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»Alles Tun des Menschen ist gerichtet in die Zukunft, gleich einem Schiff auf
dem Meer, das von einem Schiffsfiihrer gefuihrt wird, nach dem was ihm

begegnet, nicht nach dem gestrigen Wind, sondern nach dem heutigen®

Theophrast von Hohenheim

Paracelsus (1493 - 1541)

Segelschiff, Ol, um 1815 von Caspar David Friedrich
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1. Abklrzungsverzeichnis

APO-1 = apoptosis antigen-1, Fas oder CD95, Apoptose Antigen-1,
ein Transmembranprotein mit einem Gewicht von 48kDa
der TNF Rezeptor Familie

CD = Cluster of differentiation; Einteilung zur Unterscheidung von
Proteinen

Cytochrom = Superfamilie von Hamproteinen mit enzymatischer Aktivitat

P450 Pigment 450 absorbiert als Komplex mit Kohlenmonoxid
Licht der Wellenlange von 450nm

CYP 3A4 = Untertyp von Cytochrom P450, verstoffwechselt bevorzugt
lipophile Substanzen

Da = Dalton; Nicht Sl-konforme Einheit fir Molekularmasse, 1 Da
entspricht in etwa der Masse eines Wasserstoffatoms

Fas = Rezeptor der TNF-Familie, induziert in Interaktion mit FasL
die Apoptose

FasL = oder CD95L Typ Il Transmembran Protein. Interagiert mit
Fas und gehort zu der Tumor-Nekrose-Faktor Familie

H2A/H2B = Histonprotein der Histonfamilie mit antimikrobieller und
LPS-Endotoxin neutralisierender Wirkung

HAM = Human amniotic membrane oder humane Amnionmembran

HBD = Human-beta-Defensin, ein endogens Peptidantibiotikum

HE = Hamatoxylin-Eosin, Farbemittelkombination zur Darstellung
morphologischer Strukturen feingeweblicher Schnitte

HLA-System = Human Leukocyte Antigene; humane Leukozytenantigene

sind in der Zellmembran verankerte Glykoproteine, die die
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individuelle Signatur der Zellen bilden und damit dem
Immunsystem erlauben, zwischen korpereigenen und

korperfremden Strukturen zu unterscheiden

I.p. = Intraperitoneal
IL-113 = Interleukin 113, ein hochwirksames Zytokin
LPS = Lipopolysaccharid, Endotoxin an der auf3eren Membran

gramnegativer Bakterien

MHC = Major Histocompatibility Complex;
Haupthistokompatibilitatskomplex; die das HLA-System
codierende und damit das Immunsystem steuernde

Gengruppe des Chromosoms 6

PBS = Phosphate buffered saline
PBS-T = Phosphate buffered saline Tween 20
PEDF = Pigment epithelium-derived factor, neurotrophes/

neuroprotektives und antiangiogenetisches Protein der
Serin Proteinase-Inhibitor Familie

MRNA = messenger Ribonucleic acid, Boten Ribonukleinsédure

RT-PCR = Reverse Transkriptase-Polymerase Chain Reaction,
L;umgekehrte" Transkriptase-Polymerase Kettenreaktion,
eine etablierte Methode, um mRNA nachzuweisen

Sl = Systéme international d"unités; internationales
Einheitensystem fiir physikalische Einheiten

SLPI = secretory leucocyte protease inhibitor, protektives
antinflammatorisches Protein mit antimikrobieller Wirkung

TGF-3 = Transforming growth factor- by caplain

TIMP = Tissue inhibitor of metalloproteinases
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TNF = Tumor-Nekrose-Faktor, ist ein von Zellen des
Makrophagen-/ Monozyten-Systems gebildeter Faktor, der
selektiv zur Auflésung maligner Zellen fihrt, aber auch
Zellproliferation, Zelldifferenzierung, Zytokinsekretion
induzieren kann

TSP-1 = Thrombospondin-1, ein Thrombin-sensitives Protein,

welches die Angiogenese hemmt
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2. Einleitung

2.1 Amnion

Der Begriff Amnion wurde erstmals 1866 von dem deutschen Zoologen Ernst
Haeckel (,Amnionthiere®) fur die hoheren Wirbeltierklassen implementiert (Haekel,
1866, S.131).

Das Amnion (griech.: Wasserhaut 0. Schafshaut) ist die innerste vom Embryo selbst
gebildete Keimhtille. Die Tiere, die sich durch eine Amnionmembran auszeichnen

bezeichnet man als Amnioten.

Es ist wahrscheinlich, dass sich die Hauptklasse der Amnioten am Ende des
Oberkarbons, im Paldozoikum (Erdaltertum) vor ungefdhr 310 Millionen Jahren
entwickelte (Laurin, 2000, S.311). Dies geht aus einem archaologischen Fund eines
Hylonomus (dt.: Waldmaus), einer ausgestorbenen Reptilienart, im Jahr 1851 im
Bundesstaat Nova Scotia in Kanada hervor (Dawson, 1851). Die Bildung der
Fruchthaut oder des Amnion unterscheidet die Reptilien, Vogel und Saugetiere von
allen anderen Wirbeltieren, den Lurchen, Lurchfischen und Fischen. Sie ist offenbar
ein hdchst wichtiger Vorgang in der Ontogenie und der entsprechenden Phylogenie
der Wirbeltiere. Sie geht mit dem ganzlichen Verlust der Kiemen einher,
einschliel8lich in der Embryonalentwicklung. Aus den angelegten Kiemenboégen
gestalten sich im Laufe der Ontogenie Teile des Kieferapparates und des
Gehdrganges (Schnecke und rundes Fenster). Es entwickeln sich erstmals die
Tranenorgane und eine eigene embryonale Harnblase (Allantois) (Haeckel E, 1866,
S.131). Das Amnion macht die Ontogenese unabhéngig vom Wasser (Oschmann,
2006, S.117) und ermdglicht damit die Eroberung des terrestischen Lebensraumes.
Die Larvalentwicklung der Amnioten ist dadurch bei Bedarf verlangerbar und bietet

somit mehr Moglichkeiten zur héheren Differenzierung der Organe.

Alle Amnioten zeichnen sich durch die internale Fertilisation aus. Zusammen mit der
aulRergewohnlichen Struktur der extraembryonalen Membran war nunmehr erstmals

eine maternal-embryonale Interaktion mdglich (Laurin und Reisz, 1997, S.9).
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2.2 Phylogenese der Amnionmembran

Am Beginn menschlichen Lebens steht die innere Befruchtung, die Verschmelzung
von weiblichen und méannlichen haploiden Gameten im Korper der Frau. Sie bilden
zusammen einen diploiden Chromosomensatz, der die Vorrausetzung flr die weitere
Zellteilung und Zellvermehrung bildet. Schon einige Tage nach der Befruchtung
entwickelt sich aus der anfanglichen Oozyte eine Blastozyste aus tber 30 Zellen.

Durch Dehiszenz trennen sich die Zellen zu inneren und aul3eren Blastomeren, die
eine entstandene Blastozystenhdhle auskleiden. Der innere Anteil bildet das
Embryoblast und der &ulRere Anteil das Trophoblast. Wahrend dieses Prozesses
wandert die Blastozyste durch die Tuba uterina und heftet sich zwischen dem 5. und
6. Tag an die Schleimhaut der Gebarmutter an, wobei der trophoblastische Anteil am
embryonalen Pol in die Zona compacta der Uterusschleimhaut einwachst. Hier bilden
sich die Synzytiotrophoblasten, die mit dem miutterlichen Anteil im Laufe der
Entwicklung einen Teil der Plazentaschranke bilden. Ein anderer Teil des
Trophoblasten gestaltet einen Ring, der den Embryoblasten umschlie3t und so eine

im Schnitt siegelringférmige Struktur ausbildet.

Die zentralen Zellen des Embryoblasten ordnen sich aus hochzylindrischem,
mehrreihigem Epithel zum Ektoderm an. Gegen die Blastozystenhdhle formiert sich
eine Schicht aus kleinen polyedrischen Zellen, dem Entoderm. Beide bilden wéahrend

der zweiten Entwicklungswoche die zweiblattrige Keimscheide.
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Blastozystenhihle
Entoderm

Ektederm

Eytotrophoblast

Synzytiatraphablast ' :

.

Amnichlasten

riumst
Blutgeisn Endometriumstioma

Amnianhdhle

Abb. 1. Etwa 8. -14.Tag. Die Blastozyste ist teilweise in das endaale Stroma eingebettet. Der Trophobl
besteht einer aul3eren Schicht ohne klare Zellgrerdem Synzytiotrophoblaund aus einer Reihe einkernig
Zellen dem Zytotrophoblast. Das Embryoblast bestebkteiner Entodel- und Ektodermschicht, wobei sich ¢
Amnionhéhle als schnter Spaltraum, der von Amnioblasten ausgekleidet wabgrenzt. Embryologie, K. L.
Moore und T. V. N. Persaud, Schattauer Verlag, 2007)

Beim Wachstum des Ektoderms entstehen auf der dem Trophoblast bzw.
Uterusschleimhaut zugewandten Seite Spaltraume, die ineinander UberflieRen und
S0 eine sogenannte Amnionhohle bilden. Flache Zellen, die Amnioblasten, kleiden
die Amnionhohle aus, gehen an den R&ndern in das Ektoderm tber und grenzen

somit den Embryoblasten vom Trophoblasten ab.

Embryonaler
Embryonaler Epiblast
Hypoblast
Amnion
Lakunen Synayio-
trophoblast
Zyto-
trophoblast
Primitiver
Extraem- Dottersack
bryonales
Zolom
Extraem-
bryonales
Mesoderm

Abb. 2a
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mutterliche
Sinusoide

Trophaoblast-
lakunen

Synzytium

S ZytOﬁ
trophoblast

-Amnionhéhle

—— Ektoderm

primares
Entoderm

=— Entoderm

SchluBkoagulum ¥ — primarer Dottersack

Abb. 2b: etwa 14.Tag (2a) Histologischer Schnitt (100x2b)(Schematische Darstellung. Die Blastozyste ist
vollstandig in das Endometrium eingebettet. Die phablastlakunen fillen sich mit maternalem Blut.
(Embryologie, K. L. Moore und T. V. N. Persaud, Schattauer Verlag, 2007) und (Medizinische Embryologie, T.

W. Sadler, Thieme Verlag, 2008)

Der Trophoblast dringt weiter in das Endometrium ein, wahrend die Entodermzellen
auf die Innenseite der Blastozystenhdhle wandern, um den priméren Dottersack zu
bilden. Zwischen Ektoderm und Entoderm entstehen, vom Ektoderm ausgehend,
Mesodermzellen, die sich zunachst auf der Oberflache der Trophoblasten, auf dem
Amniondach und dem primaren Dottersack ausbreiten. Es bildet sich die dreiblattrige

Keimscheide.

Am 13. Entwicklungstag reil3t der primare Dottersack. Seine freien Rander wachsen
zum viel kleineren sekundéren Dottersack zusammen. Das extraembryonale
Mesoderm bedeckt nunmehr den neu entstandenen Raum und formt mit dem
Trophoblast das Chorion, welches die Chorionhéhle und in folgenden Stadien Zotten
und die Choriongefal3e ausbildet. Die Zotten am embryonalen Pol wachsen weiterhin
zum Chorion frondosum, die Zotten am aembryonalem Pol gehen zugrunde, bis die

Oberflache ganz glatt ist und als Chorion laeve bezeichnet wird.

Mit der Entwicklung und dem Wachstum der Neuralanlage in der vierten bis achten
Woche wolbt sich die Embryonalanlage immer mehr in die Amnionhoéhle vor bis die
Amnionhohle den Embryo komplett einschlie3t. An dem amnionektodermalen

Ubergang entsteht die Umschlagfalte, die ein ovales Fenster fur die Verbindung
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zwischen Embryo und Chorion, spater Plazenta offen lasst. Durch dieses Fenster

oder Nabelring treten die Nabelgefal3e und der Stiel des Dottersackes.

Entoderm———— _ Haftstiel Herz-
Amnionhdhle - : schlauch

Ektoderm-

Vorderdarm
N =—

Hinterdarm

Herzanlage—_

Prachordal-—
platte Perikard-
Kloaken- —— héhle

membran p

Allantois -

Rachenmembran- Kloakenmembran = . leberknospe
— Mittel-
darm
Herzschlauch— [ e Reste der
\ Rachen- 1 .
— Allanto
c membran ' anron
Lungenknospe —/ Eel
D Dottersack

Abb. 3: A Embryo 18 TageB Embryo 20 TageC Embryo 21 TageP Embryo am Ende des 1. Monats
Entwicklung und Riuckbildung des Dottersackes. Digud Linie zeigt die Amnionmembran, die sich als
Amnionhéhle zunehmend um den Embryo legt. (Medsziné Embryologie, T. W. Sadler, Thieme Verlag,
2008)

Am Ende des zweiten Monats findet man folgende Hohlen: die Amnionhdhle, in der
das Embryo eingebettet ist, die Chorionh6hle, die die Amnionhdhle einschliel3t und
das Lumen des Uterus, das beide HOhlen beinhaltet.

Am Ende des dritten Monats verwachsen Amnion und Chorion miteinander. Die
Chorionhéhle legt sich dem Uterus an, so dass das Chorion laeve und Decidua
parietalis an der aembryonalen Seite des Uterus verschmelzen. Das Uteruslumen

obliteriert, die Amnionhohle vergrof3ert sich.

Das Amnion und das aufliegende Chorion bezeichnet man als ,amnionchorionic

membrane” oder Eihaut.
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Abb. 4. Schematische Darstellung des embryonalen Gewebés. Blastozyste teilt sich in einen
trophoblastischen Anteil und einen inneren Zellmasgteil, aus dem sich der Epiblast und der Hypbblas
entwickeln. Aus dem Epiblast bildet sich um den8..ag das Amnion EktodernO(Parolini, J Repr. Endokr.
2006)

Es kann festgehalten werden. Das Amnionepithel entsteht schon wenige Tage nach
der Befruchtung der miutterlichen Eizelle aus primarem embryonalem Gewebe, dem
Embryoblasten. Das Amnion, das aus Amnionepithel, Basalmembran und
Amnionbindegewebe aufgebaut ist, Uberzient den ehemaligen Haftstiel, der zur
Nabelschnur wird und die gesamte innere Oberflache der Amnionhdhle. Es umgibt
vollstdandig den Embryo und verschmilzt im 3. Monat mit dem Chorion zur
Fruchthdhle.
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Chaorionhdhle ———

Amnionhghle —, . Dottersack mit Dottergefdlen — Chorion

Amnion ——— \ Chorionplatte “~_ / ~ Chorion-

Nabelring —— — . ™ Darm- ) hohle
' \ schlinge

\
A- Amnion
A . .
_ ~—— Allantois
™~ Haftstiel
Haftstiel \ ghskie
Amnionhdhle Bauchwand des
Embryos

Abb. 5: A 5 Wochen alter Embryo mit Gebilden, die durch gamitiven Nabelring treterB 10 Wochen alter
Embryo. Der Haftstiel wird vom Amnion eingefaf3t. ézinische Embryologie, T. W. Sadler, Thieme Vgrla
2008)

Die dunne Wand des Amnion sezerniert die Amnionflussigkeit. Die Menge an
Fruchtwasser betrdgt am Ende der Schwangerschaft, in der 30. - 40.
Schwangerschaftswoche, etwa 1000 ml. Amnion und Amnionflissigkeit erfullen

folgende Funktionen.

Erstens Ubernehmen sie, relativ offensichtlich, eine Schutzfunktion des Embryos. Als
abgegrenzter Raum schafft die Amnionhdhle konstante Umweltbedingungen. Sie
gewahrleistet eine standige Hydratation des embryonalen Gewebes, einen
konstanten pH-Wert und Temperatur. Der wachsende Fetus ist in der Lage, sich im
Uterus frei zu bewegen. Die fragilen Innenstrukturen kénnen sich frei von Masse
entwickeln. Mechanische Einflisse wie Sto3e oder Erschitterungen werden durch
Wellenbewegungen ausgeglichen und damit gedampft. Desweiteren héalt die
Amnionflissigkeit den Embryo auf Distanz zum Amniongewebe und schiitzt so vor
Verwachsungen (Romanoff, 1960, S. 1305).
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~Chorionic sac

Brain

Amniotic
Sac

Umbilical
cord

Abb. 6: Acht Wochen alter EmbrycWestside Pregnancy Resource Center)

Eine weitere Funktion der Amnionflissigkeit ist die Aufrechterhaltung des
Wasserhaushaltes. Zum Ende der Schwangerschaft wird die Amnionflissigkeit alle
drei Stunden komplett erneuert. Der Fetus schluckt ab dem 5. Monat seine eigene
Amnionflissigkeit. Er trinkt pro Tag 400ml, welches in etwa die Halfte der
Gesamtmenge (1000 ml) entspricht (Langmann, 1970). Bei intakter Fruchtblase dient

diese Menge gleichzeitig als hydrostatischer Keil zur Weitung des Zervixkanals.

Desweiteren wirkt die Amnionmembran nicht nur als mechanische Barriere sondern
auch als biologische, immunologische Barriere mit antibakteriellen Eigenschaften
(Mahgoub et al., 2004, S.1194; Laurema et al., 2004, S.264; Kjaergaard, 1999,
S.165). Mikroanatomische und biologische Analysen verdeutlichen diese

Eigenschaften.
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2.3 Anatomie und Morphologie

Mikroanatomische Untersuchungen der humanen Amnionmembran gehen bis auf
1971 zurick (Bergstrom, 1971, S.513; Ludwig, 1971, S.328; Sheppard, 1974, S.20).
Aber erst 1976 und 1978 wurde die Amnionmembran raster- und
elektronenmikroskopisch von Stella Pollard und B. J. Herendael so zerlegt, dass sie
nach diesen Erkenntnissen in ihren Funktionen naher beschrieben werden konnte.
(Pollard, 1976, S.470; Herendael van BJ, 1978, S.872).

Das Epithel der Amnionmembran besteht aus einer Lage von einschichtigen
kubischen Zellen, die an ihrer Oberflache einen feinen Saum aus Mikrovilli
aufweisen. Palisadenformig angeordnete Pedikel, &hnlich der Podozyten des
glomerularen Epithels, verankern die Epithelzellen an der Basalmembran und
ermdglichen, wie in der cochledren Mukosa und renalem glomeruldrem Epithel, den

transzellularen aktiven Transport.

Desmosomen, eine hohe Zahl interzellularer Kandle und ineinander ragende
Mikrovilli sichern den Halt und erlauben den interzellularen Kontakt benachbarter
Zellen. Das Zytoplasma enthélt reichlich Organellen, vor allem einen ausgepragten
Golgi-Apparat und endoplasmatische Reticulum. Mikrofilamente und Kkleinste
sekretorische Granula sind Uberall im Zytoplasma zu finden. Viele perinukleédre
Vakuolen weisen auf einen hohen sekretorischen Umsatz der Zelle hin. Apikal
erkennt man feine Blaschenformationen fir die apokrinen Sekretion und reichlich

Vesikel, die aktiv Uber Pinozytose aufgenommen wurden.

Die breite Basalmembran grenzt die Reihe aus cuboidalen Zellen von der
avaskularen, zellarmen stromalen Matrix ab. Mit einem Durchmesser von etwa 150
bis 200 nm gehort sie zu den dicksten Membranen des menschlichen Kérpers
(Resch et al., 2006, S.1853). Sie zeichnet sich durch einen hohen Anteil an Kollagen
Typ IV, V und VIl Fasern, Laminin-1 und Laminin-5 und Fibronectin (Modesti et al.,
1989, S.459; Fukuda et al., 1999, S.73) und Heparan Sulfat Proteoglykanen (Davis,
1987, S.1106) aus. Aktuelle immunhistochemische Untersuchungen kénnen noch
weitere Isoformen von Laminin nachweisen. Es finden sich Laminin -2, -4, -5, -6, -7, -
10, -11 (Takashima et al., 2008, S.75). Aufgrund der mikroanatomischen Struktur
lassen sich zwei Schichten abgrenzen, die Lamina rara (lucida) und die Lamina

densa. Sie bestehen aus einem Netzwerk aus feinen kollagendsen Fibrillen (4-12
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nm), die sowohl parallel oder quer verlaufen, als auch teilweise in die basale
Oberflache der Epithelzellen eindringen (Aplin und Campbell, 1985, S.119). Die
Basalmembran erscheint makroskopisch transparent und ist auf3erst elastisch.

Das der Basalmembran unterliegende avaskulare hypozellulare Stroma bildet mit
etwa 40 um Dicke, die Grenze zur Chorionmembran (Resch et al., 2006, S.1853).
Sie unterteilt sich in drei kennzeichnenden Schichten, der Lamina densa, Lamina
fibroretikularis und Lamina propria (von Versen-Hoynck, 2004, S.45). Die stromale
Matrix ist reich an fetaler Hyaluronsdure und kollagenéser Typ | und IV- Fibrillen mit
einem Durchmesser von bis zu 50 nm. Fibrillen mit einem Durchmesser von 18 nm
machen den Hauptanteil aus. Diese durchdringen auch direkt die Basalmembran und
treten in die basale Plasmamembran der Epithelzellen ein und bilden so mit vielen
langen und undulierenden 9-12 nm dicken Oxytalan Mikrofibrillen ein Netzwerk, das
Epithel, Basalmembran und Stroma verbindet (Bachmeier, 1999, S.81).
Makroskopisch erscheint diese Seite der Amnionmembran triber und fahlt sich im
Gegensatz zur glatten Epithelseite rauher an.

Die Struktur der Amnionmembran erklart die hohe mechanische Belastbarkeit und
Strapazierfahigkeit. So ist sie bei einem durchschnittlichen Durchmesser von 44 pm
mit bis zu 0,32 N belastbar und dehnbar (Oxlund, 1990, S.247), welches die
Gewichtskraft von 32,64 g entspricht. (Ein Newton entspricht etwa der Gewichtskraft
eines Korpers der Masse 102 g am Aquator auf Meereshohe bei einer mittleren

Erdbeschleunigung von etwa 9,8 m/s?, (Newton, 1687)).

Die mikroanatomische Struktur erlaubt zwar einen Rulckschluss auf die
biomechanischen Eigenschaften, doch erst biologische und biochemische
Untersuchungen verdeutlichen die Komplexitadt und Eigenschaften der

Amnionmembran, die bis heute nicht vollstéandig verstanden sind.



