu gleiten (spongy layer). Diese Schicht ist
reich an Mucin und kann sich durch Wassereinlagerung auf das Doppelte vergréf3ern
(von Versen-Hoynck et al., 2004, S.47). Die Oberflache der Epithelzellen ist von
Microvilli bedeckt, diese sind irregular verteilt oder liegen konfluierend vor und bilden
interzellulare Kanale in Form eines Labyrinths an der lateralen Grenze (van
Herendael et al., 1978, S.873). Von der Basis der Epithelzellen ziehen Zellfortsétze
in die Basalmembran. Die Zellkerne sitzen zentral und unterscheiden sich nicht in der
GrofRe (van Herendael et al., 1978, S.873). Desmosomen zwischen den Zellen
sichern einen festen Zell-zu-Zellverbund. Gap junctions sind in den laterobasalen
Regionen zwischen den Zellen zu finden. Tight junctions kdnnen nicht entdeckt
werden (King, 1982, S.73). So sind Hemidesmosomen fur die Verbindung der
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Epithelzellen zur Basalmembran (van Herendael et al., 1978, S.878) und
Desmosomen fur die Zell-zu-Zellverbindung der Epithelzellen untereinander
verantwortlich (van Herendael et al., 1978, S.876). Malak et al. studierten die
Verteilung von Kollagenen in den fetalen Membranen und wies die Existenz von Typ
I- und Typ llI-Kollagen in der Kompakt-, Fibroblasten- und Schwammschicht nach
(Malak et al., 1991, S.390).

Typ V- und Typ VI-Kollagen sind waren hauptsachlich in der Kompakt und
Fibroblastenschicht erkennbar (Malak et al., 1993, S.392). Die Kollagene der fetalen
Membranen sind in einem gut organisierten Netzwerk angeordnet und sind fur die
mechanische Integritat dieser verantwortlich (Malak et al., 1993, S.404). Die
Basalmembran des Amnionepithels ahnelt der, der Haut und enthalt Laminin-5,
Kollagen vom Typ VII (Oyama et al. 2003) und Typ IV, Laminin-1 sowie Fibronectin
(Fukuda et al., 1999, S.76). Das Zytoplasma enthalt Zellorganellen, die
endoplasmatisches Retikulum und den Golgi-Apparat enthalten (van Herendael et
al., 1978, S.873).

In einer immunhistologischen Untersuchung konnten Wolf, Schmidt und Drenckhahn
1991 zeigen, dass einige Hauptkomponenten des Zytoskeletts, wie Actin, a-Actinin,
Spectrin und Ezrin bevorzugt mit den apikalen und lateralen Zelloberflachen des
Amnionepithels verbunden sind. Keratin ist im gesamten Zytoplasma verteilt. Die
verschiedenen Komponenten des Zytoskeletts spielen eine wichtige Rolle fir die
strukturelle Integritéat und kontrollieren die Permeabilitat des Amnionepithels (Wolf et
al., 1991, S.385).

4.2. Struktur und besondere physiologische Eigenschaften der HAM

4.2.1. Struktur und Aufbau

Durch den komplexen Aufbau des Amnionepithels ist dieses zu besonderen
physiologischen Leistungen in der Lage. Van Herendael et al. konnten drei
Hauptaufgaben aufzeigen: die Funktion als Deckepithel, als aktiv sekretorisches
Epithel und die Fahigkeit zu intensivem interzellularen und transzellularem Transport
(Van Herendael et al., 1978, S.879). Da die HAM als biologisches Transplantat
besonders in der Augenheilkunde verwendet wird, wurden ihre biologischen
Eigenschaften in diesem Fachbereich am ausfiihrlichsten erforscht. Eine strukturelle

Ahnlichkeit der Basalmembran von Amnionmembran, Cornea und Konjunktiva
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besteht. Allerdings stellten Fukuda et al. in einer Analyse der Subketten des Kollagen
vom Typ IV und des Laminin von HAM, aus welchen deren Basalmembran
hauptsachlich aufgebaut ist, fest, dass die Zusammenstellung ihrer Basalmembran
der Konjunktiva ahnlicher als der Cornea ist. Somit ist humane Amnionmembran zum
Ersatz der Basalmembran der Konjunktiva in der operativen Rekonstruktion bestens
geeignet (Fukuda et al., 1999, S.73).

4.2.2 Immunologie

Immunologisch stellt die HAM privilegiertes Gewebe dar und enthalt
immunmodulierende Faktoren wie HLA-G Molekile (Kubo et al., 2000, S.1539). In
ausfuhrlichen Xenotransplantationsversuchen untersuchte Kubo kryokonservierte
HAM, welche unter die Nierenkapsel von Ratten, in deren Cornea sowie in
Hirnareale transplantiert wurde. Immunhistologische Untersuchungen evaluierten
keine (Cornea = immunologisch privilegiert; Nierenkapsel = extraokular und
immunologisch nicht privilegiert) bis milde (Hirnregion = immunologisch nicht
privilegiert) Immunreaktionen. In der Kontrollgruppe wurden kryokonservierte,
menschliche Hautgrafts transplantiert, welche in allen Bereichen eine weitaus
starkere Immunreaktion hervorriefen (Kubo et al.,, 2000, S.1539). Auch bei der
Xenotransplantation humaner HAM auf die Bauchmuskelfaszie von Sprague-Dawley-
Ratten wurde keine AbstoRungsreaktion und nur eine milde lymphozytare Reaktion
beobachtet (Kesting et al., 2007, S.356).

4.2.3 Antiinflammatorische/Antimikrobielle Eigenschaften

Verschiedene Autoren berichten von antiinflammatorischen Fahigkeiten der HAM.
Dabei scheint die Sequestrierung von infiltrierenden Lymphozyten eine Rolle zu
spielen, welches die HAM zu einem nutzlichen ,graft® bei einer Reihe von
Augenkrankheiten macht (Shimmura et al., 2001, S.408). Auch Park et al.
beschrieben eine rasche Apoptose der neutrophilen Granulozyten als Grundlage der
antiinflammatorischen Wirkung von Amnionepithel. Die Amnionmembran senkt die
PMN-Infiltration und somit die entziindungsbedingte Keratinozytennekrose (Park et
al., 2000, S.2906). Des Weiteren werden antiinflammatorische Proteine freigesetzt
(Hao et al.,, 2000, S.352). Interleukin-lra und Interleukin 10 konnten in den
epithelialen Zellen nachgewiesen werden. Diese hemmen die Expression von
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proinflammatorischen Faktoren wie Interleukin-1 oder TNF-alpha. Hao et al.
vermuten einen Zusammenhang zwischen der Anwesenheit von Interleukin-1ra und
Interleukin-10 in der HAM und ihren antiinflammatorischen Fahigkeiten (Hao et al.,
2000, S.350). Solomon et al. bestatigen die Hemmung der Expression von
proinflammatorischen Interleukinen (Solomon et al., 2001, S.444). Durch die
Transplantation von HAM in eine mit Herpes-Simplex-Virus-1 infizierte Mausecornea
konnte eine Verminderung der stromalen Entzindungsreaktion erreicht werden
(Heiligenhaus et al.,, 2001, S.59). Buhimshi et al. konnten 2004 (S.1678) die
Expression des antimikrobiellen Peptides Human-B-Defensin-3 in
Amnionepithelzellen nachweisen. Die Gruppe um Robson et al. unternahm 1972
(S.145) mehrere Versuche, bei denen sie Brandwunden von Ratten zundchst mit
Keimen inokulierten und danach mit fetalen Membranen vs. Haut abdeckten. Im
Ergebnis konnte ein antibakterieller Effekt der fetalen Membranen mit Reduktion der
Wundkeimzahl im Vergleich zu den anderen Wundauflagen nachgewiesen werden.
Als Grund fur die antibakterielle Wirkung wurden antibakterielle Substanzen wie

Lysozym, welches in der HAM vorkommt, diskutiert (Robson et al., 1972, S.148).

4.2.4 Beschleuniqunqg der Epithelialisierung

Eine wichtige Funktion des Amnionepithels stellt seine proliferationsférdernde
Eigenschaft dar, welche zu einer Beschleunigung der Epithelialisierung fuhrt. So
enthdlt die HAM eine hohe Anzahl von Wachstumsfaktoren, wie durch RT-PCR
gezeigt werden konnte. Bei -80° konservierte HAM zeigte mRNA-Expression fur eine
Reihe von Wachstumsfaktoren wie EGF, TGF-a, KGF, HGF, bFGF, TGF-3-1, TGF-B-
2, TGF-B-3 und andere (Koizumi et al., 2000, S.173).

4.2.5. Wirkung auf die Angiogenese

Die Datenlage zur Angiogenese von HAM stellt sich kontrovers dar. In der
Ophthalmologie, wo die HAM zur Rekonstruktion der avaskularen Cornea verwendet
wird, wurden ihre antiangiogenetischen Eigenschaften beschrieben. In einer Studie
von Hao et al. wurde mittels RT-PCR und immunhiostochemischen Untersuchungen
dargestellt, dass die HAM verschiedene antiangiogenetisch wirksame Proteine
exprimiert. Einige dieser Proteine konnten im Stroma der HAM gefunden werden
(Hao et al., 2000, S.350). Shao et al. wiesen nach, dass HAM das Wachstum von
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Endothelzellen verhindert und so die Neovaskularisation der Cornea unterdruckt.
AulRRerdem konnte mit PEDF ein dafur verantwortlicher Faktor aus dem Epithel der
HAM isoliert werden (Shao et al., 2004, S.1758).

