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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

In den letzten Jahren wurde die Friiherkennung von fetalen Krankheiten und Fehlbildungen
mit Hilfe von sonographischen-, doppl ersonographischen- und echokardiographischen-,
MRT-, sowie den invasiveren Untersuchungen, zu denen die Amniozentese, die
Chorionzottenbiopsie (ab der 11. Schwangerschaftswoche) und die Cordozentese (ab der 18.
Schwangerschaftswoche) gehort, immer weiter verbessert.

Bei einigen der Krankheiten, die nun schon in einem friihen Stadium der Schwangerschaft
diagnostiziert werden kénnen, wie feto-fetalen-Transfusionssyndrom, Obstruktion der unteren
Harnwege oder kongenitale Diaphragmahernie, ist ein frihes, pranatales Eingreifen fir das
Uberleben des Fetus notwendig (DEPREST et al. 1997). Bei anderen Fehlbildungen, zum
Beispiel beim Auftreten von Lippen- Kiefer- Gaumenspalten, wére eine intrauterine
Operation mit ihren Vortellen der narbenlosen Wundheilung und kallusarmen
Knochenheilung wiinschenswert (PAPADOPULOS et al. 2003b).

Eine neue M6glichkeit der intrauterinen Chirurgie wurde durch den Einsatz von Endoskopen
geschaffen. Die Fetoskopie wird zwischen der achtzehnten und sechsundzwanzigsten
Schwangerschaftswoche durchgefiihrt (YANG et al. 1998). Sie wird nur in wenigen Féllen,
zum Beispiel zur Entnahme von Hautbiopsien diagnostisch eingesetzt, eine grofere Rolle
spielt sie fur den therapeutischen Einsatz. Doch auch bei dieser minimalinvasiven Chirurgie
treten Komplikationen auf. Es kann zu Verletzungen des Fetus oder der Plazenta,
beziehungswei se des Uterus mit anschlief3ender Einblutung in die Amnionhéhle kommen.
Aulerdem besteht die Gefahr einer intrauterinen Infektion sowie der Ausldsung von Aborten
und Frihgeburten (HOLZGREV E 1988) durch einen vorzeitigen Blasensprung (PPROM:
preterm premature rupture of membranes).

Durch neue Methoden des Amnionverschlusses nach der Fetoskopie wurde versucht das
Risiko eines vorzeitigen Blasensprunges zu verringern. Als Versuchstiermodell etablierten
PAPADOPULOS et al. 1999 ein Kaninchenmodell. An diesem Modell wurden Mdglichkeiten
des Amnionverschlusses durch Myometriumnaht, Fibrinkleber, autologen maternalen
Blutpfropf und Kollagenpfropf (DEPREST et a. 1999b), K ollagenpfropf und extrazellulére
Matrix (GRATACOS et al. 2000), biokompatible Matrix und folgende Naht (DEVLIEGER et
a. 2003), humane Amnionmembran, Kollagenfolie und K ollagenpfropf (PAPADOPUL OS et
al. 2003a) und der Verschluss mittels Kollagenpfropf mit Amniozyten, humaner
Amnionmembran, Kollagenfolie und Kollagenpfropf (PAPADOPULOS et a. 2006) getestet.



EINLEITUNG

Keine der bislang getesteten M 6glichkeiten kommt beim Menschen routinemassig erfolgreich
zum Einsatz.

In dieser Studie wurde versucht im Anschluss an die Fetoskopie einen anatomisch korrekten
Verschluss des Amnions zu erzeugen um eine vorzeitige Ruptur der Membranen zu
verhindern. Verwendet wurde daflir eine humanen dezellularisierten Amnionmembran, die
ohne eine Immunreaktion auszul dsen den Defekt verschliessen und einwandernden
Amnionzellen als Grundlage fur eine Wiederherstellung der Amnionmembran dienen soll.
Getestet und verglichen wurden zwei M 6glichkeiten um den mit dem Fetoskop gesetzten
Defekt zu verschlief3en. In einer Gruppe wurde der Defekt mit Hilfe eines Kollagenpfropfs
(Gruppe I, n=10) verschlossen. In einer Zweiten (Gruppe I, n= 10) erfolgte der Verschluss
mittels humaner dezellularisierter Amnionmembran, die in den Defekt eingebracht und mit
Fibrinkleber am Amnion fixiert wurde. Operierte, nicht verschlossene Ampullen (n=7)
dienten als positive, nicht operierte (n= 31) als negative Kontrollgruppen.

Eine Woche nach dem Eingriff wurden die Integritét des Amnions mit Hilfe eines Farbtests
und die Entwicklung der Feten, mit Hilfe von Gewichtsmessungen der Feten und deren
Herzen und Lungen und den sich daraus ergebenden Quotienten, beurteilt. Aus dem

Operationsgebiet wurden Proben fir eine histologische Untersuchung entnommen.
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2 SCHRIFTTUM

2.1 Struktur der humanen fetalen Membranen

Bel den humanen fetalen Membranen, Amnion und Chorion, kénnen acht Schichten
voneinander isoliert werden (Tabelle 1).

Die humane Amnionmembran besteht aus 5 Lagen. Sie enthélt keine Blutgefal3e und Nerven.
Die Nahrstoffversorgung erfolgt Gber die AmnionflUssigkeit. Die innerste Schicht ist das
kubische Amnionepithel. Die Amnionepithel zellen sezernieren Kollagen Typ 111 und 1V und
diverse Glycoproteine wie beispielsweise Laminin und Fibronectin, aus denen die zweite
Schicht, die Basalmembran, geformt wird. Der Basalmembran folgt eine kompakte Lage aus
Kollagen Typ I, 111, V und VI, welches von den mesenchymalen Zellen der folgenden
Fibroblastenschicht sezerniert wird. Die Fibroblastenschicht ist die dickste der finf Schichten
und besteht aus mesenchymalen Zellen und Makrophagen in einer extrazelluléaren Matrix.
Das Kollagen dieser Schicht (Typ I, 111, VI) formt zusammen mit anderen Glycoproteinen ein
loses Netzwerk. Zwischen Amnion und Chorion liegt eine Zwischenschicht aus hydrierten
Proteoglykanen, Glycoproteinen und Kollagen Typ I, I11, und V. Diese Schicht ermdglicht
dem Amnion auf dem darunterliegenden Chorion zu gleiten.

Das Chorion besteht aus 3 Schichten, der Retikularschicht, bestehend aus Kollagen Typ I, II,
IV, V, VI und Proteoglykanen, der Basalmemban, die sich hauptsachlich aus Kollagen Typ
IV, Fibronektin und Laminin zusammensetzt und der Trophoblastenschicht. Es besteht keine
klare Trennungslinie zwischen der Trophoblastenschicht und der angrenzenden maternalen
Dezidua (CASEY et a. 1996, MALAK et a. 1993, DANFORTH et a. 1958).
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Amnionepithel MMP- 1, MMP- 2, MMP-9
Basalmembran Kollagen Typ I, 1V, V,
Laminin, Fibronektin,
Nidogen
Kompaktschicht Kollagen Typ |, 111, V, VI,
Fibronektin
Fibroblastenschicht Kollagen Typ |, 11, VI, MMP- 1, MMP-9, TIMP- 1
Nidogen, Laminin
Fibronektin,
Zwischenschicht Kollagen Typ I, II1, 1V,
Proteoglykane
Retikularschicht Kollagen Typ I, 11,1V, V,
Proteoglykane
Basalmembran Kollagen Typ IV,
Fibronektin, Laminin
Trophoblastenschicht MMP- 9

Tabelle 1: Die Struktur der fetalen Membranen (PARRY et a. 1998)
MM P= Matrixmetalloproteinase, TIMP= Gewebeinhibitoren der Matrixmetalloproteinasen

2.2 Ruptur der fetalen Membranen

Bei einer normal verlaufenden Schwangerschaft rupturieren die fetalen Membranen bei
Einsetzen der Wehen wihrend der Geburt bei einer Offnung des Muttermundes auf 8-9 cm.
Der friihe vorzeitige Blasensprung in Abwesenheit von Wehen und ohne Offnung des
Muttermundes spielt eine Rolle bei Frihgeburten und tritt moglicherweise auch bei spéteren
Schwangerschaften, zumeist ohne Klarung der Ursache, wiederholt auf (ALGER et al. 1986).
Die Ruptur der fetalen Membranen wahrend der Geburt ist Folge einer generalisierten
Schwéchung der Membranen durch Uteruskontraktionen und wiederholte Uberdehnung
(LAVERY et al. 1982). Membranen, die vorzeitig rupturieren, scheinen einen lokalen Defekt
und keine generalisierte Schwache aufzuweisen. Das Gebiet um die Rupturstelleist
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gekennzeichnet durch Schwellung und Zerrei3ungen des fibrilldren Kollagennetzwerkes in
der Kompakt-, Fibroblasten- und Zwischenschicht der Membranen (MALAK et al. 1994).
Der Abbau von Kollagen wird Uber Enzyme, sogenannte Matrixmetalloproteinasen,
vermittelt, die durch Gewebeinhibitoren gehemmt werden kdnnen. Die
Matrixmetalloproteinase-1 (MMP-1) und die Martixmetalloproteinase-8 (MMP-8) zerstéren
die Tripelhelixstruktur des Kollagen Typ | und I11. Der weitere Abbau erfolgt durch MMP-2
und MMP-9, die auch Kollagen Typ IV, Fibronektin und Proteoglykane abbauen (VADILLO-
ORTEGA et al. 1995, VETTRAINO et al. 1996). Gewebeinhibitoren bilden Komplexe mit
den Matrixmetalloproteinasen und hemmen ihre proteolytische Wirkung. Die koordinierte
Aktivitdt von Matrixmetalloproteinasen und ihren Gewebeinhibitoren ist essenziell fir die
Umbauprozesse der extrazellularen Matrix. Sowohl bei einer normalen Geburt als auch bel
einer vorzeitigen Ruptur der fetalen Membranen kénnen erhéhte Spiegel von

Matrixmetall oprotei nasen insbesondere der MMP-9 in der Amnionflissigkeit nachgewiesen
werden. AulRerdem liegen bei einer vorzeitigen Ruptur verminderte TIMP-1-Spiegel vor
(VADILLO-ORTEGA et a. 1996). Ein vorzeitiger Blasensprung kann durch ein
Ungleichgewicht zwischen der Aktivitat der Matrixmetall oproteinasen und ihrer
Gewebeinhibitoren und den damit verbundenen V eranderungen der Kollagenstruktur
verursacht werden (VADILLO-ORTEGA et a. 1990). Die MMP-9 scheint neben anderen
MMPs, die in den Membranen von Frauen mit vorzeitigem Blasensprung erhéht sind,
vorherrschend zu sein (DRAPER et al. 1995).

Auch Infektionen kdnnen eine Rolle bel der vorzeitigen Ruptur der fetalen Membranen
spielen. Bel tragenden Kaninchen, denen Escherichia coli in die Cervix eingebracht wurden,
konnte bel 97% der Tiere E. coli in der Amnionflissigkeit und in der Dezidua nachgewiesen
werden. Durch die intrazervikale Inokulation von E. coli konnte ein fetales Sterben, begleitet
von Fieber, Blutungen, Geburt und positivem Nachweis der E. coli in der Bakterienkultur
nachgewiesen werden (HEDDLESTON et al. 1993). Verschiedene Organismen, die fur
gewohnlich in der Vaginalflora vorhanden sind, sowie Mikroorganismen die Vaginitiden
verursachen, sezernieren Proteasen, die Kollagen abbauen und die fetalen Membranen
schwéchen konnen (MC GREGOR et al. 1987).