Seite [14

Abb. 7: Kubische Amnion Epithelschicht (E) und Stroma {§)durch die Basalmembran (*) getrennt. Die
einfachen Epithelzellen tragen apikale Mikrovillind beinhalten zahlreiche Vesikel (Pfeile). Dao@at ist
azellular und besteht aus dicht verpackten welligBiindeln. (3000x, Messbalken 6um) Kasten:
Amnionepithelzelle mit Darstellung der lateralertemzellularen Kanale (Pfeil) und zellularer Eindidde
(Kopfpfeil), (3800x VergroRerung, Messbalken 5p(RK. Fawthrop, Cell& Tissue Research 1994)

2.4 Historische Entwicklung der humanen Amnionepith eltransplantation

Lange bevor die Amnionmembran in der Humanmedizin therapeutisch genutzt
wurde, bewertete man sie in verschiedenen Kulturen und Legenden als gutes Omen.
Neugeborene, die mit Teilen der Amnion oder Eihaut, meist am Kopf haftend
geboren wurden, galten im Mittelalter als mit Gluck, Geistesgrof3e und Gro3mutigkeit
gesegnet. Ihnen stand ein gutes und erfilltes Leben bevor. Das Caput galeatum (lat.
fur ,Gluckshaube®) oder Pileus (lat. fur ,Haube*) wurde bisweilen zu hohen Preisen
verkauft, denn neben Glick sollte sie auch Seeleute vor dem Ertrinken bewahren

konnen und zu uberzeugender Beredsamkeit verhelfen (Kerschbaumer, 1999, S.1).
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So schrieb Charles Dickens uber seinen Protagonisten David Copperfield in seinem
gleichnamigen Roman, dass er mit der Glickshaube geboren wurde. Aber ob nun die
Amnion David Copperfield durch allerhand Abenteuer und letztenendes zu einem
Happy End verhalf oder Copperfield’s Jugendliebe Agnes bleibt dahingestellt
(vielleicht war es auch einfach die Feder des Autors, der diesen Roman als seinen

liebsten bezeichnete).

In der Mythologie des alten Agypten galten diese Kinder als Menschen von tiefem

Glauben beseelt, der sich in einer starken Bindung an die Gottesmultter Isis aul3erte.

Die Eihaut galt aber nicht nur als gutes Omen und Glickshaube. In manchen
europaischen Landern (Rumdanien und Ukraine) befirchtete man, dass die mit
Amnion geborenen Kinder zu Vampiren (sog. Strigoi) werden, falls die Fruchtblase
nicht sofort beseitigt wiirde (Kluckhuhn, 2007, S.32).

Folgende beriihmte Leute, sowohl reale als auch fiktionale, sind mit der Amnion
geboren worden: Alexander der Gro3e, Shakespeare’s Hamlet, die Mutter von den
Dionne quintuplets (Funflingen), Danny in Stephen King’s ,Shinning*.

Eine Tatsache ist, dass Entziindungen
oder Fehlentwicklungen der Frucht zu
nach der Geburt sichtbare amniofotalen
Verwachsungen (Simonart’sche Béander)
fuhren konnen. Dieses sogenannte
Amniotische-Band-Syndrom  fihrt  zu
Dysmelien, die haufig die Extremitaten
betreffen (Walter et al., 1998, S.325).

In der Literatur wurde die therapeutische

Verwachsungen. (Medizinische Embryologie, T. W.
Sadler, Thieme Verlag) Anfang des 20. Jahrhunderts erwahnt.

1910 berichtete JW Davis in 550 Fallen von Transplantation humaner fetaler
Membranen auf menschlicher Haut (Davis, 1910, S.307). Drei Jahre spater nutzte
Stern die Amnionmembran als Deckmaterial auf verbrannten Oberflachen. Sabella,
der mit Stern arbeitete, wendete in 5 Féllen das Amnion als Deckung von

Ulzerationen der Extremitaten an, wobei beide weniger Infektionen, geringeres
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Schmerzempfinden und eine hdhere Reepithelialisierungsrate auf der traumatisierten
Hautoberflache beobachteten (Stern, 1913, S.973; Sabella, 1913, S.478).

Der Franzose Auguste Brindeau 1934 und der Ungar Karl Johann Burger 1937
verwendeten die Amnionmembran zur Auskleidung kinstlich gebildeter Scheiden
(Brindeau, 1934, S.385; Burger, 1937, S.2437). Burger, der in Budapest téatig und
spater den Lehrstuhl fur Geburtshilfe und Gynakologie in Wirzburg 1947 tbernahm,
vermutete nach histologischen Untersuchungen von Probeexzisionen aus dem
transplantierten Bereich einige Monate post transplantationem, dass das
Amnionepithel in der Lage sei, sich dem Scheidenepithel entsprechend, in ein
mehrschichtiges, nicht verhornende Plattenepithel umzuwandeln. Dieser Umstand
war zwar bei vielen Forschern umstritten, konnte aber damals nicht endgultig

beantwortet werden.

Fur die heutige Augenheilkunde maRgebend, aber lange Zeit bis Mitte der 90er
vergessen, stellte der Ungar Andrew de Ro6tth 1940 in seinem Artikel ,Plastic repair
of conjunctival defects with fetal membrane” die Nutzung der Amnionmembran als
Defektdeckung in der Augenchirurgie vor. In sechs Fallen von Symblepharose nach
Verbrennung des Auges, Veratzungen mit Phenol und Calciumcarbid und
Pemphigus transplantierte er das embryonale Gewebe auf die geschadigte
Konjunktiva (de Rotth A, 1940, S.522). Auch Sorsby und Symmons therapierten zu
dieser Zeit Verbrennungen des Auges zweiten Grades mit Amnionmembran (Sorsby
und Symmons, 1946, S.337).

Wahrend damals noch die Notwendigkeit bestand operativ, Kaiserschnitt und
Transplantation der Amnionmembran zeitlich miteinander zu verknipfen,
konservierte de Ro6tth die Membran in lauwarmer Locke Lésung fur bis zu 15
Stunden. Es ist nicht ganz klar ob de Ro6tth in seinen Studien vor der Transplantation
die Amnionmembran von der Chorionmembran trennte, so dass unklar bleibt, warum

in drei Fallen das Ergebnis der Heilung unbefriedigend war.

Neben der Neigung zur Schrumpfung und Ausbildung von Blutgefal3en konnte de
Rotth histologisch eine Ahnlichkeit des Amnionepithels zum Epithel der Konjunktiva
zwei und vier Monate nach Transplantation feststellen und sprach dem embryonalen

Gewebe die Eigenschaft zu, sich in konjunktivales Gewebe zu transformieren.
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Ahnliches konnte Endre Kubanyi berichten. Der, wie Burger, ebenfalls in Budapest
tatige Chirurg erweiterte die Indikation zur Amnionmembrantransplantation auf
traumatisch bedingte grof3e Hautdefekte (1941) und spater (1943) auf den Ersatz
von Darmserosa nach operativer Adhéasiolyse, um die zum lleus fiihrenden
Verwachsungen zu verhiten sowie Perforationen und eventuelle Fistelbildungen zu
vermeiden. Erstmals konservierte Kubanyi
die auf Glaszylinder gezogene Amnion
durch Tiefkihlung bei -2<C.

Dies entband den Chirurgen von der
zeitlichen und raumlichen Abhé&ngigkeit von
Sectiones  caesariae und  gewahrte
ausreichend Zeitraum fur die

infektiologische Untersuchungen des

Spenders.

Abb. 9 Die Amnionmembran wird auf einen . . .
Glaszylinder gezogen und zur Tiefkiihlung In histologischen Untersuchungen zeigte
bereitgestellt. (E. Kubanyi, Theoretische
Grundlagen zur Tiefklihlung, 1958, Zentralblatt fii
Chirurgie)

sich einige Wochen nach
Hautdefektdeckung eine Uberlagerung aus
mehrschichtigen Plattenepithel und eine enge histologische Beziehung zum
menschlichen Peritoneum bei Probeexzisionen nach Transplantationen auf die
Darmserosa und Peritoneum (Kubanyi, 1955, S.189 und Kubanyi 1959, S.223).

1992 gebrauchte Barlas in tierexperimentellen Studien die Amnionmembran als
intestinalen Patch fur 5 cm langen Defekte des lleums. Ab der 2. Woche entwickelte
sich eine Neomukosa, die nach 20 Wochen den kompletten Patch bedeckte. Nach
erfolgreichem Abschluss der Studie sollte die Amnionmembran bei angeborenem
Kurzdarm-Syndrom bei Neugeborenen eingesetzt werden (Barlas et al., 1992,
S.597). Als 1985 in Taiwan ein Mangel an Fremdhaut auftrat, nutze man die
Amnionmembran als Deckungsmaterial bei Verbrennungen, die spater mit Spalthaut
versorgt wurden. Die Chirurgen hielten sie fir einen adaquaten Ersatz, zumal die
Membran Vorteile in Bezug auf Schmerzlinderung, Hamorrhagie, bakterieller
Kontamination, Wundverhaltnisse, Sauberkeit, Verlust von Flissigkeit und Proteinen,
Reepithelisierung und Kosten fir Beschaffung und Lagerung zeigte (Lin et al., 1985,
S.374). 1986 veroffentlichte Vishwakarma eine Studie Uber eine amniotische

Arthroplastik. 28 Patienten, die an tuberkuléser Arthritis des Hiftgelenkes litten,
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wurden durch eine Athroplastik (Debridement des betroffenen Gelenkes) und
Interposition  einer mehrschichtigen  (multi-layered) Amnion-Kappe (50-60
Membranen) versorgt. Das Follow-up war 30 bis 48 Monate. Es zeigte sich eine fast
vollstdndige Regeneration des Gelenkes, sowie das Erreichen eines schmerzfreien

ausreichenden Bewegungsumfanges (Vishwakarma et al., 1986, S.68).

"

Abb. 10 Réntgenbild der linken Hift&- PraeoperativB- 20 Monate Postoperati@- 38 Monate postoperativ.
Darstellung einer radiologisch nachweisbaren dehélh Regeneration des Hiftgelenkes (G. K. Vishwakar
1986 J Bone Joint Surg Br)

Aufgrund dieser besonderen Eigenschaften der Basalmembran geriet die
Amnionmembran zunehmend in den Blickpunkt der Gewebe-Forscher. Es wurden
unter anderem neue Methoden zur Transplantation cornealer Endothelzellen auf
geschadigte Augen mit der Amnionmembran als zellulares Tragermaterial entwickelt
(Wencan et al., 2007, S.32). Durch dieses sogenannte ,tissue engineering* konnten
die Endothelzellen ihre Vitalitat und funktionellen Eigenschaften nach Transplantation
erhalten. Azindse lacrimale Driisenzellen konnten ebenfalls erfolgreich auf der
Amnionmembran kultiviert werden (Schrader et al., 2007, S.1699). Vielversprechend
sind ebenfalls Untersuchungen von Jin, der zunéchst Knorpelzellen auf der
Epithelzellenfreien (,denuded”) Amnionmembran kultiviert hat, um dann spéater
osteochondrale Defekte bei Kanninchen zu decken. So bildetete sich nach einigen
Wochen intakter hyaliner Knorpel auf der Defektzone (Jin et al., 2007, S.693).

Desweiteren wurde berichtet, das die extrazellulare Matrix der humanen
Amnionmembran ein effektives Konduit fir die Regeneration peripherer Nerven, in

Form eines biologisch abbaubaren Gerlistes mit einzigartigen biochemischen und
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mechanischen Eigenschaften darstellt. Das Ergebnis war durchaus mit dem von

autologen nervalen Interponaten vergleichbar (Mohammad et al., 2000, S.660).

K.S. Bankiewicz implantierte Amnion in den Nucleus caudatus von Primaten. Er
konnte nachweisen, dass das Amnion einen Faktor produziert und sezerniert, das
den Auswuchs von Neuriten induziert und férdert (Bankiewicz, 1994, S.869). Diese
Beobachtung konnte in immunologischen und molekularen Studien durch
Sakuragawa et al. weiter aufgeschlisselt werden. Sakuragawa postulierte, dass die
Amnionmembran eine besondere Bedeutung in der frihen Phase der embryonalen
neuronalen Entwicklung einnimmt. Er konnte die Synthese und Freisetzung vom
neurotrophen Faktor Neurotropin 3, nerve growth Faktor (Uchida et al., 2000, S.585),
Activin, Acetylcholin und Katecholaminen, hier u.a Dopamin und seinen priméren
Metabolit 3,4-Dihydroxyphenylsaure (Elwan MA und Sakuragawa N, 1997, S.3435),
wie auch die Expression von mRNA, die Dopamin-Rezeptoren und Dopamin-
transporter kodieren, immunologisch nachweisen (Sakuragawa et al., 2001, S.20). In
kultivierten humanen Amnionepithelzellen zeigte er eine positive Immunreaktivitat in
Bezug auf Vimentin, einem intermediaren Filament, neurofilamentare Proteine,
mikrotubulér-assoziierte Proteine 2 (MAP2), die hauptsachlich in Dendriten und
Axonen vorkommen (Shafit-Zagardo et al., 1999, S.149), gliale fibrilldse azintse
Proteine, die vor allem in Gliazellen und Astrozyten vorkommen (Bongcam-Rudloff et
al.,, 1991, S. 1553), Myelin Proteine und Galactocerebroside. Diese Daten sind
Indikatoren flr eine mogliche Pluripotenz der humanen Amnionepithelzellen, die sich
damit mit Eigenschaften von Neuronen, Astrozyten und Oligodendrozyten
auszeichnen (Sakuragawa et al., 1996, S.9). In vivo Studien an Ratten konnten die
neurotrophe Wirkung der Amnionepithelzellen bestéatigen. Hierzu wurden unilaterale
nigrostriatale L&asionen im Rattengehirn durch intrastriatale Infusionen mit 6-
Hydroxydopamin produziert. Die Tiere, die zuvor humane Amnionepithelzellen
implantiert bekommen hatten, zeigten eine deutlich bessere Uberlebensrate nigraler
dopaminerger Neuronen als nicht transplantierte Tiere (Kakishita et al., 2003, S.48).
Weitere Untersuchungen konnten darstellen, dass die Amnionepithelzellen Enzyme
sezernierten, die bei Patienten mit lysosomaler Speicherkrankheit fehlten (Adinolfi M
und Akle CA, 1982, S.325). In Hinblick auf diese Erkenntnisse therapierte Bruna
Scaggiante 1983 erfolgreich einen Patienten mit der Niemann-Pick Krankheit
(Sphingomyelinlipidose, autosomal rezessiv vererbter Enzymdefekt, der zu

Speicherung von Sphingomyelin in Organen fihrt), indem sie die humane
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Amnionmembran wiederholt in einem subkutanen Thoraxpouch implantierte
(Scaggiante et al., 1987, S.59).

Betrachtet man diese Ergebnisse auf der molekularen biochemischen Ebene

ergeben sich folgende besondere Eigenschaften.

2.5 Besondere Eigenschaften

Immuntoleranz, Forderung der Epithelialisierung, antiinflammatorische,
antiangiogenetische, antifibroblastische und antimikrobielle Eigenschaften zeichnen

die Amnionmembran aus.

2.5.1 Immuntoleranz

Wahrend der Schwangerschaft kann der Fetus immunologisch als ,semiallogenes
Transplantat® betrachtet werden. Zwar besteht kein direkter Kontakt zwischen
mutterlichen und kindlichen Gewebe, wohl aber eine maternale-fetale Schnittstelle,
die Plazenta. Hier dringen vom fetalen Gewebe stammende extravillose
Zytotrophoblasten in die Decidua basalis ein und treffen auf maternale Immunzellen,
wie die natirlichen Killerzellen, T-Zellen und Makrophagen (Le Bouteiller, 1999,
S.223). Dennoch wird der Fetus von der Mutter toleriert und eine Toleranz fur die
teilweise vom Vater abgeleiteten Antigene entwickelt. Die Mechanismen, die diese
Immuntoleranz erkléren, sind bis heute nicht vollstdndig entschlisselt, aber spielen
HLA-G, HLA-E und der Fas Ligand eine gewichtige Rolle fir den erfolgreichen

Ausgang der Schwangerschatft.

In einer im Lancet 1981 veroffentlichten Studie untersuchten Akle C. A. und Adinolfi
M. die Immunogenitdt humaner Amnionmembran. Es zeigte sich, dass humanes
Amnionepithel keine HLA- A, B, C und DR Antigene oder 32- Mikroglobuline
exprimiert. Daraufhin implantierten sie die Amnnionmembran in das subkutane
Fettgewebe des Oberarms von sieben Probanden. Als Ausdruck der
Entzindungsreaktion wurde nach Entnahme des transplantierten Bereiches (16, 30,

33 und 54 Tage post implantationem) histologisch das Vorkommen von Lymphozyten
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und Plasmazellen untersucht, die hier ein unterschiedlich starkes Auftreten bei den
verschiedenen Probanden unabhéngig vom Zeitraum zeigten. Auch eosinophile
Zellen, Makrophagen, Fremdkdrperzellen und einige Epitheloid- Zellen waren zu
sehen. Auffallend war und damit als Zeichen fir eine fehlende akute
Absto3ungsreaktion, dass Akle und Adolfini keine Nekrose, Vaskulitis oder
polymorphkernige Zellen und im Serum keine HLA-Antikérper fanden (Akle, 1981,
S.1003; Adinolfi und Akle, 1982, S.325).

In immunhistochemischen Untersuchungen

: konnte Kubo et al. in der Amnionmembran

- i Fas Ligand (FasL) positive Zellen
:?ti?mp‘:ylw ﬁiﬂé‘iﬁ? nachweisen (Kubo et al., 2001, S.1539). Als
Typ I Membranprotein gehort FasL zur
TNF  (Tumor-Nekrose-Faktor) - Familie
(Suda, 1993, S.1169), welches mit Fas oder

) Apoptose APO-1 oder CD95 ein Typ |

Membranprotein mit struktureller

Zugehorigkeit zu der Tumor Nekrose Faktor

(TNF) Rezeptorfamilie interagiert
(Yonehara, 1989, S.1747). Das Fas-
|':>Apoptose Transmembranmolekiil induziert uber

Fas-Ligand der Fas- Vernetzung mit dem Fas-Liganden, der von

immunpriviligierten Transmembranmolekil
Zelle des T-Lymphozyten

CD8* - zytotoxischen T- Zellen exprimiert

Abb. 11 Der Fas Ligand, der vom T-Lymphozytenwird, den Zelltod Uber Apoptose, so dass
exprimiert wird, 16st bei Interaktion mit dem Fas . . .
Transmembranmolekil, das von allen Zellen ~ durch die Interaktion Fas- FasL das Signal
exprimiert wird, die Apotose der Fas
exprimierenden Zelle aus. Da die
Amnionmembranepithelzelle ebenfalls Fas-
Liganden exprimiert kann diese bei Interaktion mi
einem Fas exprimierenden T-Lymphozyt, die Fas auch von den T-Zellen selbst
Apoptose des T-Lymphozyten induzieren.

(Demtréder CRD 2010) exprimiert.  Und da immunprivilegierte

fur die Apoptose in der Fas exprimierenden
[Zelle gegeben wird. Interessanterweise wird

Gewebe wie die Cornea, Testis, Uterus,
Plazenta und wie oben erwéhnt selbst die Amnionmembran den Fas-Liganden
exprimieren koénnen, werden die Lymphozyten selbst fir die FasL vermittelte
Apoptose empfanglich (Griffith, 1995, S.1189).
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Auch die Klasse Ib Antigene HLA-G und HLA-E konnten in der Amnionmembran
nachgewiesen werden (Houlihan, 1995, S.5665). T-Lymphozyten erkennen uber
ihren T-Zell-Rezeptor (TCR) Antigene in prozessierter Form. Die unterschiedlich
langen Antigene, meist Peptide aus 8-25 Aminosduren, werden von
Oberflachenmolekilen, den humanen Leukozytenantigenen (HLA) auf allen
kernhaltigen Zellen dargeboten. Der Genort, der fir diese Proteine kodiert, wird als
.-major histocompatibility complex* (MHC, Haupthistokompatibilitatskomplex)
bezeichnet. Die kodierten Proteine werden als MHC-Molekile oder HLA bezeichnet.
Man unterscheidet MHC-Klasse la, (HLA-A, -B, -C), MHC-Klasse Ib (HLA-G, -E, -H, -
CD1) und MHC- Klasse Il (HLA-DR, -DP und DQ), die sich hinsichtlich ihrer Struktur,
Funktion und Verteilung auf den Zellen unterscheiden (Engelhard, 1994, S.181).
HLA-Klasse la Strukturen bilden mit Peptiden endogenen Ursprungs einen Komplex
und werden von den Zellen (ausgenommen der Epithelzellen der Amnionmembran,
S.0.) in hoher Dichte exprimiert. T- Lymphozyten binden an die HLA- la Molekule und
induzieren, falls virale, fremde oder veranderte Peptide erkannt werden, eine
Immunreaktion (Shimonkevitz, 1984, S.2067).

Wahrend fur HLA- la- Molekule der grol3e Polymorphismus charakteristisch ist, sind
von HLA- Ib Molekulen bisher nur wenige Allele beschrieben worden (Marsh, 2004,
S.301 und Marsh, 2006, S.537). Die oligomorphen Molekile werden auf der
Zelloberflache in nur geringer Dichte exprimiert und gelangen nur in bestimmten
Geweben zu einer Expression. Das Klasse Ib Antigen HLA-G und HLA-E werden
neben der Amnionmembran unter anderem auch in groBer Zahl auf
Zytotrophoblasten der Plazenta exprimiert. Eine Funktion besteht darin maternale
immunologische Reaktionen auf die vererbten vaterlichen MHC- Molekile des Feten
zu unterdricken oder zu verhindern (Le Bouteiller, 1999, S.223). HLA-G induziert
Uber Bindung an CD8 die Apoptose aktivierter CD8*- T-Zellen (Fournel, 2000,
S.6100). Desweiteren konnte nachgewiesen werden, dass HLA-G die Antwort
Antigen-spezifischer Lymphozyten inhibiert, die Funktion nattrlicher Killerzellen (NK)
vermindert und einen Einflul3 auf die Proliferation von Lymphozyten zu haben scheint
(Le Gal, 1999, S.1351; Riteau, 1999, S.203). Die biologische Funktion von HLA-E ist
bis dato wenig erforscht. Einige Studien berichten, dass HLA-E die Aktivitat
naturlicher Killerzellen (NK) und T- Zellen inhibiert, indem es an einen ,Killer inhibitor
receptor* (KIR) bindet. Zu dieser Rezeptorfamilie gehort der inhibitorische humane
NK Zellrezeptor (NKR) CD94-NKG2A, der sowohl von NK- Zellen als auch von CD8-
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T-Zellen exprimiert wird (Borrego, 1998, S.813; Braud, 2003, S.162). Die Bindung
dieses Rezeptors an eine HLA-E exprimierende Zelle induziert eine Inhibition der
Lyse und unterdriickt die Sekretion von Zytokinen aus den CD94-NKG2A
exprimierenden Zellen (Le Drean, 1998, S.264).