Im Gegensatz zur antiangiogenetischen Wirkung der HAM im okularen Bereich,
konnte nach extraokularer Anwendung von HAM ein angiogenetischer Effekt
beobachtet werden. Faulk et al. (S.1156) bestatigten im Jahr 1980 die
Neoangiogenese nach Abdeckung von Beinulzera mit HAM. Giler et al. (S. 283)
beschrieben 1997 nach intraoraler Vestibulumplastik mit HAM eine Zunahme des

Blutflusses.

4.2.6. Hemmung der Narbenbildung

Amnionepithel ist in der Lage, die Bildung von Narbengewebe zu verringern. Es
konnte eine Suppression des TGF-B-Signalwegs und der Differenzierung
narbenbildender Zellen nach Transplantation von HAM nachgewiesen werden
(Tseng et al. 1999, S.325). Wang et al. (S. 317) begrindeten den Effekt 2001 mit
einer geringen Apoptose von Keratinozyten im Stroma nach

Amnionmembrantransplantation.

4.3. Verwendung der HAM in Medizin und Zahnmedizin

Fetale Membranen werden seit Beginn des 20. Jahrhunderts in der Literatur der
wiederherstellenden Chirurgie als Ersatzmaterial und Wundauflage bei verbrannter
oder ulzerierter Haut beschrieben (Gruss et al., 1978, S.1237). Jahre spater wurde
HAM erfolgreich als biologischer und temporarer Wundverband verwendet und
erforscht (Colocho et al., 1974, S.370, S.; Trelford et al., 1975, S.383). In den 60er
bis 80er Jahren des 20. Jhs. fand die Verwendung von HAM hauptsachlich in der
Behandlung von chronischen Wunden (Gruss et al., 1978, S.1237; Faulk, 1980,
S.1156; Bennett, 1980, S.1153; Sommerville, 1982, S.223) und Brandwunden (Gruss
et al.,, 1978, S.1237) ihren Einsatz. Nach einer Phase, in der die Anwendung vor
allem von frischer HAM aus Grinden der Infektionstransmission zurlickging, erlebte
deren Verwendung in den 1990er Jahren eine Renaissance in der Augenheilkunde.
Seither hat die Verwendung von HAM in der Augenheilkunde zahlreiche Indikationen
(John et al., 2002, S.44, Sangwan et al., 2007, S.251). Das von Lee und Tseng 1997
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(S.303) entwickelte Kryokonservierungsverfahren erweiterte die Einsatzmaoglickeiten
fur HAM erheblich. Es ermdglichte die langfristige Aufbewahrung von HAM, ebenso
wie die wiederholte Testung von Spendern nach dem sog. “infection window®.
AulRerhalb der Augenheilkunde sind Studien zum Einsatz von HAM rar. Die
Behandlung von venésen Beinulzera mit kryokonservierter HAM als Wundauflage
wurde jungst veroffentlicht (Mermet et al., 2006, S.459). Hierbei wurde die HAM als
sicheres Substrat beschrieben, welches die Epithelialisierung fordert. In einer
anderen Studie wurde im Tierversuch bei Glycerin-konservierter HAM eine
vergleichbare Akzeleration der Wundheilung wie bei frischer HAM festgestellt und
das Material wurde fir die Anwendung als biologischer, temporarer Wundverband
empfohlen (Maral et al., 1999, S.625). lijima et al. stellten HAM 2007 (S.513) als eine
mdogliche Biomembran zur Blasenrekonstruktion vor. Allerdings hat sich die
Anwendung von HAM in der plastischen und rekonstruktiven Chirurgie noch nicht
durchsetzen kénnen (Kesting et al., 2007, S.354). Im intraoralen Bereich wurden
erste Erfahrungen zur Anwendung von HAM Ende der 60er Jahren des vergangenen
Jahrhunderts gemacht. Kothary et al. (S.87) nutzten 1969 HAM zur Rekonstruktion
der Mundhdhle nach Glossektomie. In den 80er Jahren beschichteten Lawson et al.
M.-Pectoralis-Lappen zur intraoralen Rekonstruktion mit HAM. Dabei erzielten sie
positive Ergebnisse durch Reduktion der Schmerzen und Beschleunigung der
intraoralen Epithelialisierung (Lawson, 1985 S.163). Weitere Versuche, HAM
intraoral zu nutzen, wurden v.a. fur die Vestibulumplastik publiziert (Giler et al.,
1997, S.280; Samandari et al., 2004, S.574). Gomes et al. untersuchten HAM als
Membran fir die ,guided bone regeneration“ im mund-kiefer-gesichtschirurgischen
Bereich (Gomes et al., 2001, S.563). Ferner wurde die Anwendung von
pralaminierten  Amnion-Faszienlappen zur intraoralen  Defektrekonstruktion
beschrieben (Kesting et al., 2007, S.359). In einer weiteren Studie wurde HAM zur
Abdeckung iatrogener Gingivadefekte beim Kaninchen untersucht (Rinastiti et al.,
2006, S.247).
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5. Material und Methode

5.1 Gewinnung und Praparation der Humanen Amnionmembran

5.1.1 Gewinnung der Plazenta

Nach Uberprifung des Entnahmeprotokolls durch die Ethik-Kommission der Ruhr-
Universitat Bochum wurde ein Aufklarungsbogen entwickelt, der allen Mdttern, die
ihre Plazenta zur Verfugung stellen wollten, vorgelegt wurde. Als Einschlusskriterien

galten folgende Parameter:

- geplante Sectio bei einer gesunden Patientin
- Erst- oder Zweitpara

- Patientin mit maximal einer Sectio in der Anamnese.

Nach Zustimmung der Patientin wurden am Vortag der Sectio die
Infektionsparameter der Patientin (Hepatitis B und C, HIV, Syphilis) bestimmt. Im
Dezember 2007 wurden nach erfolgter Sectio in der Frauenklinik des Marienhospitals
Witten (Leitung: Prof. Dr. Hatzmann) die Plazentae sterii gewonnen. Die
Nabelschnur wurde vorher abgetrennt und der Nabelstumpf mit einer sterilen
Kornzange abgeklemmt. Danach wurde die Plazenta unter sterilen Bedingungen mit
Ringerlosung von Blut reingewaschen und mit der Nabelschnur und den fetalen
Membranen nach oben in einer sterilen Organbox verpackt. Anschliel3end wurde sie
mit 500ml PBS-LOsung, die mit einer 5ml Penicillin-/Streptomycin-Losung versetzt
war, gewaschen. Im Sterilbehalter wurde die Plazenta in einem Zeitrahmen von
hdchstens drei Stunden post partum bis zur Praparation der Membranen gelagert

und zum Labor transportiert.

5.1.2. Praparation der humanen Amnionmembran

Die Préparation der HAM fand unter sterilen Bedingungen unter einer “Laminar flow
Hood" (HS 12®, Heraeus Herasafe) statt.
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Abb. 2-3: Praparation der HAM (Kesting et al. 2007)

Die Arbeitsflache wurde zuerst mit einem saugfahigen Material (Molinea®, Hartmann,
Heidenheim, Deutschland) ausgelegt, dariiber wurde ein steriles Abdecktuch gelegt
(Foliodrape®, Hartmann, Heidenheim, Deutschland). Nach einem initialen Einschnitt
wurde die HAM stumpf vom Chorion gelést. Membranstiicke wurden mit einem

sterilen Einmalskalpell auf eine Grof3e von 4x4 cm zurechtgeschnitten und mit der
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epithelialen Seite nach oben auf ein Nitrocellulose—Tuch (Raucocel®, Lohmann-

Rauscher, Rengsdorf, Deutschland) mittels Naht an allen vier Ecken fixiert.

5.1.3. Herstellung des Konservierungsmediums

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

konnte Konservierungslésung fir zehn Tubes a 40ml gewonnen werden.

5.2. Kryokonservierung des Amnionmembran

Die Membran-Patches wurden mit einer sterilen Pinzette in die gefillten Tubes
gegeben. Dabei wurde darauf geachtet, dass das Amnionepithel nicht die Wand des
Tubes berihrte, sondern in Richtung des Mediums ausgerichtet wurde. Die
Rohrchen wurden bei -80°C fur zwei Monate gelagert. Eine halbe Stunde vor den
jeweiligen Operationen wurden die tiefgefrorenen Membranen in den

Tieroperationssaal gebracht und aufgetaut.

5.3. Das Tiermodell

Sieben mannliche sechs Monate alte Berliner Minischweine (Fa. Schlesier,
GroRRerkmannsdorf, Deutschland) im Alter von einem halben Jahr und einem
Ausgangsgewicht von 22-32kg wurden fir die Durchfihrung der Versuche
herangezogen. Wahrend der Versuche waren die Tiere in der Versuchstierhaltung
des ,Berufsgenossenschaftlichen Forschungsinstitutes fur Arbeitsmedizin® (BGFA)
der Ruhr-Universitat Bochum untergebracht. Sie wurden gemal3 den internationalen
Richtlinien fur Labortiere gehalten. Wasser stand den Tieren ad libitum zur
Verfiigung. Zweimal taglich erfolgte eine Fiitterung (Sniff®-Tierfutter, Fa. Plunge,
Soest, Deutschland) durch das zustandige Fachpersonal. Die Stélle wurden taglich
gereinigt und das Stroh erneuert. Vor Beginn der Versuche erhielten die Tiere eine
Woche Eingewdhnungszeit in ihrer neuen Umgebung. Bei Raumtemperatur wurde
eine Luftfeuchtigkeit von 65% und ein Tag-Nacht-Rhythmus mit 12 Stunden
Beleuchtung und 12 Stunden Dunkelheit eingehalten. Das Protokoll des
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Tierexperiments wurde von der Bezirksregierung in Recklinghausen/ Nordrhein-
Westfalen, Deutschland Uuberpruft und die Erlaubnis zur Versuchsdurchfiihrung
wurde erteilt (Nr. 9.93.2.10.32.07.152). Das im Folgenden beschriebene
Versuchsprotokoll entspricht in vollem MaRe den internationalen Richtlinien far

Versuchstiere.