Auch eine Entziindungsreaktion kann zu einer vorzeitigen Ruptur beitragen. Durch eine
Behandlung von Chorionzellen mit TNF-a wird die Synthese von MMP-1, MMP-3 und PGE;
gesteigert. Die Produktion von TIMP wird durch TNF-a supprimiert (SO et al. 1992).
Interleukin-1 stimuliert Zellen des Chorions zu einer Prokollagenaseproduktion und

beschleunigt die Biosynthese und Sekretion von Hyaluronsdure. Es hat keinen Einfluss auf die
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Synthese von sulfatierten Glykosaminglykanen. So wird die Konzentration von
Hyaluronsdure im Gegensatz zu den sulfatierten Glykosaminglykanen signifikant gesteigert,
was zu einer Schwachung der fetalen Membranen fihrt (KATSURA et al. 1989).

Im Kaninchenmode!l wurde nachgewiesen, dass Progesteron und Ostradiol die Umformung
der extrazelluléaren Matrix in den Reproduktonsorganen hemmen. Beide Hormone senken die
Konzentration von MMP-1 und MMP-3 und erhéhen die Konzentration der
Gewebeinhibitoren (SATO et a. 1991). In der maternalen Dezidua werden die beiden
humanen Relaxine H1 und H2 produziert. Relaxin kehrt den inhibitorischen Effekt von
Progesteron und Ostrogen um und verursacht steigende MMP-3 und MMP-9 Aktivitét in den
fetalen Membranen (QUIN et al. 1997).

2.3 Bedeutung von spontanem und iatrogenem PPROM

Eine spontane fruhzeitige Ruptur der fetalen Membranen (SPPROM: spontaneous preterm
premature rupture of membranes) vor der 37. Schwangerschaftswoche ist fur 30-40% aller
Fruhgeburten verantwortlich und tritt in 3% der Schwangerschaften auf. Die Grinde daf Ur
sind multifaktoriell, es spielen mechanische Belastung, Infektionen und auch Stress eine Rolle
(PARRY et a. 1998, MEDINA et al. 2006).

Die iatrogene frihzeitige Ruptur der fetalen Membranen (iPPROM: iatrogenic preterm
premature rupture of membranes) ist eine mogliche Komplikation und der limitierende Faktor
bei invasiven pranatalen Untersuchungen und Eingriffen. Die Haufigkeit des Auftretens liegt
bei 1,2% der Patientinnen nach Amniozentese und 3-5% nach diagnostischer Fetoskopie.
Nach therapeutischer Fetoskopie tritt der vorzeitige Blasensprung in 5-8% der Falle auf
(QUINTERO 2003). In einer Studie von VILLE et al. 1998 zur Laserkoagulation beim feto-
fetalen Transfusionssyndrom lag die Haufigkeit bei 10%, in einer Studie von HARRISON et
al. 1998 zur Korrektur der kongenitalen Diaphragmahernie sogar bei 62,5%.

Vorkommen, Zeitpunkt und Mechanismus von iPPROM nach Fetoskopie sind nicht bekannt,
die Ursache kann im Abstand zwischen den Endoskopiestellen oder der angewendeten
Verschlusstechnik liegen (YANG et al. 1998). Auch die Anzahl der benutzten Trokare sowie
die Dauer und Komplexizitét des chirurgischen Eingriffs scheinen eine Rolle zu spielen
(PAPADOPULOS et a. 2000).
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2.4 Schwangerschaftserhaltung und Management nach PPROM

Nach PPROM kann entweder die Geburt eingeleitet, oder unter strenger Uberwachung
zunéchst abgewartet werden. Wichtig ist es mit Hilfe von Antibiotika eine drohende
intrauterine Infektion zu verhindern. Die Haufigkeit einer neonatalen Sepsis nach PPROM
wird mit 2 bis 20% angegeben. 5% der Feten sterben al's Folge einer intrauterinen Infektion
(PARRY et a. 1998).

Die Gabe von Kortikosteroiden senkt die perinatale Morbiditat und Mortalitét. Laut einer
Studie konnte durch die Gabe von Kortikosteroiden die Gefahr eines Neugeborenen-
Atemnotsyndroms, einer intraventrikuléren Hamorrhagie, und das Risiko einer
nekrotisierenden Enterokolitis gesenkt werden ohne die Gefahr einer maternalen oder
neonatalen Infektion zu erhthen (HARDING et al. 2001).

Der Einsatz von Tokolytikawird diskutiert. Es liegen keine Studien vor, in denen eine Gruppe
die mit Kortikosteroiden, Antibiotika und Tokolytika behandelt wurde mit einer Gruppe die
nur Kortikosteroide und Antibiotika erhalten hat verglichen wurde. Da die Mehrzahl der
Patientinnen mit PPROM innerhalb weniger Tage bis eine Woche nach der Membranruptur
gebéren ist eine Langzeitgabe von Tokolytika meist nicht das Ziel. Ausserdem durfen die
Risiken einer tokolytischen Therapie nicht aul3er Acht gelassen werden. So kdnnen durch
Tokolytika Anzeichen einer Infektion der Mutter oder des Kindes verdeckt und somit
Ubersehen werden (FONTENOT et a. 2001).

Abhangig vom Zeitpunkt der Ruptur der fetalen Membranen ist ein unterschiedliches
Vorgehen nétig.

Studien haben gezeigt, dass bel einem Blasensprung zwischen der 34. und 36. Woche die
Einleitung der Geburt fir den Saugling sicher ist, und dass durch dieses Vorgehen
Komplikationen durch maternale und neonatale I nfektionen vermindert werden (NAEF et al.
1998).

Bei Patientinnen mit einem Blasensprung zwischen der 32. und 33. Woche, deren Feten eine
ausreichende Lungenreife aufweisen, kann ebenfalls eine Einleitung der Geburt und
entspechende Betreuung des Neugeborenen in Betracht gezogen werden (EHERNBERG et al.
2001). Feten ohne dokumentierte ausreichende Lungenreifung sollten Antibiotika und

K ortikosteroide verabreicht werden. Nach 48 Stunden, oder unter strenger Uberwachung des
fetalen Befindens beziiglich einer mdglichen intraamniotischen Infektion, kann dann in der
34. Woche die Geburt eingeleitet werden (MEDINA et al. 2006).
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Eine Geburt vor der 32. Woche geht mit einer hohen neonatalen Morbiditét und Mortalitét
einher. Die Patientinnen sollten Kortikosteroide und Antibiotika erhalten und taglich oder,
wenn nétig, standig Uberwacht werden (SMITH et al 1987).

Eine Studie, in der das Management nach PPROM im Krankenhaus mit einer ambulanten
Betreuung verglichen wurde, zeigte, dass lediglich 18% der betroffenen Patientinnen die

Kriterien fur eine zuverldssige Uberwachung zu Hause erfullten (CARLAN et al. 1993).

2.5 Fetoskopie und PPROM

251 Indikationen fur Fetoskopie und fetale Chirurgie

Es gibt zahlreiche Indikationen, bel denen nach strenger Abwagung der Risiken und Vorteile
far Mutter und Kind ein fetoskopischer Eingriff durchgefihrt werden sollte (Tabelle 2).
Fetoskopische Operationstechniken wurden beispielsweise fur die Behandlung von
Zwerchfelldefekten, Dekompression der ableitenden Harnwege und Ligation pathol ogischer
Gefalverbindungen beim Feto-Fetalen-Transfusions-Syndrom entwickelt (DANZER et al.
2001).

Bei der kongenitale Diaphragmahernie (CDH) kénnen unkomplizierte Félle nach der Geburt
behandelt werden. Félle, die eine Leberhernie und ein niedriges Lungen-zu-Kopf-Verhéltnis
zeigen, profitieren hingegen von einer temporaren Tracheal okklusion (HARRISON et al.
1998).

Ebenso wie bel der CDH kann esbel einer kongenitalen zystisch-adenomatoiden
Lungenmalformation (CCAM) zu einem verminderten Lungenwachstum kommen. Eine
obstruktive Uropathie kann zu einer Nierenschadigung und ebenfalls zu einer
Lungenhypoplasie fuhren. Bei der Spina bifida (Myelomeningozele), einem Neural rohrdefekt
mit freiliegenden Rickenmarksanteilen, werden die exponierten Nervenfasern in utero durch
die potenziell toxische Amnionflissigkeit nach und nach bis zur Funktionslosigkeit
geschadigt (CRISERA et al. 2003).
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Fehlbildung

Effekt auf diefetale
Entwicklung

Chirurgische Behandlungs-
maoglichkeiten

Vorteil einer intrauterinen
Therapie

Harnwegsobstruktion

Nierenversagen

vesiko- amnialer Shunt,

Verhindern eines

Lungenhypoplasie Veskostomie Nierenversagens und einer
Lungenhypoplasie
Zwerchfellhernie Lungenhypoplasie fetoskopische Verhindern einer
pulmonale Hypertension | Tracheal okklusion Lungenhypoplasie und
Hypertension
kongenitale zystisch- | Lungenhypoplasie offene Resektion des Verhindern einer
adenomatoide Lungen- | fetaler Hydrops Tumors, Lungenhypoplasie
malformation intrauteriner Fruchttod | fetoskopische Resektion
des Tumors
SteiBbeinteratom Herzversagen offene Resektion des Verhindern des Herzversagens
fetaler Hydrops Tumors, und einer Frihgeburt
intrauteriner Fruchttod | Radiofrequenzablation des | ausgel0st durch ein
Blutzuflusses Hydramnion
Myelomeningozele neurologische Ausfélle | offene Deckung in utero, Verhindern der Schadigung

(Spinabifida) Arnold- Chiari- fetoskopische Deckung des | der Nerven durch die
Malformation Defektes Amnion-flUssigkeit, Wieder-
Hydrozephalus herstellung des cerebro-
spinalen Druckes und
Korrektur einer Arnold-
Chiari- Malformation
Feto-Fetales- Herzversagen fetoskopische Verhindern eines
Transfusions- Syndrom | intrakranielle Blutungen | Laserablation der Herzversagens und /oder
fetaler Hydrops plazentaren Gefal3- neurologischer Schadigung

intrauteriner Fruchttod

anastomosen, fetos-
kopische Ligatur der
Nabel schnur

Obstruktion der oberen
Luftwege (CHAQS)

Lungenhyperplasie
Hydrops,intra-uteriner
Fruchttod

fetoskopische
Tracheostomie,

Ex Utero Intrapartum
Treatment (EXIT)

Verhinder einer
Lungenhypoplasie

Fetaler Hydrothorax

Lungenhypoplasie

thorako- amnialer Shunt

Verhinder einer

L ungenversagen Lungenhypoplasie
Amnion-Band- Irreversible Verhindern eines Amnion-
Syndrom neurol ogische und/oder Band-Syndroms

vaskulére Schaden

Tabelle 2: Anomalien, die von einem fetalen Eingriff profitieren (DANZER et al. 2001,
DEPREST et a. 2006)
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252 Komplikationen von Fetoskopie und fetaler Chirurgie

Fetale Chirurgie und Fetoskopie sind fir Mutter und Kind mit einem betréchtlichen Rsiko
verbunden (Tabelle 3).