2.5.2 Antiinflammatorische Eigenschaft und Immunpri vileg

Immunreaktionen spielen an der Fruchtblase ebenso wie im Gesamtorganismus eine
wichtige Rolle. Humorale und zellulare Immunreaktionen finden analog zu anderen
Organsystemen auch hier statt. Doch gewéhrleisten funktionelle und anatomische
Besonderheiten der Amnionmembran einen ausreichenden Schutz des Fetus bei
gleichzeitiger Minimierung inflammatorischen Begleitschadens. Dieses Phanomen
des Immunprivilegs ermoglicht ein verlangertes Uberleben von histoinkompatiblem
Gewebe in gewissen Orten des Organismus. Zu diesen immunpriviligierten Organen
zahlen das Auge, das Cerebrum, die Haarfollikel, endokrine Organe (Schilddrise,
Ovarien, Testes, Nebenniere), Leber, das Knorpelgewebe und die feto-plazentare
Einheit (Grisanti, 1998, S.124).

Der antiinflammatorische Effekt wird durch Suppression verschiedenster
Populationen inflammatorischer Zellen, wie CD3+ T-Zellen, CD11b+ Neutrophile
Granulozyten und F4/80+ Makrophagen erreicht (Heiligenhaus et al., 2001, S.1969).

So finden sich Inhibitoren von Matrixmetalloenzymen, die ,tissue inhibitor of
metalloproteinases” (TIMP-1, TIMP-2 TIMP-3), eine reduzierte Expression von den
Matrixmetalloproteasen MMP-2, -8 und -9, Interleukin- 10, welches die Immunantwort
reduziert und die Entzindungsreaktion unterdriickt (D"Andrea et al., 1993, S.1041;
Borish, 1998, S.293; Heiligenhaus, 2005, S.4079), Interleukin-1
Rezeptorantagonisten (IL-1RA), als naturlich vorkommende Inhibitoren der
Interleukin-1- Wirkung und damit hemmende Faktoren auf die Immunantwort und
septische Geschehen (Dinarello, 1992, S.119) und die physiologischen Inhibitoren
Endostatin, welche Uber direkte Hemmung der Endothelzellproliferation die
Angiogenese und das Tumorwachstum inhibieren (Ferrara et al., 1999, S.1359), in
der fetalen Membran (Hao et al, 2000, $S.348). Die hochpotenten
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proinflammatorischen Proteine Interleukin-1a und Interleukin- 13 werden vor allem
von der stromalen Matrix auf mRNA- und Proteinebene supprimiert, wahrend das
Zytokin IL-1RA hochreguliert wird (Solomon et al., 2001, S.444). Ein anderer
antiinflammatorischer Effekt wird 0Uber die Downregulation antiapoptotischer
Signalwege erreicht. Hierdurch werden in der stromalen Matrix aktivierte

Makrophagen zur Apoptose bewegt (Li et al., 2006, S.657).

Ein weiterer wesentlicher Bestandteil zur Reduktion der Inflammationsreaktion bildet
Hyaloronsaure. Sie ist ein Glycosaminoglycan mit hohem Molekulargewicht, welche
in hohen Mengen in der Amnionmembran zu finden ist. Hyaloronséaure wirkt als
Ligand fur CD44, welches auf inflammatorischen Zellen, insbesondere auf
Lymphozyten, exprimiert wird und damit einen wichtigen Einfluss auf die Adh&sion
der inflammatorischen Zellen an das Stroma der Amnionmembran hat (Higa et al.,
2005, S.715).

Und noch ein weiteres Molekll limitiert die zellulare Abwehrreaktion, das SLPI
(secretory leucocyte protease inhibitor). Dieses Protein konnte ebenfalls in der
Amnionmembran, aber auch in inflammatorischen Zellen selbst nachgewiesen
werden, welches in diesem Zusammenhang als selbstlimitierender Faktor, im Sinne
einer intrinsischen Feedback Inhibition, die Aktivitdt von Mastzellen, Leukozyten und
Makrophagen runterreguliert (Williams, 2006, S.21). Uber die weiteren Eigenschaften

des Proteins werde ich spater eingehen.

Es liegt nahe, dass diese biomolekularen Eigenschaften zum Schutze des
ungeborenen Lebens bis zur Geburt von grol3er Bedeutung sind, denn die Erhaltung
der Integritat der Amnionhdhle, damit die Hemmung endogener Proteasen oder
Proteasen, die bei Entziindungen von infiltrierenden Leukozyten freigesetzt werden,
verhindert eine vorzeitige Ruptur der fetalen Membran bzw. der Fruchtblase und

schutzt den Embryo vor einer Gberschiessenden Immunantwort.

2.5.3 Antifibroblastische Eigenschaft

Die Narbenbildung stellt den regelhaften Endpunkt der postnatalen Wundheilung dar.
Sie lasst sich in zwei Kompartimente unterteilen. Zum einem das Knochenmark,

welches Uber zahlreiche Signalwege, Zytokine und Wachstumsfaktoren angeregt
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wird, woraufhin es BMD EPCs(bone marrow-derived endothelial progenitor cells) und
andere Progenitor- und Stammzellen, die in der Heilungskaskade involviert sind,
freilasst (Asahara et al., 1997, S.964).

Und zum anderen die Wunde selber, welche Uber lokale Faktoren angrenzende
Zellen zur Angiogenese, Epithelialisierung und Fibrosierung und rekrutierte BMD
EPCs zur Vaskulogenese stimuliert. Viele weitere Stufen des Wundheilungsprozess
ergeben einen komplexen Vorgang, der die Kontrolle Uber Kontamination und
Infektion, Regeneration der Gewebematrix, Angiogenese, Wundkonstriktion und

Reepithelialisierung mit einschliesst.

Es stellt sich die Frage wie dieses empfindliche System wahrend der
Schwangerschaft veradndert wird, denn es kommt zu keiner Narbenbildung bei
Verletzungen des Kindes im Mutterleib. Eine Antwort auf diese Frage ist noch nicht
vollstadndig gefunden, doch weisen vor allem die Arbeiten von Scheffer Tseng und
vieler anderer folgenden Arbeitsgruppen der Amnionmembran eine wichtige Rolle im
praenatalen Wundheilungsprozess und damit der gunstigen Eigenschaften der

Amnionmembrantransplantation zu.

Tseng konnte 1999 in in vitro Studien mit cornealem Gewebe und Fibroblasten eine
reduzierte Narbenbildung durch eine effektive Suppression von TGF-3 (Transforming
growth factor-3) nachweisen (Tseng, 1999, S.325). Von dieser Proteinfamilie sind
bisher drei Isoformen auf genetischer Ebene identifiziert worden, das TGF-B1, TGF-
B2 und das TGF-B3 (Khalil, 1999, S.1255). Sie regulieren die Proliferation,
Differenzierung und Apoptose von Zellen, die Entzindung, Wundheilung,
Narbenbildung, Angiogenese und Bildung extrazellularer Matrixproteine (Letterio,
1998, S.137; Rahimi, 2007, S.593). Je nach Zielzelle und TGF-B Rezeptor werden
unterschiedliche Reaktionen ausgelost. Sie konnen bei Epithelzellen ein
Wachstumstopp hervorrufen und deren Apoptose induzieren (Kim, 2004, S.2356).
Oder aber sie leiten die Transdifferenzierung epithelialer Zellen in mesenchymale
Zellen, die sogenannte epitheliale-mesenchymale Transition (EMT) ein, welche fir
den Wundheilungsprozel3 nétig ist (Saika, 2004, S.651). Ebenso regt TGF-B die
Proliferation der Fibroblasten und deren Differenzierung in Myofibroblasten an (Kay,
1998, S.286; Khalil, 2005, S.43000). Die Myofibroblasten wiederrum gelten als
Schlusselmediator fir die Produktion der extrazellularen Matrix (Phan, 2002, S.286).

Lee et al. konnte zeigen, dass die Amnionmembran die TGF-B Signalkaskade
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unterbricht, indem sie die Transkription von TGF- und deren TGF-B Rezeptoren in
den Fibroblasten unterdrtickt (Lee, 2000, S.325). Vor allem die stromale Matrix der
Amnionembran besitzt hier einen wesentlichen Einflu3 auf diesen antifibrotischen
Effekt (Solomon, 2005, S.941). Weitere Studien konnten sogar zeigen, dass das
Stroma l6sliche Faktoren beinhaltet, die bereits differenzierte Myofibroblasten wieder
in Fibroblasten differenzieren lasst (Li et al., 2008, S.657).

2.5.4 Antiangiogenetische Eigenschaft

Wahrend der Embryogenese beginnen Hamangioblasten zu proliferieren und in
avaskulare Regionen zu migrieren. Sie bilden ein primitives Netzwerk aus grof3en
und kleineren GefalRen. Diese de novo Synthese oder Vaskulogenese wird im Laufe
der Entwicklung durch den Anschluss eines zweiten Netzwerkes erweitert und bis ins
kapillare System ausdifferenziert. Dieser Prozel3 wird als Angiogenese bezeichnet.
Die Angiogenese unterliegt einem strikt kontrollierten ausbalancierten System.
Zahlreiche l6sliche Wachtumsfaktoren, Inhibitoren, Zytokine und Proteasen, sowie
extrazellulare Matrixproteine und Adhesionmolekile bestimmen den Ablauf (Distler,
2003, S.149). Sie losen eine Vasodilatation aus, erh6hen die Gefal3permeabilitat fir
Endothelzellen und initiieren die Angiogenese. Angiogenetische Stimulatoren, wie
der vaskulare endotheliale Wachstumsfaktor VEGF, fordern die Proliferation und
Migration endothelialer Zellen, andere angiostatische Faktoren, wie der Pigment
epithelium-derived factor (PEDF) oder Angiostatin inhibieren hingegen die
Proliferation des Gefal3endothels und verhindern die Ausbildung neuer Blutgefalie
aus dem bereits bestehendem Blutgefal3system (Dvorak, 1995, S.1029; Cornelius,
1998, S.6845). Dieses empfindliche Gleichgewicht wird physiologisch wahrend der
Schwangerschaft, dem Wachstum, oder im Zuge pathologischer Ereignisse wie
Entzindung, Wundheilung oder Tumorwachstum zugunsten der Angiogenese
verschoben. Die Amnionmembran hingegen zeigt bereits makroskopisch im Falle der
Transplantation auf das Auge bereits antiangiogenetische Eigenschaften, was auf
molekularer Ebene in immunhistochemischen und RT-PCR-Methode bestétigt

werden konnte.

Yanxia Hao wies mittels RT-PCR in epithelialen und mesenchymalen Zellen der

Amnionmembran die codierende mRNA fir das an der Basalmembran lokalisierte
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Proteoglykan Endostatin und fur das multifunktionale Matrixprotein Thrombospondin-
1 nach (Hao et al., 2000, S.348). Endostatin gilt als potenter physiologischer
antiangiogenetischer Faktor, der sowohl die endotheliale Zellproliferation, die
Angiogenese als auch Matrixmetalloproteinasen inhibiert (O'Reilly, 1997, S.277).
Thrombospondin-1 hemmt in vivo die Proliferation, Migration und die kapillare
Morphogenese endothelialer Zellen und inhibiert auf diesem Wege unter anderem
das Tumorwachstum (DiPietro, 1994, S.178). Auch der entscheidende
supprimierende Faktor der Neovaskularisation am Auge PEDF konnte in der fetalen
Membran sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene identifiziert werden (Shao,
2004, S.1758). Bevor die Endothelzellen aus den preformierten Gefalien
auswachsen konnen, missen die Basalmembranen degradiert, murale Zellen
entfernt und das perivaskulare Stroma verandert werden. Hier wirken unter anderem
die Matrixmetalloproteinasen (MMPs) und deren Gegenspieler, die TIMP (Tissue

inhibitor of metalloproteinase).

TIMPs reprasentieren eine Familie von multifunktionalen Proteinen im menschlichen
Gewebe und spielen eine zentrale Rolle in der Regulation des Metabolismus der
extrazellularen bzw. extravasalen Matrix. Sie haben Einflu auf die Inhibition der
Angiogenese, Gefalieinsprossung und des Tumorwachstums, der Tumorzellinvasion
und der Tumormetastasenbildung. Eine wesentliche Funktion ist die Inhibition und
reduzierte Expression der Matrixmetalloproteasen MMP-2,-8,-9 (Hao et al., 2000,
S.348). TIMPs werden in grossen Mengen von der Amnionmembran exprimiert und
sezerniert (Ma, 2005, S.56; Heiligenhaus, 2005, S.4079).

2.5.5 Antimikrobielle Eigenschaft

Das Immunsystem besteht aus einem unspezifischen, naturlichen und einem
adaptiven, spezifischen Teil. Beide erganzen, verstarken und regulieren sich

gegenseitig.

Die angeborene natirliche Immunitat ist in der Lage, Mikroorganismen vor oder nach
deren Eintritt in das Gewebe zu eliminieren. Dies geschieht noch bevor gentgend
Antigene vorhanden sind, um eine adaptive Immunantwort mit hoher
inflammatorischer Potenz hervorzurufen. Im Bezug auf den Schutz der Frucht im

Mutterleib durch die fetale Amnionmembran sind besonders drei Proteingruppen des
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archaischen unspezifischen Immunsystems hervorzuheben: die B-Defensine, SLPI

(secretory leucocyte protease inhibitor) und die Histone.

B-Defensine sind antimikrobielle Peptide, die sowohl von der Haut, der Mukosa als
auch von der Amnionmembran sezerniert werden. Man unterscheidet drei epitheliale
B-Defensine, humanes B-Defensin-1(hBD-1), hBD-2 und hBD-3. HBD-1 und hBD-2
zeichnen sich durch eine bakterizide Wirkung gegen gramnegative, hBD-3 vor allem
gegen grampositive Bakterien aus (Scott, 2000, S.407; Harder, 2001, S.5707).
Insbesondere das [(3-Defensin konnte in der Amnionmembran nachgewiesen
werden (Buhimschi, 2004, S.1678), aber auch die mRNA der humanen B-Defensine
hBD-1 und hBD-2 nach Stimulation mit dem hochwirksamen Entziindungsmediator
Interleukin-13 (IL-1B) wird in den Amnionmembranepithelzellen vermehrt exprimiert
(Stock, 2007, S.255).

Das bereits o0.g. Protein SLPI wird von der Mukosa und Epithelzelle des
Respirationstraktes, Gastrointestinaltraktes und des Amnionepithels exprimiert. Eine
wichtige Funktion des Proteins ist der Schutz des Gewebes vor einer schadlichen
Entzindungreaktion. Es inhibiert die Proteasen Kathepsin G, Elastase und Trypsin
neutrophiler Granulozyten, die Aktivitdit der Matrixmetalloproteinasen und die
Makrophagen-Antwort auf bakterielle Lipopolysaccharide (Doumas, 2005, S.1271).
SLPI zeigt in in vitro und in vivo Studien eine breite antibiotische Wirkung, unter
anderem gegen Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis und Gruppe A
Streptokokken (Fahey, 2002, S.1606; Hiemstra, 1996, S.4250). Eine weitere Studie
von Tomee et al. bescheinigte SLPI eine antifungale Aktivitdt gegen die pathogenen
Pilze Aspergillus fumigatus und Candida albicans (Tomee, 1997, S.740). SLPI
scheint ebenso ein wichtiger Faktor fur die Blockierung einer HIV-1 Transmission
Uber orale Sekrete zu sein (Shugars, 1999, S.70). Der genaue antivirale
Mechanismus und ob SLPI auch eine entscheidene Rolle spielt, die HIV-Infektion
des Fetus durch die Mutter wahrend der Schwangerschaft zu verhindern, sind bis

dato nicht geklart.

Eine weitere Proteinfamilie des natlrlichen Abwehrsystems stellen die Histone dar.
Sie zeichnen sich durch eine antimikrobielle und Endotoxin-neutralisierende Aktivitat
aus (Kim, 2000, S.3268). Die Histone H2A und H2B werden im Zytoplasma von
Synzytiotrophoblasten und Amnionzellen exprimiert und das Protein H2B von den

Amnionepithelzellen sezerniert (Kim, 2002, S.2356). Sie stellen eine wirksame
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Barriere gegen eine plazentare Penetration durch Bakterien dar und schiitzen den

Fetus vor Endotoxin- bzw. Lipopolysaccharid-positiven gramnegativen Bakterien.

In weiteren Studien konnte die Wirksamkeit gegen Staphylococcus saprophyticus,
Enterococus faecalis, Pseudomonas aeroginosa, Acinetobacter calcoaceticus und
Lactobacillus Spezien nachgewiesen werden (Kjaergaard, 2001, S.224). Mencucci
nahm eine Idee von Kim et al. auf, die Amnionembran als Trager fur antiinfektiose
Medikamente zu nutzen. Er erweiterte die natirliche antimikrobielle Eigenschaft und
das Wirkspektrum der Amnionmembran, indem er die Membran mit Antibiotika
behandelte. Es stellte sich heraus, dass die Struktur der Membran erlaubt, das
Antibiotikum aufzunehmen und bei bakterieller Exposition freizulassen. Der
antibakterielle Effekt konnte in vitro Uber mehrere Tage beobachtet werden
(Mencucci, 2006, S.428).

Es wird deutlich, dass die Amnionmembran bzw. die erhdhte Konzentration
amnionaler (B-Defensine, SLPI und Histone ein wichtiger Faktor des naturlichen
Immunsystems darstellt, invasive Mikroorganismen abzuwehren und eine

UberschieRende Reaktion der spezifischen Immunantwort zu verhindern.

2.5.6 Epithelialisierung

Neben der Unterdrickung der Narbenbildung fordert die Amnionmembran
gleichzeitig die Epithelialisierung, was die humane Amnionmembran zu einem
idealen Gewebe zur Deckung cornealer Defekte macht. In zahlreichen Studien
sowohl tierexperimentell als auch am menschlichen Auge konnte eine gute und
rasche Epithelialisierung der Defekte durch die Transplantation humaner
Amnionmembran erreicht werden (Gris et al., 1999, S.82; Ivekovic et al., 2005,
S.297; Jain und Rastogi, 2004, S.1251; Siennicka et al., 2003, S.41).

Ein wesentlicher Bestandteil ist das Lumican. Dieses Glycoprotein moduliert die
epithelialen Zellen wéhrend der Wundheilung und dient als Komponent der
extrazellularer Matrix (Yeh et al., 2005, S.479). Es fordert die corneale epitheliale

Zellmigration und Zellproliferation (Seomun und Joo, 2008, S.221).

Desweiteren sezerniert die Amnionmembran einen epidermalen Wachstumsfaktor

(EGF), einen Hepatozyten Wachstumsfaktor (HGF) und einen Keratinozyten
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Wachstumfaktor (KGF), die das Epithelzellwachstum stimulieren (Casey und
MacDonald, 1997, S.3319; Sato et al., 1998, S.428; Koizumi et al., 2000, S.173).

Junge Frauen mit cervikaler und vaginaler Agenesie wurden durch eine
Zervicoplastik und Vaginoplastik mit Amnionmembran behandelt. Es zeigte sich eine
exzellente Epithelialisierung und Durchgéangigkeit der Zervix und Vagina (Mhaskar,
2005, S.123). Auch konnte durch die Anwendung der Amnionmembran eine schnelle
Re-Epithelialisierung von Ektropien der Portio erreicht werden (Balbi und Balbi, 1989,
S.145). Appliziert man die Amnionmembran auf Verbrennungen II-lll° der Haut
konnte man nach Entfernung der Membran eine epithelialisierte Oberflache
beobachten (Branski et al., 2007, S.393).

Das Amnion agiert gleichsam einer Basalmembran und erleichtert damit die
Migration und verstarkte Adhasion der Epithelzellen (Sonnenberg et al., 1991, S.907,
Khodadoust et al., 1968, S.339). Es fordert die epitheliale Differenzierung (Meller und
Tseng, 1999, S.878) und unterdrickt die epitheliale Zellapoptose (Boudreau et al.,
1991, S.1383 und Boudreau et al., 1996, S.3509).
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Tab.: Effekte der HAM auf Zytokine, Wachstumsfaktoren, Entziindungsreaktion, Neovaskularisierung

und Fibrosierung

Effekt/Aussage Methode Autor
Suppression von TGF-31,-32,-3 Kultivierung cornealer und  Tseng SCG et
und TGF-B8 Typ Il Rezeptor mRNA Transkripte limbaler Fibroblasten auf ~ al. 1999

und TGF-R1 und -R2 Proteinlevel

Suppression der Fibroblasten-zu-Myofibroblasten
Differenzierung

Expression von HLA-G und Fas ligand,
humane Amnionmembran ist ein
immun-priviligiertes Organ

Anti-inflammatorischer Effekt durch Suppression
von CD3+ T-Zellen, CD11b+ Neutrophile und
F4/80+ Makrophagen

Reduzierte Expression von MMP-2, -8, -9
und gesteigerte Expression von TIMP-1 und
TIMP-2

Expression antiangiogenetischer und
antiinflammatorischer Proteine IL-1RA,IL-10,
TIMP 1-4, KollagenXVIIl, Thrombospondin-1,
Endostatin

Stabilisierende Wirkung auf humane corneale
Keratinozyten in Kultur

der stromalen Seite der
Amnionmembran

Kultivierung cornealer und
limbaler Fibroblasten auf
der stromalen Seite der
Amnionmembran

Monoklonale Antikdrper
gegen HLA der Klasse |
und Il und Fas Ligand +
histologische und
immunbhistologische
Untersuchung der
Immunreaktion bei
cornealer, limbaler und
unter der Nierenkapsel
gelegener Transplantation

Immunhistochemische
Analyse inflammatorischer
Zellen auf der Cornea mit
nekrotisierender Keratitis
nach AMT

Immunhistochemischer und
Western-Blot Nachweis von
MMPs und TIMPs in
cornealen Proben

Immnunhistochemische
und RT-PCR RNA
Analysen an der
Amnionmembran

Nachweis von Keratokanen
humaner cornealer
Keratinozyten in einem
Serum-Kulturmedium

Tseng SCG et
al. 1999

Kubo M et al.
2001

Heiligenhaus
et al. 2001

Heiligenhaus
et al. 2005

Hao Y et al.
2000

Espana EM et
al. 2003




Seite B2

Inhibition der Neovaskularisierung durch
Expression von PEDF auf mRNA und Proteinebene

in der Cornea

Antiangiogenetischer Effekt auf humanen
Endothelzellen der Umbilikalvenen v.a.

durch Endostatin

Beschleunigung der Wundheilung cornealer Defekte
durch einen hohen Anteil an I6slichem Lumikan

Glykoprotein in der HAM

Wachstumsfaktoren EGF, TGF-a, KGF, HGF, bFGF,
TGF-B1, -B2 fordern die Epithelialisierung

Adhesion und Apoptose-Induktion polymorpher

mononukle&rer Leukozyten

Suppression der Myofibroblastischen Differenzierung
und Expression MMP-2, MMP-9

Kultivierung von humanen
umbilikalvenen
Endothelzellen auf HAM
mit folgender Western Blot
und immunhistochemischer
Analyse der PEDF
Konzentration und RT-PCR
fur die mMRNA- und DNA-
Bestimmung

Quantifizierung von TIMP-

1, TSP-1,PEDF und
Endostatin mittels ELISA-
Assay

Zwei-dimensionale und
SDS Gelelektrophorese,
und Western Blot Analyse
mit Anti-Lumikan AK

RT-PCR und ELISA
deepithelialisierte und
native HAM

Elektronenmikroskopie und
HE-Farbung

Immunhistochemische
Beobachtungen mittels
Antikorper gegen a-SMA,
Vimentin, MMP-1, MMP-2
und Membran-Typ I-MMP

Shao C et al.
2004

Ma DHK et al.
2004

Yeh LK et al.
2005

Koizumi NJ et
al. 2000

Park WC und
Tseng SCG
2000

Takahashi et
al. 2007




Seite B3

2.6 Konservierung und Utilisarisierung der Amnionme mbran

Fur den klinischen Gebrauch sollte die Amnionmembran leicht verfugbar, tber eine
gewisse Zeit lagerbar, frei von Kontaminationen und biologischen Degenerationen

sein.