5.4. Operationsdurchfiihrung

5.4.1 Erstellung des kinstlichen Gaumendefekts

Die Operationen, bei denen der iatrogene Gaumendefekt gesetzt wurde, fanden im
Januar 2008 statt und wurden von erfahrenen Mund-Kiefer-Gesichts-Chirurgen und
Studenten der Zahnmedizin in erster Assistenz durchgefuhrt. An vier aufeinander
folgenden Tagen wurden je zwei Tiere, bzw. ein Tier am letzten Tag, in
Intubationsnarkose operiert. Dabei erhielten die Tiere zur Pramedikation
intramuskular 10mg Ketamin-ratiopharm® (Ratiopharm, Ulm, Deutschland), 0.05mg
Atropin (Braun, Melsungen, Deutschland) und 1mg Midazolam (DeltaSelect,
Munchen, Deutschland). Danach wurden die Tiere auf einem gewarmten OP-Tisch
platziert, um ihre Korpertemperatur (physiologisch zwischen 37,0°C bis 37,5°C)
aufrecht zu erhalten. Es wurde ein peripherer intravendser Zugang in eine Ohrvene
gelegt. Uber diesen wurde dem Tier NaCl 4cc/kg pro Stunde verabreicht. Die
Anéasthesie wurde zunachst mit einem Isofluran 1,5-3Vol% /Sauerstoff-Gemisch
(Forene® 250ml, Abbott, Wiesbaden, Deutschland) aufrechterhalten. Nach
Ruckenlagerung des Tieres auf dem OP-Tisch erfolgte die Intubation durch einen
erfahrenen  Anasthesisten. Die Tiere wurden klnstlich beatmet. Zur
Schmerzmedikation wurde 2ml Fentanyl (Curamed Pharma GmbH, Karlsruhe,
Deutschland) intravents verabreicht. Es wurde keine antibiotische Prophylaxe
verabreicht. Vor jeder Operation wurden die Tiere gewogen und die
Korpertemperatur gemessen. Nach Narkoseeintritt wurde das Maul des Tieres
gebffnet und mit einem Mundsperrer in der gedffneten Haltung fixiert. Zunéchst
erfolgte eine Abformung des Gaumenreliefs jedes Tieres mit einem
Doppelmischabdruck. Dieser wurde zur Erstellung eines Gipsmodells im Dentallabor
des Knappschaftskrankenhauses Bochum-Langendreer bendtigt. Im
Tiefziehverfahren erfolgte anhand dieser Modelle die Herstellung individueller
Schutzplatten aus Polymethacrylmethacrylat. Nach der Abformung erfolgte die

27



Infiltration von 1,7ml einer 4%-igen Articain-Losung mit 1:200.000 verdinntem
Adrenalin  (Ultracain forte®, Sanofis-Aventis, Frankfurt, Deutschland) zur
intraoperativen Blutstillung am harten Gaumen. Mit einer 6mm-Biopsie-Stanze
(Stiefel, Offenbach, Deutschland) wurde darauf in der Mitte des harten Gaumens ein
Schleimhautdefekt bis auf den Knochen gesetzt, welcher anschlieend auf 15mm
erweitert wurde. Zur kndchernen Perforation des Gaumens erfolgte mittels einer
Knochenfrase unter standiger Kihlung die Osteotomie des Gaumenknochens
ebenfalls auf einen Durchmesser von 15mm. Die Réander des entstandenen Defektes
wurden mit der Luer-Knochenzange unterminierend prapariert. Fir die
Heilungsphase wurde so die Voraussetzung fur eine Epithelialisierung der
Defektrander geschaffen. Die Blutstillung erfolgte mit einer sterilen Kompresse, die
zuvor in Oxymetazolin (Otriven, Ratiopharm, Ulm, Deutschland) getrankt wurde. Zur
postoperativen Analgesie wurde den Tieren ein Fentanyl-Pflaster mit einem Release
von 12 Mikrogramm/Stunde (Hexal, Holzkirchen, Deutschland) auf das rechte Ohr
geklebt. Die Tiere wurden nach der Operation mit normaler Kost weitergefuttert und
erhielten weiter Wasser ad libitum. Die Gaumendefekte wurden am 3. Tag, 6. Tag
und am 9. Tag unter Sedierung kontrolliert und der Wundverlauf mit einer
Digitalkamera (DMC-FZ4, Panasonic, Matsushita Electric Industrial Co., Ltd., Osaka,

Japan) dokumentiert.
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Abb. 4: Der harte Gaumen des Schweins vor dem Setzen des Gaumendefektes. Das Tier ist bereits
intubiert.

Abb. 5: Intraoperative Darstellung der frisch gesetzten oronasalen Fistel im harten Gaumen. Das
Nasenseptum ist in der Mitte der Fistel zu erkennen. Unter den Wundrandern wurde
unterminierend Knochen abgetragen, um eine Epithelialisierung zu erreichen.
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5.4.2. Deckunqg der Gaumendefekte

Die Deckung der Gaumendefekte erfolgte 2 Wochen nach der Erstoperation. Nach
Narkoseeintritt wurde das Tier auf dem Ricken gelagert. Die Intubation erfolgte wie
oben beschrieben. Nachdem der Mundsperrer eingebracht worden war, erfolgte eine
Lokalanasthesie mittels Ultracain forte®. Die Schnittfiihrung erfolgte im Sinne der
Brickenlappentechnik nach Langenbeck. Bei je drei zufallig ausgewéhlten Tieren
wurde der Defekt mit Integra® bei den anderen drei mit mehrlagiger,
kryokonservierter, humaner HAM gedeckt. Bei dem biologischen Hautersatz
Integra®Artificial Skin handelt es sich um ein zweischichtiges Membransystem. Die
dermale Ersatzschicht besteht hierbei aus einem porésen Fasergerist aus
kreuzvernetztem Rindersehnenkollagen und einem Glykosaminoglykan
(Chrondroitin-6-Sulfat), dessen in der Herstellung kontrollierte Porengrof3e eine
verlangsamte, definierte Abbaurate erlaubt. Die epidermale Ersatzschicht besteht
aus einer dunnen Polysiloxanschicht  (Silikon) zur Regulation des
Feuchtigkeitsverlustes der Wunde. Die HAM wurde Y2 Stunde vor der Operation
aufgetaut, steril mit NaCl gespult und standig feucht gehalten. In Vorversuchen war
die Stabilitat der HAM durch Verwendung eines mehrlagigen Patches verbessert
worden. Daher wurden funf Schichten der HAM Ubereinander gelegt und mittels 6-0
Naht (Ethilon, Ethicon, Norderstedt) zu einem Multilayer-Patch fixiert. Integra® wurde
nach Herstelleranweisung behandelt. Beide Materialien wurden unter den beiden
Bruckenlappen eingebracht und Uber den Defekt sowie auf den denaturierten
Knochen gelegt. Eine Fixierung mittels 4-0 Naht (Vicryl, Ethicon, Norderstedt)
erfolgte an den Randern des Brickenlappens. AnschlieBend wurde bei jedem Tier
die oben genannte individuell mittels Tiefziehschiene gefertigte Verbandplatte zum
Schutz des Defektes eingeschraubt. Dies geschah mittels rotierendem
Instrumentarium und 13mm langen sog. Sinuslift-Schrauben. Wéhrend der Operation
traten bei keinem der Tiere Komplikationen auf. Nach erfolgreicher Operation wurden
die Tiere extubiert und die Narkose ausgeleitet. Die Tiere erhielten Normalkost und

Wasser ad libitum.
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Abb.6-8: Deckung des Gaumendefekts mit funflagiger kryokonservierter humaner Amnionmembran

Abb.9: individuell gefertigte Verbandsplatte
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5.4.3 Zuordnung der Deckungsmaterialien

Tabelle 1: Verteilung der Deckungsmaterialien

Tier Deckungsmaterial
Schwein 1 Integra

Schwein 2 Amnion

Schwein 3 Integra

Schwein 4 Amnion

Schwein 5 Amnion

Schwein 6 Integra

Schwein 7 Kontrolltier

Die sechs Tiere wurden nach Computer-gesteuerter Randomisierung in zwei
Gruppen aufgeteilt, wovon eine Gruppe (n=3) als Deckungsmaterial Integra® und die
andere (n=3) funflagige HAM erhielt. Ein weiteres siebtes Tier diente als Kontrolle

und erhielt keine Deckung des Gaumendefektes.

5.4.4. Klinische Wundkontrolle

Es erfolgten regelmaRige Wundkontrollen und -reinigungen von evtl. Speiseresten
wahrend der Sauberung der Verbandsplatten. Dies geschah am dritten und am
sechsten Tag nach Gaumenverschluss wahrend einer Kurznarkose. Am neunten
postoperativen Tag wurde die Gaumenplatte vollstandig entfernt. Die Wundkontrollen
umfassten zusatzlich die Vermessung der verbliebenen Fisteldurchmesser und die
Dokumentation von Entzundungsreaktionen. Vom neunten Tag bis zum Finale am
40. Tag nach Defektrekonstruktion, respektive dem 54. Tag nach Erstoperation,
fanden keine weiteren Wundkontrollen statt. Die Wunddokumentation erfolgte mit der
oben genannten Digitalkamera, deren Fotos anschlielend auf einen Computer

Ubertragen und archiviert wurden.

