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Izvlecek - 1zhodisca. V preglednem clanku smo prikazali upo-
rabo in mehanizem delovanja amnijske membrane v ocesni
kirurgifi, in sicer pripravo in shranjevanje,; indikacije, kdaj
Jjo uporabljamo, ter razlicne vrste kirurskih tehnik.

Metode. Pregledali smo klinicno in ekperimentalno literatu-
ro ter prikazali indikacije in uporabo amnijske membrane.
Predstavili smo tudi nase bolnike.

Rezultati. Amnijska membrana pospesuje epitelizacijo in za-
vira vnetno reakcijo ter brazgotinjenje tkiva. S tem prispeva k
hitrejsi reepitelizaciji in celjenju poskodovanega tkiva.

Zakljucki. Dobri uspehi zdravljenja s presaditvijo amnijske
membrane so se pokazali pri ponavijajocih se epitelnih
okvarah rozenice z ulkusom ali brez, simptomatski bulozni
keratopatiji po operaciji sive mrene, akutnih kemicnih in
toplotnih poskodbah sprednje povrsine ocesa ter poskodbi
limbalnih zarodnih epitelijskih celic.

Uvod

Uporabo amnijske membrane skupaj s horionom so prvi¢ v
ocCesnikirurgiji opisalileta 1940, in sicer za kritje vrzeli veznice
(1). Nekaj let kasneje so opisani uspesni primeri zdravljenja z
amnijsko membrano prikemic¢nih poskodbah sprednje povr-
Sine ocesa (2). V zacetku 90. let pa se je z izdelanim protoko-
lom odvzema in shranjevanja amnijske membrane, ki sta ga
objavilaKiminTseng(3), razsirila njenauporabazavrstobole-
znisprednje povrsine ocesa, kotso ponavljajocise epitelni de-
fekti rozenice (4), sterilni ulkusi rozenice (nevrotrofi¢ni kera-
titis, sindrom suhega oc¢esa, kroni¢ne vnetne bolezni: Stevens-
Johnsonov sindrom ali o¢esno brazgotinski pemfigoid, delno
ali celotno pomanjkanje zarodnih epitelijskih celic ob limbu-
surozenice) (5,6), bulozna keratopatija (7, 8), primarni (9, 10)
in recidivantni pterigij (11) ter pomanjkanje limbalnih zaro-
dnih epitelijskih celic (11-14). Poleg kritja defektov je amnij-
ska membrana uporabna tudi kot substrat za ex vivo gojenje
limbalnih zarodnih epitelijskih celic, ki so pomembne pri ob-
navljanju epitelne plastiroZenice (15, 16). Poleg shranjene lah-
ko uporabimo tudi svezo amnijsko membrano (8, 17).

Amnijska membrana predstavlja notranjo plast posteljice. Se-
stavljena je iz treh plasti: enojne epitelne plasti, sledi debelej-
$a bazalna membrana in nato avaskularna stroma (18). Sesta-
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Abstract — Background. 7o review the use and proposed
mechanisms of amniotic membrane transplantation in the
ocular surgery: preparing and storage; indication for the use
of ammiotic membrane and description of different surgical
procedures.

Methods. Significant clinical and experimental publications
are reviewed and our results are presented.

Results. Amniotic membrane transplantation stimulates
epithelialization and has anti-inflammatory and anticicatri-
cal effect.

Conclusions. Good results of treatment with amniotic mem-
brane transplantation can be seen in resolving a persistent
epithelial defect of the cornea, symptomatic bullous kerato-
pathy after cataract surgery, acute chemical and thermal burn
of the ocular surface and limbal stem cell deficiency.

va amnijske membrane je podobna bazalni membrani roze-
nice in veznice in vsebuje kolagen tipa IV, V in VII ter fibro-
nektin in laminin (19).