Von Adds 2001 durchgefuihrte bakteriologische Untersuchungen zeigten, dass die
Amnionmembran bereits bei Entnahme nicht steril ist, gleich ob sie von vaginalen
Geburten oder von Kaiserschnittgeburten gewonnen wurde. Dabei ist das
Kontaminatitionsrisiko mit pathogenen bakteriellen Keimen bei vaginalen
Entbindungen grof3er als bei elektiven Sectiones caesareae (Adds et al., 2001,
S.228). Dennoch geht man von einem geringen Infektionsrisiko fur den Empfanger
aus, so dass bestimmte Sterilisationverfahren, wie die fir die Amnionmembran in
ihrer biologischen Funktion vertretbaren Bestrahlung mit 25 kGy, nicht notwendig
sind (Singh et al., 2006, S.505).

Anderungen in der biologischen Funktion bilden den limitierenden Faktor der
Haltbarkeit und héngen unmittelbar mit der Konservierungsmethode zusammen.
Studien zeigen, dass die Amnionmembran aseptisch bei 4C in 0,5% Silbernitrat
Losung, in 20%iger Glycerin Lésung oder in steriler Salzldsung bis zu 6 Wochen
lagerbar ist (Haberal et al., 1987, S.159; Colocho et al., 1974, S.370; Robson und
Krizek, 1973, S.144). Gefrorenes Amnion kann bei -70 bis -90C bis zu 6 Monaten
gelagert werden (Ramakrishnan und Jayaraman, 1997, S.33). Konserviert man die
Amnionmembran in 85%iger Glycerin Losung bei 4C zeigt sie auch nach Uber
einem Jahr keine biologischen Veranderungen gegentber frischer Amnion (Maral et
al., 1999, S.625).

Heute wird meist frische Amnionmembran und kryokonservierte Amnionmembran
genutzt, aber auch gefrorene (Colocho, et al., 1974, S.370), getrocknete, bestrahlte
(Rao und Chandrasekharam, 1981, S.891; Singh et al, 2006, S.505)
gefriergetrocknete (Nakamura et al., 2004, S.93) und lyophilisierte (Burgos und

Sergeant, 1983, S.433) Membranen wurden in Studien angewandt.

In unserer Studie nutzten wir ein nach Tseng 1997 entwickeltes Verfahren, das die
Amnionmembran in einer auf Glycerin basierenden Losung bei -80C konserviert.
Dies ermoglicht den serologischen Status der Spenderin vor der Transplantation zu

untersuchen. Es gibt ebenso Hinweise in der Literatur, dass Glycerin antivirale und
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antibakterielle Eigenschaften besitzt, so dass das Ubertragungsrisiko von Erregern
erheblich minimiert werden kann (Marshall et al., 1995, S.356; Maral et al., 1999,
S.625). Neueste Untersuchungen zeigen, dass die Immunogenitdt von
cryopreservierter Amnionmembran weniger ausgepragt ist als bei frischem Gewebe
und somit ein geringeres Risiko von Immunreaktionen des Empfangers zeigt (Wang
et al., 2006, S.1522).

2.7 Zielsetzung

Die humane Amnionmembrantransplantation stellt eine in Bezug auf ihre
Immunogenitat bisher nur teilweise erforschte Form der Defektdeckung dar. Ziel des
Projektes ist es deshalb, wesentliche noch offene Fragen zur Immunologie bei der
Integration in nicht immuntolerantes, gut vaskularisiertes und mechanisch belastetes
Empfangergewebe zu beantworten.

Die geplanten tierexperimentellen Untersuchungen sollen kléaren, ob diese Form der
Defektdeckung als klinische Routinemethode zum Ersatz der Mundschleimhaut

geeignet ist.

Zentraler Gegenstand der geplanten Arbeiten soll die Bestimmung immunologischer/
immunmodulierender und Angiogenese - assoziierter Parameter sein, die nach
verschiedenen Einheilungszeiten getestet werden.

Dartber hinaus soll durch quantitative mikroskopische und immunhistochemische
Verfahren analysiert werden, inwieweit eine Interaktion der Amnionmembran mit dem

Umgebungsgewebe stattfindet.

Die Untersuchungen sollen unter Anwendung eines bereits etablierten
Muskeltransplantationsmodells an der Ratte erfolgen. Zusammenfassend soll
zunachst  kryokonservierte humane Amnionmembran xenogen auf die
Bauchwandmuskulatur von Sprague-Dawley-Ratten transplantiert und die Einheilung
mit und ohne Immunsuppression beobachtet werden. Um die Eignung der
eingeheilten, nun vaskularisierten und dem Muskel fest aufliegenden Membran zum

Ersatz der Mundschleimhaut zu testen, wird diese in einem zweiten Schritt
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zusammen mit der Muskulatur, die lediglich als Trager dient, unter Anlegen
mikrovaskularer Anastomosen auf weitere Sprague-Dawley-Ratten syngen
transplantiert. Die auf diese Weise durchblutete Membran wird hierbei zur
Abdeckung eines an der Mundschleimhaut geschaffenen umschriebenen Defektes
verwendet. Mit diesem zweiten Schritt kann somit auch die mechanische
Belastbarkeit der Membranen Uberprift und die Frage beantwortet werden, ob HAM
als eigenstandiges Gewebe in der Mundhdhle erhalten bleibt, ob sie einer
Granulation unterworfen wird oder ob sie als Leitstruktur fir neu einsprossendes
Mundschleimhautepithel dient. Weiterhin wird geklart, ob bei nun fehlender
Immunsuppression  AbstoRungsreaktionen an den fetalen Membranen zu

beobachten sind oder ob es zur Immuntoleranz kommt.

Meine Arbeit beruht auf einem Teilgebiet dieser Arbeit und beschétftigt sich mit dem
ersten Schritt. Es werden die unterschiedlichen Veranderungen nach Transplantation
in Mono- und Multilayertechnik und Immunsuppression auf die Muskulatur der
Sprague-Dawley Ratten untersucht und in Hinblick auf Immuntoleranz und

Immunreaktion gewertet.
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3. Methodik

3.1 Vorbereitung

Die im Folgenden vorgestellten tierexperimentellen Versuche wurden bei der damals

zustandigen Behorde der Regierung des Landes Nordrhein-Westfalen angezeigt.

Das experimentelle Protokoll wurde bewertet und vom lokalen Regierungsbezirk
Arnsberg/Westfalen autorisiert (50.8735.1 Nr. 103/1). Das chirurgische Vorgehen
wurde vom Komitee fur Tierschutz der Ruhr-Universitat Bochum Uberpruft und
freigegeben. Die Experimente wurden an der Klinik fur Mund-, Kiefer- und Plastische
Gesichtschirurgie der Universitatsklinik Knappschaftskrankenhaus Langendreer und
in den Raumen des KAFFZ (Klinisch-Anatomische Forschungs- und
Fortbildungszentrum der Ruhr- Universitdt Bochum) durchgefuihrt. Die histologischen
und immunhistochemischen Untersuchungen erfolgten am Institut fur Pathologie der
Ruhr-Universitdt Bochum an den BG-Kliniken Bergmannsheil und im plastisch-

chirurgischen Labor der BG-Kliniken Bergmannsheil Bochum.

Die Plazenten wurden mit Einverstidndnis der Spenderinnen aus Sectiones
caesareae gewonnen, die am akademischen Lehrkrankenhaus Augusta-
Krankenanstalt Bochum und an der Universitatsklinik Knappschafts-Krankenhaus

Langendreer durchgefiihrt wurden.

3.1.1 Aufbereitung der Amnionmembran

Die auf dieser Arbeit beruhende Methode zur Gewinnung und Aufarbeitung der
Amnionmembran wurde an der Universitat Heidelberg 1998 von Kruse et al
entwickelt (Kruse et al., 1998, S.114).

Die Entnahme der Plazenta erfolgt aus Sectiones caesareae, welches momentan die
einzige praktikable Mdglichkeit zur Gewinnung der Amnion darstellt. Die Gewinnung
der Amnionmembran sollte moglichst steril, atraumatisch und blutfrei erfolgen, um
ihre biologischen Eigenschaften zu erhalten und um eine Kontamination des

Empfangers mit Spenderkeimen zu vermeiden. Die Spenderinnen sind vorzugsweise
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Erstpara, da die Qualitat besser und die Abldsung der Amnionmembran vom Chorion
einfacher ist. Sie sollten frei sein von infektiosen Krankheiten, insbesondere
seronegativ fur Hepatitis B, Hepatitis C und HIV. Die immunologischen
Untersuchungen der Spenderinnen erfolgten an der jeweiligen Klinik, in denen die
Sectiones stattfanden. Die Spenderinnen wurden tber die Verwendung der Plazenta
gemal den Richtlinien des Transplantationsgesetzes aufgeklart. Im gynakologischen
OP erfolgte die Durchtrennung der Nabelschnur und Kontrolle der Plazenta durch
den Gynakologen. Nach entsprechender Freigabe durch den Operateur wurde der
Mutterkuchen grob mit Ringer-Lactatlosung von Blut gereinigt und von der OP-
Schwester in einen flr den Transport sterilen Behalter mit der Membranseite bzw.
Nabelschnurseite nach oben gelegt. Dann erfolgte die sofortige Bearbeitung der
Plazenta in einem geeigneten Labor. Die Plazenta kann aber auch fir einige
Stunden in einem Kihlschrank gelagert werden, wobei darauf geachtet werden
muss, dass die Membran nicht austrocknet. Die Praparation erfolgte unter sterilen
Kautelen und unter Abzug (Laminal flow hood) in den Forschungsrdumen der
ophthalmologischen Fakultat des Uniklinikums Essen und im plastisch- chirurgischen
Labor der BG-Kliniken Bergmannsheil Bochum. Vorsichtig wurde die kindliche Seite
bzw. die Nabelschnurseite mit Kochsalzldsung gespiilt und von Restblut befreit. Von
der Nabelschnur entfernten Seite aus wurde die Amnionmembran stumpf vom
Chorion abgel6st. Unter dem Lichtmikroskop erkennbare kleine Spalten zwischen

diesen Schichten erleichtern die digitale Praparation (Rejzek et al., 2001, S.95).
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Abb. 12atb: Abpraparation der Amnionmembran. Entscheidend di, Orientierung der Amnionmembran
beizubehalten. Das Amnion wird stumpf vom Choriobpréapariert und aufgespreizt. Dem Betrachter
zugewandte Seite ist die stromale Seite. Die abgdete Seite zur Nabelschnur hin ist die Epithedseiem
Kind zugewandte Seite.
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Abbildung 12. zeigt die Ablésung der Amnionmembran von der Plazenta, wobei
streng auf die Orientierung der Amnionmembran geachtet werden muf3. Die dem
Kind bzw. der Nabelschnur zugewandte Seite bildet das Amnionmembranepithel, der
Plazenta bzw. dem Chorion aufliegende, zugewandte Seite wird vom azellularen
Stroma der Amnionmembran gebildet. Die aufgespreizte Membran wurde mit der
stromalen tastbar rauen, fast klebrigen Seite auf Raucocel® (Fa. Lohmann-
Rauscher, = Neuwied, Deutschland) aufgespannt. Je nach  spaterem
Anwendungsgebiet konnte das Raucocel auf die jeweilige Grol3e zugeschnitten
werden. Die Amnionmembran wurde mit 7.0 Perma-Hand-Seide (Fa. Ethicon,

Norderstedt, Deutschland) an den jeweiligen Ecken angenéht.

Die Konservierung der Praparate erfolgte nach einem von Tseng 1997 entwickeltem
Verfahren, das auf der Konservierungsmethode von Basile basiert, der Glycerin als
einfaches, effizientes und kostenginstiges Konservierungmittel implimentiert hat
(Basile, 1982, S.969) und der Niederlander Hermans adaptierte (Hermans, 1989,
S.57). Es wurde eine Gefrierlosung aus 250 ml Nahrmedium DMEM (Dulbeccos
Modified Eagle Medium der Fa. Gibco-Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland), 5
ml Lésung mit 50000 U Penicillin und 50 mg Streptomycin (Fa. Bio-Whitaker,
Verviers, Belgium), 5 ml Losung mit 1250 pg Amphotericin B (Fa. Serva, Heidelberg,
Deutschland) und 250 ml Glycerin (Rotipuran®, Fa. Roth, Karlsruhe, Deutschland)
steril hergestellt und in Plastikrohrchen zu 25 - 30 ml gefillt. Die zugeschnittenen
Amnionpréparate wurden so in die Rohrchen eingebracht, dass die Membran keinen
Kontakt mit der Rohrchenwand hatte, sondern zur Konservierungslésung
ausgerichtet war und von dieser vollstandig bedeckt wurde. Die R6hrchen wurden bei
- 80T eingefroren. Die kryokonservierte Amnionmemb ran ist in diesem Zustand Uber
ein Jahr (Maral et al.,, 1999, S.625) und langer (Ravishanker et al., 2003, S.369)
ohne EinbulRRe ihrer wichtigen biologischen Eigenschaften haltbar. Nach Entnahme
der Amnion aus der Kuihlung ist diese innerhalb weniger Minuten und

verwendungsfahig.
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3.1.2 Versuchstiere

Fur die tierexperimentellen Studien wurden 120 méannliche etwa 12-14 Wochen alte
Sprague- Dawley Ratten (Charles River Laboratorien, Sulzdorf, Deutschland)
bendtigt. Das Gewicht der Tiere zu Beginn der Experimente lag zwischen 280 und
330 g. Alle Ratten wurden im Tierversuchslabor der Ruhr-Universitat Bochum unter
standardisierten Bedingungen gehalten, die sich nach dem europdaischen
Ubereinkommen in Anhang A der Richtlinien fur Tierversuchshaltung richten. Die
Tiere hatten eine mindestens einwdchige Eingewdhnungsphase und wurden nach
der Operation einzeln in Typ IV Macrolon Kafigen mit einer Grundflache von 1800
cm? und einer HOohe von 18 cm plus einer Gitterdeckelhthe von 4,5 cm gehalten. Der
Raum war bellftet mit einem 12 bis 15 fachen Luftwechsel pro Stunde, die
Raumtemperatur betrug im Schnitt 21 £1C, die Luftf euchte lag bei etwa 46%. Tag-
und Nachtphasen wechselten in einem 12 Stunden Rhythmus mit
Dammerungsphasen. Die Laborratten kamen jederzeit ad libitum an Nahrung
(standardisierte Mause- und Ratten-Futter Altromin 1324 der Fa. Altromin GmbH,

Lage, Deutschland) und sauberen Trinkwasser.

3.1.3 Immunsuppression mit Ciclosporin A

Ciclosporin A ist ein Metabolit aus dem norwegischen Schlauchpilz Tolypocladium
inflatum, bestehend aus 11 Aminosauren (sechs N- methyliert und eine D-
Aminosaure), die ein zyklisches Peptid ergeben. Die Substanz ist hydrophob,
welches sich daraus erklart, dass sieben Amidstoffatome der Peptidbindungen
methyliert sind, wahrend die anderen drei innerhalb des Molekils

Wasserstoffbriicken bilden. Das Molekulargewicht betragt 1202,63 Da.

Anwendung

Die immunsuppressive Wirkung von Ciclosporin A wurde im Januar 1972 von einer

Laborantin der Firma Sandoz (heute Novartis) in Basel, Schweiz, Sibylle Stutz
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bemerkt und vom Laborleiter H.F. Stahelin implementiert (Stahelin, 1996, S.5).
Hartmann F. Stahelin und Jean Francois Borel wiesen in langjahrigen
tierexperimentellen  Studien die immunsuppressive, antiphlogistische und
antiproliferative Wirkung auf das Immunsystem nach (Borel et al., 1976, S.468). Seit
der Einfuhrung und Zulassung durch die US Food and Drug Administration im
November 1983 ist Ciclosporin A mal3geblich an den Erfolgen der Transplantation
beteiligt. Neben der Transplantationmedizin wird Cyclosporin A auch bei
rheumatoiden  Arthritis,  kindlichem  systemischen Lupus erythomatodes,
entzindlichen Kollagenose (Sklerodermie, Polymyositis), Vaskulitiden (Takayasu
Arteriitis, Pyoderma gangranosum), M. Sitill, Felty-Syndrom, Psoriasis und
nephrotischem Syndrom eingesetzt (Manger et al., 1996, S.669). Versuchsweise wird
Ciclosporin  auch bei Autoimmunerkrankungen wie der Minimal change
Glomerulonephritis, Myasthenia gravis und in schweren Fallen von Colitis ulcerosa
angewendet (Futami et al., 1998, S.408).

Pharmakodynamik

Ciclosporin A zahlt zu der Gruppe der Calcineurininhibitoren. Es bindet an das
zytolsolische Immunophillin Ciclophillin der T-Zellen, welches eine Rolle bei der
Proteinbiosynthese spielt. Der gebildete Ciclosporin-Ciclophillin Komplex hemmt die
Phosphataseaktivitdit von Calcineurin und verhindert so die Transkription von
Interleukin 2. Bei Abwesenheit von Interleukin 2 kénnen die T-Zellen, vor allem die
CD4-T-Zellen, nicht aktiviert werden und aktivierte T-Zellen nicht proliferieren (Emmel
et al., 1989, S. 1617; Eckstein et al., 2005, S. 782).
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Abb. 123: Die Calcineurininhibitoren Ciclosporin und Tacsstius binden an Immunophilin. Der Komplex
Immunophilin und Immunsuppressivum hemmt die Phatggeakivitat von Calcineurin und verhindert so die
Translokation des Transkriptionfaktors NFAT (,numidactor of actuvated T-cells®) in den Zellkerriekiurch

wird in der T-Zelle die Produktion von Interleukihgehemmt. (© Novartis Pharma)

Die Immunreaktion der T-Zellen auf fremde HLA-Peptidkomplexe, die sogenannte
Alloreaktivitat (Abbas und Lichtman, 1998), wird somit supprimiert. Dies fuhrt zu einer

reversiblen Hemmung des Immunsystems.

Desweiteren inhibiert Ciclosporin A die Transkription von IL-3, IL-4, CD40 Ligand und
IFN-y und scheint einen EinfluR auf die positive und negative Selektion unreifer
Thymozyten zu haben (Hayden-Martinez et al., 2000, S.3713).



Seite 43

& Antigen
Keratinozyt
ﬂ.‘ LTB =
. * ¥ » Hemmung ?
W NG
—TH neurophiler
Granulozyt
4 Anligen-
L prasentierende
LTB IL : 208
IL-1, IL-B T-Zelle
i »> IL-3 | l
| i L
IFN-Y i -
Monozyl ! [0 T Mastzelle
T2
—“-— Hermmung durch Ciclosporin

Abb. 14: Wirkungsweise von Ciclosporin. Die roten Balkerigea die Signalwege, die durch Ciclosporin
gehemmt werden. (http://www.rheuma-online.de)

Bei parenteraler Aufnahme bindet Ciclosporin A zu 50-70% zellular an Erythrozyten
und zu einem geringeren Anteil an Lymphozyten. Der restliche Anteil ist im Plasma
an Lipoproteine gebunden. Hauptsachlich wird die Substanz tber das hepatische
mikrosomale Cytochrom P450 Enzym CYP3A4 abgebaut und mit der Galle
ausgeschieden (Kelly und Kahan, 2002, S.275).

Nebenwirkungen

Obwohl die Verabreichung von Ciclosporin A das langfristige Uberleben von
Transplantaten begunstigt, ist seine Anwendung wegen vielfaltiger Nebenwirkungen
eingeschrankt. Im Vordergrund stehen die Entwicklung einer arteriellen Hypertonie

und die Nephrotoxizitat.

Die Ciclosporin induzierte Nephrotoxizitat ist durch eine Einschrankung der renalen
Perfusion, der glomerularen Filtration und einer erhdhten Inzidenz von
Hyperkalidmien, die der Tubulotoxizitat zugeschrieben wird, gekennzeichnet. Es wird

von einer ciclosporininduzierten chronisch irreversiblen Toxizitdt ausgegangen, so
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dass Nierenschaden auch bei niedrig- dosierter Therapie nicht ausgeschlossen
werden kdnnen (Heering et al., 1991, S.880; Porayko et al., 1994, S.105).