5.5. Finalisierung und histologische Probenaufarbeitung

Alle Tiere wurden am Finaltag des Versuches, das heil3t wie oben beschrieben am
40.Tag nach Defektrekonstruktion, respektive dem 54. Tag nach Erstoperation,
geopfert. Zunachst wurden sie hierfur in Allgemeinnarkose gelegt und anschlieend
mit T 61 (Intervet GmbH Deutschland, Unterschlei3heim, Deutschland)
eingeschlafert. Nach Eintritt des Todes wurden Resektate des Oberkiefers gewonnen

und in 4%-iger Formalinldsung eingelegt.
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Daraufhin wurden die Resektate im pathologischen Institut der Ruhr-Universitat
Bochum in Paraffin eingebettet und 4um dick geschnitten. Es erfolgte eine HE-
Farbung zur Darstellung der Zellinfiltration und Gewebsarchitektur sowie eine EvG-
Farbung zur Darstellung der elastischen Fasern. Die Gewebeschnitte wurden
anschlieBend im Labor der Klinik fur Plastische Chirurgie der Ruhr-Universitat
Bochum unter einem Lichtmikroskop AxioCam HRC® (Zeiss, Jena, Germany)
beurteilt. Es wurde die Axiovision Software (Axioskop 2 Plus, Zeiss, Jena,
Deutschland) zur Speicherung und Analyse verwendet.

5.6. Immunhistologie

Die immunhistologischen Farbungen wurden durch Fr. Dr. Julia Slotta-Huspenina
vom Institut fir Pathologie der Technischen Universitat Minchen durchgefihrt. Dazu
wurde ein automatisierter Immunostainer genutzt, in dem die Farbungen nach
Protokoll des Herstellers (Ventana Medical Systems, Inc., Tucson, AZ, USA)
angefertigt wurden (Quintanilla-Martinez et al., 2003) Die Paraffinschnitte der
Gaumendefektproben wurden zunachst auf Superfrost® Plus Glaser (Menzel GmbH,
Braunschweig, Deutschland) aufgebracht, bevor die Deparaffinisierung und
Rehydrierung stattfand. Die Slides wurden danach in 0.01mol/L Citratpuffer-Lésung
mit einem pH-Wert von 6.0, welche zusatzlich 0.1% Tween 20 enthielt, eingetaucht.
Darauf wurden die Slides in den Behdltern fiir 30 Minuten in einem Mikrowellengrill

bei maximaler Leistung erhitzt. Das Antikérper-Spektrum umfasste:

Tab.2:  Verwendete Antikdrper und zu detektierende Gewebe

Verwendeter Firma Zu detektierendes
Antikdrper Gewebe
Von Willebrand- Dako, Glostrup, Endothelzellen
Faktor- Danemark
Antikorper
Pancytokeratin Dako, Glostrup, Epithel
Danemark
3-HCG Dako, Glostrup, Amnionmembran
Danemark

Fur die Negativkontrolle wurde der primare Antikorper durch PBS-LOsung ersetzt.
Die Beurteilung der Schnitte erfolgte unabhangig von den klinischen Daten durch
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zwei unabhangige verblindete Untersucher. Die Praparate wurden hinsichtlich Zellart,
Verteilung der Zellen und Auspragung der Farbung unter Bericksichtigung der
jeweiligen Farbung beurteilt.

5.7. Statistische Analyse

Eine statistische Analyse des Fisteldurchmessers zwischen den
Behandlungsgruppen wurde mit dem doppelseitigen t-test flr gepaarte Stichproben

durchgeflhrt, wobei p < 0.05 als signifikant gewertet wurde.
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0. Ergebnisse

Alle Tiere Uberlebten die Versuche und zeigten keine Einschrankungen bei der
Nahrungsaufnahme. Mit Ausnahme eines Tieres konnten alle ihr Kérpergewicht bis
zum Finaltag deutlich steigern (Abb. 7). Weder dieses Tier noch die anderen zeigten
im Verlauf des Versuchszeitraumes Anzeichen von Krankheiten oder eines

eingeschrankten Wohlbefindens.

Gewichtsverlauf

40
35
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15
10

EmTagl
HTag 14
W Tag 54

o

Abb.10: Die Graphik zeigt den Gewichtsverlauf der Versuchstiere; auRer bei Schwein F ist eine

deutliche Zunahme an Kdrpergewicht erkennbar
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6.1. Klinische Analyse

6.1.1. Critical-Size-Defekte

Bei allen Tieren entstanden epithelialisierte Restlocher mit oronasaler Verbindung.
Die Wundheilung verlief komplikationslos. Nach einer zweiwdchigen Heilungsphase
waren die Gaumendefekte bei allen Tieren auf eine Gro6Re zwischen 13mm und

15mm geheilt und zeigten keine weitere Schrumpfungstendenz.

Abb. 11: Zustand zwei Wochen p.o.: eine Epithelialisierung der Wundrander hat sich ausgebildet. Die
Fistel zeigt keine entziindliche Veranderung.
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6.1.2. Klinische Beurteilung der mit HAM gedeckten Gaumendefekte

Critical size defects
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Abb. 12: Defektdurchmesser der einzelnen Tiere vor Defektdeckung Tag 1 (created), nach 14 Tagen
(matured fistulae) und nach Defektdeckung mit Integra® (Int) oder HAM an Tag 9 nach der
Defektdeckung(POD 9) und Tag 40 nach dem Fistelverschluss (POD 40). Das Kontrolltier
erhielt keine Defektdeckung. Deutlich ist die verringerte DefektgréRe am Finaltag fir die mit
HAM gedeckten Defekte zu erkennen (HAM-3, HAM-5, HAM-6). Die DefektgroRe ist in
Millimetern angegeben.

Drei Tage nach der Deckung mit humaner Amnionmembran erschienen alle Defekte
verschlossen. Es zeigten sich keine Entzindungszeichen. Speisereste und
Blutkrusten hatten sich unter den Verbandplatten angesammelt und wurden entfernt.
Die Wundheilung evaluierte an den Beobachtungszeitpunkten keine Auffalligkeiten
und wies keine Entziindungszeichen auf. An Tag 9 nach Gaumenverschluss hatten
sich alle drei Gaumendefekte verkleinert. Zwei Fisteln waren vollstandig
verschlossen. Am Finaltag zeigten zwei der drei ehemaligen Fisteln nach klinischer
Uberprifung mit der Myrthenblattsonde immer noch einen suffizienten Verschluss.
Die dritte Fistel zeigte an Tag 9 p.o. einen Durchmesser von 3mm und an Tag 40
p.o. einen Durchmesser von 6mm. Der durchschnittliche Fisteldurchmesser lag an
Tag 9 p.o. bei Imm und an Tag 40 p.o. bei 2mm. Im Vergleich zu den mit Integra®
gedeckten Gaumendefekten hatte sich der Fisteldurchmesser nach Deckung mit
HAM am 40. Tag p.o. signifikant verkleinert (p=0,04). Die frei granulierenden
lateralen Wundrander, die durch die von Langenbeck-Technik entstanden waren,

epithelialisierten bei allen Tieren.
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Abb.13: Deckung mit HAM; Gaumenverschluss am 40 Tag p.o. Es ist kein verbliebener Fistelgang
erkennbar.

Abb.14: Deckung mit HAM; Oberkieferresektatdesharten Gaumens ohne erkennbare oronasale
Verbindung. Die Wundrander erscheinen geschlossen und reepithelialisiert.
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Abb.15: Deckung mit HAM; Oberkieferresektat des harten Gaumens; vollstandiger Verschluss der
oronasalen Fistel erkennbar.

Nach Resektion des harten Gaumens konnte der Fistelverschluss aus allen Ebenen
begutachtet werden. In Abbildung 13-15 zeigt sich deutlich, dass keine Verbindung
zwischen Mundhéhle und Nase mehr bestand und der Defekt mit Mucosa aufgefullt
ist. Mundhéhle und Nasenhaupthéhle sind vollstdndig voneinander getrennt. Die
Nasenhaupthéhle besteht aus zwei getrennten Kammern. Es sind keine Zeichen
einer Entzindung erkennbar. Die Schleimhaut der Conchae nasalis ist rosig und

ohne fétide Belage oder Eiterablagerungen.
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6.1.3. Klinische Beurteilung der mit dem Hautersatzmaterial (Integra® gedeckten

Gaumendefekte

Drei Tage nach Gaumenverschluss erschienen die Wunden infiziert und die
Wundrander gerotet. Blutreste waren erkennbar. Dieses Bild wurde nach 9 Tagen
bestatigt. Hier konnte bei allen drei Tieren eine initiale Dehiszenz mit Ausbildung
einer erneuten Fistel wahrgenommen werden. Der Durchmesser der Fisteln an Tag 9
p.o. lag zwischen 6mm und 10mm (Tier 1= 6mm; Tier 2= 8mm und Tier 4=10mm;
siehe Abb.12). Am Finaltag lag ein Gaumendefekt im Sinne einer oronasalen Fistel
bei allen drei Versuchstieren vor. Die Fisteldurchmesser lagen fur Tier 1 bei 11mm,
fur Tier 2 bei 12mm und fir Tier 4 bei 12mm. Die Defekte zeigten sich infiziert und
der umgebende Knochen war denudiert. In den Fistelgdngen waren Speisereste
impaktiert. Die Entlastungsschnitte wiesen ebenfalls eine starke
Entzindungsreaktion und freiliegenden Knochen auf. Die Transplantate waren
klinisch nicht mehr nachweisbar.