Die haufigste Komplikation der Fetoskopie ist der iatrogene friihe vorzeitige Blasensprung
(DEPREST et al. 1999a), der bis heute s die, Achillesferse* der intrauterinen Chirurgie
bezeichnet wird.

Eine haufige Komplikation der Fetoskopie ist das Auftreten von Blutungen. Die gefiirchtetste
Komplikation ist das Auftreten von Friihgeburten (HARRISON 1996), wof Ur verschiedene
Ursachen wie eine pl6tzliche Anderung des Uterusvolumens, Infektionen, hormonelle
Veranderungen, Stressin Verbindung mit vermehrter Produktion des Kortikotropin-
Releasing-Hormon und ein vorzeitiger Blasensprung sowie idiopathische Ursachen in Frage
kommen (BOCKING 1998).

Auch die Trennung der chorioamniotischen Membranen (CMS) spielt eine Rolle. Eine véllige
Trennung der Membranen ist ein friher Indikator fir einen vorzeitigen Blasensprung und
kann zu einer Frihgeburt fihren (GRAF et al. 1997). Das Vorkommen eines friihen
vorzeitigen Blasensprunges war bei M Uttern mit vorangegangener Trennung der
chorioamniotischen Membran erhéht (SY DORAK et a. 2002).

Die Auswertung von 75 Fallen nach fetaler Chirurgie durch SYDORAK et a. 2002 ergab eine
Haufigkeit der Trennung der chorioamniotischen Membranen (CMS) von 47%. Es gab einen
statistisch signifkanten Anstieg der Haufgkeit fir eine CM S nach Operationen, bei denen eine
Flssigkeitsperfusionspumpe benétigt wurde und Operationen mit einer grof3eren Anzahl
verwendeter Trokare. Das Vorkommen eines frihen vorzeitigen Blasensprunges, Friihgeburt
und Chorioamnionitis war bei Muttern mit CM S signifikant erhoht.

Eine retrospektive Studie Gber 172 Zwillings- und 3 Drillingsschwangerschaften mit Feto-
Fetalem-Transfusionssyndrom und fetoskopischer Laser-Koagulation wurde 2005 von
YAMAMOTO et a. durchgefthrt. In 47 Fallen Uberlebte keines (27%) der Babies die
néchsten 6 Monate, in 67 ein Neugeborenes (38%) und in 61 Falen zwei Babies (35%). In 13
Falen trat AmnionflUssigkeit in die maternale Bauchhohle aus, in 7 Féllen kam es zu
vaginaen Blutungen und in deren Folge bei vier der Patientinnen zum friihen vorzeitigen
Blasensprung. Drei der Patientinnen erlitten eine Plazentaabl 6sung, PPROM trat in 49 Falen
(28%) auf. Vier der Patientinnen bekamen nach dem friihen vorzeitigen Blasensprung eine
Chorioamnionitis (2,3%). In 14 Fallen kam es zu intraoperativen Blutungen, die Operation

konnte jedoch meist zu Ende geftihrt werden. Andere Faktoren wie die Lokalisation der
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Plazenta, transplazentérer Eintritt des Fetoskopes, intra- amniotische Blutungen oder
praoperative Amnioreduktion standen nicht mit dem Auftreten von maternalen

Komplikationen in Zusammenhang.

M ttterliches Risiko Fetales Risko

Fruhzeitige Wehen, vorzeitiger Blasensprung | Tod des Fetus

Fruhgeburt Fruhgeburt

Nebenwirkungen der Tokolytika und Chorioamniotische Separation
Narkotika (z.B. Lungenoédem,
Herzrhythmusstérungen)

Wundinfektionen (<5%) Misserfolg des fetalen Eingriffes- erhebliche
postnatale Mortalitét und Morbiditét

Chorioamnionitis

massiver Blutverlust

lange Bettruhe —Gefahr einer Thrombose

Notwendigkeit einer Sectio caesarea bei alen
folgenden Schwangerschaften und der damit

verbundenen Komplikationen

Tabelle 3: Risiken der fetalen Chirurgie (DANZER et al. 2001)

253 Einfluss von PPROM auf die fetale Entwicklung

Die normale Entwicklung der Lunge wahrend der Schwangerschaft erfordert das
Vorhandensein einer ausreichenden Menge an AmnionflUssigkeit (PERLMANN et al. 1976).
Der Verlust von AmnionflUssigkeit fihrt zu einer sténdigen Druckwirkung des Uterus auf den
Fetus und daraus resultierendem abnormalen fetalen Wachstum und Entwicklung. Das und
der Verlust von intrapulmondrer Flissigkeit fuhrt zu einer Lungenhypoplasie (ADZICK et al.
1984).

KING et a. untersuchten 1986 am Kaninchenmodell den Effekt eines Oligohydramnions auf
die fetale Lungenentwicklung. Dabei stellen sie bei den Feten mit experimentell erzeugtem
Oligohydramnion ein signifikant vermindertes Korpergewicht und ein tendenziell verringertes
L ungengewicht und maximales L ungenvolumen gegentiber der Kontrollgruppe fest. Auf die
Entwicklung der Leber konnte kein Einfluss festgestel It werden.

11
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2.6 Losungsansatze und Ergebnisse

Obwohl bereitsin einer ganzen Reihe von experimentellen Ansatzen eine Moglichkeit
gesucht wurde eine Methode des Membranverschlusses zu finden, mit der das iPPROM-
Risiko nach Fetoskopie verringert werden kann, gibt es bis heute keine Methode, die

standardisiert und mit Erfolg eingesetzt wird.

2.6.1 Moglichkeiten der Spontanheilung

DEVLIEGER et a. beschéftigten sich 2000 mit dem Einfluss von Matrixmetall oproteinase—2
und -9 (MM P-2/-9) und deren endogenen Gewebeinhibitoren (TIMP) auf die Reparatur der
fetalen Membranen nach einer Fetoskopie am Kaninchen. Die Fetoskopie wurde am 23. Tag
der Trachtgkeit durchgefiihrt, die Eintrittsstellen wurden mit einer einfachen
Myometriumsnaht verschlossen. Die Relaparotomie erfolgte in einer Gruppe am 27. und in
einer am 30. Tag der Trachigkeit. Dabel wurde Amnion- Chorion- und Allantoisfllissigkeit
gewonnen und jeweils die Aktivitét der Matrixmetall oproteinasen—2 und —9 mit Hilfe von
Zymography und die Aktivitét der Gewebeinhibitoren (TIMP) durch reverse Zymography
bestimmt. MM P-2-Aktivitét wurde vorherrschend in latenter Form (72kDa) in Amnion-,
Allantois- und extraembryonaler Coelomfliissigkeit wahrend der zweiten Hélfte der
Tréchtigkeit gefunden. Die Sekretion von MMP-2 in der Amnion- und Allantoisfl issigkeit
stieg mit fortschreitender Trachtigkeit signifikant an. Die MM P-9-Aktivitét war kaum
messbar, ebenfalls vor allem in der latenten Form (92kDa), in Amnion-, Chorion-, Allantois-
und extraembryonaler Coelomflissigkeit zu finden. Ein breites Sortiment von TIMP-
Aktivitdt konnte in Amnion- Allantois- und extraembryonaler Coel omflUssigkeit
nachgewiesen werden, allerdings waren keine Unterschiede bezliglich des unterschiedlichen
Trachtgkeitsstadiums feststellbar. Verglichen mit den Kontrollgruppen konnte ein
signifikanter Anstieg (p<0,05) der MMP-2-Aktivitédt in der AmnionflUssigkeit bei den
fetoskopierten Gruppen festgestellt werden. Aul3erdem wurde ein signifikanter Anstieg der
MMP-2 Sekretion in extraembryonaler Coelomflissigkeit gefunden. In der
Allantoisflissigkeit war keine Anderung der MM P-2- Sekretion nachweisbar. Auch die
Anayse der TIMP-Aktivitaten in der AmnionflUssigkeit ergab einen signifikanten Anstieg
(p<0,05) nach einem Trauma der fetalen Memranen. Ein signifikanter Anstieg (p<0,05)
beziiglich der TIMP-Aktivitdt konnte auch in extraembryonaler Coelomflissigkeit

nachgewiesen werden. 46% der Amniondefekte verschlossen sich. Es konnte nachgewiesen
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werden, dass die Sekretion der MMP und TIMP und folgende Reparatur spezifisch fir die
chirurgisch traumatisierten Hohlen war.

In einer 1990 von JOHNSON et al. verdffentlichten Fallstudie zur Spontanheilung der fetalen
Membranen, ohne vorangehende Fetoskopie, konnte ein spontaner Wiederverschluss der
Membranen bei 11% der Patientinnen mit einem friihen vorzeitigen Blasensprung
nachgewiesen werden. Diese Gruppe hatte, im Vergleich zu den Patientinnen mit
persistierendem Amniondefekt, |angere Schwangerschaftsdauern, grof3ere Babies, langere
Krankenhausaufenthalte fur die M utter, kirzere Krankenhausaufenthalte fir die
Neugeborenen und eine geringere perinatale Morbiditét und Mortalitét.

GRATACOS et al. untersuchten 2006 die Moglichkeit der Spontanheilung bel 15
Patientinnen, bei denen wahrend der Schwangerschaft eine Fetoskopie durchgefihrt wurde.
Die fetalen Membranen zeigten kaum Heilungstendenz. Bei allen war der Membrandefekt
nach einem Zeitraum von 3-112 Tagen nach der Fetoskopie noch nachweisbar.

2.6.2 M oglichkeiten des Amnionverschlusses

26.2.1 Amniopatch

QUINTERO et al. veroffentlichten 1996 einen Fallbericht zum erfolgreichen Verschluss eines
Membrandefekts mittels Amniopatch.

1999 versuchten QUINTERO et al. erneut bel Patientinnen mit iatrogenem friihen vorzeitigen
Blasensprung zwischen der 16. und 24. Woche der Schwangerschaft den Defekt mithilfe einer
intraamniotischen Injektion von Thrombozyten und Kryoprezipitat (Amniopatch) zu
verschlief?en und hattenin 3 von 7 Féllen Erfolg.

2004 veroffentlichten LEWI et al. einen Fallbericht von zwei Patientinnen mit erfolgreich
durchgef iihrtem Amniopatch.

Die verwendeten Blutbestandteile wurden bevorzugt von den Patienten selbst (autologer
Patch) gewonnen. Waren die Patienten nicht in der Lage Blut zu spenden, wurden heterologe

Plattchen und Kryoprézipitat verwendet.