Auf welchen Mechanismen die arterielle Hypertonie beruht, wird zurzeit diskutiert. So
wird ein Einfluss auf das vaskulare und kardiovaskulare System (Baroreflex), das
vegetative und neurovegetative Nervensystem vermutet (Olivari et al., 1989, S.34;
Scherrer et al., 1990, S.693; Lucini et al., 1997, S.615; Lucini et al., 2000, S.1258;
Bouhaddi et al., 2004, S.325).

Appetitlosigkeit, Ubelkeit, Erbrechen, Durchfall, Gastritis oder Gastroenteritis sind
haufige gastrointestinale Beschwerden. Bemerkenswerterweise kommt es haufig zu
Gingivitis hypertrophicans. Ein Anstieg von Bilirubin und Leberenzymen bis zu
Gefahr der Leberinsuffizienz ist zu beobachten, die aber dosisabhéangig und
reversibel zu sein scheint. Desweiteren wird eine erhdhte Inzidenz eines

postoperativen insulinpflichtigen Diabetes mellitus beschrieben.

Neurologische Nebenwirkungen &auf3ern sich in Form von Tremor, Mudigkeit,
Kopfschmerzen, Parésthesien, insbesondere ein Brennen in Handen und Fuf3en,
Sehstdrungen, Lethargie, Konvulsionen, Ataxie und bis hin zum Koma (Webster et
al., 2005, S.1; Rosendal et al., 2005, S.3305; Guennoc et al., 2005, S.221).

Wechselwirkung

Verschiedene Substanzen erhohen oder senken die Vollblutkonzentrationen von
Ciclosporin entweder durch kompetitive Hemmung oder durch Induktion der
Leberenzyme, die am Abbau und an der Ausscheidung von Ciclosporin beteiligt sind.
Zu den Inhibitoren gehéren antivirale HIV Medikamente, Grapefruitsaft, Erythromycin,
Ketoconazol, Chloramphenicol, Amiodaron, Fluconazol, Diltiazem, Norfloxacin,
Verapamil, Clarithromycin, Cimetidin und viele andere Induktoren. Substanzen, die
die Produktion des Enzyms und/oder die Stoffwechselaktivitdt steigern sind unter
anderem Barbiturate, Carbamazepine, Phenytoine, Glukokortikoide, Modafinil,
Rifampicin und Troglitazone. Desweiteren werden auch ber CYP3A4 diverse andere
Stoffe verstoffwechselt wie Fentanyl, Haloperidol, Methadon, Sildenafil, Tamoxifen,
Codein und Kokain (Watkins, 1990, S.1301; Caraco et al., 1996, S.761; Gorski et al.,
1994, S.173). Wahrend der Durchfihrung der tierexperimentellen Versuche fiel auf,



Seite B5

dass die Ratten, die mit Ciclosporin A behandelt wurden, weniger Ketamin zur
Sedierung und Narkose sowie zur Aufrechterhaltung der Narkose gebraucht haben,
als die Versuchstiere, die nicht das Immunsuppressivum erhielten. Dieses Phanomen

konnte bei allen immunsupprimierten Ratten festgestellt werden.

Ketamin wird in der Leber von Cytochrom P-450 zu Norketamine N- demethyliert und
weiter zu seinem zweiten Metaboliten Dehydronorketamine oxidiert (Bolze und
Boulieu, 1998, S.560). In der Literatur findet sich bisher kein Nachweis, ob die beiden
Substrate Ciclosporin und Ketamin um das Enzym Cytochrom P450 konkurrieren.
Die tierexperimentelle Erfahrung zeigt, dass zumindest die Dosierung von Ketamin
zunachst maglichst niedrig zu halten ist, um eine plotzliche Atemdepression der

immunsupprimierten Tiere zu vermeiden.

Aufarbeitung und Dosierung fur den Tierversuch

Das Immunsupressivum wurde intraperitoneal verabreicht. Dazu wurden die Tiere mit
dem Bauch nach oben kopftief gehalten und die Nadel in die mittlere Bauchregion
eingefiihrt, um eine Verletzung der abdominellen Organe und der Transplantate zu

vermeiden.

Unter personlicher Absprache mit Novartis Pharma wurde folgende Dosierung und

Zusammensetzung gewabhilt.

Die einmal taglich applizierte gewichtsadaptierte Dosis lag bei 20 mg/kg/Tag
Ciclosporin A (CsA, Sandoz AG, Nurnberg, Deutschland). Eine fur den Organismus
resorbierbare Emulsion aus 100 mg CsA in 40 mg Ethanol und 810 mg Miglyol
(Neutralol aus mittelkettigen Trigyceriden) wurde in der Klinikapotheke des
Knappschafts-Krankenhauses Langendreer steril vermengt und filtriert. Die

Applikation erfolgte mit einer entsprechend skalierten Spritze und Nadel (0,3x8mm).
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3.2 Transplantation

Die Eingriffe wurden im Labor des Klinisch- Anatomischen Forschungs- und
Fortbildungszentrum am Institut fir Anatomie der Ruhr-Universitat Bochum von Marz
2006 bis Juli 2007 durchgefuhrt. 120 Ratten wurden von einem Computer erstellten
randomisierten Liste in drei Gruppen unterteilt. Zwei Gruppen mit 36 Ratten und eine
Gruppe mit 48 Versuchstieren. Der ersten Gruppe [A (Amnion) MO (Monolayer);
n=36] wurde eine einlagige Schicht Amnionmembran transplantiert. Nach jeweils 3,
14 und 28 Tagen erfolgte bei jeweils 12 der 36 Ratten die Explantation des
Transplantats [A MO 3 (Tage); n=12, A MO 14 (Tage); n=12, A MO 28 (Tage); n=12].
Der zweiten Gruppe [AC (Amnion mit Ciclosporin) MO; n=36] wurde ebenfalls eine

einlagige  Schicht Amnionmembran aufgendht. Zusatzlich erfolgte eine
immunsuppressive Behandlung mit Ciclosporin in einer Dosierung von 20mg/kgKG
pro Tag. Die Entnahme erfolgte analog am 3., 14. und 28. Tag post

transplantationem (AC MO 3; n=12, AC MO 14; n=12, AC MO 28; n=12). Bei der
dritten Gruppe [AC ML (Multilayer); n=48] erfolgte die Platzierung und Fixierung einer
mehrlagigen Amnionmembranschicht auf die Bauchwandmuskulatur. Auch diese
Gruppe wurde mit Ciclosporin in gleicher Dosierung immunsupprimiert. Am 3., 14.
und 28. postoperativen Tag erfolgte bei jeweils 12 Tieren die Explantation und
Euthanisierung und am 60. Tag wurden 12 Ratten wieder eroffnet und der
transplantierte Bereich entnommen (AC ML 3; n=12, AC ML 14; n=12, AC ML 28;
n=12, AC ML 60; n=12).

Tabelle 2: Aufteilung der Versuchsgruppen

Transplantat Gruppe Entnahme Entnahme Entnahme Entnahme
am 3. am 14. am 28. am 60.
Post-OP Post-OP- Post-OP- Post-OP-
Tag Tag Tag Tag

Amnion A MO 12 12 12

Monolayer

Amnion ACMO 12 12 12

Monolayer + Cs

Ampnion AC ML 12 12 12 12

Multilayer + Cs

Gesamt 36 36 36 12 120
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3.2.1 Transplantation humaner Amnionepithelmembran in Monolayer Technik

Das Amnion wurde aus dem — 80T Gefrierschrank entnommen. Sobald die
Membran durch das Auftauen etwas mobilisiert war, wurde sie in eine flache sterile
Petrischale mit der Nahrlésung gegeben. Das Raucocel konnte sich ausbreiten und

die Membran lag dem Nitrozellulosetrager fest auf, fixiert an den jeweiligen Ecken.

Die Versuchstiere wurden aus dem Kafig entnommen und kopftief mit dem Bauch
nach oben gehalten, dass das Darmkonvolut nach kranial entweicht. Danach erfolgte
intraperitoneal etwa 3 cm oberhalb des Geschlechts die gewichtsadaptierte Misch-
Injektion aus Ketamin 10% (10mg/100g KG Ratte, Bela-Pharm GmbH & Co.KG,
Vechta, Deutschland) und Xylazin 2% (0,3ml/100g KG Ratte, Fa. Riemser AG,
Greifswald-Insel Riems, Deutschland). Nach einigen Minuten verfielen die Ratten in
eine tiefe Narkose, eine Aussetzung des ,pedal withdrawal reflex* konnte nach zehn
Minuten beobachtet werden. Die intraoperative Nachdosierung erfolgte mit Ketamin
mit der % bis % fachen der Initialdosis bei positiven ,pedal withdrawal reflex* oder
.pinch toe test". Dieser war positiv wenn bei Reizung der Pfote mit einer
chirurgischen Pinzette eine Muskelkontraktion erkennbar war. Die Tiere atmeten
spontan, waren aton und ,schmerzfrei“. War nur ein Operateur anwesend, wurden
die Tiere vor der Narkoseinjektion unter einer Glasglocke mit Ether betdubt. Der
Boden der Glasglocke wurde mit mehreren Tupfern (Tupfer, Zelletten, Fa. Lohmann)
ausgelegt und mit einigen Tropfen Diethylether (Fa. Merck, Darmstadt) benetzt. Das
Tier wurde in das Gefald gesetzt, wobei ein Lochsieb den direkten Kontakt mit den
benetzten Tupfern verhinderte. Nach wenigen Sekunden setzte die sedierende
Wirkung des Ethers ein. Das Tier konnte entnommen werden. Die Injektion des

Narkosemittels erfolgte analog der oben genannten Weise.

Die Versuchstiere wurden atraumatisch auf dem Bauch einschlie3lich der ventralen
Oberschenkel rasiert. Dann erfolgte die Lagerung und Fixierung auf dem
Operationstisch. Die Ratte wurde so auf dem Rucken gelagert und fixiert, dass die
Bauchhaut vollstandig aufgespannt war. Mit einem Hautskalpell (Cutfix Fig. 15, Fa. B.
Braun Melsungen AG) erfolgte die mediane Inzision unterhalb des Xyphoids. Der
Schnitt wurde nach kaudal etwa 1cm oberhalb des Genitals erweitert und dann zur
linken Leistenregion hin verlangert. Haut und subkutanes Fettgewebe wurden soweit

abprapariert, dass der linke M. obliguus abdominis externus und V. epigastrica
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inferior zur Darstellung kamen. Die Praparation erfolgte nach einer von Klaus-Dietrich
Wolff 1995 entwickelten Methode, um einen gefalRversorgten Bauchwandlappen von
Ratten zu gewinnen (Wolff et al., 1995, S.680). Nun wurde die auf dem Raucocel
aufgenahte Amnionmembran vorsichtig auf etwa 1,5 cm x 1,5 cm grosse Stiicke
zurechtgeschnitten. Unter dem Mikroskop wurden die Knoten mit einer Mikroschere
geldst und die Amnionmembran unter standiger Sichtkontrolle von dem Nitrozellulose
Papier (Raucocel) abgehoben. Bei der Umlagerung musste kontinuierlich auf die
Orientierung der Epithelseite geachtet werden. Die Amnionmembran wurde mit der
epithelialen Seite nach oben und stromaler Seite nach unten auf die Muskulatur des
Versuchstieres aufgelegt und unter dem Mikroskop so aufgespannt, dass sie keine
Blasen und Falten aufwarf. Die Fixierung erfolgte mit 7-0 Perma-Hand Seide (Perma-
Hand Seide®, Fa. Ethicon, Norderstedt, Deutschland). Der Verschluss der
Bauchhaut erfolgte in Einzelknopfnaht-Technik mit 3-0 monofiler Wundnaht.
(Ethilon®, Fa. Ethicon, Norderstedt, Deutschland).

Nach der Operation wurden die Tiere unter eine warmende Lampe gelegt, bis sie
wieder aus der Narkose erwachten. Die Gesamtdauer der

Amnionmembrantransplantation betrug im Mittel 40 Minuten.

Eine fortlaufende Naht erwies sich nicht als giinstig, da die Tiere gerne an den Faden
knabberten und so die Wunde langstreckig Uber einige Millimeter er6ffneten. In
diesen Fallen wurden die eroffneten Wunden gesaubert, desinfiziert und falls
erforderlich unter Kurznarkose mit Ether wieder mit einer Einzelknopfnaht

verschlossen.

3.2.2 Transplantation humaner Amnionepithelmembran in Multilayer- Technik

Die Anésthesie der Versuchstiere erfolgte in analoger Weise zu der Monolayer
Transplantation. Der Schnitt wurde ebenfalls median vom Xyphoid ausgefihrt und
die Transplantationsstelle freiprapariert. Unter standiger Sicht wurde die aufgetaute
Amnionmembran vorsichtig mit zwei stumpfen Pinzetten vom Raucocel gel6ést und
auf die abdominelle Muskulatur gelegt. Durch vorsichtiges Bestreichen der
Amnionmembran an den R&ndern konnte ein Umschlagen der Epithelseite nach
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unten vermieden werden. Unter dem Mikroskop wurde die Membran mit 6-0 Faden
an den jeweiligen Ecken an die Bauchwand fixiert (basale Amnionmembran). Eine
zweite Lage Amnionmembran wurde mit der epithelialen Seite nach oben aufgelegt,
die Réander geglattet und mit 6-0 Faden an den jeweiligen Ecken fixiert (2.
Amnionmembran). Auch die dritte Lage wurde aufgelegt und fixiert (apikale

Amnionmembran).

Nach der Operation wurden die Tiere unter eine Warmelampe gelegt, bis sie wieder
aus der Narkose  erwachten. Die  Gesamtdauer der  Multilayer-

Amnionmembrantransplantation betrug im Mittel 1¥2 Stunden.

Abb. 15: zeigt den Operationssitus. Die einzelnen Amnionbramen wurden auf die Bauchwandmuskulatur
aufgelegt und durch Einzelknopfnahte an die Mugkulfixiert. Multilayer Amnion.
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3.2.3 Makroskopische Untersuchungen bis zur Enthahm e

Die transplantierten Amnionmembranen wurden intraoperativ bei Transplantation und
bei Entnahme fotodokumentiert. Postoperativ erfolgte mehrmals, je nach
Versuchsseriendauer, bis zum Entnahmezeitpunkt eine regelmafige Untersuchung
der Ratten. Die immunsupprimierten Ratten wurden im Zuge der taglichen Gabe von
Ciclosporin jeden Tag untersucht. Die Ratten wurden vor allem auf Rastlosigkeit,
ungewdhnlich somnolenten Verhalten, reduziertem Pflegeverhalten, Automutilitation,
Reaktion des Tieres bei Palpation des transplantierten Bereiches hin beobachtet.
Eventuelle Unterschiede im Trink- oder Fressverhalten konnten gemeinsam mit den
Tierpflegern  beobachtet werden. Die beigebrachte Wunde wurde auf

Wundheilungsfortschritt und Entztindungszeichen hin inspiziert.

Da die Tiere keine Schmerzen und Unwohlisein verbal duf3ern konnten, war die
klinische Beurteilung der Verfassung der Tiere nur Uber subjektive Erfahrung der
Tierpfleger und Operateure maglich. Trotz der teilweise ein bis eineinhalbstindigen
Operation konnte postoperativ keine Blasse oder relevante Veranderungen der
obengenannten Beobachtungen zum normalen Verhalten der Tiere festgestellt
werden. Kein Tier verstarb postoperativ oder zeigte Zeichen einer systemischen
Infektion, Sepsis oder anderer Erkankung.

3.2.4 Amniontransplantatentnahme

Versuchsserie: AMO 3 : Amnion Monolayer/ 3 Tage (n =12 Tiere)

Am 3. postoperativen Tag erfolgte die Entnahme des einlagigen
Amniontransplantates. Die Ratte wurde analog wie oben genannt in eine tiefe
Narkose versetzt. Der Hautschnitt wurde soweit wieder ertffnet, dass das
Transplantat vollstandig dargestellt werden konnte. Das Transplantat sowie das
angrenzende Gewebe wurde mit der darunter liegenden Bauchwandmuskulatur und
epigastrischen Gefalden en bloc reseziert und in ein Gefal3 mit 5%ger Formaldehyd-
Losung fir die histologischen und immunohistochemischen Untersuchungen

gegeben.
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Der Defekt wurde zur rechten Leistenregion und zum Xyphoid erweitert, so dass der
Bauchraum freilag. Mit einer Kompresse wurden die Dunn- und Dickdarmschlingen
zur Seite gehalten, dass man einen freien Zugang zur V. cava bekam. Mit einer
Klemme wurde die V. cava unterhalb der Leberlappen abgeklemmt. Mit einer
Hohlnadel und einer mit etwas Heparin gefillten 2 ml Spritze wurde die V. cava
unterhalb der Klemme punktiert und etwa 1,5 ml vendses Blut fur spétere
Untersuchungen entnommen. Die Punktionsstelle wurde mit Tupfern komprimiert.
Dann  erfolgte die Entnahme des linken Femurs  far  spatere
Knochenmarksuntersuchungen. Dazu wurde der Knochen stumpf und scharf von der
Oberschenkelmuskulatur freiprapariert und mit einer Knochenschere proximal der
Femurkondylen und distal des Trochanter major durchtrennt. Die Knochendiaphyse
wurde in ein Gefald mit 5%iger Losung aufbewahrt. Fur die Euthanasierung der Ratte
wurde eine mdglichst schnelle und sichere Toétungsmethode gewéhlt. Die
Darmschlingen wurden nach lateral verschoben und die Aorta auf Hb6he der
Nierenarterien dargestellt und moglichst proximal durchtrennt, so dass das Tier nicht

mehr mit Blut versorgt wurde. Die Ratte verstarb nach wenigen Sekunden.

Versuchsserie A MO 14 : Amnion Monolayer / 14 Tage (12 = Tiere)

Die Entnahme des Amnipontransplantats erfolgte am 14. postoperativen Tag.
Gewichtsadaptierte Narkose, Entnahme und Euthanasie der Tiere entsprach dem

Vorgehen in der Versuchserie A MO3.

Versuchsserie A MO 28 : Amnion Monolayer / 28 Tage (12 = Tiere)

Der Entnahmezeitpunkt des Amniontransplantats verlangerte sich auf 28 Tage. Die
gewichtsadaptierte Narkose und Euthanasie der Tiere erfolgte analog der
Versuchserie A MO 3. Die Entnahme des Praparates orientierte sich an den Faden,
da das Amnion nicht mehr eindeutig sichtbar war.

Versuchsserie AC MO 3 : Amnion Monolayer / 3 Tage (12 = Tiere)

Die Entnahme des einlagigen Amniontransplantats erfolgte am 3. postoperativen
Tag. Gewichtsadaptierte Narkose, Entnahme und Euthanasie der Tiere entsprach
dem Vorgehen in der Versuchserie A MO 3.
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Versuchsserie AC MO 14 : Amnion Monolayer / 14 Tage (12 = Tiere)

Die Entnahme des Amniontransplantats erfolgte am 14. postoperativen Tag.
Gewichtsadaptierte Narkose, Entnahme und Euthanasie der Tiere entsprach dem

Vorgehen in der Versuchserie A MO 3.

Versuchsserie AC MO 28 : Amnion Monolayer / 28 Tage (12 = Tiere)

Die Entnahme des Amniontransplantats erfolgte am 28. postoperativen Tag.
Gewichtsadaptierte Narkose, Entnahme und Euthanasie der Tiere entsprach dem

Vorgehen in der Versuchserie A MO 3.

Versuchsserie AC ML 3 : Amnion Multilayer / 3 Tage (12 = Tiere)

Die Entnahme des mehrlagigen Amniontransplantats erfolgte am 3. postoperativen
Tag. Gewichtsadaptierte Narkose, Entnahme und Euthanasie der Tiere entsprach
dem Vorgehen in der Versuchserie A MO3.

Versuchsserie AC ML 14 : Amnion Multilayer / 14 Tage (12 = Tiere)

Die Entnahme des mehrlagigen Amniontranplantats erfolgte am 14. postoperativen
Tag. Gewichtsadaptierte Narkose, Entnahme und Euthanasie der Tiere entsprach

dem Vorgehen in der Versuchserie A MO 3.

Versuchsserie AC ML 28 : Amnion Multilayer / 28 Tage (12 = Tiere)

Die Entnahme des mehrlagigen Amniontransplantats erfolgte am 28. postoperativen
Tag. Gewichtsadaptierte Narkose, Entnahme und Euthanasie der Tiere entsprach

dem Vorgehen in der Versuchserie A MO 3.

Versuchsserie AC ML 60 : Amnion Monolayer / 60 Tage (12 = Tiere)

Der Entnahmezeitpunkt des Amniontransplantats verlangerte sich auf 60 Tage. Die

gewichtsadaptierte Narkose und Euthanasie der Tiere erfolgte analog der
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Versuchserie A MO 3. Die Entnahme des Préparates orientierte sich an den Faden,

da die Amnionmembran nicht mehr eindeutig sichtbar war.

3.2.5 Histologie und Immunhistochemie

Alle Muskellappen wurden am jeweiligen Entnahmezeitpunkt 3, 14, 28 und 60 Tage
post transplantationem explantiert und in 5,0 %ger Formaldehyd-Lésung fir die

histologische Aufbereitung fixiert.

Die Proben wurden im Institut fir Pathologie der BG-Kliniken Bergmannsheil Bochum
sagittal zugeschnitten, orientiert und in einer Paraffin-Kassette aufgestellt.

HE-Farbung

Nach Entwasserung in der aufsteigenden Alkoholreihe wurden die Transplantat-

Scheiben fur eine komplette Querschnitt-Ansicht in Paraffin eingebettet.

Die Blécke wurden im Kryostat (Leica CM3050, Bensheim, Deutschland) bei — 20C
geschnitten und auf gut haftenden Objekttrdgern aufgefangen. Die Schnittdicke
betrug ca. 6 um. Im Durchschnitt wurden zwei bis drei Schnitte auf dem Objekttrager

angeordnet. Die Objekttrager wurden nummeriert.

Danach wurden die histologischen Schnitte entparaffiniert und einer Standardfarbung

mit Hamatoxylin-Eosin unterzogen.

Immunhistochemie

Um eine vergleichbare Ubereinstimmung mit den Praparaten der HE Farbung zu
erreichen, wurden gleichzeitig fur die immunhistochemischen Untersuchungen 4 pm
Paraffinschnitte von den jeweiligen Paraffin Blocken angefertigt. Nach Warmefixation
im Ofen bei 70C, Entparaffinierung in Xylol und in absteigender alkoholischer Reihe

erfolgte die Demaskierung der Antigene in einer Citrat-Pufferlésung unter hoher
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Temperatur. Zur Antigen — Blockierung wurden auf die Objektrager eine Losung mit
normalem Ziegenserum (normal goat serum, Fa. Vector Laboratories Inc, USA) flr
30 Minuten aufgetragen. Zwischen jedem der nun folgenden Schritte wurden die
Objekttrager zweimal fur jeweils 1 und 4 Minuten in PBS —Puffer (Phosphate puffered

saline, Herstellung siehe Tabelle fiir ICH-Reagenzien im Anhang) gespililt.