Priprava amnijske membrane

Amnijsko membrano odvzamemo v sterilnih pogojih pri na-
¢rtovanih porodih s carskim rezom. Pred posegom se pogo-
vorimo s porodnico in anamnesti¢no izklju¢imo mozne de-
javnike tveganja ter jo prosimo za soglasje. Odvzamemo teste
za HIV, hepatitis B in C virus ter sifilis. Posteljico takoj po car-
skem rezu izpiramo s sterilno pripravljeno raztopino fiziolo-
ske raztopine z dodanimi antibiotiki (50 pg/ml penicilina, 50
ug/ml streptomycina in 100 ng/ml neomycina) in antimikoti-
ki (2,5 ug/ml amfotericina B). Notranjo amnijsko plast lo¢imo
od horiona in jo polozimo na sterilno pripravljen nitrocelulo-
zni papir s porami velikosti 0,45 um in sicer z epitelno plastjo
obrnjeno navzgor. Amnijsko membrano skupaj z nitrocelulo-
znim papirjem razrezemo v kose velikosti 4x4 cm in jih vsa-
kega posebej shranimo v steklenicki z medijem Eagle’s in gli-
cerolom v razmerju 1:1. Tako pripravljene steklenicke nato
shranimo pri -80 °C. Pred tem odvzamemo Se material za mi-
krobiolosko testiranje (3, 4).
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SL. 1. Tehnika inlay: kritje sterilnega perforiranega ulkusa rozenice z
ammnijsko membrano (na levi takoj po operaciji, desno po odstranitvi
Sivov 8 tednov po operaciji). Perforirani ulkus se je zazdravil z brazgo-

tino.

Figure 1. Inlay technique of the amniotic membrane transplantation:
sterile perforated ulcus of the cornea which was healed with the scar
(on the left one day after the surgery and on the right 8 weeks after the

surgery during which the sutures were removed,).

Kirurska tehnika

Amnijsko membrano tik pred kirurskim posegom vzamemo
iz zmrzovalnika in jo odtajamo na sobni temperaturi. Pred
posegom dolo¢imo, katera stran amnijske membrane je obr-
njena navzgor. Stroma amnijske membrane je pokrita s ste-
klovini podobno plastjo, medtem ko je epitelna plast v pri-
merjavi s prej$njo bolj gladke povrsine (20). Glede na klinic-
no sliko se odlo¢imo za vrsto kirurske tehnike (21). Amnijsko
membrano uporabimo kot »presadeke« (inlay tehnika) (4) ali
kot terapevtsko kontaktno lec¢o (overlay tehnika) (22, 23).
Pri t.i. tehniki inlay je velikost amnijske membrane le ne-
koliko vecja od velikosti spremembe, ki jo Zelimo pokriti.
Membrano obrnemo z epitelno stranjo obrnjeno navzgor.
Ta ima funkcijo bazalne membrane, preko katere potujejo in
se razrascajo epitelne celice. Membrano zasijemo s posame-
znimi $ivi na rozenico. Uporabimo $iv 10-0 nylon ali 10-0
vycril (4). Pri globokih ulkusih rozenice, ki segajo tudi v
stromo rozenice, lahko uporabimo ve¢ plasti amnijske mem-
brane, s katerimi zapolnimo defekt rozenice ne glede na
usmerjenost notranjih plasti amnijske membrane. Na koncu
vizel prekrijemo z membrano, obrnjeno z epitelno plastjo
navzgor (4, 21).

Pri t. i. tehniki overlay z amnijsko membrano pokrijemo ce-
lotno sprednjo povrsino ocesa skupaj z rozenico, limbusom
in veznico ob limbusu. Tako pritrjena amnijska membrana
ima funkcijo bioloske terapevtske kontaktne lece. Pri ome-
njeni tehniki je orientiranost membrane glede na epitel ali
stromo manj pomembna. Zasijemo jo na okolno veznico-epi-
sklero s posameznimi vicrylnimi $ivi 7-0 ali 8-0. V¢asih doda-
mo tudi $iv na srednjo periferijo rozenice za boljso pritrditev
membrane. Obe tehniki lahko uprabimo eno za drugo glede
naklini¢no sliko prizadetosti sprednje povrsine rozenice: naj-
prej tehnika inlay ter nato tehnika overlay. Presaditev amnij-
ske membrane lahko kombiniramo tudi s presaditvijo limbal-
nih zarodnih epitelijskih celic (21-23). Uporabimo jo lahko
tudi na mestih, kjer potrebujemo manjkajoce tkivo, kot je to
na primer po tumorjih, simblefaronu ali drugih primerih vr-
zeli veznice.

Operacijo zaklju¢imo z vstavitvijo mehke terapevtske kontakt-
ne le¢e. Po operaciji bolnik prejema lokalno antibioti¢no in
kortikosteroidno zdravljenje najmanj 4 tedne. Sive odstrani-
mo glede na potek celjenja oziroma reepitelizacijo povrsine
rozenice. V nekaj tednih do mesecih se amnijska membrana
resorbira. V¢asih so potrebni tudi veckratni kirurski posegi
(4,21-23).