Abb. 16: Deckung mit Integra®; deutliche Entziindungsreaktion der Wundrander und Dehiszenz des
Fistelverschlusses, sowie freiliegender Knochen erkennbar, es konnte kein Fistelverschluss
erreicht werden.
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6.1.4 Statistische Auswertung

Tab.3: Tabelle 3 zeigt die Durchschnittswerte und Standardabweichungen (SD) des
Fisteldurchmessers an entsprechendem Kontrolltermin (POD) firr die einzelnen Gruppen an.

Eine statistische Analyse des Fisteldurchmessers zwischen den Behandlungsgruppen
wurde mit dem doppelseitigen t-Test fir gepaarte Stichproben durchgefuihrt, wobei p < 0.05
als signifikant gewertet wurde.

Durchmesser Fistulae POD9 POD40
bei Erst-OP matured

Insgesamt 15,57 14,29 5,71 7,71

SD 0,79 0,76 4,99 5,74

HAM 15,33 14,00 1,00 2,00

SD 0,58 1,00 1,73 3,48

Int 16 14,67 8,00 11,67

SD 1,00 6,58 2,00 0,57
Statistische Auswertung Ergebnisse

HAM-POD9/HAM-POD40 P=0,068

INT-POD9/INT-POD40 P=0,11

HAM-POD9/INT-POD9 P=0,82

HAM-POD40/INT-POD40 P=0,04

Bei der ersten Operation wurden Fisteln mit einer durchschnittlichen Gréf3e von
15,57mm geschaffen. Diese heilten nach zwei Wochen auf einen Durchschnittswert
von 14,29mm ab. Nimmt man die mit HAM und Integra gedeckten Defekte
zusammen erhielt man 9 Tage nach Fistelverschluss eine durchschnittliche
Fistelgrof3e von 5,71mm und an Tag 40 p.o von 7,71mm.

Die mit HAM gedeckten Fisteln hatten im Durchschnitt eine Ursprungsgrof3e von 14
mm vor der Deckung und konnten auf durchschnittlich 2mm an Tag 40 p.o. reduziert
werden. Die mit Integra gedeckten Fisteln erreichten an Tag 40 p.o. einen
durchschnittlichen Durchmesser von 11,67mm.

In der statistischen Auswertung dieser Werte mit dem doppelseitigen t-test fur

gepaarte Stichproben wird deutlich, dass eine signifikante Verkleinerung des
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Defektdurchmessers an Tag 54 nach Erstoperation, bzw. Tag 40 nach
Defektdeckung, der mit HAM gedeckten Defekte gegeniiber den mit Integra®
gedeckten Defekten stattgefunden hat (p=0,04).

6.2. Histologische Beurteilung der Defekte

In der HE-Farbung eines mit HAM rekonstruierten Oberkiefers zeigt sich, wie in Abb.
14a demonstriert, die vollstdndige Reepithelialisierung des Fistelgangs zwischen
Mund- und Nasenhaupthohle. Der Fisteleingang ist ebenfalls vollstandig
verschlossen. In der Defektregion kam es zur Ausbildung von kollagen- und
fibroblastenreichem Narbengewebe, wie in der HE und EvG-Farbung demonstriert

werden konnte.

Abb.17a: HE-Farbung; geschlossene Fistel nach Deckung mit humaner Amnionmembran; die
vollstandige Reepithelialisierung des Fistelgangs ist erkennbar

Abb.17b: EvG-Farbung des Gaumenresektates: Orale Seite der vormaligen Fistel mit vollstandig
verschlossenem Fistelgangs. Es zeigt sich ein mehrschichtiges Plattenepithel, darunter im
Bindegewebe reichlich elastische Fasern
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6.3. Immunhistologische Analyse der Gaumendefekte

Die Neubildung bzw. Einsprossung von GefalRen in die rekonstruierten Defekte
konnte mit der Faktor VIlI-Farbung demonstriert werden. Zahlreiche Endothelzellen

lassen sich mit der o.g. Farbung nachweisen.

Abb.18a: von-Willebrand-(Faktor-VIll)-Farbung: Nachweis zahlreicher Endothelzellen als Indiz fur die
Vaskularisierung des Gewebes

Abb.18b: B-HCG-Farbung der nach Amnionmembrandeckung verschlossenen oronasalen Fistel; kein
Nachweis von verbliebenem Amniongewebe, vollstandige Remodellation des Transplantats

Die Farbung der rekonstruierten Region mit dem R-HCG-Antikorper gibt keinen
Hinweis auf verbliebenes fetales Gewebe. Es ist also von einer vollstandigen
Resorption und Remodellation des Transplantatmaterials zum Finalzeitpunkt des
Versuches auszugehen.
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7. Diskussion

Ziel der vorliegenden Studie war es, kryokonservierte HAM als Transplantatmaterial
fur den Verschluss von oronasalen Fisteln im Minischweinmodell zu etablieren. In der
vorliegenden prospektiven Machbarkeitsstudie wurde eine deutliche Verkleinerung
bzw. ein Komplettverschluss iatrogener oronasaler Fisteln bei der Verwendung von
mehrlagiger kryokonservierter HAM nachgewiesen. Klinisch und histologisch zeigten
sich im Vergleich zu einem Dermisersatzmaterial, welches als Kontrollgewebe
eingesetzt wurde, Kkeine wesentlichen Entzindungsreaktionen  und/oder
Wundheilungsstérungen. Sowohl Kklinisch als auch histologisch konnte 40 Tage post
operationem bei zwei von drei Tieren eine komplette epitheliale Uberwachsung der
Defektregion erzielt werden. Diese neu entstandenen Gewebebricken wiesen in der
immunhistochemischen Darstellung Anzeichen einer Einsprossung von BlutgefaRen
und Entwicklung von elastischen Fasern auf. Ferner konnte durch
immunhistochemische Methoden nach 40 Tagen eine vollstdndige Degradation der
HAM-Transplantate nachgewiesen werden. Damit kann nach Gaumenplastik mit
HAM von einer kompletten Remodellation bei zwei von drei Defekten ausgegangen
werden. Die Ergebnisse der Studie zeigen, dass die Transplantation von HAM zur
Deckung oronasaler Fisteln die Mdglichkeit zur Férderung der Epithelialisierung bei

Minimierung der Entziindungsreaktionen bietet.

Der Verschluss einer Gaumenspalte soll zu einem intakten Gaumen und der
Trennung von Mund- und Nasenhdhle fuhren (Cohen et al., 1990, S.1041). Eine
normale Aussprache und ungestortes Gesichtswachstum sollen erreicht, Horverlust
und Mittelohrentziindungen vermieden werden (Muzzafar et al., 2001, S.1515). Dies
gelingt nicht immer. Die Entstehung einer oronasalen Fistel nach primarem
Gaumenverschluss ist eine weitverbreitete Komplikation (Amaratunga, 1988, S.834).
Die Fisteln kdnnen im postalveolaren Bereich, in der labialen und nasalen Region, im
harten Gaumen, im weichen Gaumen und an der Grenze zwischen hartem und
weichem Gaumen lokalisiert sein (Schultz, 1986, S.739). In den meisten Fallen fuhrt
dies zu Beschwerden wie Flussigkeitsfluss in die Nase oder Impaktion von
Speiseresten. Ebenso konnen Sprachprobleme und Horverlust den Patienten
beeintrachtigen (Schultz, 1986, S.741). Obwohl nicht alle Fisteln eine operative
Behandlung erfordern, ist es vorteilhaft, symptomatische Fisteln operativ zu
behandeln (Schultz, 1989, S.65).
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7.1. Diskussion des Tiermodells

Experimentelle Spaltuntersuchungen im Tiermodell wurden in der Literatur seit den
50er Jahren zahlreich beschrieben (Janicke et al., 1996, S.149). Im Schrifttum
genannten  Modellen wurden neben verschiedenen Tiergruppen auch
unterschiedlichen Typen, (chirurgisch/teratogenetisch/genetisch) zugeordnet.

Die Vielzahl der spaltexperimentellen Modelle deutet an, dass kein universelles
Tiermodell existiert (Janicke et al., 1996, S.149). Als Versuchstiere wurden zum
Beispiel die Maus (Gibson et al., 1981, S.475), die Ratte (Harle et al., 1974, S.612),
das Kaninchen (Janicke et al., 1995, S.196; el-Bokle et al., 1993, S.542), die Katze
(Freng A. et al., 1979, S.401), der Hund (Bardach et al., 1988, S.103), das Schaf
(Canady et al., 1997, S.37; Stern et al., 1993, S.371), das Schwein (Kirschner et al.,
2006, S.1431) und der Affe (El-Deeb et al., 1985, S.523) genannt. Aufgrund der
phylogenetisch grol3eren N&ahe sind bei chirurgisch-experimentellen Modellen
Spaltbildungen beim Primaten, beim Schaf, beim Schwein oder beim Hund
winschenswert. Durch die grofRe phylogenetische Nahe des Affen zum Menschen
und der Ahnlichkeit bezuglich Gesichtswachstums, Anatomie und Dentition
erscheinen Primaten besonders geeignet fur Spaltuntersuchungen (El-Deeb et al.,
1985, S.523). Im Vergleich zu Kleintieren sind Grof3tierversuche jedoch mit einem
deutlich erhdhten Zeit- und Materialaufwand verknipft. Die Bedingungen fir die
Tierversuchsgenehmigung bei Grof3tieren und vor allem Primaten in entsprechender
Fallzahl sind ungleich schwerer. Dementsprechend ist bei Grof3tieren die statistische
Ausbeute gering (Janicke et al., 1996, S.151). Zahlreiche Studien zur operativen
Spaltbildung beim Hund sind verflugbar. Hierbei wird der vor allem der Beagle-Hund
fur  Untersuchungen zum Einfluss des Spaltversschlusses auf das
Oberkieferwachstum eingesetzt (Bardach et al., 1988, S.103).