Die Inkubation mit dem primaren Antikorper erfolgte Uber Nacht bei 4T mit
antihumanem Laminin-Antikérper aus Kanninchen in einer Verdinnung mit PBS-T
(Herstellung siehe Anhang) von 1:30 (rabbit anti-human laminin antibody, Fa. Sigma,
St. Louis, USA).

Der korrespondierende biotinylierte Zweitantikbrper (Biotinyl Anti-rabbit) wurde fur
eine halbe Stunde bei Raumtemperatur aufgetragen. Nach dem Waschen wurden
die Schnitte in Streptavidin Alexa Fluor®488 Konjugat (1:250, Fa. Molecular Probes,
Eugene Oregon) fur 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Gegenfarbung
nach erneuter Waschung wurde mit DAPI (4", 6-diaminidino-2-phenylindole,
dihydrochloride, 5ug/ml, Molecular probes, Eugene Oregon) durchgefihrt.
Abschlielend wurden auf die Praparate 1 bis 2 Tropfen Fluoreszenz Mounting
Medium (Fa. Dako, Hamburg, Deutschland) zum Eindecken gegeben und mit einem

Deckglaschen blasenfrei abgedeckt.

3.3 Untersuchungen

Besonderer Aufmerksamkeit bei den Biopsien galt der Ubergangszone zwischen
normaler Muskelfaszie und humaner Amnionmembran und der Proben aus dem

mittleren Bereich des Transplantates.

Grossenmessung bzw. Degradation

Die Messungen erfolgten je nach Ausschnittgrosse und Sinnhaftigkeit unter Carl

Zeiss Mikroskop (Axioskop 2 plus, Carl Zeiss Vision GmbH in Minchen-
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Hallbergmoos, Deutschland) in 50, 100, 200 und 400 facher Vergdsserung ( 20x /
0,75 «/0,17 FLUAR; 10x/0,25 Ph1 «/- A-Plan; 5x/0,12 «/- A-Plan). Das Gesichtsfeld
wurde mit einer Kamera (AxioCam HRc, Fa. Carl Zeiss Vision GmbH, Minchen-
Hallbergmoos, Deutschland) abfotografiert und entsprechend skaliert. Von jedem

Transplantat wurden jeweils 2 Schnitte angefertigt.

Fur die Monolayer Amnion und fur die Multilayer Amnion wurden aufgrund der
Sinnhaftigkeit unterschiedliche Messmethoden angewandt. Bei der Monolayer
Amnionmembran wurde im histologischen Schnitt an jeweils 3 zufélligen Stellen des
Schnittes der sagitale Querschnitt der Amnionmembran von basalem Stroma bis

apikale Basalmembran gemessen.

Bei der Multilayer Amnion wurde vom basalen Stroma der untersten
Amnionmembran bis zur Basalmembran der obersten Amnionmembranschicht
gemessen. Dann erfolgte analog der Monolayer Amnionmembranmessung die
individuelle Bestimmung der jeweiligen Grdsse der Amnionmembranen aller

Amnionmembranschichten. Gemessen wurde in pm.
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Abb. 16: Messmethode Multilayer Amnionmembran 28 Tage p@stisplantationem 50x Vergrof3erung. Die
Pfeile beschreiben die Ausdehnung der Amnionmembran

Entziindungsreaktion und Vaskularisierung

Das Ausmald der Entziindungsreaktion wurde mittels der Zahlung der Lymphozyten
im HE- Schnitt und Fluoreszenz Mikroskopie DAPI gefarbter Zellen ermittelt und

bewertet.

DAPI (4°,6-Diamino-2"-phenylindol-dihydrochlorid) ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der in
der Fluoreszenzmikroskopie zur Markierung von DNA genutzt wird. Der Farbstoff
lagert sich bevorzugt an AT- reiche Regionen des DNA Stranges an. Bei Anregung
mit ultraviolettem Licht Licht fluorisziert DAPI mit blauer bis cyaner Farbe. Er stellt
damit einen hervorragenden Marker DNA- reicher Zellkerne dar.

Die Vaskularisierungsrate konnte durch immunhistochemische Anfarbung von

Laminin der endothelialen Basalmembran dargestellt werden.
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Von jedem Schnitt wurden drei vom Untersucher unwillkiirlich gewahlte Felder mit
einer Flache von 0,25 mm?2 in jedem Praparat fur die Entzindungsreaktion und 3
Felder von 1 mmz? bei 200x Vergrof3erung untersucht. Es wurde ein semiquantitativer
Score von 0 - 3 fir das Ausmald der Entziindungsreaktion und ein Score von 0 - 2 fur
die Ermittlung der Vaskularisationsrate vergeben. Die ermittelten Daten konnten
mittels Mann-Whitney U Test und Kruskal-Wallis mit verschiedenen Gruppen

verglichen werden. Eine statistische Relevanz von p < 0,05 wurde vorausgesetzt.

3.4 Statistische Analyse und grafische Auswertung

Die Datenaquirierung und statistische Analyse erfolgte mit dem Statistik Programm
SPSS 11.5 (SPSS Inc., USA). Die Messdaten und Ergebnisse wurden in das
Tabellenkalkulationsprogramm Excel 2007 (Microsoft Excel, USA) tbertragen und als
Histogramm dargestellt. T-Test, Fehlerindikatoren und Levene Test wurden in einem
paarweise durchgefiihrten Vergleich ausgewertet. Werte mit einem p < 0,05 wurden
als signifikant festgelegt. Alle Auswertungen sind als Medianwerte und als Maximal-

bzw. Minimalbereich angeben.
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4. Ergebnisse

Kein Tier verstarb im Laufe des Experiments. Es zeigten sich weder Zeichen einer

Infektion noch einer Transplantatabstof3ung.

Da zwei Tiere das Nahtmaterial durchgebissen hatten, konnte in den ersten zwei
Tagen bei diesen eine Wunddehiszenz mit einer Flache von bis zu 45mm?

beobachtet werden. Diese Wunden wurden sekundar verschlossen.

Aufgrund der Anésthesie bei Transplantatenthnahme verstarben zwei Ratten der
Gruppe AC MO 14 Tage und eine Ratte der Gruppe AC MO 28 Tage. Auf diese
Problematik der Anasthesie mit Ketamin bei den mit Ciclosporin immunsupprimierten

Ratten soll in der Diskussion eingegangen werden.

4.1 Makroskopische Ergebnisse

3 Tage post transplantationem

Die Mono- und Multilayer Amnionmembran zeigte sich drei Tage nach der
Transplantation als feine, geschmeidige, glanzende Schicht eindeutig identifizierbar.
Bei einigen Transplantaten konnte eine Tendenz zur Schrumpfung erkannt werden.
Desweiteren war die Amnionmembran nicht vollstandig mit der unterliegenden Faszie

verbunden.
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Abb. 17: Monolayer Amnion 3 Tage + CsA. Der Lappen ist teise gehoben, deutlich sichtbar die triber
erscheinende Amnion und die Néhte. Die V. epigesstriferior scheint durch das Préaparat. Die Piaiekieren
den Ubergang zur Amionepithelmembran.

Abb. 18: Multilayer Amnion + CsA 3 Tage. Deutlich sind diesghichteten Amnionmembranen zu sehen. Die
Faden markieren den Ubergang von der AmnionmentuemMuskel.

14 Tage post transplantationem

Die einschichtige Monolayer Amnionmembran konnte 14 Tage nach der Operation
makroskopisch nicht mehr eindeutig identifiziert werden. Wahrend die

Ubergangszone zwischen der mehrlagigen Amnionmembran und unbedecktem
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Muskel weiterhin erkannt werden konnte. Das Amniongewebe erschien milchiger,
triber und zeigte die Tendenz vom Rand her zum Zentrum hin zu schrumpfen. Das

Transplantat hier sowohl Monolayer als auch Multilayer Amnion war regelrecht an die

Muskulatur fixiert.

Abb. 18: Monolayer Amnion 14 Tage + CsA. Die Pinzette waist die einlagige Amnionmembran hin.
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Abb. 19: Multilayer Amnion 14 Tage + CsA. Die mehrlagige Almnmembran hebt sich vom Muskel ab.
Teilweise haben sich GefaRen und Gewebe lber damslantat gelegt.

28 Tage post transplantationem

Bei der Versuchsgruppe mit einschichtiger Amnionmembran orientiert sich die
makroskopische Inspektion nunmehr an den nicht resorbierbaren Nahten, da sich
keine erhaltene Amnionmembran zeigte. Vielmehr hatte sich eine undurchsichtige

Gewebsschicht tber den Abdominalmuskel gelegt.

Der Muskel, der mit mehrschichtiger Amnionepithelmembran bedeckt wurde, wies
eine dicke, resistente und nicht-transparente Schicht auf. Das Amniongewebe zeigte
eine geringe Retraktion nach zentral und wurde teilweise von neugebildeten
Gefassen Uberwachsen.
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Abb. 20: Monolayer Amnion 28 Tage + CsA. Die Amnionmembrsinkaum noch zu erkennen. Es liegt bereits
eine gut vaskularisierte Gewebeschicht auf demspilantat.

e N,
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Abb. 21 A+B: Multilayer Amnion 28 Tage + CsA. Die Klemme weistf den Ubergang Multilayer Amnion und

Muskulatur. Deutlich zeigt sich die Einsprossund liberlagerung der Amnion mit Gefaen und Gewebe.

60 Tage

Die Multilayer Amnion ist nicht mehr eindeutig sichtbar. Die Faden helfen bei der
Orientierung. Einige Gefalle und eine kraftige, nicht transparente Gewebsschicht
haben sich tber die Transplantationstelle gelegt.
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4.2 Histologische und immunhistologische Untersuchu nsergebnisse

Zur Darstellung der Gewebestruktur, Zellinfiltration und Degradation der
Amnionmembran wurden Hamatoxylin-Eosin (HE) Farbungen angefertigt. Der positiv
geladene Farbstoff Hamatoxylin und der zur Gegenfarbung angewandte negativ
geladene Farbstoff Eosin farben die Zellkerne blau, das Zytoplasma blassrosa,
kollagene Bindegewebsfasern rot und elastische Bindegewebsfasern blassrosa bis
rot. Das Muskelgewebe erscheint rot, Erythrozyten rot bis orange. Die histologische
Auswertung erfolgte unter Zeiss Axioskop 2 plus® Mikroskop (Fa. Zeiss, Jena),
welches Uber eine Kamera AxioCam HRC® (Fa. Zeiss, Jena) verbunden war, in 50,
100 und 200 -facher Vergrosserung.

Amnionmembran

Die Amnionepithelmembran zeichnet sich durch das einschichtige in Abbildung 11
deutlich zu erkennende kubische Epithel aus. Durch die HE Farbung hebt sich die
anliegende Basalmembran intensiver gefarbt hervor. Das sich anschliel3ende
zellarme Stroma lasst sich histologisch in zwei Zonen unterteilen. Eine dichte
schmale Schicht die Zona compacta und eine helle lockere Schicht der Zona lucida
(rara). Aufgrund der Farbetechnik und Aufarbeitung des Materials kommt es zu einer
zusatzlichen Aufweitung der Spaltrdume der groftenteils quer verlaufenden

Faserbiindel der Zona lucida, so dass sich die stromale Matrix vergrol3ert darstellt.
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Abb. 22: HE Farbung Amnionmembran 200x, Balken 50um. Mare®nk deutlich das einschichtige kubische
Epithel und die sich anschlieBende stromale ze#aMatrix. Das Stroma laft sich in eine-Zc" Zona
compacta (densa) und eine-ZI* Zona lucida (rara) einteilen. Aufgrund der Tedhder Farbemethode kommt
es zu einer zusatzlichen Auflockerung der Zonadlcda die Faserbiindel reichlich Platz zur Ausdghaben,
so dal die stromale Matrix stark vergroRert daedjestird.

Monolayer Amnionmembran

3 Tage post transplantationem

In der lichtmikroskopischen Darstellung 3 Tage nach Transplantation ist die
naturliche Struktur der Amnionmembran gro3tenteils erhalten. Eine Infiltration durch
Zellen des Empfangers sowohl bei der behandelten als auch unbehandelten HAM
hat kaum stattgefunden. Die Amnionmembran liegt der Muskelfaszie locker auf. Eine
GefaRinfiltration lasst sich nicht erkennen. Der einschichtigen Epithelschicht lagert
sich eine schmale Zellschicht auf. Die Zona compacta (densa) grenzt sich durch eine

starkere Anfarbung von der Zona lucida der stromalen Matrix ab.

Histologisch unterscheidet sich die nicht Behandelte von der mit Ciclosporin A

Behandelten nicht.
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Abb. 23: HE Farbung Monolayer HAM oCsA 100x. 3 Tage. Die Aommembran liegt der Muskelfaszie auf,
deutlich sind & Zc* Zona compacta (densa) und-ZI“ Zona lucida ZI (rara) zu erkennen.

Abb. 24: HE Farbung Monolayer CsA 100x. 3 Tage. Die Amnionthean liegt der Faszie locker auf. Es finden
weder eine Migration von Zellen noch Gefaliinfiimaen in die HAM statt.
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14 Tage post transplantationem

Nach 14 Tagen bedeckt eine breite neugebildeten Gewebeschicht die muskulare
Oberflache. Das autologe Bindegewebe um das Transplantat besteht hauptsachlich
aus Fibroblasten und  Myofibroblasten.  Neugebildete  Kapillaren  und
GefalRformationen sprossen in das umgebende Gewebe ein, aber nicht in das
Transplantat. Es zeigt sich eine zunehmende Infiltration inflammatorischer Zellen aus
Lymphozyten und einigen Eosinophilen in das Gewebe der Amnionmembran der
immunkompetenten Ratten. Die Architektur der stromalen Matrix hat sich dadurch
signifikant gedndert, wahrend das Transplantat der immunsuppremierten Tiere eine
reduzierte Zellinvasion aufzeigt und die Architektur weitgehend erhalten bleibt.

G-
L > .«

Abb. 25: HE Farbung Monolayer oCsA 50x. 14 Tage. Die Ammembran s—HAM" ist in einer Zellschicht
aus Fibronblasten und GefaRRformationen eingebettdlen wandern in die stromale Matrix ein und leak
diese auf. Es findet eine Degradation statt.
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Abb. 26: HE Farbung Monolayer CsA 100x. 14 Tage. Die Amnientbran ist in eine Zellschicht aus
Fibroblasten und Gefal3formationen eingebettet. Biegradation und Zellinfiltration hat kaum statigeden.

28 Tage post transplantationem

Nach 28 Tagen ist die spezifische Struktur der stromalen Matrix der Amnionmembran
bei den immunkompetenten Ratten nicht mehr zu erkennen. Imigrierte
inflammatorische Zellen, horizontal orientierte neugebildete Kollagenbiindel und
einige Gefal3e verdrangen die Reste der Amnionmembran. Das umgebende Gewebe
besteht groRtenteils aus Fibrozyten. Die stromale Matrix ist fast vollstéandig
degradiert. Die Zahl der inflammatorischen Zellen hat sich im Vergleich zu den
Proben nach 14 Tagen merklich reduziert.

In den Schnitten der immunsupprimierten Tiere lasst sich die Struktur der
Amnionmembran gut vom umliegenden Gewebe differenzieren. Es hat eine
Zellinfiltration begonnen und das Kollagennetz des amnionalen Stromas, in das
einzelne Geféal3e einsprossen, lockert sich auf.
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Abb. 27: HE Farbung Monolayer oCsA 100x. 28 Tage. Die Red#e Amnionmembran sind durch
eingewanderte Zellen, Gefalbindel und horizoniahtierte Kollagenbiindel kaum noch erkennbar. Eshma
fast vollstandige Degradation der Amniommembrattggéunden.

Abb. 28: HE Farbung Monolayer CsA 100x. 28 Tage. Das StrdemaAmnionmembran (*) lockert sich auf.
Einzelne GeféalRe sprossen in die Kollagenmatrix€in
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Degradation der Basalmembran/ Lamininfarbung

Immunhistochemische Farbungen werden zur Lokalisation und Identifikation von Zell-
und Gewebekomponenten verwendet. Die Immunreaktion basiert auf einer Antigen-
Antikdrperreaktion. Es sind vier verschiedene Methoden zur Markierung des zu
untersuchenden Antigens bekannt. Die direkte (Antigen + Antikbrper mit Enzym +
Substrat oder Chromogen), indirekte (Antigen + Primarantikrper +
Sekundarantikérper mit Enzym + Substrat 0. Chromogen), PAP Methode (nach
Sekundarantikdrpergabe Auftragung von einem Peroxidase - Anti - Peroxidase
Komplex) und Labelled (Strept-) Avidin-Biotin-Methode. Letztere Farbemethode, die
in dieser Studie genutzt wird, beruht auf einer hohen Affinitat von Streptavidin zu
Biotin. Der Priméarantikorper in dieser Studie ist gegen das Laminin der humanen
Basalmembran gerichtet. (Unkonjugierter Primarantikérper +  biotinylierter

Sekundarantikdrper + Strepatvidin - Biotin Enzymkonjugat + Chromogen).

Das Glykoprotein Laminin ist ein nicht kollagener Bestandteil der humanen
Basalmembran. Er stellt damit einen hervorragenden Marker zur Beurteilung der

Degradation der humanen Amnionmembran und Neubildung von GefalRen dar.

In der immunhistochemischen Laminin Farbung zeigen die Transplantate der
immunkompetenten Ratten eine intakte Basalmembran der Amnionmembran bis zum
3. Tag. Die Transplantate der behandelten immunsupprimierten Tiere weisen noch

bis zum 28. Tag postoperativ eine intakte durchgehende Basalmembran auf.
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Abb. 29: Laminin Farbung Monolayer oCsAapb. 30: Laminin Farbung Monolayer CsA 100x,
100x, Messbalken 100um. A 3 Tage, B 14 Tage,Nfessbalken 100um. A 3 Tage, B 14 Tage, C 28
28 Tage. Die immunkompetenten Proben zeiggRge. Die immunsupprimierten Proben zeigen eine

eine intakte Basalmembran bis 3 Tag@takte Basalmembran bis 28 Tage postoperativ.
postoperativ.
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Multilayered Amnionmembran

Bis zum 28. Tag ist das amnionale Gewebe grof3tenteils frei von Empfangerzellen.
Die Struktur der Amnionmembran ist erhalten. Zwischen und um die
Transplantatschichten hat sich eine Schicht aus Fibroblasten und einigen

einsprossenen Gefalden gelagert.

Nach 60 Tagen ist eine deutliche Degradation zu erkennen. Eine Kontinuitat der
Basalmembran der Amnionmembran ist nicht mehr vorhanden. Die Integritat des
stromalen Gewebes ist aufgehoben. Einige Zellen sind in die Kollagenbiindel
eingewandert. Eine gefal3- und fibroblastenreiche Schicht liegt zwischen den

Amnionschichten und umgibt das Transplantat vollstandig.
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Abb. 31 A+B: HE Farbung Multilayer Amnion CsA, 100x. A 3 Tage,2B Tage. Das Amniongewebe ist
groRtenteils frei von Empfangerzellen, die Intégriter Membran ist erhalten. Zwischen und UberQtshichten
sind Fibroblasten eingelagert und wenige Geféfedingewachsen.
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Abb. 32: HE Farbung Multilayer Amnion CsA, Abb. 33: Laminin Farbung Multilayer Amnion
200x. 60 Tage. Die stromale Matrix ist aufgelockerCsA. 60 Tage. Eine Kontinuitat der Basalmembran
einzelne Empfangerzellen sind zwischen deater HAM ist nicht mehr vorhanden. Prominenter
Faserbundel eingewandert. Eine gefal- uedscheinen jetzt die Basalmembranen zahlreicher
fibroblastenreiche Zellschicht hat sich zwisched urGefaRe.

um die Transplantate gelegt.

4.3 Auswertungen der Messergebnisse

Uber die Bestimmung der Dicke der Amnionmembran wurde die Degradation nach 3,
14, 28 und bei der Multilayer Amnion zusatzlich nach 60 Tagen ermittelt. Fehlende
Messwerte entstehen aufgrund der zufallig gewahlten Messpunkte. Hier kam die
Amnionmembran nicht zur Darstellung. Entweder wurde die Amnionmembran nicht
im Praparat vollstandig getroffen oder die Membran war vollstandig degradiert. Ein
Signifikanzniveau von 5% wird vorrausgesetzt. Es gilt damit ein p kleiner (<) 0,05 als

statistisch signifikant.
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Degradation der Monolayer Versuchsreihe

Die Dicke der Monolayer 3 Tage post transplantationem lag bei 133,51um +34,88um
(Standardfehler 11,03) bei den Immunkompetenten und bei 109,38um +45,76um
(Standardfehler 14,47) bei den Immunsupprimierten. Gegenubergestellt ergab sich

kein signifikanter Unterschied.

14 Tage postoperativ lag der GrofRendurchschnitt der Nichtbehandelten bei 214um
+127,08um (Standardfehler 44,93) und der Behandelten bei 166,88um +60,76um
(Standardfehler 20,25). Es besteht auch hier kein signifikanter Grol3enunterschied
p=0,121 und p=0,36 nach 14 Tagen. Es kann aber angedeutet werden, dass die
Amnionmembran im Zuge der Degradation an Gr6f3e zunimmt. Beachtet man die
histologischen Schnitte, wird deutlich, dass es zu einer Zellinfiltration und
Auflockerung mit Destruktion der tangential angeordneten Kollagenbindel kommt.

Das Stroma wirkt aufgedunsen und nimmt einen gré3eren Raum ein.

28 Tage postoperativ ergibt sich ein Mittelwert von 8,7um +10,25 (Standardfehler
3,24) bei den immunkompetenten Tieren. Es zeigt sich sowohl im Vergleich 3 Tage
(p< 0,001) und 14 Tage (p= 0,001) als auch im Vergleich mit den
Immunsupprimierten (p= 0,012) mit einem Mittelwert von 61,71um 39,51
(Standardfehler 14,93) ein signifikanter Unterschied. Setzt man einen Wert mit p<

0,05 als signifikant voraus.