13



SCHRIFTTUM

2.6.2.2 Verschluss mittels Fibrinklebung

GENZ berichtete 1979 von einer Methode des Amnionverschlusses mittel s Fibrinklebung
(Fibrinkleber Human Immuno®, Topostasin®, 3000 N.H. Einheiten Thrombin, Hoffmann- La
Roche AG, Trasylol®/Antagosan®, 20 000 KIE/ml Aprotinin, Bayer AG, Behringwerke AG,
CaCl,- Losung, Aqua pro injectione, 7,23%- 0,5 molar, Fresenius, Bad Homburg).
BAUMGARTEN et al. versuchten 1986 bei 26 Frauen durch eine Fibrinklebung (Tissucol ®)
den Verlust von Amnionflissigkeit zu unterbrechen und die Regeneration des Chorion und
Amnion, sowie deren engen Kontakt zur Dezidua zu férdern. Die Fibrinldsung geronn mit
Thrombin (500 [U/ml) und wurde durch die Polymerisaton von Fibrinmonomeren stabilisiert.
Eine Fibrinolyse wurde durch Zugabe von Proteinaseinhibitoren verhindert. Bei dieser
Methode kam es zu keinem direkten Verschluss der Eihdute. Das Fibrin sollte den unteren
Eipol gegen die Zervix abdichten. Zusétzlich wurde der Zervikalkanal verschlossen, da
vorhergehende V ersuche gezeigt hatten, dass der Fibrinklumpen bei offenem Zervikalkanal
nicht oder nur unzureichend ausgeformt wird, beziehungswei se friihzeitig zusammen mit
Amnionflissigkeit ausgespult wird. 17 der 26 Kinder kamen lebend zur Welt (65%).

2.6.2.3 V erschluss durch Gelatineschwammchen

In einem Tiermodell mit finf Schafen und finf Rhesusaffen wurde der Einsatz von
Gelatineschwammchen (Gelfoam®, Pharmacia & Upjohn, Bridgewater, NJ) zum Verschluss
der Fetoskopiestellen getestet. Die Schwammchen wurden mit Hilfe einer Kanlle und eines
Applikatorsin den Defekt eingebracht, das Myometrium wurde vernaht. Bei den Schafen
wurden insgesamt 15 Gelatineschwammchen eingebracht. Bei der Sektion konnte
makroskopisch kein transuteriner Fluss von Amnionflissigkeit festgestellt werden. Die
Hysterotomiewunden waren verheilt, histologische Untersuchungen wurden nicht
durchgefihrt. Bei den Rhesusaffen wurden bel jedem Tier 3 Schwammchen eingebracht. Ein
Tier abortierte innerhalb 24 Stunden, ein zweites nach sechs Tagen. Bel keinem der Aborte
wurde Amniorhexis oder eine Amnionitis festgestellt. Wéchentliche ultrasonographische
Kontrollen der Uberlebenden Feten zeigten ein normales Amnionfllissigkeitvolumen ohne
Anzeichen einer Undichtigkeit oder Membranruptur. Eine histol ogische Untersuchung wurde

aufgrund von spontanen Geburten bei diesen Tieren nicht durchgefihrt (LUKS et a. 1999).
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2001 untersuchten O'BRIEN et al. in einem in vitro Modell die Tauglichkeit von
Gelatineschwammchen (Gelfoam®, Pharmacia & Upjohn, Bridgewater, NJ). Insgesamt 15
Defekte in verschiedenen GrofRen wurden gesetzt und mit Gelatineschwammchen
verschlossen. Gelatineschwammchen mit einer Groéf3e von 1x1cm verschlossen ale Defekte
die kleiner als 7 mm Lange waren. Bei grof3eren Defekten konnte der Austritt von Flissigkeit
mit den Schwammchen nicht verhindert werden. Beim folgenden Einsatz der Methode bel
einer Frau mit vorzeitigem Blasensprung in der zwanzigsten Schwangerschaftswoche wurde
zusétzlich eine Zervikal cerklage nach MacDonald gelegt. In der zweiunddrei3igsten Woche
der Schwangerschaft setzten vaginale Blutungen ein, drei Tage spater war die Symptomatik

des vorzeitigen Blasensprunges wieder vorhanden.

2.6.24 V erschluss eines Amniondefektes mittel s Kryoprezipitat, Thrombin, Amicar,
CaCl; und Thrombozyten

In einem in vitro Versuch wurde eine Amnionembran tber eine 20 ml Spritze gezogen und
mit elastischen Ringen befestigt. Die Spritze wurde mit 20 ml Amnionflissigkeit aufgefillt.
Ein Trichter mit einem 3 cm langen Hals simulierte die Cervix. Die Amnionmembran wurde
mit einer 20-Gauge Spinalkanile punktiert, und nachdem 2 ml der Amnionflussigkeit
abgeflossen waren durch einen doppellumigen Katheter ein transamniotischer Verschlussim
Bereich der Amnionflissigkeit- Luft Grenze eingebracht. Der doppellumige Katheter
ermaoglichte es zwei Komponenten einzubringen ohne sie vorher zu vermischen

(Abbildung 1).
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amniotic fluid

membranes

elastic rings

puncture site

beaker

Fig 1. In vitro model designed to test the ability of sealant for-
mularions to seal punctured fetal membranes when injected into

Abbildung 1: Versuchsaufbau von REDDY et al. 2001

Der Verlust der Amnionflussigkeit wurde in den ersten 30 Minuten standig, die nachsten 4

Stunden stiindlich und dann alle 6 Stunden kontrolliert. Das Experiment wurde abgebrochen,

wenn weniger als 2 ml Amnionflissigkeit in der Spritze Ubrig waren.

Das beste Ergebnis wurde mit einer kommerziell erhdltlichen Mischung aus Fibrinogen,
Thrombin, Aprotinin und Calcium (Tisseel®, Baxter Corp, Glendale, Kalifornien) erzielt. In

dieser Gruppe konnte der Amnionflissigkeitsverlust im Vergleich mit der Kontrollgruppe
deutlich verlangsamt werden (Tabelle 4) (Reddy et al. 2001).

Zeit bis zur

Undichtigkeit
Material Mittel Bereich Anzahl der

(min) (min) Versuche
Kontrollgruppe 2,3 2,1-2,8 7
Thrombozyten 5,0 3,1-1440 9
Kryoprezpitat/Thrombin/Amicar/CaCl,/Thrombozyten | 450 420-870 7
Kryoprezpitat/Thrombin/Amicar/CaCl, 1440 900-2700 7
Kryoprezpitat/Thrombin, 10 000Einheiten 1950 1020-6780 |8
Kryoprezpitat/Thrombin, 5000 Einheiten 2700 450-8640 7
Tisseel® und Thrombozyen 3960 2610-7200 |7
Tisseel® 5520 4320-25560 |7

Tabelle 4: Ergebnisse von REDDY et a. 2001
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2.6.25 Verschluss durch Injektion von Thrombozyten, Fibrinkleber und pulverisierter

Kollagenmasse

In einer Studie wurde bei acht Patientinnen nach einem endoskopischen intrauterinen Eingriff
der Verschluss mit 15 ml homologen Pléttchen, 2-5 ml Fibrinkleber (Hemaseel®, Haemacure
Corp, Srasota, USA) und 5-15 ml pulverisierte Kollagenmasse (Avitene®, Avitene
Mcrofibrillar Collagen Hemostat, Davol Inc., Cranston, USA) getestet. Bei einer Patientin
rupturierten die Membranen nach 12 Stunden erneut, eine andere Patientin entschloss sich die
Schwangerschaft 48 Stunden nach dem Eingriff abzubrechen obwohl keine Undichtigkeit
vorlag, die Ubrigen Patientinnen setzten ihre Schwangerschaft fir 8 Wochen ohne Verlust von
Amnionflissigkeit fort (YOUNG et al. 2004b).

Diese Technik wurde erneut an vier Patientinnen mit SPPROM und an vier Patientinnen mit
iIPPROM nach Amniozentese getestet. Die intauterine Endoskopie erlaubte eine direkte
Darstellung des Defekts und eine schnell aufeinanderfol gende Injektion von Thrombozyten,
Fibrinkleber und pulverisierte Kollagenmasse. In der Gruppe mit iPPROM nach
Amniozentese kamen drei Kinder lebend zur Welt, bei einer Patientin kam es 12 Stunden
nach dem Verschluss zu einer erneuten Ruptur der Membranen. In der Gruppe mit spontaner
Ruptur der Membranen kam esin zwei Fallen 2 Tage nach dem Verschluss zur Frihgeburt, in
einem Fall nach 12 Stunden zum fetalen Tod und in einem Fall zu einer Entbindung in der 31.
Schwangerschaftswoche, das Neugeborene litt an einem akuten Atemnotsyndrom (Y OUNG
et a. 2004a).

2.6.2.6 Verschluss durch Myometriumnaht, Myometriumnaht und Naht der fetalen
Membranen, Kollagenpfropfen und Fibrinkleber

In einer Studie mit weil3en Neuseeldnder Kaninchen wurden vier Mdglichkeiten des
Amnionverschlusses nach einer Laparatome mit folgender Eroffnung des Uterus und
Amnions (Hysteroamniotomie) verglichen. In Gruppe 1 ,, Myometrium* wurden nur die
Myometriumschichten mit drei Spannungs- und zwei zusétzlichen Nahten (Prolene® 6-0)
verschlossen wéhrend in Gruppe 2 alle funf Néhte das Myometrium und die fetalen
Membranen (Prolene® 6-0) fassten. In der dritten Gruppe wurde der Membrandefekt mit
einem 1x 2 cm grofen Kollagenpfropfen (Colgen®, Inter- Phar, Paris) und in Gruppe 4 mit
Fibrinkleber (Tissucol®, Immuno, Paris), die auften auf das Amnion gelegt bzw. aufgebracht
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wurden, abgedeckt und das Myometrium jeweils wie bel der ersten Gruppe verschlossen. Bel

Gruppe 5 wurde der Defekt im Myometrium und in den Membranen ohne Verschluss und

Naht offen gelassen. Diese Gruppe dient als positive Kontrolle, die nicht manipulierten

Amnionsécke als negative Kontrolle. Das beste Ergebnis beztiglich der Amnionintegritét
erziehlte die Gruppe , Myometrium* mit 80% (Tabelle 5) (PAPADOPULOS et al. 1998).

Studiengruppe | An-| Amnion- | Anwesen- | Uberlebens- | Mittleres FLBWR
zahl | integritét heit von rate Korper- (fetal Lung-
(n) (%) Amnion- (%) gewicht | Body-Weight-

flissigkeit (9) Ratio)
(%)

1) 12 80,0%" 60,0** 83,3* 34,4+ 8,2 -

Myometrium-

Naht

2) 12 429" 42,9" 66,7 36,3+ 11,5 -

Myometrium-

und

Membrannaht

3) Kollagen- 8 0,0" 0,0 100,0 41,6+ 7,6 -

pfropfen

4) Fibrinkleber | 12 28,6 28,6 58,3 34,3+ 9,0 -

5) Positive 12 0,0" 0,0 58,3 39,0+£7,1 -

Kontrollen

Negative 257 | 99,4* 96,1* 72,4* 38,0+11,2 -

Kontrollen

*p<0,05 verglichen mit positiven Kontrollen

*p<0,05 verglichen mit negativen Kontrollen

Tabelle 5: Ergebnisse der Studie von PAPADOPULOS et al. 1998
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2.6.3 Studien am Kaninchenmodell

Keine der Untersuchungen in vitro, am Menschen und am Tiermodell, wurde in einer
ausreichenden Fallzahl erfolgreich durchgeftihrt. Um standardisierte Versuche in
ausreichender Zahl zu ermdglichen und die Ergebnisse vergleichbar zu machen, wurde als
Standard-Kleintiermodell fur die Untersuchung von V erschlussmethoden der fetalen
Membranen nach Fetoskopie 1999 von PAPADOPULOS et a. das Kaninchenmodell
etabliert.