Hingegen wird das Schafmodell fur Untersuchungen beziglich fetaler
Spaltverschliisse genutzt (Canady et al., 1997, S.37; Stern et al., 1993, S.371). In
der vorliegenden Pilotstudie wurde das Minischwein als Versuchsmodell zum
Verschluss iatrogener oronasaler Fisteln ausgewahlt. Literaturnennungen dazu sind
selten. Rosenquist et al. verwendeten 1982 (S.566) das heranwachsende Schwein
als Versuchstier, um die Effekte von Knochentransplantaten auf die Heilung des
Oberkiefers zu untersuchen. Fir Wundheilungsexperimente an der auf3eren Haut ist
das Schwein aufgrund der Analogien zum Menschen als ideales Versuchstier

bekannt (Steinstraesser et al., 2006, S.279). Die Nutzung des Schweines als
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intraorales Versuchstiermodell ist verbreitet. Es existieren zahlreiche Studien
(Rosenquist et al. 1982, S.566; Craig et al., 2006, S.228; Kirschner et al., 2006,
S.1431). Kirschner et al. gelang es eine experimentelle Spalte im
Schweineoberkiefer mit vollstandiger oronasaler Fistel zu bilden (Kirschner et al.,
2006, S.1433). Dieses Modell wurde 1984 erstmals von Marx et al. (S.9) beim Hund
beschrieben. El-Deeb et al. (S. 523) untersuchte 1985 erfolgreich ein Verfahren zur
Bildung einer oronasalen Verbindung beim Primaten. Beide Gruppen benutzten
allerdings Acrylréhrchen als Stents, um einen spontanen Verschluss der Fisteln zu
verhindern. Der Gaumen des Schweines ist lang gezogen und somit atypisch
konfiguriert, bietet aber ausreichend Platz zur Bildung von Gaumenspalten und
oronasalen Fisteln. Da in vorliegendem Versuch ebenfalls die Bildung einer
oronasalen Verbindung und der Verschluss mit einem Biomaterial angestrebt werden
sollte, erschien die Nutzung eines Schweinemodells analog zu Kirschners
Versuchsanordnung sinnvoll. Um den Schutz des Operationsgebietes optimal zu
gewahrleisten, wurde den Tieren als Modifikation zu Kirschners Modell zusatzlich
eine individuell gefertigte Verbandsplatte eingesetzt. Dies erlaubte in den ersten
neun postoperativen Tagen nach Palatoplastik, die Tiere mit normaler Kost
weiterzufuttern und die Vermeidung mechanischer, ernahrungsbedingter Irritationen

im Wundgebiet.

7.2. Diskussion des sekunddren Gaumenspaltverschlusses

Der sekundare Verschluss einer oronasalen Fistel ist nicht unproblematisch. Der
erste chirurgische Eingriff hat zu einer Vernarbung des Gaumengewebes gefihrt.
Dies erschwert einen Fistelverschluss (Kirschner et al., 2006, S.1439). Schlechte
Durchblutung und geringe Compliance des umgebenden Gewebes erschweren die
Behandlung und fiihren zu hohen Rezidivquoten nach versuchtem Fistelverschluss.
Obwohl viele verschiedene Verschlussmethoden bekannt sind, erscheint keine
davon ideal (Kirschner et al., 2006, S.1439). Uber Nahlappentechniken, wie Stiel-
und Brickenlappen (Ehrenfeld, 2002, S.221), uUber regional gestielte Lappen wie
dem Zungenlappen (Argamoso et al., 1990, S.402; Guerro-Santos und Altamarino,
1966, S.123), mikrochirurgischen Gewebetransfer durch den freien Unterarmlappen
(Chen et al, 1992, S.757) und freie Transplantate wie Knorpel oder
Knochentransplantate (Ohzumi et al., 1993, S.433; Schultz, 1986, S.285) wurde

umfassend berichtet. Darliber hinaus wurde der Einsatz von Gewebeexpandern und
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die Distraktionsosteogenese zum Fistelverschluss vorgeschlagen (Alkan et al., 2007,
S.112; Van Damme et al., 1996, S.255).

Zahlreiche Vor- und Nachteile dieser Methoden wie auch das Auftreten von
Rezidiven wurden dokumentiert. Einige Autoren betonen, dass ein zweilagiger
Verschluss anzustreben ist (Honnerbier et al., 2000, S.129), wie es bei einem lokalen
Mukoperiostlappen in Kombination mit einem Transplantat aus der Wangenmukosa
erreicht wird. Allerdings sind diese Verfahren kompliziert und sichern keinen
vollstdndigen und sicheren Fistelverschluss (Ohzumi et al., 1993, S.438). Starke
Vernarbung des Gaumengewebes limitiert die Anwendung von lokalen
Mukoperiostlappen (Guerro-Santos et al., 1966, S.125).

Die Anwendung des Zungenlappens zum Verschluss von Restléchern ist praktikabel
und zeigt eine hohe Erfolgsrate (Posnik et al., 1987, S.911), ist fur den Patienten
aber mit groRerem Diskomfort verbunden, da zwei Operationen nétig sind und es zur
Einschrankung der Mundoffnung kommen kann (Ohzumi et al., 1993, S.438). Auch
andere intraorale gestielte Lappen wie der bukkale Muskulomukosalappen sind nicht
ideal, da sie weit anterior liegende Fisteln kaum erreichen (Chen et al., 1992, S.760).
Daher wird die Gewinnung komplexerer Lappenplastiken empfohlen, die jedoch zu
einer hoheren Entnahmemorbiditat fuhren (Chen et al., 1992, S.760). Eine
Alternative stellt der freie Gewebetransfer, zum Beispiel der radiale Unterarmlappen,
dar. Hierbei wird gut durchblutetes Gewebe aus anderen Koérperregionen in die
schlecht vaskularisierte Region des voroperierten Gaumens transplantiert. Grol3e
Defekte kbnnen durch Inkaufnahme des erwdhnten Entnahmedefekts damit gedeckt
werden (Chen et al., 1992, S.757).

Andere Autoren nutzen Knorpel oder Knochentransplantate zum Gewebeersatz.
1993 untersuchten Ohsumi et al. den Verschluss von oronasalen Fisteln mittels
Knorpeltransplantat erst im Tierversuch und dann in einer klinischen Studie. Dabei
konnte bei 22 von 24 Patienten ein suffizienter Fistelverschluss erreicht werden. Eine
FistelgroRe von 10 mm als limitierender Faktor fur die Anwendbarkeit dieses
Verfahrens wurde angegeben (Ohsumi et al.,1993, S.433).

Van Damme et al. stellten 1996 Untersuchungen zur mukoperiostalen
Gewebeexpansion des Gaumens an. Es waren allerdings zwei Operationen nétig, da

der Expander eingesetzt und wieder entfernt werden musste. Die Ergebnisse der
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Studie stellten sich jedoch als unzureichend fiir einen vollstdndigen Fistelverschluss
dar (Van Damme et al., 1996, S.257).

Aus den beschriebenen Techniken wird der Ruf nach einem idealen
Transplantatgewebe deutlich. Ideal hiel3e, ein stets verfligbares Gewebe zu
verwenden, welches gleichzeitig Narbenbildung und Wundkontraktion verhindert und
dabei eine geringe Komplikationsrate aufweist (Clark et al., 2003, S.41). Auf der
Suche nach solch einem Transplantat gewinnt die Verwendung von biologischen
Ersatzmaterialien und geziichtetem Gewebe immer mehr an Bedeutung. Bisher sind
nur wenige Arbeiten, die derartige Materialien einsetzen, publiziert worden (Kirschner
et al.,, 2006, S.1439). Diese Materialien bieten die Chance einer unbegrenzten
Verfugbarkeit bei Vermeidung von Schmerzen in der Entnahmeregion. Besonders zu
erwéhnen sind hierbei die Arbeiten von Clark et al., Kirschner et al. und Ophof et
al..