Das T-Zell vermittelte Immunsystem scheint damit einen wesentlichen Einfluss auf
die Degradation der Amnionmembran zu haben. (vgl. Abbildung 37 treated vs. non-
treated HAM). Die immunkompetente Ratte ist in der Lage bis 28 Tage nach
Transplantation die Amnionmembran fast vollstandig aufzuldsen und durch autologes
Bindegewebe zu ersetzen. Die Degradation der HAM bei der immunsupprimierten

Ratte erfolgt bis zum 28. postoperativen Tag nicht signifikant (p= 0,38).
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Tabelle 1 Messergebnisse der histologischen Auswertung der HAM oCsA 3, 14, 28 Tage postoperativ
in um

Probe 3 Tage 14 Tage 28 Tage

2 113,67 10,67

4 99 0

6 111,83 352,33 13

8 181 264,67 8,33

10 178,5 0 33,33

12 112,33 55,67
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350 f~

Monolayer HAM ohne CsA
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300 A

250 A

200 A

150 H

100 -

Monolayer HAM nicht-immunsupprimiertin um
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Tage post transplantationem
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Abb. 34: Grafische Auswdung derMessergebnisse 3, 14, 28 Tage postoper&tig Balken markieren di
Mittelwerte, Uber den Balken ist der Standardfetdegegeben. Die mit dem ,** markierten Klamme
kennzeichnen signifikante Unterschiede (p<0

Tabelle 2: Messergebnisse der histologischen Auswertung der HAM CsA 3, 14, 28 Tage postoperativ

in um

Probe 3 Tage 14 Tage 28 Tage
1 88

2 91,33 93,67
3 100,33 107,67 59

4 139 94,33 121
5 125,33 118,33 58

6 224,33 171,33

7 94,67 31

8 74,5 141,67 0

9 89,5 182 69,33
10 66,83 242,33

11 168,67

12 275,67

Mittelwert 109,38 166,88 61,71
Standardabweichung 45,76 60,76 39,58
Standardfehler 14,47 20,25 14,93
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Monolayer HAM mit CsA behandelt
350 A

300 - [ !

250 A I !

200 +

150 A

100 A

Monolayer HAM immunsupprimiert mit CsA in pm

50 A

14 28

Tage post transplantationem

Abb. 35: grafische Auswertung der Messergebnisse 3, 14, &g Tpostoperativ. Die Balken markieren die
Mittelwerte, Uber den Balken ist der Standardfetdegegeben. Die mit dem ,* markierten Klammern
kennzeichnen signifikante Unterschiede (p<0.05).
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Monolayer HAM treated vs. non-treated

100 -
*
90 - C

80 -
70 -
60 -

Monolayer HAM in pum

50 -
40 A
30 H
20 H
10 ~

O =1 N T
mit CsA ohne CsA

28 Tage post transplantationem

Abb. 36: Vergleicht man den Degradationsfortschritt immunsupierter mit immunkompetenten
Amnionmembrantransplantaten stellt sich ein sigaifter Unterschied heraus. ,** entspricht p < 0,05.

Degradation der Multilayer Versuchsreihe

Die Multilayer Amnionmembran wurde 3, 14, 28 und 60 Tage posttransplantationem

untersucht.

Bis zum 28. Tag postoperativ sind die einzelnen Schichten des multilayered
Amniontransplantates erhalten. Nach 60 Tagen hat sowohl die Gesamtdicke der
gestapelten Schichten von 725,33um +259,26um (Standardfehler 115,94) der 28
Tage Probe auf 219,06um +103,18um (Standardfehler 46,14) der 60 Tage Probe (p=
0,009) als auch die Dicke der einzelnen Membranen vor allem der apikalen Membran
von 150,33um £9,42um (Standardfehler 6,66) der 28 Tage Probe auf 26,67 +3,60um
(Standardfehler 2,08) der 60 Tage Probe (p= 0,021) signifikant abgenommen.
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Multilayer HAM A
1400 - 1 * |
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£
= *
£ 1000 ' '
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3 14 28 60

Tage post transplantationem

Abb. 37: Grafische Auswertung der Messergebnisse 3, 14, @g,afje postoperativ. Die Balken markieren
Mittelwerte, Uber den Balken ist der Standardfeldegegeben. Die mit dem ,** markierteKlammern
kennzeichnen signifikante Unterschied < 0.05).

Multilayer HAM immunsupprimiert

250 A
[ * . O basal
I n.s \ B second
200 1 * M apical

150 -

100 -

50 A

3 14 28
Tage post transplantationem

Multilayer HAM immunsuppriemiert mit CsA in um

Abb. 38: Grafische Auswertung der Messergebnisse 3, 1, 60 Tage postoperativ. Die Balken markieren
Mittelwerte, Uber den Balken ist der Standardfetdegegeben. Die mit dem ,** markierten Klamme
kennzeichnen signifikante Unterschiede (p<0 ,n.s.” bedeutet nicht signifikant.
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Tabelle 3: Humane Amnionmembran multilayered mit Ciclosporin A

3 Tage 14 Tage 28 Tage 60
Basal Zweite apical basal Zweite apical basal Zweite apikal  Tage Zweite apical
basal
2 77,67 166,33 74,67 43,33 118 126,33 225 213,33 42,5 56,83 30,67
4 54 111,33 79,33 63,67 124 163 172,33 47,67 118 71,17 23,67
6 137,33 274,67 101 136,67 197,67 157,67 164 157

8 158,33 136,33 160,67
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Vaskularisierung und Infiltration inflammatorischer Zellen

Zuséatzlich zu der HE Farbung wurde eine immunhistochemische Farbung mit
Laminin zur Identifizierung der Basalmembran vaskularer Formationen und eine
Fluoreszenz DAPI Farbung zur Identifizierung in das Transplantat immigrierter Zellen

angefertigt.

In der DAPI Farbung werden kernhaltige DNA - reiche Zellen dargestellt. Bereits am
14. Tag post transplantationem erscheint das Bild der unbehandeltem Monolayer
Versuchsreihe durch die Fluoreszenzdarstellung einem Leuchtrasen. Zahlreiche
Zellen umgeben und infiltrieren das Transplantat. 3 Tage und 28 Tage post
transplantationem kommen nur wenige DNA — reiche Zellen zur Darstellung. Ein
anderes Bild bietet sich bei der behandelten Multilayer Versuchsreihe. Nur wenige
Zellen legen sich auf und zwischen den einzelnen Schichten des Transplantates. In

der stromalen Matrix kommen DNA — reiche Zellen kaum zur Darstellung.

Betrachtet man die Aufnahmen der immunhistochemisch behandelten Praparate
erkennt man bei der nicht behandelten Monolayer Versuchsreihe eine Zunahme
Laminin markierter GefalRformationen zum 28. Tag hin. Die behandelte Multilayer
Versuchsreihe zeichnet sich durch kaum nachweisbare Gefal3formationen zwischen
den Membranschichten aus. Am 28. Tag hat sich eine gut vaskularisierte autologe

Gewebeschicht auf das Transplantat gelegt.
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Abb. 41: Fluoreszenz DAPI Farbung 100x, Balkerbb. 42: Fluoreszenz DAPI Farbung 100x, Balken

100um. A 3., B 14, C 28. postOP Tag oCsA0Oum. A 3., B 14., C 28. postOP Tag. Im Bereich

Einige Zellen haben das Stroma der Monolayder einzelnen Schichten der Multilayer HAM

HAM infiltriert. Ein Maximum kernhaltiger DNA marginale Darstellung von Zellen. Kaum Zellen

reicher Zellen ist am 14. postOP Tag nachweisbdraben nachweisbar das Stroma der HAM
infiltriert.
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Abb. 13: Laminin Farbung 100x, Balken 100umAbb. 14: Laminin Farbung 100x, Balken 100um.

A 3., B 14, C 28. postOP Tag CsA. Zunahmg 3., B 14., C 28. Post OP Tag. Es sind kaum
Laminin markierter GefaRformationen bis zum 2&efaRformationen zwischen den

postOP Tag. Membranschichten nachzuweisen. 28 Tage postOP
zeigt sich eine obenaufliegende gut vaskularisierte
autologe Gewebeschicht.

Zur statistischen Analyse der Vaskularisierung und zellularen Entziindungsreaktion

sind alle Versuchsserien in Streudiagramme dargestellt (Abbildung 44 und 45).

Die Vaskularisierung war signifikant (p< 0,05) von 3. Tag zum 28. Tag in den
Monolayer Proben angestiegen. Dieses Phanomen konnte bei den Multilayer Proben
nicht festgestellt werden (p> 0,05).

Die Anzahl inflammatorischer Zellen stieg signifikant an (p< 0,05) und zeigte seinen
Hohepunkt in beiden Proben der Multi- und Monolayer HAM am 14. postoperativen
Tag. Bis zum 28. Tag kam es zu einem signifikanten (p< 0,05) Riickgang der Anzahl

inflammatorischer Zellen in beiden Versuchslinien.
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Abb. 15: Streudiagramm (jeder Punkt reprasentiert ein Tue Durchschnittswert (rote Linie) neugebildeter
Gefal3e, die in die Region des HAM Transplantataspedbssen. Die Kapillaren wurden wie folgt skaliért O
vessels/mmz2 (v/immz), 1= 1-3 v/mmz, 2= >3v/mm3.
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Abb. 16: Streudiagramm (jeder Punkt représentiert ein Tiend Durchschnittswert (rote Linie) der
Entziindungsreaktion. Inflammatorische Zellen wurdeo Feld gezéhlt und wie folgt skaliert: 0= <5%
inflammatorische Zellrate pro Feld (icr/f), 1= 595cr/f, 2= 25-50% icr/f, 3= >50% icr/f.
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5. Diskussion

Unbehandelte frische Amnionmembran wurde bereits haufig als adaquates Material
zur Rekonstruktion von Schadigungen aus dem Bereich der Verbrennung (Quinby et
al.,, 1982, S.711; Ramakrishnan und Jayaraman, 1997, S.33), Mund-Kiefer-
Gesichtschirurgie (Guler et al., 1997, S.280; Samandari et al.,, 2004, S.574),
Gynakologie (Tolhurst et al., 1991, S.407; Mhaskar, 2005, S.123), Urologie (Fishman
et al., 1987, S.1291) und Neuropadiatrie (Hasegawa et al., 2004, S.408) eingesetzt.
Ein erhohtes Risiko einer Ubertragung von Keimen und Erkrankungen bleibt dabei
erhalten. Das Ziel der Studie war die Anwendung cryokonservierter Amnionmembran
als alternatives sicheres Material zur Rekonstruktion von Weichteilgewebsdefekten
zu etablieren. Obwohl die cryokonservierte humane Amnionmembran seit den 90er
Jahren (Dua et al., 2004, S.51) einen festen Platz in der Rekonstruktion okulérer
Defekte einnimmt, ist bisher eine Applikation auf extraokuldren, nicht
immunprivilegierten Oberflachen kaum beschrieben worden (Kubo et al., 2001,
S.1539).

Im Hauptteil der Arbeit wurde die Immunogenitat der humanen Amnionmembran in
einem Rattenmodell untersucht. Dabei wurde die humane Amnionmembran auf die
Bauchmuskulatur von Sprague-Dawley Ratten transplantiert. Der Schwerpunkt des
Interesses lag dabei auf der Untersuchung der zellularen und vaskularen Reaktion
auf die Amnionmembran und die Degradation der humanen Membran bei nicht
bradytrophem, immunprivilegiertem Gewebe. Dabei wurden ein einschichtiges und
ein  mehrschichtiges Modell entwickelt und einzelne Gruppen mit der

immunsupprimierenden Substanz Ciclosporin A behandelt.
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5.1 Untersuchungen am Tiermodell Ratte

Das bevorzugte Tiermodell solcher Untersuchungen ist die Ratte, die sich aufgrund
rascher Generationsfolge, unkomplizierter Haltungsbedingungen, sowie schneller
Auspragung physiologisch und morphologisch relevanter Organveranderungen

besonders eignet.

Eine vergleichbare Ubertragung der Daten konnte durch die Verwendung nahezu im

genetischen Code identischer Tiere gewahrleistet werden.

Eine Ubertragung der Ergebnisse auf die menschliche Physiologie ist nur bedingt
moglich. Die Ratte unterscheidet sich in Habitus, Organphysiologie und genetischem

Aufbau signifikant vom humanen Organismus.

In zahlreichen Studien ist die Immunogenitdt der Amnionmembran beschrieben
worden. Diese Arbeiten bezogen sich allerdings auf das bradytrophe Gewebe des
humanen Auges. Tseng implementierte ein Transplantationsverfahren humaner
Amnionmembran auf das Auge, welches zahlreiche Vorteile gegenltber anderen
Therapieverfahren fur verschiedenste Erkrankungen am Auge zeigte. Nachfolgende
Untersuchungen auch am Tiermodell sollten die Vorteile der HAMT (human amniotic
membrane transplantation) naher beleuchten. Doch eine Studie die histologische und
immunhistologische Erkenntnisse uber die Immunogenitdt der HAMT auf nicht

bradytrophem Gewebe beschrieb, existierte bisher nicht.

Aufgrund der Uberlegung einen geeigneten gefaRversorgten Lappen fiir die Deckung
oraler Defekte zu nutzen, wurde in dieser Studie die Amnionmembran auf die
Bauchwandmuskulatur von Ratten genaht. Die gewahlte Stelle ermdglichte die
spatere Hebung eines gestielten Lappens und die einfache Entnahme des

Transplantates samt darunterliegender Muskulatur (Wolff et al., 1995, S.680).

Ein einfacher und etablierter Zugang wird durch die mediane Durchtrennung der
Haut erreicht. Die Praparation des Unterhautgewebes von der Muskulatur ist einfach
und nahezu atraumatisch. Eine Darstellung des Operationsitus ist mit wenigen
Mitteln erreicht. Die Membran lasst sich einfach auflegen und die Muskulatur bietet
ein gutes Widerlager fur die Nahte. Ist die Haut wieder verschlossen legt sie sich der
Amnionmembran an. Eine postoperative Wundheilungsstérung war bei wenigen

Tieren zu sehen. Diese waren auf einen insuffizienten Wundverschluss
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zuriuickzufiihren, da die Tiere am Nahtmaterial knabberten und die Wunde dadurch
erdffneten. Die Defekte wurden geséubert und bei zwei Tieren mit einigen N&hten
primar verschlossen. Bei einem Tier wurde eine sekundar Wundheilung gewahlt, da
die Haut an die Muskulatur gewachsen und der Defekt verschorft war. Intra- und
postoperativ verstarb kein Tier aufgrund operativer Komplikationen. Die Anasthesie
der Tiere erfolgte durch intraperitoneale Injektion eines Ketamin - Xylazin
Gemisches. Die Aufrechterhaltung der Narkose wurde mit Ketamin gewahrleistet.
Drei Tiere aus der Gruppe der Immunsupprimierten Tiere verstarben wéahrend der

Narkose zur Transplantatentnahme.

~Zwischenbemerkung: Eine nahere Beleuchtung des Metabolismus von Ketamin soll
dies erklaren.

Ketamin ist ein N-Methyl-D-Aspartat Rezeptor Antagonist, das seit 1970 in der
klinischen Praxis aufgrund seiner anasthesierenden, sedierenden und analgetischen
Eigenschaft angewendet wird. Es findet seine Anwendung sowohl bei kurzen
chirurgischen Eingriffen als auch im postoperativen Schmerzmanagement oder bei
polytraumatisierten Patienten (White, 1982, S.119). Ketamin wird von mikrosomalen
Cytochrom P450 der Leber zum metabolisch aktiven Norketamin demethyliert (Hijazi,
2002, S.853). Inwieweit die Cytochrom P450 Isoformen CYP3A4, CYP2B6 und
CYP2C9 inhibierend oder induzierend auf den Ketamin-Metabolismus wirken, ist
bisher nicht geklart. Sie scheinen aber einen Einfluss auf die pharmakokinetische
Interaktionen mit zahlreichen Medikamenten zu besitzen. So gehért neben den
antifugalen Azolen, antibakteriellen Makroliden auch das Immunsuppressivum
Ciclosporin zu den Inhibitoren der CYP3A4 Inhibitoren (Koppel, 1990, S.259). Ob ein
Zusammenhang zwischen einer Wechselwirkung des Ketamin- und Ciclosporin A-
Metabolismus und dem Tod der immunsupprimierten Ratten wahrend der Narkose
bestand, ist nicht eindeutig zu verifizieren. Auffallig aber war, dass die
immunsupprimierten Tiere eine ungewOhnlich niedrige Ketamindosis zur
Narkoseinduktion und -aufrechterhaltung bendtigten. Folgende Werte konnten nach
Auswertung des Anasthesieprotokolls erhoben werden. Die Gruppen, die mit
Ciclosporin 3 bzw. 28 Tage lang behandelt wurden, bendtigten signifikant weniger
Ketamin zur Anésthesie (62,3 mg/kg +22,1 vs. 125,5 mg/kg + 40,1 und und 70,2
mg/kg + 39,0 vs. 137,8 mg/kg + 38,4; p<0,01) in der zweiten Operation zur

Transplantatentnahme als in der immunkompetenten Gruppe.*
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Zur Fixierung der Amnionmembran standen mehrere Mdglichkeiten zur Verfigung.
Fixierung der Amnionmembran mit resorbierbarem, nicht resorbierbarem
Nahtmaterial und Fibrinkleber. Die heutzutage gangigsten resorbierbaren
Nahtmaterialien bilden Polymere der Glykolsaure (Dexon®=PGS), Copolymere aus
Glykolyd und Lactid (Polyglaktin=Vicryl®=PGS), Polymere aus Dioxanon
(Polydioxanon=PDS).

Der Fibrinkleber (Beriplast® oder Tissucol®) besteht aus zwei Komponenten
Fibrinogen (Faktor | der Gerinnungskaskade) und Thrombin (Faktor lla der
Gerinnungskaskade). Werden die Komponenten vermischt, spaltet Thrombin
Fibrinogen in Fibrin und aktiviert den Faktor Xl zu Xllla. Faktor Xllla fuhrt zu einer
Quervernetzung des Fibrins, was ein stabiles, reil3festes und gleichzeitig elastisches
Fibrinnetz ergibt. Dieser Vorgang entspricht dem letzten Abschnitt der naturlichen
Blutgerinnungskaskade. Die Zugabe von Aprotinin ein Protease Inhibitor verzdgert
die physiologische Fibrinolyse. Die Mdéglichkeit die Amnionmembran mit Fibrinkleber
zu fixieren ist bereits bekannt, hat sich aber bisher nur im Bereich der Augenchirurgie
etabliert (Kheirkhah et al., 2008, S.1059).

In unserer Arbeit entschlossen wir uns auf nicht resorbierbares Nahtmaterial
zuruckzugreifen. Die silikonisierte geflochtene Perma-Hand Seide weist eine geringe
Elastizitat, eine ausgepragte Geschmeidigkeit und sehr gute Kntpfeigenschaften auf,
die den Umgang mit mikrochirurgischem Instrumentarium optimieren. Die Seide wird
weder absorbiert noch resorbiert, so dal3 sie zum einen Hilfe zur Orientierung vor
allem zur Transplantatentnahme bietet, zum anderen weniger Artefakte aufgrund
biologischer = Abbaumechanismen und immunologischen Reaktionen als
resorbierbares Nahtmaterial oder Fibrinkleber bewirkt. Gleichzeitig bildet die Naht mit
nicht resorbierbarem Material eine hohere Fixierungssicherheit bei nicht zu

vermeidenen Bewegungen der Versuchstiere als beim Fibrinkleber.
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5.2 Kryokonservierung

Spezielle Aufbereitungsverfahren und Sterilisationsmethoden muissen eine
gleichbleibende Qualitat und Konservierung der humanen Amnionmembran sicher

stellen.

Die Transplantation frischer Amnionmembran auf Menschen ist bereits beschrieben
worden, eine Gefahr bakterieller oder virologischer Ubertragungen vom Spender auf
den Empfanger bleibt dabei bestehen. Ein Verbrauch sollte innerhalb von 24
Stunden erfolgen (Mejia et al., 2000, S.288). Es wurden verschiedene Methoden zur
Konservierung der HAM genutzt. Hypothermische Aufbewahrung (bei 4<C),
Dehydrierung (Chuck et al., 2004, S.341), Gefriertrocknung (Nakamura et al., 2004,
S.93), Glycerol-Konservierung und Kryokonservierung. Entscheidend ist der Einfluss
auf die Morphologie, Uberlebensfahigkeit der Zellen und Funktionalitat biologischer
Faktoren der Amnionepithelmembran.

Die meiste klinische Erfahrung der Applikation humaner Amnionmembran beruht auf
der Nutzung kryokonservierter Amnionmembran in 50%iger Glycerin Losung bei -
80T, entwickelt von Tseng und Kruse (Tseng SC, 1998, S.431; Kruse et al., 1998,
S.114). Bisher ist unklar ob und inwieweit Amnionepithel, stromale Fibroblasten und
Wachstumsfaktoren die Kryokonservierung Uberleben. Kruse et al. postuliert nach
Auswertung von Farbetechniken zur Darstellung vitalen Gewebes und die
Unfahigkeit zur Proliferation der HAM Zellen in Zellkultur nach Kryokonservierung,
daR die Epithelzellen nicht mehr lebensfahig sind (Kruse et al., 1998, S.114). Die
morphologischen, immunologischen und physikalischen Eigenschaften bleiben
erhalten. Dies gilt auch fur gefriergetrocknete HAM (Nakamura et al., 2004, S.93).
Diese bietet den Vorteil einer lAngeren Haltbarkeit bei Raumtemperatur und benotigt
nicht den Transport in Niedrig - Temperatur Gefrierkammern. Im klinischen Alltag
allerdings ist ihre Préaparation aufgrund einer geringeren Elastizitat und Spannbarkeit

weniger anwenderfreundlich als bei aufgetauter kryokonservierter Membran.
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Eine Aufbewahrung der HAM in Glycerin bei 4C hat e inen sofortigen Zelltod zur
Folge (Hennerbichler et al., 2007, S.1), die Effektivitat  einer
Amnionmembrantransplantation im Vergleich mit frischer Amnionmembran, bleibt

aber dennoch, auch nach einem Jahr, erhalten (Maral et al., 1999, S.625).