An diesem Modéell lief3en sich reproduzierbar anhaltende M embrandefekte nach einer
Fetoskopie und as Folge ein Oligohydramnion sowie eine Lungenhypoplasie produzieren
(GRATACOS et al. 1999).

Die bel den Studien gemachten Angaben bezlglich der Amnionintegritét beziehen sich auf

die zum Zeitpunkt der Euthanasie |ebenden Feten.

2.63.1 V erschluss durch Myometriumnaht, Fibrinkleber, homologen Blutpfropfen und
Kollagenpfropfen

In einem Versuch am Kaninchen wurde in Gruppe 1 nur das Myometrium mit einem Heft mit
Nylon 6/0 verschlossen, Amnion und Chorion blieben unverschlossen. In einer zweiten und
dritten Gruppe wurde einmal 0,3 ml Fibrinkleber (Tissucol®, Immuno, Paris, Frankreich), und
einmal homologes, mutterliches, frisches Vollblut aus der Ohrvene entnommen und in den
Defekt eingebracht, wobei sowohl Amnion als auch Chorion und Myometrium auf diese
Wei se verschlossen wurden. Die vierte Studiengruppe war die Kollagengruppe. Hier wurde
ein ca. 0,5 cm langes, trockenes K ollagenstiick (Colgen®, Inter- Phar, Paris, Frankreich) mit
Hilfe eines Schiebers durch das Lumen des Trokars eingebracht. Durch das Aufsaugen der
umgebenden Flussigkeit quoll des Kollagen auf und verschloss so ebenfalls Amnion, Chorion
und Myometrium. In diesen drei Gruppen wurde das Myometrium nicht zusétzlich vernaht.
Die positive Kontrollgruppe blieb nach der Fetoskopie unverschlossen, die nicht operierten
Sécke blieben als negative Kontrolle (DEPREST et al. 1999b). Die Amnonintegritdt war in
dieser Studie in der Gruppe in der nur das Myometrium verndht wurde am hochsten (Tabelle
6).
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Studiengruppe | An-| Amnion- | Anwesen- | Uberlebens- | Mittleres FLBWR
zahl | integritét heit von rate Korper- (fetal Lung-
(n) (%) Amnion- (%) gewicht | Body-Weight-
flUssigkeit (9) Ratio)
(%)
1) 14 44.4* 44.4* 64,3 Studien- | Studien-
Myometrium- gruppen, |gruppen, mit
naht mit nicht intakten
2) Fibrinkleber | 15 36,4* 36,4* 73,3 intakten | Membranen
3) homol oger 13 20,0* 20,0* 76,9 Mem- KGW: 35,20+
Blutpfropfen branen 9,6
4) Kollagen- 14 40,0* 50,0* 71,4 KGW: FLBWR:
pfropfen 31,83+ |0,0256+ 0,005**
15,61
FLBWR:
0,0288+
0,003
Positive 16 41,7* 41,7* 75,0 - -
Kontrollen
Negative 216 94,3 93,2 71,7 35,15+ | 0,030+ 0,017
Kontrollen 0,52

*p<0,05 verglichen mit negativen Kontrollen

**n<0,05 verglichen mit negativen Kontrollen mit intakten Membranen

Tabelle 6: Ergebnisse der Studie von DEPREST et a. 1999b

2.6.3.2

Verschluss mit Hilfe einer Extrazellul&rmatrix und Kollagenpfropfen

GRATACOS et al. 2000 verschlossen den Membrandefekt nach der Fetoskopie in Gruppe 2
mit 0,3 ml Matrigel, einer Extrazellularmatrix (Matrigel®, BD Labware, Bedford, Mass),

und das Myometrium mit einem Heft mit Prolene® 6-0. In Gruppe 3 diente ein

Kollagenpfropfen als Verschluss. Das Kollagen wurde trocken in Streifen mit einer Lange

von 3-4 mm zurechtgeschnitten und ein Faden (Prolene® 7-0) durchgezogen. Nachdem das

20




SCHRIFTTUM

Endoskop entfernt wurde, wurde das Kollagen mit Hilfe eines Schiebestabes durch den
Trokar in die Amnionhohle eingebracht. Der Trokar wurde so entfernt, dass sich das Kollagen
teilweise in der Amnionhdhle befand. Mithilfe des Prolene-Zigel s wurde es anschliessend so
platziert, dass es den Membrandefekt verschloss. Der Kollagenpfropfen wurde dann mit
einem Heft mit Prolene® 6-0, das sowohl den K ollagenpfropfen als auch das Myometrium
einschloss befestigt. Auch hier blieben die positiven Kontrollen (Gruppe 1) unverschlossen

und die nicht operierten Amnionsécke dienten als negative Kontrollen (Tabelle 7).

Studiengruppe | An-| Amnion- | Anwesen- | Uberlebens- | Mittleres FLBWR
zahl | integritat heit von rate Korper- (fetal Lung-
(n) (%) Amnion- (%) gewicht | Body-Weight-
flUssigkeit (9) Ratio)
(%)
2) Matrigel und | 23 38,0* 44,0* 78,0 Studien- Studien-
Naht gruppen, gruppen, mit
3) Kollagen- 22 82,0 82,0" 77,0 mit nicht intakten
pfropfen und intakten Membranen
Naht Mem- KGW: 33,2+
branen 7,8
KGW: FLBWR:
31,1+ 7,1 |0,0249+
FLBWR: |0,007**
0,00311+
0,007
1) Positive 24 41,0* 41,0* 79,0 - -
Kontrolle
Negative 129 98,0 98,0 75,0 33,4+7,8 | 0,0307+ 0,005
Kontrolle
*p<0,0001 verglichen mit negativer Kontrollgruppe im y*- Test, *p<0,05 verglichen mit
positiver Kontrollgruppe im 32 Test, **p<0,001, Varianztest fiir multiple Vergleiche, fiir
Studiengruppen mit nicht intakten Membranen mit negativer Kontrollgruppe oder
Studiengruppen mit intakten Membranen

Tabelle 7: Ergebnisse der Studie von GRATACOS et al. 2000
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2.6.3.3 Verschluss des Amniondefekts mittels einer bioaktiven Membran

BioSIS® (BioSIS®, Cook, Strombeek- Bever, Belgium), eine biokompatible Matrix, die aus
Schweinediinndarm gewonnen wurde und Kollagen Typ I, 11 und 1V, Fibronektin, Decorin,
Hyaluronsaure, Chondroitinsulfatase A, Heparansulfat und die Wachstumsfaktoren TGF-13
und bFGF enthielt, wurde 2003 fur den Membranverschluss verwendet (DEVLIEGER et al.
2003). Runde Matrixstiicke mit einem Durchmesser von maximal 5mm wurden wie ein
Fallschirm gefaltet und ein Faden (Prolene® 7/0) durchgezogen. Das Endoskop wurde aus
dem Trokar entfernt und der vorbereitete Pfropfen durch das Lumen in die Amnionhohle
eingefuhrt. Anschlief3end wurde der Trokar entfernt und die Matrix mit Hilfe des Fadensin
dem Membrandefekt platziert. Sie wurde dann mit einem Einzelheft mit Prolene 6/0 durch
den @ul3eren Teil der Matrix und das Myometrium fixiert. In der positiven Kontrollgruppe
blieb der Defekt unverschlossen, die nicht operierten Amnionsacke dienten auch hier als

negative Kontrolle (Tabelle 8).

Studiengruppe | An-| Amnion- | Anwesen- | Uberlebens- | Mittleres FLBWR
zahl | integritédt | heit von rate Korper- (fetal Lung-
(n) (%) Amnion- gewicht Body-Weight-

flUssigkeit (9) Ratio)
(%)

BioSISund 50 70,0 68,0 80,0 30,6+ 5,6 | 0,032+ 0,006

Naht

Positive 50 41,0 38,0 64,0 29,7£5,05| 0,027+ 0,008

Kontrollen

Negative 55 92,0 87,0 95,0 29,5+ 6,2 | 0,032+ 0,007

Kontrollen

Statistischer Vergleich zwischen BioSIS und positiver Kontrollgruppe:

p value: Amnionintegritét: < 0,01, Anwesenheit von Amnionflissgkeit: <0,05,
Korpergewicht: kein signifikanter Unterschied, FLBWR: <0,05

Tabelle 8: Ergebnisse der Studie von DEVLIEGER et al. 2003
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2.6.34 Verschluss durch humane Amnionmembran, Kollagenfolie, Kollagenpfropf und
Fibrinkleber

Im selben Jahr veroffentlichten PAPADOPULOS et a. 2003a eine Studie, bei der drei
verschiedene Verschlussmoglichkeiten verglichen wurden.

In Gruppe 1 wurden die Membrandefekte mit einer humanen Amnionmembran (Deutsches
Institut fir Zell- und Gewebeersatz, Berlin) und Fibrinkleber, in Gruppe 2 mit einer
Kollagenfolie (Tissufoil E®, Baxter Deutschland GmbH, Unterschleiheim) und in Gruppe 3
mit einem 1 cm langen K ollagenpfropf (Tissufleece E®, Baxter Deutschland GmbH,
Unterschleil3heim), der durch den Endoskop-Trokar in den Defekt eingesetzt wurde
verschlossen. Bel allen drei Gruppen wurde zusétzlich Fibrinkleber (Tissucol Duo S 2ml
Immuno®, Baxter Deutschland GmbH, UnterschleiBheim) aufgetragen. Das Myometrium
wurde in allen Gruppen getrennt von den fetalen Membranen mit Prolene® 6/0 (Prolene®,
Ethicon, Norderstedt) verndht. In Gruppe 4 blieben die Amnionsécke als positive Kontrolle
unverschlossen, alle unoperierten Sacke dienten al's negative Kontrollen (Tabelle 9).
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Studiengruppe | An-| Amnion- | Anwesen- | Uberlebens- | Mittleres FLBWR
zahl | integritét | heit von rate Korper- (fetal Lung-
(n) (%) Amnion- (%) gewicht Body-Weight-
flUssigkeit (9) Ratio)
(%)
1) humane 9 33,3* 66, 7* 100,0 Studien- Studiengruppen,
Amnion- gruppen, | mit nicht
membran mit intakten
2) Kollagen- 9 62,5 62,5* 88,8 intakten Membranen
folie Mem- KGW: 26,89+
3) Kollagen- 9 66,7 77,8 100,0 branen 6,62*"
pfropf KGW: FLBWR: 0,042+
36,2+4,41 |0,0048™
FLBWR:
0,043+
0,0045
4) positive 8 50,0* 75,0 100,0 - -
Kontrolle
Negative 49 85,0 92,5 81,6 34,40+ 0,045+ 0,0047
Kontrolle 7,88

*versus negative Kontrolle: p<0,005 (2 Fisher’s exact two- tailed test)

**p<0,05 Varianzanalysetest (Tamhane) im Vergleich zur negativen Kontrollgruppe und

behandelten Gruppen mit intakten Membranen;

*1p<0,05 Varianzanalysetest (LSD) im Vergleich zur negativen Kontrollgruppe mit intakten

Membranen

Tabelle 9: Ergebnisse der Studie von PAPADOPULOS et al. 2003a
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2.6.35 Verschluss mittels humaner Amnionmembran, Kollagenfolie, Kollagenpfropf und