Das Hautersatzmaterial Alloderm® aus dezellularisierter Leichenhaut wurde von
mehreren Arbeitsgruppen zum Verschluss von oronasalen Fisteln verwendet (Clark
et al., 2030, S.40; Kirschner et al., 2006, S.1431; Cole et al. 2006, S.636). Im Jahr
2003 fuhrten Clark et al. (S.40) als erste eine Studie Uber die Verwendung von
Alloderm® als Gewebeersatz beim Erstverschluss groBer Gaumenspalten durch. Sie
untersuchten sieben Patienten mit Gaumenspalten von einer GroR3e Uber 15mm. Die
Spalten wurden mittels zweilagiger Palatoplastik verschlossen. Alloderm® wurde
dabei tief auf die orale Mukosa aufgelegt. Alle Transplantate wurden in die Wunde
inkorporiert und es traten keine Entzindungsreaktionen auf. Alle Fisteln konnten
geschlossen werden. Clark et al. stellten den Gebrauch von Alloderm® beim
Verschluss von Gaumenspalten als sicher und effektiv dar. Dezellularisierte Haut
wurde daher von dieser Gruppe auch fir den Verschluss von bestehenden
oronasalen Fisteln nach Erstoperation vorgeschlagen (Clark et al., 2003, S.44).
Kirschner et al. untersuchten 2006 eine Technik zur operativen Behandlung von
oronasalen Fisteln unter Verwendung von Alloderm®. Zuerst wurde ein Tierversuch
an Schweinen, dann in einer klinischen Studie durchgefuhrt. Im ersten Teil wurden
bei sechs Yorkshire-Schweinen iatrogene oronasale Fisteln gesetzt. Nach zwel
Wochen wurde bei drei Tieren zwischen oraler und nasaler Mucosa quer Uber die
oronasale Fistel das azellulare Hauttransplantat interponiert. Die anderen drei Tiere

erhielten keine weitere Behandlung. Bei allen Tieren konnte klinisch und histologisch
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ein erfolgreicher Verschluss der Fisteln demonstriert werden. Im zweiten Teil dieser
Studie untersuchten sie dieses Verfahren bei neun Spaltpatienten mit
Gaumenrestloch und konnten auch dort bei allen Patienten einen kompletten
Verschluss erreichen. In zwei Fallen folgte auf eine Schleimhautdehiszenz mit
Exposition des Hauttransplantats eine vollstandige Wundheilung. Auch diese
Arbeitsgruppe konnte erfolgreich den Verschluss von Gaumenfisteln mittels
azellularen Hauttransplantaten zeigen und verspricht dies als eine einfache und
effektive Technik fir den spannungsfreien Verschluss von oronasalen Fisteln
(Kirschner et al., 2006, S.1431). In einer weiteren retrospektiven Studie wurde von
Cole et al. der Verschluss von persistierenden oronasalen Fisteln mittels Alloderm®
an funf Patienten untersucht. Die Patienten wurden drei Monate lang nach der
Operation untersucht. Es wurde weder eine Abstol3ung noch die Entwicklung von
Dehiszenzen bei Verwendung dieser Transplantate beobachtet. Es zeigten sich
weder persistierende Fisteln noch fisteltypische Symptome wie nasaler Reflux (Cole
et al., 2006, S.636). Eine hollandische Arbeitsgruppe beschéaftigte sich mit weiteren
Dermisersatzstoffen zur Regeneration von Gaumendefekten. Dabei wurde zum einen
ein Konstrukt aus unbehandelter Dermis und oralen Keratinozyten sowie Alloderm®
in Kombination mit oralen Keratinozyten (Ophof et al., 2007, S.1) und zum anderen
das Hautersatzmaterial Integra® (Ophof et al., 2007, S.2689) und deren Einfluss auf
die Wundheilung von Gaumendefekten im Tierversuch erforscht. In der
erstgenannten  Studie beobachteten Ophof et al. allerdings ernsthafte
Komplikationen. Das Transplantat wurde nach einer Woche abgestof3en, der
dermale Anteil degradierte. AuRerdem induzierte das Transplantat entziindliche
Reaktionen. Diese negativen Effekte wurden anschlieRend mit einer zu langsamen
Einsprossung von Blutgefal3en ins Transplantat begriindet (Ophof et al., 2007, S.1).
Die gleiche Forschungsgruppe untersuchte die in vivo Reaktion nach Implantation
des Hautersatzmaterials Integra® am Hundegaumen Dabei verwendeten sie
Integra®-Implantate mit einer Silikonschicht und ohne Silikonschicht. Bessere
Ergebnisse wurden bei Implantaten ohne Silikonschicht erzielt. Es zeigte sich eine
schnellere Epithelialisierung und eine geringere Wundkontraktion (Ophof et al., 2007,
S.2689).

Aus den bisher publizierten Ergebnissen kann abgeleitet werden, dass ein ideales
Transplantationsmaterial noch nicht gefunden wurde. Daher wird in vorliegender

Arbeit die Mdoglichkeit der oronasalen Defektdeckung mit biologischen
50



Transplantatmaterialien wie HAM gesehen. Die Verwendung von HAM als ein
maogliches allogenes Transplantatmaterial zum Verschluss von oronasalen Fisteln
verspricht einige Vorteile. Amnionmembrantransplantate sind preiswert und einfach
in der Anwendung (lijima et al., 2007, S.513, Kesting et al., 2007, S.354). HAM kann
anspruchslos gelagert werden und ist sofort verfligbar (Guler et al., 1997, S.280).
Der Einsatz kryokonservierter HAM in der Augenheilkunde ist bereits weit verbreitet
(John et al., 2002, S.44), ihre positiven physiologischen Eigenschaften wurden
hinlanglich beschrieben. HAM stellt immunologisch privilegiertes Gewebe dar, und
ruft keine AbstoBungsreaktionen hervor (Kubo et al., 2001, S.1539). Die
Epithelialisierung (Koizumi et al., 2000, S.173) als auch die Neoangiogenese wird
gefordert (Faulk, 1980, S.1156). Ferner besitzt HAM antiinflammatorische
Eigenschaften (Shimmura et al., 2001, S.408) und hemmt die Narbenbildung (Tseng
et al., 1999, S.325). Die Transplantation mehrschichtiger HAM als Xenotransplantat
in immunologisch nichtpriveligiertem Gewebe wurde von Kesting et al. 2007
erfolgreich untersucht. Daraus wurde die Nutzung in der rekonstruktiven Chirurgie
vorgeschlagen (Kesting et al., 2007, S.354). Studien zur Anwendung humaner HAM
in der Mundh@hle existieren

(Kaluza et al., 1985, S.599; Lawson et al., 1986, S.163; Zohar et al., 1987, S.979;
Guler et al, 1997, S.280, Rinastiti et al., 2006, S.247). Auch hier konnten

grof3tenteils positive Ergebnisse erreicht werden.

7.3. Diskussion der verwendeten Biomaterialien

In vorliegender Studie wurden mehrschichtige HAM sowie ein biologisches
Hautersatzmaterial, Integra®, verwendet, um oronasale Fisteln im Schweinegaumen

zu verschlie3en.

Das Hautersatzmaterial Integra® wird zur  Abdeckung von Hautwunden und
Forderung der Epithelbildung routinemal3ig und mit gutem Erfolg verwendet (Dantzer
et al., 2001, S.173; Campitiello et al., 2005, S.69; Popescu et al., 2007, S.197; Reid
et al., 2007, S889; Wood et al., 2007, S.693). Fur die Verwendung in der Mundhohle
fanden sich bislang kaum Anwendungsbeschreibungen, bis Ophof et al. 2007 die
Anwendung von Integra® in der Mundhohle am Beagle untersuchten. Dabei wurden
mehrere standardisierte Defekte des Mucoperiosts im harten Gaumen, jedoch keine
oronasale Fistel, mit dem Dermisersatzmaterial verschlossen. Bei Verwendung von

Integra® ohne Silikonschicht konnte eine rasche Wundheilung der Gaumendefekte
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erreicht werden und die Wundkontraktion fiel geringer aus als in der nicht
rekonstruierten Kontrollgruppe (Ophof et al., 2007, S.2689). Diese Beobachtungen
stehen im Gegensatz zu den Ergebnissen der vorliegenden Studie, wo die intraorale
Anwendung von Integra® unbefriedigende Ergebnisse mit ausgedehnten
entzundlichen Reaktionen, Entwicklung von Wundheilungsstorungen und letztlich

persistierenden ,Restlochern® erbrachte.

In einer Vielzahl von Studien seit 1910 konnten positive Effekte zur
Geweberekonstruktion mit meist frischer HAM erzielt werden. Die HAM zeichnet sich
aus durch Immuntoleranz (Kubo et al., 2001, S.1539) und antiinflammatorische
Eigenschaften (Hao et al., 2000, S.348). 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 gegenibergestellt wurde,
weitere positive Eigenschaften. HAM fordert die Wundheilung und verringert die
Narbenbildung. Bei der Behandlung von Brandwunden mittels HAM missen
Verbandswechsel seltener durchgefihrt werden und Schmerzen werden reduziert
(Kesting et al., 2008, S.907). Durch HAM wird eine Forderung der
Reepithelialisierung erreicht (Somerville PG, 1982, S.226; Colocho et al.,, 1974,
S.371). Aktuelle Studien zur Verwendung der seit den 1990er Jahren erhdltlichen
kryokonservierten HAM zeigten gleichermal3en ermutigende Ergebnisse bei der
Forderung der Wundheilung. Jedoch wurde auch von Einschrankungen der
mechanischen als auch zeitlichen Stabilitat berichtet. Mermet et al. (S.459)
behandelten in einem klinischen Versuch venodse Beinulzera mit Auflage einer
einlagigen HAM. In den ersten 14 Tagen nach HAM-Auflage wurde eine Férderung
der Reepithelialisierung verzeichnet. Nach diesem Intervall kam die
Reepithelialisierung allerdings zum Erliegen, was mit der Degradation der HAM nach
14 Tagen korrelierte (Mermet et al.,, 2006, S.461). 2006 konnten Rinastiti et al.
positive Ergebnisse bei der Transplantation von HAM in gingivale Stanzbiopsie-
Wunden beim Kaninchen erreichen. Nach histologischer Untersuchung der Proben
und deren statistischer Auswertung konnte ebenfalls eine rasche Reepithelialisierung
und die Bildung von Granulationsgewebe mit zahlreichen BlutgefaBRen und
Fibroblasten festgestellt werden (Rinastiti et al., 2006, S.247). Als Grund fur die
Beschleunigung der Epithelialisierung nach Transplantation des Amnionepithels wird
in der Literatur deren hohe Anzahl von Wachstumsfaktoren genannt. Bei -80°

konservierte HAM exprimierte mRNA fir eine Reihe von Wachstumsfaktoren wie
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EGF, TGF-alpha, KGF, HGF, bFGF, TGF-beta-1, -beta-2, -beta-3 und andere
(Koizumi et al., 2000, S.173).