Mehanizem delovanja

Studije potrjujejo, da amnijska membrana vsebuje
Stevilne citokine, rastne dejavnike, encime in recep-
torje, ki aktivno sodelujejo pri procesih zdravljenja.
Ni pa e natan¢no poznan mehanizem njihovega de-
lovanja. Amnijska membrana ima dva poglavitna
ucinka: 1. pospesuje epitelizacijo in 2. zavira vnet-
no reakcijo in brazgotinjenje tkiva.

Pospesevanje epitelizacije

Amnijska membrana sluzi kot substrat oziroma ba-
zalna membrana, preko katere se v primerih epitel-
nih sprememb razrascajo in potujejo epitelne celice
(24). Amnijska membrana deluje pri adheziji bazal-
ne plasti epitelijskih celic (25). Pomembnovlogoima
tudiv procesu celi¢ne diferenciacije (26) in prepre-
Cuje celicnosmrtaliapoptozo (27). Pospesevanje epi-
telizacije poteka tudi zaradi mehanske vloge posta-
vitve amnijske membrane: pri tehniki kritja povrsi-
nerozenice (overlay) membrana deluje kot kontakt-
naleca, ki preprecuje odplavljanje na novo nastalih
epitelnih celic, kibise sicer odstranile s premikom oc¢esnihvek
(22,23). Prav tako lahko razlozimo protivnetno delovanje am-
nijske membrane: membrana deluje kot fizioloska pregrada,
ki 8¢iti stromo rozenice pred vnetnimi celicami in proteini, ki
se nahajajo v solznem filmu (21).

Preprecevanje vnetja in brazgotinjenja tkiva

Amnijska membrana s svojim protivnetnim delovanjem
zmanjsa razradc¢anje zilja (neovaskularizacijo) in brazgotinje-
nje tkiva (fibrozo). Studije na roZenicah Zivali, povzrocene z
alkalno poskodbo (28) in odstranitvijo dela tkiva z laserjem
excimer (29, 30), so pokazale, da amnijska membrana zmanj-
$a vnetno infiltracijo in Stevilo vnetnih celic v stromi rozeni-
ce. Potrdili so tudi, da amnijska membrana zavre mesano lim-
focitno reakcijo. In vitro je tako enakovredna reakciji pozne
preobcutljivosti (31).

Veliko raziskav je primerjalo u¢inek amnijske membrane v
kulturi gojenih epitelijskih celic rozenice, limbalnih zarodnih
epitelijskih celic, fibroblastov in keratocitov. Ugotovili so, da
je izloc¢anje mediatorjev vnetja (citokinov), kot sta na primer
interlevkin-1la in -1 znizana v kulturi na amnijski membrani
v primerjavi z gojenjem celic brez amnijske membrane (32).
Pri zivalskih modelih rozenic, okuzenih z virusom herpes sim-
plextip 1, so ravno tako primerjali koli¢ino mediatorjev vnet-
ja (citokinov) in sicer pri rozZenicah, zdravljenih z amnijsko
membrano, in rozenicah, kjer je bila narejena tarzorafija. Po-
trdili so nizje vrednosti citokinov v primerih zdravljenja z
amnijsko membrano (33). Amnijska membrana zavre pretvor-
bo fibroblastov v miofibroblaste in ima s tem tudi antifibro-
ti¢ni ucinek (34).

Pri ulkusih roZenice polimorfonuklearni levkociti, poskodo-
vane epitelijske celice in keratociti izlo¢ajo cezmerne vredno-
sti proteinaz, ki Se dodatno pomagajo pri unic¢enju tkiva stro-
me rozenice. Amnijska membrana vsebuje zaviralce proteinaz
in ima tako zaviralni u¢inek na aktivnost proteinaz. Izsledke
so dokazali v modelu in vitro (35) kakor tudi pri zivalskem
modelu kemi¢ne poskodbe, povzrocene z bazo (28).

Zapleti po presaditvi amnijske
membrane

Opisali so tri primere vnetja z vhetno eksudacijo (hipopion)
v sprednjem prekatu po veckratni presaditvi amnijske mem-
brane, verjetno zaradi lokalne vnetne imunske reakcije (36,
37). Celice amnijske membrane na svoji povrsini nimajo hi-
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stokompatibilnih (HLA) antigenov A, B ali DR skupine. Zato
je zavrnitvena reakcija malo verjetna (38).

V enem primeru je opisan bakterijski ulkus rozenice (7) in
psevdopterigij (7) ter vnetni granulom po operaciji pterigija
(39).V pred kratkim objavljeni raziskavi so opisovali primere
nalaganja kalcija v rozenici (kalcifikacija) po operaciji presa-
ditve amnijske membrane, ki so bili povezani bodisi z nalaga-
njem kalcija tudi v drugem ocesu ali pa z uporabo lokalnih
kapljic po operaciji, ki so vsebovale fosfat (40).