Fibrinkleber und Kollagenpfropf mit Amniozyten und Fibrinkleber

2006 setzten PAPADOPULOS et al. ihre Studien fort und testete den Amnionverschluss mit
1) humaner Amnionmembran (Gewebebank des deutschen Insttutes fur Zell- und
Gewebeersatz, Leipzig, Deutschland) und Fibrinkleber (Tissucol Duo S 2ml Immuno®,
Baxter Deutschland GmbH, Unterschleifheim), 2) Kollagenfolie (Tissufoil E®, Baxter
Deutschland GmbH, Unterschleifheim) und Fibrinkleber (Tissucol Duo S 2ml Immuno®,
Baxter Deutschland GmbH, UnterschleiBheim), 3) Kollagenpfropf (Tissufleece E®, Baxter
Deutschland GmbH, Unterschleif3heim) und Fibrinkleber und 4)mit Kollagenpfropf
(Tissufleece E®, Baxter Deutschland GmbH, UnterschieiBheim) der mit in vitro geziichteten
Amniozyten bedeckt war und Fibrinkleber. Bel allen Gruppen wurde das Myometrium
vernaht. Wie in den vorhergehenden Studien blieben Amnionséacke unverschlossen und
dienten als positive Kontrollen, die nicht operierten verblieben als negative Kontrollgruppe
(Tabelle 10).
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Studiengruppe | An-| Amnion- | Anwesen- | Uberlebens- | Mittleres FLBWR
zahl | integritét | heit von rate Korper- (fetal Lung-
(n) (%) Amnion- (%) gewicht Body-Weight-

flUssigkeit (9) Ratio)
(%)

Negative 121| 87,8 92,2 74,7 31,35+ 11,73 | 0,041+ 0,0065

Kontrollen

Positive 23 | 52,9** 76,5 739 - -

Kontrollen

1) Humane 23 | 26,3*** 47,4* 82,6 Studien- Studien-

Amnion- gruppen, mit | gruppen, mit

membran intakten nicht intakten

2) Kollagen- 16 | 64,3** 78,6 87,5 Membranen | Membranen

Folie KGW: KGW: 29,47+

3) Kollagen- 19 | 58,8** 64,7** 89,5 31,64+9,887 | 11,987

Pfropf FLBWR: FLBWR:

4) Kollagen- 19 | 62,5** 62,5** 84,2 0,0394+ 0,0369+

Pfropf mit 0,00667 0,00710"

Amniozyten

*versus negative Kontrolle: p<0,001 (2 Fisher’s exact two- tailed test)

** versus negative Kontrolle: p<0,05 (3 Fisher’s exact two- tailed test)

*** yersus negative Kontrolle und Gruppen 2)- 4): p<0,005 (x? Fisher’s exact two- tailed

test), “p<0,05 verglichen mit negativen Kontrollen mit intakten Membranen

Tabelle 10: Ergebnisse der Studie von PAPADOPULOS et al. 2006

2.6.3.6

Zusammenfassung der Studien am Kaninchenmodell

Alsvielversprechendes Materal zeigte sich in vielen Studien Kollagen (Tabelle 11). Eswurde

in verschiedenen Formen, als Pfropf, as Folie und angereichert mit Amniozyten, verwendet.

Ausserdem wurden die M oglichkeiten der Applikation, mithilfe eines Schiebers und eines

Trokars oder mithilfe eines Fadenziigels, sowie zusétzliche M oglichkeiten der Befestigung,
mittels Fibrinkleber oder Naht, getestet.
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Verschlussmethode | Uberlebensrate (%) | Amnionintegritét (%) | Literaturangabe
Kollagenpfropfen 71,4 40,0 DEPREST et al. 1999
Kollagenpfropfenund | 77,0 82,0 GRATACOS et al.
Naht 2000
K ollagenpfropf 100,0 66,7 PAPADOPULOS et
al. 2003
Kollagenpfropf 89,5 58,8 PAPADOPULOS et
al. 2006
Kollagenpfropf mit 84,2 62,5 PAPADOPULOS et
Amniozyten al. 2006
Kollagenfolie 88,8 62,5 PAPADOPULOS et
al. 2003
Kollagenfolie 87,5 64,3 PAPADOPULOS et
al. 2006

Tabelle 11: Anwendung von Kollagen

Desweiteren wurde mehrfach versucht den Membrandefekt mithilfe biologischer Membranen
und Extrazellularmatrizes zu verschlief3en (Tabelle 12). Auch hier kamen die bei der

Anwendung von Kollagen bereits beschriebenen Applikatons- und zusétzlichen

Befestigungsmoglichkeiten zum Einsatz. Lediglich bei der Verwendung von BioSIS konnten

ahnlich gute Erfolge wie beim Einsatz von Kollagen erzielt werden.

Verschlussmethode | Uberlebensrate (%) | Amnionintegritat (%) | Literaturangabe

Matrigel und Naht 78,0 38,0 GRATACOS et d.
2000

BioSIS und Naht 80,0 70,0 DEVLIEGER et al.
2003

Humane 100,0 33,3 PAPADOPULOS et

Amnionmembran al. 2003

Humane 82,6 26,3 PAPADOPULOS et

Amnionmembran al. 2006

Tabelle 12: Anwendung von Membranen und Extrazellul&rmatrizes
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3 EIGENE UNTERSUCHUNGEN

Das Tierversuchsvorhaben wurde gemal’ 88 des Deutschen Tierschutzgesetzes (TierSchG in
der Fassung vom 25.05,1998, BGBI | S. 1105. zuletzt gedndert am 06.08.2002, BGBI |
S.3082) durch der Regierung von Oberbayern genehmigt (AZ 209.1/211-2531-73/04).

3.1 Material und Methode

311 Tiermodell

Als Tiermodell wird das bereits fir den Verschluss der fetalen Membranen nach einer
Fetoskopie etablierte Kaninchenmodell mit weil3en Neuseel&nder Kaninchen gewéhlt. Dieses
Modell wurde bereitsin zahlreichen Vorarbeiten (GRATACOS et al. 1999, DEPREST et al.
1999b, GRATACOS et a. 2000, DEVLIEGER et al. 2003, PAPADOPULOS et a. 20033,
PAPADOPULOS et al. 2006) verwendet und gilt heute als Goldstandard fir den

experimentellen fetoskopi schen Amnionverschluss am Kleintiermodell.

3111 Haltungsbedingungen, Fitterung

Zur Durchftihrung der Studie werden acht trachtige weil3e Neuseelander Kaninchen (New
Zeadland White Rabbits, Vertrieb Charles River WIGA GmbH, Sulzfeld, Deutschland) eine
Woche vor Beginn der ersten Operationen, zur Eingewthnung in die neue Umgebung,
eingestallt. Die Tiere werden in Einzelboxen bei freiem Zugang zu Futter (Heu, Pellets,

Karotten) und Wasser, bei Raumtemperatur und kiinstlichem Licht gehalten.
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312 Methode

3121 Herstellung der dezellularisierten humanen Amnionmembranen

Die verwendeten dezellularisierten Amnionmembranen stammen von sechs verschiedenen
Patientinnen und wurden im Rahmen von Kaiserschnitten gewonnen. Alle Patientinnen waren
zum Zeitpunkt der Entnahme zwischen 23 und 32 Jahre alt und in der 37,3+ 2-ten.
Schwangerschaftswoche ihrer ersten oder zweiten Schwangerschaft. Sie wurden auf HIV,
Hepatitis B und Hepatitis C sowie Streptokokkeninfektionen, Roteln und Toxoplasmose
untersucht und negativ getestet.

Eswird darauf geachtet, dass nur zusammenhangende, durchscheinene Membranstlicke ohne
L 6cher, Risse oder Blutverunreinigung gewonnen werden. Die gewonnenen Stiicke haben
eine GrofRe von 150-200 cm?. Zur Plazentawurde ein Sicherheitsabstand von 2 cm
eingehalten. Nach Trennung des Amnion vom Chorion wird das Amnion sofort mit einer
PBS- Losung mit pH 7,4 und Zusatz von 50 pg/ml Penicillin und 50 pg/ml Streptomycin
gewaschen.

Anschlief3end werden die Membranen in eine dezellularisierende L 6sung mit 0,5%
Sodiumdeoxycholate, 0,02% EDTA und zwei Proteaseinhibtor-Cocktail Tabletten (Roche
Diagnose GMbH, Mannheim, Deutschland) pro 100 ml Lésung verbracht und fir eine Stunde
gleichmaliig bei 4°C geschwenkt. Danach werden die Membranen mit 1.2 U/ml Dispase |1
(Gibco, BRL, Basel) in PBS fur 45 Minuten bei 37°C inkubiert. Dann wird durch mildes
Abkratzen der Membran mit einem Zellschaber und Waschung mit PBS die Oberfl&che der
Membranen von sichtbaren Zellen befreit. Esfolgt eine Inkubation mit 1 pl/ml DNAse und
RNAse (Roche Diagnose GMbH, Mannheim, Deutschland) fir drei Stunden bel
Raumtemperatur. Die so préparierten Membranen werden in PBS, angereichert mit
Antibiotika (Penicillin/ Streptomycin), bis zur Verwendung in der Operation aufbewahrt. Ein
Teil von jeder Membran wird in phosphatgepufferter 4% Paraformal dehydl 6sung zur

histol ogischen und el ektronenmikroskopischen Untersuchung fixiert.

Die verwendeten dezellularisierten Membranen wurden im Universitatsspital Zrich (Klinik
fur Geburtshilfe, Universitétsspital Zurich, Schweiz) hergestellt.
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3122 Durchfiihrung der Operation

3.1.2.2.1 Vorbereitung und Narkose

Die Operationen werden am 23. Trachtigkeitstag durchgefhrt.

Die Kaninchen werden im Vorbereitungsraum einer Allgemeinuntersuchung unter besonderer
Beachtung der anasthesierelevanten Parameter, insbesondere Atmung, Kreislaufsituation und
K érpertemperatur unterzogen. Sie bekommen vendse Zugange (BD Venflon™Pro, 22GA) in
die lateralen Ohrvenen beider Ohren gelegt. Zur Narkoseeinleitung wird initial Propofol 4-5
mg/kg (Propofol® 1% Fresenius Emulsion, Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad
Homburg) verabreicht. Die weitere Propofolgabe erfolgt nach Wirkung. Zur Analgesie und
Spasmolyse werden Metamizol-Natrium 50 mg/kg 1:3 verdinnt langsam i.v.
(Novaminsulfon-ratiopharm® 2,5, ratiopharm GmbH, Ulm), und als zusétzliche anal getische
K omponente Fentany! 0,01 mg/kg i.v. (Fentanyl® 0,5mg Curamed I njektionslsung, Dr. W.
Schwabe GmbH& Co Abt. Curamed Pharma GmbH, Karlsruhe) injiziert.

Die antibiotische Abdeckung erfolgt mit Trimethoprim-Sulfadoxin 0,5 ml/kg s.c. (Borgal-
Losung® 7,5%, Intervet Deutschland GmbH, UnterschleiBheim). Zum Schutz der Hornhaut
vor Austrocknung wahrend der Narkose wird Dexpanthenol-Augensalbe

(Bepanthen® Augen und Nasensalbe, Bayer AG, Leverkusen) korneal appliziert. Esfolgt die
Intubation mit einem Ch 12, 2,5 mm Hartgummi Tubus (Willy Risch AG, Waiblingen).