Eine Kryokonservierung in 1.5 M Dimethylsulfoxid Lésung (DMSO) bei -80C
ermoglicht das Uberleben von 50% der Amnionepithelzellen (iber mehrere Monate
(Kubo et al., 2001, S.1539). Eine Kultivierung der Epithelzellen ist dann noch
maoglich. Nutzt man die Amnionmembran als Tragermaterial fir bestimmte Zellen z.B.
Stammzellen oder Chondrozyten im Rahmen des ,tissue engineerings® ist diese

Madglichkeit nicht erwiinscht.

Mittlerweile ist die Amnionmembran entweder kryokonserviert als AmnioGraft® (Bio-
Tissue, Inc., USA) oder dehydriert als AmbioDry® (IOP Inc., USA) gewerblich

erhéltlich.

5.3 Mono- und Multilayer Technik

Ein entscheidender Bestandteil dieser Arbeit ist die Gegenuberstellung des
zeitichen Ablaufs der Degradation und die immunologische Reaktion des
Organismus auf ein einschichtiges und mehrschichtiges Amnionmembranmodell.
Dabei wurden drei Kriterien histologisch und immunhistologisch erfasst. Die
Vaskularisierungs- und Infiltrationsrate invaginierender Zellen und die Degradation

der Membran in Form von Dickenminderung und Verlust der Integritat.

Es wurden drei verschiedene Applikationsformen am in vivo Modell verglichen.
Erstens das  einschichtige (Monolayer)  Amnionmembranmodell ~ ohne
Immunsuppression, zweitens einschichtig mit Immunsuppression und drittens das

mehrschichtige (Multilayer) Modell bei immunsupprimierten Tieren.

In der vorliegenden Arbeit konnte eine signifikant verlangerte Uberlebenszeit des
Transplantates bei Multilayer Technik und bei Immunsuppression nachgewiesen
werden. Resch et al. untersuchten elektronenmikroskopisch und lichtmikroskopisch
die histologischen und mikrostrukturellen Veranderungen der Kornea nach
Amnionmembrantransplantation. Sie beobachteten, dass ein einschichtiges
Transplantat schon nach 1 bis zwei Wochen nicht mehr nachweisbar in die Kornea
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integriert ist, wahrend das mehrschichtige Transplantat (hier sog. ,Sandwich-
Technik®), wie in unserer Studie dargestellt, noch viele Monate verbleibt (Resch et
al., 2006, S.1853). Kruse konnte noch nach mehr als einem Jahr nach
Rekonstruktionen okuléarer Defekte mit humaner Amnionmembrantransplantation in
Sandwich Technik Fragmente der Amnionmembran nachweisen (Kruse et al., 1998,
S.114). Rinastiti et al. nutzten als einzige mehrschichtige gefriergetrocknete HAM auf
extraokularen, immunologisch nicht privilegierten Organen. Uber einen Zeitraum von
10 Tagen konnte histologisch eine beschleunigte Wundheilung gingivaler Defekte bei
Kaninchen unter Einfluss der Amnionmembran beobachtet werden (Rinastiti et al.,
2006, S.247). Uber die Degradation der Amnionmembran findet sich allerdings kein
Hinweis, obgleich des kurzen Untersuchungszeitraums eine Aussage nicht valide

erscheint.

Der Verlauf der Degradation des mehrschichtigen Modells aus unserer Studie ist
vergleichbar mit den Ergebnissen aus Beobachtungen nach mehrschichtiger
Rekonstruktion cornealer Defekte. So ist die apikale Amnionmembran einem frihen
Verlust der Integritat unterworfen, wahrend die unteren Schichten zunachst stabil
verbleiben. Resch et al. beschreiben ein Verschwinden der apikalen Membran nach
1 bis 2 Wochen (Resch et al., 2006, S.1853). Eine signifikante Degradation dieser
Membran konnte in unseren Beobachtungen vor allem zwischen dem 28 und 60 Tag

festgestellt werden.

Eine hier auftretende Diversivitat der dargestellten Messergebnisse in unserer Arbeit
geht mit der erfolgten Methodik bzw. Technik der Applikation einher und bleibt
dennoch durch die Menge der Messungen aussagekraftig.

Eine lockere Auflage der einzelnen Membranschichten ermoglicht eine einfachere
Infiltration des intermembrantsen Raumes. Kleinste strukturelle Veranderung durch
die Praparation und Applikation der Membran bieten einen guten Angriffspunkt zur
L6sung der Integritdat der Membran durch die Empfangerzellen wie Fibroblasten,
Lymphozyten, Fremdkoérperzellen und Epithelzellen. Somit gilt eine entsprechende
Fixierung der Membranen vorzunehmen, um den jeweiligen gewtnschten Effekt zu
erzielen. Sind nicht die einzelnen Membranschichten fixiert, kommt es zu einer
Retraktion mit Faltenbildung der losen Membran und damit zu einer erhdhten

Konzentration etwaiger sezernierter Faktoren auf engem Raum mit entsprechender
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Retardierung der Degradation und Multiplikation biologischer Eigenschaften der

Amnionmembran.

Eine 2007 verdffentlichte Studie verdeutlicht dies. Sie berichtet tber den positiven
Kurzzeiteffekt der kryokonservierten Monolayer Amnionmembran auf die
Epithelialisierung von Wunden bei vendsen Ulzerationen der Extremitaten (Mermet et
al., 2007, S.459). Der Kurzzeiteffekt stand im Zusammenhang mit der limitierten
Lebensdauer des AM Transplantats von 2-4 Wochen und der damit einhergehende
Mangel an Wachstumfaktoren und Progenitorzellen, welche von der stromalen AM
zur Induktion, Forcierung und Unterstiitzung der Wundheilung sezerniert wurden. Der

positive Effekt stellte sich nach Untergang der Membran also ein.

Ein erster Schritt eine Erh6hung der Lebens- und Effektdauer zu erreichen, ware die

simple Multiplikation der Faktoren.

Ein zweiter Schritt ist die Degradation der Amnionmembran zu verlangsamen. Hierzu
wurde die HAM in Multilayer-Technik appliziert und zuséatzlich durch eine
immunsuppressive Behandlung des Empfangers (wenn mdglich und sinnvoll) eine
verlangerte Lebensdauer des Transplantates erreicht. Dies konnte durch eine Studie
allerdings am immunpriviligiertem Organ, der Cornea von Prabhasawat bestétigt
werden. Er verglich den Heilungsprozess epithelialer Defekte nach Monolayer AMT
mit Multilayer AMT. Es zeigte sich eine signifikant schnellere Heilung des cornealen
Schadens nach Multilayer AMT (Prabhasawat et al., 2001, S.1455). Er vermutet
daher je mehr von der stromalen Matrix der Amnionmembran vorhanden ist, desto

hoher die Konzentration von Wachstumsfaktoren, die die Epithelialisierung fordern.

Die histologischen und immunhistologischen Untersuchungen des einschichtigen
Modells unserer Arbeit nach 3, 14 und 28 Tagen zeigt eine fast vollstdndige

Degradation der Transplantate nach 28 Tagen.

Dies konnte auch in einer Studie mit einem soft tissue Modell fur intraorale
Rekonstruktionen und Herstellung einer myomukdsen Lappenplastik beschrieben
werden (Samandari et al., 2004, S. 574; Ahn et al., 2006, S.411). Im Gegensatz dazu
lassen sich in einer Studie von Gomes et al. Fragmente lyophilisierter und durch
Ethylenoxid sterilisierter Amnionmembran noch 90 Tage nach
Amnionmembrantransplantation zur Knochenregeneration und in einer Studie von

Lijima et al. noch 6 Monate nach Transplantation zur Augmentation von
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Rattenharnblasen nachweisen (Gomes et al., 2001, S.563; lijima et al., 2007, S.513).
Erfolgt die Transplantation auf ein immunprivilegiertes Organ wie in der Studie von
Tosi et al. fanden sich keine Uberbleibsel der Amnionmembran nach zwei Monaten.
Hierbei wurde die Amnionmembran einschichtig auf die Kornea transplantiert und in
Folge Proben histologisch und immunhistologisch bis 20 Monate nach
Transplantation untersucht (Tosi et al., 2005, S.852). Gris berichtet bei gleicher
Methodik Monolayer Fragmente noch nach 3 Monaten (nach 7 Monaten nicht mehr)

lichtmikroskopisch nachweisen zu kdnnen (Gris et al., 2002, S.508).

Ein wesentlicher Bestandteil der Degradation und Organisation der Membran ist die
Bereitstellung von Empfangerzellen und Faktoren, die den Abbau der Membran
forcieren, durch eine Vaskularisierung des perimembranésen Raumes. Unsere
Studie ermittelte einen signifikanten Anstieg der Vaskularisierungsrate (p< 0,05) von
3. Tag zum 28. Tag in den Monolayer Proben. Dieses Phdnomen konnte bei den
Multilayer Proben nicht festgestellt werden (p> 0,05) und beruht vermutlich auf einer
erhohten Konzentration antiangiogenetischer Faktoren (Hao et al., 2000, S.348).

Ein weiterer wesentlicher Bestandteil bildet vor allem die Infiltration von
immunaktiven Empfangerzellen in das Stroma. Welche durch immunmodulatorische

Fahigkeit der Amnionmembran beeinflusst und supprimiert werden.

Die Immunogenitat der humanen Amnionmembran beruht auf einer verminderten
Expression von HLA- A, B, C und DR Antigenen (Akle, 1981, S.1003), vermehrten
Expression des Komplement Inhibitor Proteins CD59 (Rooney und Morgan, 1992,
S.541) und Klasse Ib Antigene HLA-G und HLA-E und Fas Ligand (Houlihan et al.,,
1995, S.5665). Kubo et al. legten kryokonservierte Amnionmembran unter die
Nierenkapsel von Ratten. Eine AbstofRungsreaktion konnten sie nicht beobachten,
vielmehr ein  Abwehrmechanismus gegen die zellulare Infiltration von
Empfangerzellen &hnlich einer Barriereschicht (Kubo et al.,, 2001, S.1539). Die
Amnionmembran scheint ein immun-privilegiertes Organ zu sein, mit der Fahigkeit
immunmodulatorische Faktoren zu bilden und zu exprimieren. Die Infiltration von
Empfangerzellen in das amniotische Stroma war gering und konnte durch die
Substitution von Immunsuppressiva noch weiter reduziert werden. Eine der
wichtigsten Beobachtungen war eine fast vollstandige Abwesenheit von
Empfangerzellen im Stroma des mehrschichtigen Models. Hier scheinen die
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einzelnen Membranen die zellulare Infiltration zu blockieren und somit die

Degradation um ein Vielfaches zu verlangsamen.

5.4 Immunsuppression

Der Nutzen von systemischen CsA als potentes Medikament zur Reduktion der
Immunreaktion nach Organtransplantation ist eindeutig erwiesen (Land, 1986). Die
Effektivitat von Ciclosporin A in der Immunprophylaxe nach Organ-Transplantationen
wurde in mehreren experimentellen und klinischen Studien Uberprift und
nachgewiesen (Kruse, 1991, S.1119; Loertscher et al., 1992, S.368; Cohen, 1984,
S.667).

Die erfolgreiche Therapie bzw. Immunsuppression mit Ciclosporin wird durch zwei
wichtige Punkte limitiert. Zum einen durch die relativ hohe Inzidenz unerwiinschter
Nebenwirkungen und zum anderen die Notwendigkeit der Blutspiegel adaptierten
Dosierung. So ist die Bioverfugbarkeit von Ciclosporin aufgrund der variablen
Absorption und unbestimmbaren Pharmakokinetik unsicher und erfordert die
regelmafdige CsA — Blutspiegelkontrolle (Jorga, 2004, S.396).

Die in unserer Studie festgelegte Dosierung erfolgte in Zusammenarbeit mit Novartis
Pharma, die auf ein grosses Repertoire an tierexperimentellen Arbeiten gerade auch
mit dem Rattenmodell zurtickgreifen konnen. Dieser Umstand ermdglichte uns auf

ein Drug Monitoring zu verzichten.

Sich klinisch manifestierende Nebenwirkungen konnten gemeinsam mit den

Tierpflegern nicht beobachtet werden.

Eine Behandlung mit Ciclosporin bei Amnionmembrantransplantation wurde bisher
nur an bradytrophem Gewebe, dem Auge untersucht. In einer Studie von Tseng et al.
1998 in der Amnionmembran auf geschadigte menschliche Augen transplantiert
wurde, konnte kein Vorteil der immunsuppressiven Behandlung mit Ciclosporin

festgestellt werden (Tseng, 1998, S.431). In einer Studie von Rhee et al. 2004 wurde
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eine systemische und topische Gabe von Ciclosporin bei ausgepragter Schadigung
des Auges Dbei Lichen Planus induzierter Keratokonjunktivitis  und
Amnionmembrantransplantation empfohlen (Rhee, 2004, S.100). Eine standardisierte
Anwendung erfolgte bei Amnion-Limbus-Transplantation zur
Oberflachenrekonstruktion nach schwerer Veratzung und Verbrennung am Auge in
der Studie von Stoiber et al. 2002 (Stoiber et al., 2002, S.839).

In  unserer Studie konnte durch histologische und immunhistologische
Untersuchungen der Einflu3 von Ciclosporin bei Amnionmembrantransplantation auf
nicht bradytrophem Gewebe (Muskel) untersucht werden. In den ermittelten Daten
konnte ein signifikanter Unterschied bezuglich der Degradation der Amnionmembran
bei Behandlung mit Ciclosporin und ohne Ciclosporin festgestellt werden. Nach 28
Tagen war die Amnionmembran der nicht behandelten Tiere sowohl histologisch als
auch in der immunhistochemischen Laminin Farbung kaum noch nachzuweisen
(8,7um £10,25um) wahrend die Amnionmembran behandelter Tiere teilweise noch

makroskopisch nachweisbar war (61,71pum £39,58um).

Die Immunsuppression mit Ciclosporin A scheint damit eine Verlangsamung der
Degradation der Amnionmembran zu bewirken. Die immunologische Antwort des
Organismus auf das Transplantat wird reduziert und Umbauprozesse zur

Wiederherstellung des nattrlichen Zustandes werden supprimiert.

Ob damit eine Behandlung mit Ciclosporin notwendig erscheint, ist abhéangig von der
Indikationsstellung der Amnionmenbrantransplantation. Ist ein Gewebsersatz, zum
Beispiel bei Behandlung abdomineller Hernien oder als Deckmaterial
deepithelialisierter Wunden beabsichtigt, ist eine langsame Degradation der
Amnionmembran sinnvoll. Als limitierender Faktor der immunsuppressiven

Behandlung gilt die Entwicklung von Nebenwirkungen.
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5.5 Schlussfolgerung

Diese Arbeit demonstriert erfolgreich ein xenogenes Modell zur Untersuchung des
immunologischen Verhaltens der Amnionmembran transplantiert auf nicht

bradytrophem, nicht immunprivilegiertem Gewebe.

Die angewandte Kryokonservierung und Multilayer-Applikation ermdglicht eine fur
den Menschen sichere und langwierige Nutzung exprimierter und sezenierter

Faktoren der Amnionmembran.

Teilergebnisse der Dissertation sind bereits in folgenden Publikationen veroffentlicht

worden:

1. Kesting MR, Loeffelbein DJ, Steinstraesser L, Mueke T, Demtroeder C,
Sommerer F, Hoelzle F, Wolff KD: Crypreserved human amniotic membrane
for soft tissue repair in rats. Ann Plast Surg. 2008; 60 (6): 684-691

2. Kesting MR, Wolff KD, Miucke T, Demtroeder C, Kreutzer K, Schulte M,
Jacobsen F, Hirsch T, Loeffelbein DJ, Steinstraesser L: A bioatrtificial surgical
patch from multilayered human amniotic membrane-In vivo investigations in a
rat model. J Biomed Mater res B Appl Biomater. 2009; 90 (2) 930-938
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6. Zusammenfassung

In dieser tierexperimentellen Studie wurde die immunologische Reaktion xenogen
transplantierter kryokonservierter humaner ~ Amnionmembran auf die

Bauchmuskulatur von Sprague-Dawley Ratten untersucht.

Zentraler Gegenstand der Arbeit war die Bestimmung immunologischer,
immunmodulierender und Angiogenese - assoziierter Parameter, die nach
verschiedenen Einheilungszeiten und unter immunsuppressiver Therapie mit
Ciclosporin A getestet wurden.

Dartber hinaus wurde durch quantitative mikroskopische und immunhistochemische
Verfahren analysiert, inwieweit eine Interaktion der Amnionmembran mit dem
Umgebungsgewebe stattfindet.

120 Ratten wurden von einem Computer erstellten randomisierten Liste in drei
Gruppen unterteilt. Zwei Gruppen mit 36 Ratten und eine Gruppe mit 48
Versuchstieren. Der ersten Gruppe wurde eine einlagige Schicht Amnionmembran
transplantiert. Nach jeweils 3, 14 und 28 Tagen erfolgte bei jeweils 12 der 36 Ratten
die Explantation des Transplantats samt anliegender Muskulatur. Der zweiten
Gruppe wurde ebenfalls eine einlagige Schicht Amnionmembran aufgenaht.
Zuséatzlich erfolgte eine immunsuppressive Behandlung mit Ciclosporin. Die
Entnahme erfolgte analog am 3., 14. und 28. Tag post OP. Bei der dritten Gruppe
erfolgte die Platzierung und Fixierung einer mehrlagigen Amnionmembranschicht auf
die Bauchwandmuskulatur. Auch diese Gruppe wurde mit Ciclosporin in gleicher
Dosierung immunsupprimiert. Am 3., 14., 28. und zuséatzlich am 60. postoperativen
Tag erfolgte analog bei jeweils 12 Tieren die Explantation des transplantierten
Bereiches und Euthanisierung der Ratten. Es erfolgten sowohl mikroskopische als
auch immunhistochemische Untersuchungen der Praparate. In den ermittelten Daten
konnte ein signifikanter Unterschied bezuglich der Degradation der Amnionmembran
bei Behandlung mit Ciclosporin und ohne Ciclosporin festgestellt werden. Nach 28
Tagen war die Amnionmembran der nicht behandelten Tiere sowohl histologisch als
auch in der immunhistochemischen Laminin Farbung kaum noch nachzuweisen
wahrend die Amnionmembran behandelter Tiere teilweise noch makroskopisch
nachweisbar war. Desweiteren konnte eine signifikant verlangerte Uberlebenszeit

des Transplantates bei Multilayer Technik und bei Immunsuppression nachgewiesen
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werden. Vaskularisierung und Invagination von Empfangerzellen waren signifikant
geringer bei der immunsuppressiv behandelten Gruppe und der Multilayer Gruppe.
Weder eine Transplantatabstof3ung noch Entzindungszeichen konnten beobachtet

werden.

Diese Studie zeigt eine erfolgreiche xenogene Transplantation humaner
Amnionmembran auf nicht bradytrophem, nicht immunprivilegiertem Gewebe, wobei
eine zusatzliche immunsuppressive Behandlung eine Verzdgerung der Degradation

und Immunreaktion bedeutet.

Summary

In this study we investigated the immunological response of immunological
unprivileged anatomical tissue, using cryopreserved human amniotic membrane as a

surgical patch on abdominal wall muscles of 120 Sprague-Dawley rats.

The determination of immunological, immunmodulating and angiogenetic factors,
observed after different healing sequences, represented the main part of the
dissertation. Quantitative macro- and microscopically and immunohistologically

examinations were used.

The rats were divided in three groups (36, 36, 48 rats). The first group were
transplanted with monolayer amniotic membrane, the second were transplantated
with a monolayer membrane as well, but additionally treated with the
immunsuppressivum Ciclosporin A. The third group was transplantated with a
multilayered amniotic membrane and as well treated with ciclosporin. The
transplantated region was removed 3, 14, 28 and in the third group additionally 60

days post transplantationem to undergo a macro- and microscopically evaluation.

We determine a significant difference related to degradation, invagination of host
cells, host vessels and survival of the amniotic patch between treated and non-

treated rats and using monolayer and multilayered amnion grafts.

Maintaining its architecture the first days, 28 days after the human amniotic

membrane transplantation a thick tissue layer was formed coating the grafted region.
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Inflammative cells were distinctly reduced in contrast to the specimen obtained after
14 days, especially in the treated group. Original amnion architecture was not
detectable anymore in the monolayer samples. Amnion remnants were accompanied
by fibrocytes and new vessels ingrowing to the former graft region. By contrast, the
individual layers of the multilayered samples were still detectable. Fibrocytes and
myofibrocytes penetrated by neo-vessels were evident in the interface region,
between the layers and above the uppermost HAM layer. Vascularization increased
significantly from day three to day 28 in the monolayer samples, but not significantly
in the multilayer samples. Inflammation increased significantly and shows its peak on
day 14 in both samples and had significantly dropped off on day 28 in mono- and
multilayer samples. A significantly difference between treated and non treated
monolayer group could be detected with less inflammation response and vessels

invagination of the immunsuppressive treated rats.

The study demonstrate a successful xenotransplantation of cryopreserved amniotic
membrane on unprivileged tissue. Its shows absenced graft rejection and a less
immunological response to human amniotic membrane additionally reduced by a

multilayered patch and using cyclosporin as an immunsuppressive.
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6. Anhang

1. PBS L6sung:
NaCl 8g
KCI 0,29
Na2HPO4 1,44 g
KH2PO4 0,24 g
H20 1l

2. PBS-T L6sung:
NaCl 8 g
KCl0,2 g
Na2HPO4 1,44 g
KH2PO4 0,249
H20 1l

0,1 % Tween® 20 (Polyoxyethylen(20)-sorbitan-monolaurat)

3. Narkosetabelle

Chloralhydrat-Narkose (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, BRD) in einer Dosierung von
370 mg/kg Koérpergewicht

Narkose: Ketamin (100 mg / kg KG i.p.) und Xylazin (8 mg / kg KG i.p.)
Narkoseverlangerung: 25 mg / kg KG Ketamin i.p.

Um das Injektionsvolumen zu erhalten wurden naherungsweise zwei I.U. Rompun®
(Xylazin 0,2 %, Bayer, Lerverkusen, BRD) mit dem errechneten Ketamin 500-
(Ratiopharm, BRD) Volumen in der o0.g. angegebenen Dosierung in einer

Insulinspritze aufgezogen und i.p. appliziert.

Die Narkoseverlangerung erfolgte mit 0,24 ml Ketamin 500.
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Korpergewicht Ketamin [mg] Ketamin [ml] Ketamin-ratio
a] [Einheiten/Units]

220 22 0,44 18

260 26 0,52 21

300 30 0,6 24

340 34 0,68 27

380 38 0,76 30

420 42 0,84 33

460 46 0,92 36

500 50 1 40
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