Die antiinflammatorische = Wirkung wird durch die Freisetzung von
antiinflammatorischen Proteinen, welche die Expression von Interleukinen hemmen
erklart (Hao et al., 2000, S.350; Solomon et al., 2001, S.444). Es konnte festgestellt
werden, dass eine entzindliche Reaktion des Gewebes nach Deckung der Defekte
mit HAM geringer verlief als bei den unbehandelten Defekten der Kontrollgruppe
(Rinastiti et al., 2006, S.247). Nach Rekonstruktion der ,Restlocher” mit HAM in
vorliegender Arbeit traten wéahrend des gesamten Wundheilungsprozess keine
klinisch und histologisch relevanten Entziindungsreaktionen auf.

Wahrend im okularen Bereich antiangiogenetische Effekte nach
Amniontransplantation festgestellt wurden (Hao et al.,, 2000, S.349), zeigten
Arbeiten, in denen meist frische HAM in extraokulare Koérperregionen transplantiert
wurde, Anzeichen flr eine Neoangiogenese (Faulk et al., 1980, S.1156; Rinastiti et
al., 2006, S.249). Bei der Transplantation von HAM zur intraoralen Vestibulumplastik
wurde ein erhohter postoperativer Blutfluss gemessen (Guler et al.,, 1997, S.282).
2007 fuhrten lijima et al. eine Studie durch, bei der die Transplantation von HAM zur
Blasenrekonstruktion an Ratten erforscht wurde. Histologisch und in vitro wurde die
Transplantation von HAM zur Blasenrekonstruktion verglichen mit der
Transplantation von Intestinalmucosa. Im Verlauf der Studie starben 42% der
operierten Tiere. Als Grund fir die hohe Mortalitéatsrate wird eine Urinextravasation
in die Bauchhdhle angegeben. Histologisch konnte bei den restlichen Tieren die
Regeneration von Nervenfasern in allen drei Lagen der Blasenwand festgestellt
werden. In vitro beobachtete die Forschungsgruppe gute funktionelle Ergebnisse des
regenerierten Blasengewebes. HAM kann als Ersatzgewebe bei der
Blasenrekonstruktion verwendet werden. Die Praparation stellt sich einfacher dar als
die von herkémmlich gebrauchter Intestinalmucosa. Aul3erdem ruft ihre Verwendung
weniger ethische Fragen auf (lijima et al., 2007, S.513). Kesting et al. untersuchten
2008 zum die Transplantation von ein- und mehrschichtiger HAM auf die
Bauchewandmuskulatur von Sprague-Dawley-Ratten. Dabei zeigte die Deckung mit
mehrschichtiger HAM Vorteile. Sie degradierte spater und die Entziindungsreaktion
fiel milder aus (Kesting et al., 2008, S.684).
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AulRerdem wurde an zwanzig weiteren Ratten der Bauchwandversschluss mit HAM
im Vergleich zu einem polypropylenhaltigen Material untersucht. Bei der Verwendung
von HAM konnte bei allen Ratten ein Verschluss erreicht werden und es zeigten sich
weniger Adhasionen (Kesting et al., 2008, S.684). In einem weiteren Versuch wurde
ein mehrlagiger HAM-Patch den epigastrischen Faszien-Fettlappenaufgenaht. Es
zeigten sich keine Abstof3ungsreaktionen nach Xenotransplantation. Die neue,
prafabrizierte Lappenoberflache zeigte sich von ihrer mechanischen Beschaffenheit
der Mundhohle sehr ahnlich. Gestielt an den epigastrischen Gefal3en konnte der
Amnion-Faszienlappen gehoben und nach Anschluss an die A. carotis und die
Jugularvene zur Deckung intraoraler Defekte in die Mundhothle eingebracht werden
(Kesting et al., 2007, S.356).

In der vorliegenden Arbeit konnte eine Neovaskularisation der neu entstandenen
Gewebebricke nach HAM-Transplantation festgestellt werden. Unterhalb des
Epithels bildete sich fibrovaskulare Gewebe bestehend aus Fibroblasten und
Blutgefalen. Zahlreiche Endothelzellen konnten immunhistochemisch mittels der
Faktor VIlI-Farbung nachgewiesen werden. Eine Revaskularisation des Gewebes
fand statt und AbstoBungsreaktionen oder Entziindungszeichen blieben aus. Die
Studie zeigt die erfolgreiche Xenotransplantation von kryokonservierter, humaner
HAM in operativ-kiinstlich gestalteten Gaumenspalten mit oronasaler Verbindung im

Minischweinmodell.

54



8. Zusammenfassung

In dieser Pilotstudie wurde die Verwendung kryokonservierter, mehrschichtiger, HAM
als Transplantatmaterial fur den Verschluss von oronasalen Fisteln im Minipigmodell
untersucht. An sieben Minischweinen wurden operativ Gaumenfisteln in der Mitte des
harten Gaumens gesetzt. Nach zwei Wochen waren Fistelgdnge von 13-15mm
Durchmesser mit oronasaler Verbindung bei allen sechs Tieren entstanden. In einer
weiteren Operation wurden die Gaumendefekte geschlossen und bei je drei zufallig
ausgewahlten Tieren mit mehrlagiger, humaner HAM und bei drei Tieren mit Integra®
gedeckt. Ein Tier diente als Kontrolltier. Wundkontrollen erfolgten an Tag 3, 6, 9 und
40 nach Gaumenverschluss. Nach Totung der Tiere an Tag 40 erfolgte die
histologische und immunhistologische Auswertung der gewonnenen Préparate des
harten Gaumens. Zur histologischen Auswertung wurde die HE-F&rbung zur
Darstellung der Zellinfiltration und Gewebsarchitektur sowie die EvG-Farbung zur
Darstellung der elastischen Fasern genutzt. Die immunhistologische Untersuchung
der Praparate erfolgte mit einem von-Willebrand-Faktor-Antikérper (Dako, Glostrup,
Danemark) zur Detektierung der Endothelzellen neugebildeter Gefal3kapillaren,
einem Pancytokeratin-Antikérper (Dako, Glostrup, Danemark) zur Darstellung von
Cytokeratin und einem B-HCG-Antikérper (Dako, Glostrup, Danemark) zur Detektion
verbliebenenen Amniongewebes. In zwei von drei Fallen der mit humaner HAM
gedeckten Gaumenspalten konnte ein vollstdndiger Verschluss erreicht werden. Eine
durchschnittliche FistelgréRe von 2mm an Tag 40 p.o. wurde erreicht. Der
durchschnittliche Fisteldurchmesser der mit Integra® gedeckten Gaumenfisteln lag
bei 11,67mm an Tag 40 nach Gaumenverschluss. Es konnte eine signifikante
Verkleinerung des Fisteldurchmessers der mit HAM gedeckten Gaumendefekte
gegeniiber den mit Integra® gedeckten Defekten erreicht werden (p=0,04). Die
Wundheilung verlief bei den mit HAM gedeckten Defekten unauffallig und
Entzindungsreaktionen blieben aus. Histologisch und immunhistologisch konnte eine
vollstandige Reepithelialisierung bei den zwei geschlossenen Fisteln gezeigt werden.
Eine Revaskularisation des Gewebes fand statt und Abstol3ungsreaktionen oder
Entzindungszeichen blieben aus. Die Studie zeigt die erfolgreiche
Xenotransplantation von kryokonservierter, humaner HAM in operativ-kinstlich

gestalteten Gaumenspalten mit oronasaler Verbindung im Minischweinmodell.
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9. Summary

We investigated the use of cryopreserved, multilayered human amnion membrane as
a grafting material for the closure of oronasal fistula in a minipig model. With seven
Minipigs respectively a mid-palate oronasal fistulae was created. After two weeks
oronasal relations with a diameter between 13mm and 15mm in all seven animals
had developed. In a second operation the palatal defects were repaired. Each three
randomly selected animals received human amnion membran as a grafting material
and the other three animals were provided with Integra®. One animal served as
control object. The wounds were inspected on days 3, 6, 9 and 40. After sacrification
of the animals on day 40 p.o. the surgical sites, which had been harvested, were
evaluated. We used the H&E staining to demonstrate cell infiltration and tissue
construction and applied Elastica von Gieson staining to show the elastic fibers. The
immunohistochemical investigation of the biopsies was conducted after staining by
help of the von-Willebrand-Faktor (Dako, Glostrup, Denmark) to detect the
endothelial cells, Pancytokeratin (Dako, Glostrup, Denmark) to detect cytokeratin and
beta-hcg (Dako, Glostrup, Denmark) to detect the amnion cells. In two of three cases
of the palatal clefts transplanted with human amnion membrane, a complete closure
had been achieved. The average diameter of the fistulae covered with HAM was
2mm on day 40 p.o. and the average diameter of the fistulae closed with Integra was
11,76mm on day 40 after operation. There was a significant reduction of fistulae
diameter covered with HAM compared to fistulae covered with Integra. The wound
healing was uncomplicated and there was no infection to be detected. We were able
to identify a complete reepitheliasation of the two closed fistulae by histological and
immunohistochemical methods. The tissue had revascularized and again, there was
no rejection or infection. The results of the study show that the transplantation of
amnion membrane in order to heal oronasal fistulae promotes a rapid epitheliasation
at the same time suppressing infection. Moreover it promotes vascularisation and the
development of elastic fibers with the consequence of a thick fibrovascular tissue
developing below the epithel. The study demonstrates a successful
xenotransplantation of cryoconservated human amnion membrane in surgical

created palatal clefts with oronasal fistula by help of a minipig model.
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