Die Lagerung erfolgt in Ruckenlage, die Gliedmal3en werden nach vorne und hinten
ausgebunden. Die Beatmung erfolgt Uber eine Beatmungsgerét (Hallowell EMC Model AWS,
Veterinary Anaesthesia Workstation, Voelker GmbH, Kaltenkirchen, Deutschland).

Zur Fortfhrung der Narkose wird den Kaninchen Propofol 2% 1,5-1-0,5 mg/kg/hi.v. nach
Wirkung (Propofol® 2 % Fresenius Emulsion, Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad
Homburg) tber einen Propofol-Perfusor verabreicht. Aul3erdem erhalten sie eine
Dauertropfinfusion mit Ringer-L6sung 10 mi/kg/h (Ringer DeltaSelect, DeltaSelect GmbH,
Dreieich), zu der Uber einen Dreiwegehahn ale 30 Minuten Fentanyl 0,01 mg/kgi.v.
(Fentanyl® 0,5mg Curamed I njektionslésung, Dr. W. Schwabe GmbH & Co Abt. Curamed
Pharma GmbH, Karlsruhe) zur Aufrechterhaltung der Analgesie verabreicht werden. Die

Gesamtdauer der Narkose liegt zwischen 1,5 und 3 Stunden.
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3.1.2.2.2 Narkoseliberwachung

Zur Uberwachung werden wahrend der Narkose Puls und Sauerstoffsattigung mit Hilfe eines
High-Speed-Pulsoximeters (NONIN 8600V, mediquip Medizintechnik, Kirchzarten) und der
endexspiratorische CO,-Partialdruck mit Hilfe eines Capnometers (Datex- Ohmeda S/5,
Datex- Ohmeda GmbH, Freiburg) Gberwacht. Operationszeit, Sauerstoffsattigung,
endexspiratorischer CO,-Wert, Herzfrequenz und aktuelle Propofol und Fentanylgabe werden
alle 15 Minuten auf einem Anasthesieprotokoll vermerkt (Abbildung 2). Die

K érperinnentemperatur wird zu Beginn und Ende der Operation durch rektale Messung

kontrolliert.
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Kaninchen #: Operateur:
OP-Datum: Andasthesie:
Gewicht (g): )
Trachtigkeitstag: 8:::?;?;::

Peritoneum

Hautnaht

Uhrzeit
02
02
Propofol
Fentanyl
Hf

S| HF
02

r B
Propafol
Fentanyl

Notizen

Abbildung 2: Narkoseprotokoll
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3.1.2.2.3 Durchfuhrung der Fetoskopie und des Amnionverschlusses

Das Abdomen wird mit Alkohol (Cutasept F®, Bode Chemie, Hamburg) und Polividon-Jod
(Braunol®, B. Braun Melsungen AG, Melsungen) desinfiziert. Es erfolgt die sterile
Abdeckung mittels Lochtuch. Nach Uberpriifung der vollstandigen Analgesierung erfolgt der
mediane Hautschnitt tGber der Linea alba und die anschlief3ende schichtweise Préparation auf
die Bauchwand. Anschlief3end wird die Bauchhohle durch einen Schnitt in der Linea aba
ertffnet. Der Uterus wird aufgesucht und vorgelagert. Die Ampullen werden gezéahlt und
systematisch durchnummeriert. Die Nummern und die operierten Ampullen werden auf dem
OP-Protokoll tabellarisch und graphisch dokumentiert (Abbildung 3).
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OP-Protokoll fetale Membranen Seite 2: Studiengruppen

cranial

@ AF.

caudal

Bitte Amnionsédcke von distal (unten) nach proximal (oben) beschriften und lberzahlige Amnionsécke wegstreichen. Notizen
kénnen direkt in den Amnionsack oder auf den freien Flachen des Papiers mit Pfeil auf den entsprechenden Sack hinzugefiigt
werden. Rechts und links bedeutet immer vom Kaninchen aus gesehen (also seitenverkehrt). AnschlieBend bitte die Studiengrup-
pe in der untenstehenden Tabelle durch X markieren. Anregungen und Verbesserungsvorschrschlage konnen dem Projektleiter

jederzeit mitgeteilt werden.

Nummer des . Noti
Amnionsacks (D | ©) | DAM | CAM | FGAC | Koll otizen

Abbildung 3: OP- Protokoll
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Um das Abortrisiko zu minimieren, wird nur jeder zweite Fetus fetoskopiert. Die der Zervix
direkt benachbarten Feten werden aus dem selben Grund ebenfalls nicht behandelt. Diese,
sowie die Ubrigen nicht operierten Feten dienen as Negativkontrollen (n=31). Bel den
Positivkontrollen (n=7) erfolgt nach Entfernung des Fetoskopes kein Verschluss. Die
Fetoskopie wird unter Sicht durch Lupenbrillen mit vierfacher Vergréf3erung und mit
Mikroinstrumenten vorbereitet und mit éinem 1.2 mm, 10,000-pixel, 0° Fiberendoskop (Karl
Storz, Tuttlingen) durchgefhrt.

Um ein Auskihlen und Austrocknen des Uterus zu vermeiden wird der Uterus zurlick in die
Bauchhdhle verlagert. Nur die zu operierende Ampulle wird vorgelagert und mit warmen, mit
Ringerl6sung (RingerDeltaSelect Spiillésung, DeltaSelect GmbH, Dreieich) befeuchteten
Bauchttichern abgestiitzt. Es erfolgt eine 2-3 mm grof3e Inzision des Myometriums mit Hilfe
einer Mikroschere auf der antimesenterialen Seite des Uterus. Durch dosierten manuellen
Druck lassen sich Chorion und Amnion vorwdlben. Nach Eréffnung des Chorions durch
Auseinanderziehen mittels zweier Mikropinzetten, wird das Fetoskop durch einen 14 Gauge
Trokar durch das Amnion in die Uterushohle eingebracht. Es erfolgt eine funfmindtige
explorative Fetoskopie. Um die Lage der Feten in der Amnionhohle zu verifizieren werden
charakteristische K érperteile wie Ohranlagen (Abbildung 5), Pfotenanlagen (Abbildung 4)
oder Kopfanlagen aufgesucht. Entwichene Amnionflissigkeit wird durch maximal 10 mli
korperwarme Ringerl6sung (RingerDeltaSelect Spillésung, DeltaSelect GmbH, Dreieich)
ersetzt.

DATE: 46. 82. 86 TITLE:
TINE:17:91

Abbildung 4: Endoskopie: Pfotenanlage Abbildung 5: Endoskopie: Ohranlage

Bel den Studiengruppen wird das Endoskop aus dem Trokar gel6st und zurlickgezogen. Der
Trokar verbleibt in der Offnung. Eswird ein Mandrin durch den Trokar eingefiinrt. Uber den
Mandrin wird nachdem der Trokar entfernt wurde, eine Kunststoff-Hulse eines zentralen
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Venenkatheters (Cavafix®- Certo®, Braun, B.Braun Melsungen AG, Melsungen) in die

Uterus-Chorion- Amnion- Offnung geschoben.

J __ Myometrium

l __ Chorion

. 1 __— Amnion

DAM/K Hiilse vom ZVK Spiillosung

Abbildung 6: Einbringen der DAM/K

Abbildung 7: Einbringen der DAM/K

Nun wird auch der Mandrin entfernt. Eswird ein ca. 1x1 cm grof3es Stiick dezellularisierte
Amnionmembran (DAM) (Gruppe |1, n=10) oder Kollagen (K) (Gruppe I, n=10) (TissuFleece
E®, Baxter Deutschland GmbH, Unterschleifheim) mit Hilfe einer 1ml Spritze mit
korperwarmer Ringerldsung unter langsamem Zuriickziehen der Kanile in den
Amnionmembrandefekt eingebracht (Abbildung 6 und 7), so dass ein Teil des verwendeten
Materialsin der Amnionhohle und ein Teil aul3erhalb der Amnionhohle zu liegen kommt
(Abbildung 8 und 9).
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~ Myometrium
"
_____ Chorion

— Amnion

e

DAM/K

Abbildung 8: Eingebrachtes Kollagen

A

Abbildung 9: Eingebrachtes K/DAM

AnschlieRend werden die DAM oder das Kollagen mit 0,4 ml Fibrinkleber (Tissucol Duo®
2 ml Immuno, Baxter Deutschland GmbH, Unterschlei3heim, Deutschland) fixiert. Der
Verschluss der Uteruswand erfolgt gesondert vom Verschluss der Membranen mit 3-4

K nopfheften mit Prolene 6/0 (Prolene® 6-0, Ethicon GmbH, Norderstedt) (Abbildung 10).
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Myometrium
Chorion
Amnion
Fibrinkleber
DAM/K
X Knopftheft

Abbildung 10: Verschluss des Myometrium

Die Bauchwand wird fortlaufend mit Vicryl 3/0 (Vicryl®, Ethicon GmbH, Norderstedt)
verschlossen. Esfolgt der schichtweise Verschluss von Haut und Unterhaut durch versenkte
Einzelknopfnahte mit Vicryl 2/0, (Vicryl®, Ethicon GmbH, Norderstedt), um einem
Ausbeil3en der Faden bzw. einer Automuitilation vorzubeugen.

Nach der Operation wird den Kaninchen Medroxyprogesteronacetat 4,5 mg/kg i.m.
(Supprestral® 50mg/kg, Selectavet Dr Otto Fischer GmbH, Weyarn-Holzolling) zur
Uterusrelaxation injiziert. Zur Fortfuhrung der Analgesie wird Metamizol-Natrium 50 mg/kg
1:3 verdiinnt s.c. (Novaminsulfon-ratiopharm® 2,5, ratiopharm GmbH, Ulm) direkt

postoperativ, sowie ale 6 Stunden flr weitere 3 Tage verabreicht.
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3.2 Auswertung

Am siebten postoperativen Tag (30. Tréchtigkeitstag) erfolgt eine Relaparatomie nach
Euthanasie des Muttertiers mit 60 mg/kg Pentobarbital i.v. (Narcoren®, Merial GmbH,
Halbergmoos). Zur Auswertung wird der Uterus erneut mit Mikroinstrumenten an der
antimesenterialen Seite ertffnet. Die Feten werden vorsichtig mit ihren fetalen Membranen

aus dem Uterus entnommen.

321 Auswertungskriterien, Auswertungstests

Als Parameter fur die Auswertung dienen das Vorhandensein oder die Abwesenheit von
AmnionflUssigkeit, die Amnionintegritét, das Gewicht der Feten sowie deren Herz und
Lungengewicht und die sich aus den Lungen-, Herz-, und Korpergewicht ergebenden
Quotienten ( FLKGQ = fetaler Lungengewicht/ Korpergewicht — Quotient; FLHKGQ =
fetaler Lungen+ Herzgewicht/ Korpergewicht — Quotient). Alle Auswertungsparameter
werden protokolliert (Abbildung 14).

Die Amnionintegritét wird zusétzlich zur Adspektion durch einen Farbtest (Abbildung 11)
getestet. Dazu werden 5 ml Methylenblau durch eine Brauniile (BD Venflon™ Pro, 22GA) an
der mesenterialen Seite des Uterus, gegentiber des Amniondefektes, in die Amnionhdhle
injiziert. So werden auch kleinste Membrandefekte durch Austritt der blauen Flissigkeit
dargestellt.