Uporaba amnijske membrane
v Sloveniji

S pridobitvijo soglasja Komisije za medicinsko eti¢na vprasa-
nja smo v letu 2000 priceli uporabljati amnijske membrane
na Ocesni kliniki v Ljubljani. Amnijsko membrano smo upo-
rabili pri naslednjih boleznih (Razpr. 1).

Razpr. 1. V razpredelnici so prikazane indikacije in Stevilo
primerov, ki smo jih opravili na Ocesni kliniki v Ljiubljani s
kirursko tehniko presaditve amnijske membrane.
Table 1. Amniotic membrane transplantation - indications
and number of cases which were done at the University Eye

Clinic Ljubljana.

. , Stevilo primerov
Diagnoza pred operacijo Number of cases
Diagnosis before surgery (n=50)
Stanje po enukleaciji 3
Status after enucleation
Simblefaron 5
Symblepharon
Kemic¢na poskodba ocesa 4
Chemical injury of the eye
Toplotna poskodba oc¢esa 1
Thermal injury of the eye
Recidivantni pterigij 17
Recurrent pterygium
Ulkus rozenice s perforacijo 10
Perforated ulkus of the cornea
Bulozna keratopatija 6
Bullous keratopathy
Descemetokela 1
Descemetocela
Recidivantni epiteliom roZenice 5

Recrrent epithelioma of the cornea

Sindrom suhega ocesa
Sicca syndrome of the eye

Prinekaterih indikacijah so se sprva pokazali zelo obetavni re-
zultati, e posebno pri operaciji recidivantnega pterigija, ka-
sneje pasmo opazalivelik odstotek ponovitev (28%). Kot ucin-
kovito se je pokazalo zdravljenje zamnijsko membrano prina-
domestitvi manjkajocega tkiva prioperacijisimblefaronain po-
globitvi forniksov po operaciji enukleacije o¢esa. Pomembno
je, da amnijska membrana ne zagotavlja dokonc¢ne nadome-
stitve manjkajocega tkiva veznice, ker se le-ta absorbira in po
nekajtednihizgine. Zatoje potrebno, daje ob presajeni amnij-
ski membrani prisotno zdravo tkivo veznice. Dobre rezultate
smo opazili pri kritju perforiranih sterilnih ulkusov rozenice
pri bolnikih z revmatoidnim artritisom, Sjogrenovim sindro-
mom in Stevens-Johnsonovim sindromom. Olajsanje s presa-
ditvijoamnijske membrane je pribolnikih s simptomatsko bu-
lozno keratopatijo po operaciji sive mrene. Neuspesno je bilo
zdravljenje pri bolnici z bulozno keratopatijo po glavkomski
operaciji in stanju po prebolelem endoftalmitisu.

Zapleti po operaciji presaditve amnijske membrane pri na-
$ih bolnikih so bili naslednji: delno potrganje amnijske mem-

SL. 2. Kritje povrsSine rozenice pri bolnici s simptomatsko bu-
lozno keratopatijo rozenice po operaciji sive mrene.

Figure 2. Amniotic membrane transplantation in the patient
with symptomatic bullous keratopathy after the cataract sur-

gery.

brane in popustitev Sivov. Zato je bila pri dveh bolnikih
potrebna dodatna namestitev Sivov (v primerih bolnikov po
kemicni poskodbi), v enem primeru pa dodatna presaditev
amnijske membrane ¢ez ze prisotno amnijsko membrano
zaradi obsezne spremembe roZenice po recidivantnem pte-
rigiju.

Zakljucki

Glavne prednosti uporabe amnijske membrane so naslednje:
1. amnijska membrana je avaskularna, po presaditvi na priza-
deto podrogje zavre proliferacijo in razrasc¢anje krvnih zil;

2. deluje protivnetno (antivirusno in antibakterijsko) in za-
vre brazgotinjenje tkiva;

3. ne izzove zavrnitvene reakcije;

4. pospesuje apoptozo ali programirano celi¢no smrt vnet-
nih celic;

5. s presaditvijo na prizadeto mesto se tvori nova membrana,
ki se prehranjuje s preprosto difuzijo z mesta tkiva preje-
mnika in ima dobro raztezno trdnost;

6. omogoca potovanje okolnih celic preko njene povrsine:
epitelijskih celic rozenice, ustne sluznice in tudi endotelij-
skih celic.
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