Abbildung 11: Methylenblautest
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Zur Auswertung werden nur Feten herangezogen, die zum Zeitpunkt der Euthanasie leben
(Abbildungl13). Tote, bereits mazerierte Feten (Abbildung 12) werden als solche notiert und
gehen nicht in die statistische Bewertung ein. Die Feten, die bei der Entnahme aus den
Eihauten noch leben, erhalten 60mg/kg Pentobarbital i.p. (Narcoren®, Merial GmbH,
Halbergmoos, Germany). Ein Kaninchen hatte nach der Operation einen Abort. Die Ursache

konnte nicht festgestellt werden, die Feten wurden nicht zur Auswertung herangezogen.

Abbildung 12: zum Zeitpunkt der Abbildung 13: zum Zeitpunkt der
Euthanasie mazerierter Fetus Euthanasie |ebender Fetus
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Abbildung 14: Auswertungsprotokoll
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3.2.2 Histologische Auswertung

Die DAM und das Kollagen, beziehungsweise der zur Fixation verwendeten Fibrinkleber,
werden vor dem Einbringen in den Defekt mit Tatowierfarbe gekennzeichnet. Diese
Kennzeichnung erleichtert bei der Sektion die Identifikation der Operationsstelle und
ermoglicht die Wiedergewinnung des eingesetzten Materials fir die histologische
Untersuchung. Das so markierte Material kann auch in H/E geférbten Gewebeschnitten
wiedergefunden werden (Abbildung 15).

Fir die histologischen Untersuchungen wird bei einigen der operierten Feten das
Operationsgebiet in toto entnommen und eine halbe Stunde in 4% Paraf ormal dehyd und
anschlief3end in PBS fixiert und zur Anfertigung histologischer Schnitte in Paraffin
eingebettet. Die Anfarbung erfolgt mit Hematoxylin-Eosin (H/E). Die histologische
Auswertung erfolgt im Universitatsspital Zurich (Klinik fur Geburtshilfe, Universitétsspital
Zirich, Schweiz).

Abbildung 15: histologisches Bild der gefarbten DAM
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3.2.3 Stati stische Auswertung

Die statistische Auswertung wird mit Hilfe des SPSS 11.0 fir Windows Softwarepakets mit
Unterstiitzung des Institut fir Medizinische Statistik und Epidemiologie der TU Minchen
durchgefihrt. Verwendet wird der Exakte Test nach Fisher und eine Varianzanalyse
(ANOVA LSD). Das Signfikanzniveau liegt bel p< 0,001. Verglichen werden die
Amnionintegritét und die Anwesenheit von Amnionflussigkeit in den einzelnen
Studiengruppen mit den Negativkontrollen und untereinander. AulRerdem wird das Gewicht
der Feten, Lungen-, und Herzgewicht und die Quotienten aus L ungengewicht/ K érpergewicht
(FLKGQ- Herz) und Lungen- und Herzgewicht/ Korpergewicht (FLKGQ+ Herz) der
Studiengruppen mit intakter Membran, der Studiengruppen mit Membrandefekt und der

Negativkontrollen verglichen.
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3.3 Ergebnisse

331 Uberlebensrate

Die Uberlebensrate der Feten betragt bei der Gruppe || (DAM) 80%. In Gruppe | (K)
uberleben 70% und in der positiven Kontrollgruppe 57,1%. In der negativen Kontrollgruppe

uberleben 70,1% der Feten (Diagramm 1, Tabelle 13).

100
80,0
80 - 70,1 70,0 —
. 57,1 B()
= | +
S M (+)
40 LK
[1DAM
20
0
Lebend
Diagramm 1: Anzahl der Uberlebenden Feten in %
Uberlebensrate
Studiengruppe Anzahl No. %
Negative Kontrollgruppe n=31 22/ 31 70,1
Positive Kontrollgruppe n=7 a7 57,1
Kollagen n=10 7/10 70,0
(Gruppel)
DAM n=10 8/10 80,0
(Gruppe 1)

Tabelle 13: Fetale Auswertungsparameter: Uberlebensrate am 30. Trachtigkeitstag
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3.3.2 Amnionintegritét und Anwesenheit von Amnionflissigkeit

Die Amnionintegritét in der negativen Kontrollgruppe liegt bel 95%. Bei den Studiengruppen
betragt sie bei 71,4% in Gruppe | (K) und 75% in Gruppe Il (DAM). Bel den positiven

Kontrollen besteht eine Amnionintegritét von 25%. Die Anwesenheit von Amnionflissigkeit

zeigt bei allen Studiengruppen aul3er den positiven Kontrollen dieselben Werte wie die

Amnionintegritét. Bei den positiven Kontrollen liegt sie bei 50,0% (Diagramm 2). Beziglich

der Amnonintegritét besteht zwischen der positiven und negativen Kontrollgruppe ein
signifikanter Unterschied (Tabelle 14).

B()

E (+)
OK
[0DAM

100 95,5 95,5

80 | 71,470 71,470
—~ 601 50,
S

40 P5,0"

N

0
Anmni oni ntegri tét AnrmnionflUssigkeit
vorhanden

*verglichen mit Negativkontrolle: p< 0.001

Diagramm 2: Amnionintegritét und Anwesenheit von Amnionflissigkeit (bezogen auf

Uberlebende)
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Amnionintegritét Anwesenheit von Amnion-
flUssigkeit
Studiengruppe Anzahl No. % No. %

Negative Kontrollgruppe | n=31 | 21/22 95,5 21/22 95,5

Positive Kontrollgruppe n=7 4> 25,0 2/14 50,0

Kollagen n=10 5/7 71,4 5/7 714
(Gruppe 1)

DAM n=10 6/8 75,0 6/8 75,0
(Gruppe 1)

*verglichen mit Negativkontrolle: p< 0.001
Tabelle 14: Fetale Auswertungsparameter: Amnionintegritét und Anwesenheit von
AmnionflUssigkeit am 30. Trachtigkeitstag

46



EIGENE UNTERSUCHUNGEN

333 Fetale Entwicklung

Fetales Korpergewicht, Lungengewicht, Herz- und Lungengewicht, sowie die sich daraus
ergebenden Quotienten FLKGQ und FLHKGQ werden zwischen der negativen
Kontrollgruppe (n= 21) und den Studiengruppen verglichen. Die Studiengruppen werden
aufgeteilt in solche mit intakter Amnionmembran (n= 12) und solche mit rupturierter

Amnionmembran (n= 7).

3331 Fetales K 6rpergewicht

Das Korpergewicht der negativen Kontrollgruppe liegt bei 24,42+ 6,45g. Die Studiengruppen
mit intakter Amnionmembran erreichen ein Gewicht von 25,29+ 7,79g.

Die Entwicklung des fetalen Korpergewichts (KGW) zeigt keinen signifikanten Unterschied
zwischen den Gruppen. Die Studiengruppen deren Amnionmembran rupturiert war, zeigen
mit einem Gewicht von 21,34+ 9,23g eine Tendenz zu verminderten Korpergewicht (Tabelle
15).

Negative
Kontrollgruppe

Studiengruppen,

Amnionsacke mit

Studiengruppen,

Amnionsacke mit

n=21) intakter Membran | rupturierter Membran
(n=12) (n=7)
Fetales KGW (g) 24,42+ 6,45 25,29+ 7,79 21,34+ 9,23

Mittelwerte = SD. Keine signifikanten Unterschiede (ANOVA (LSD))

Tabelle 15: Vergleich fetales Korpergewicht

3332 Fetales L ungengewicht

Das fetale Lungengewicht der negativen Kontrollgruppe betragt 0,570+ 0,253g. Die Feten der
Studiengruppen mit intakten Membranen weisen ein Lungengewicht von 0,505+ 0,229g, die
mit rupturierten Membranen 0,431+ 0,244g auf. Es gibt eine Tendenz zur Gewichtsabnahme
von der Kontrollgruppe Uber die Studiengruppen mit intakten Membranen zu denen mit einer
Membranruptur (Tabelle 16).
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Negative
Kontrollgruppe

Studiengruppen,

Amnionsacke mit

Studiengruppen,

Amnionsacke mit

(n=21) intakter Membran | rupturierter Membran
(n=12) (n=7)
Fetales 0,570+ 0,253 0,505+ 0,229 0,431+ 0,244
Lungengewicht (Q)

Mittelwerte = SD. Keine signifikanten Unterschiede (ANOVA (LSD))

Tabelle 16: Vergleich fetales Lungengewicht

3.3.33

Quotienten aus fetalem Lungen- und K 6rpergewicht

Der Quotient aus fetalem Lungen- und Korpergewicht betrégt bei der negativen

Kontrollgruppe 0,023+ 0,005g, bei den Studiengruppen mit intakter Membran 0,019+ 0,005

und bei den Studiengruppen mit Membranruptur 0,019+ 0,003. Es gibt keine signifikanten

Unterschiede (Tabellel7).

Negative Studiengruppen, Studiengruppen,
Kontrollgruppe Amnionsacke mit Amnionséacke mit
(n=21) intakter Membran rupturierter
(n=12) Membran (n=7)
FLKGQ 0,023+ 0,005 0,019+ 0,005 0,019+ 0,003

Mittelwerte = SD. Keine signifikanten Unterschiede (ANOVA (LSD))

Tabelle 17: Vergleich der Quotienten aus fetalem Lungen- und K érpergewicht

3334

Fetales Lungen- und Herzgewicht

Beim Vergleich des fetalen Gewichts von Lunge und Herz zeigt sich eine Tendenz zur

Gewichtsabnahme von der negativen Kontrollgruppe 0,780 + 0,273g zu den Studiengruppen

mit intakter Membran 0,735+ 0,276g und den Studiengruppen mit rupturierter Membran
0,623+ 0,292g. Das Signifikanzniveau wurde nicht erreicht (Tabelle 18).
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Negative
Kontrollgruppe

Studiengruppen,

Amnionsacke mit

Studiengruppen,

Amnionsacke mit

und Herzgewicht

(9)

(n=21) intakter Membran | rupturierter Membran
(n=12) (n=7)
Fetales Lungen- 0,780+ 0,273 0,735+ 0,276 0,623+ 0,292

Mittelwerte = SD. Keine signifikanten Unterschiede (ANOVA (LSD))

Tabelle 18: Vergleich Fetales Lungen- und Herzgewicht

3335

Quotienten aus fetalem Lungen- und Herzgewicht und fetalen Korpergewicht

Der Quotient aus fetalem Lungen- und Herzgewicht und fetalen Korpergewicht bel der

negativen Kontrollgruppe ist 0,032+ 0,005g. Er ist tendenziell hther als die Quotienten bei

den Studiengruppen, die bei den Studiengruppen mir intakter Amnionmembran bei 0,029+

0,006g und bei denen mit rupturierten Membranen bei 0,029+ 0,004g liegen. Es ergeben sich
keine signifikanten Unterschiede (Tabelle 19).

Negative
Kontrollgruppe

Studiengruppen,

Amnionsacke mit

Studiengruppen,

Amnionsacke mit

(n=21) intakter Membran | rupturierter Membran
(n=12) (n=7)
FLHKGQ 0,032+ 0,005 0,029+ 0,006 0,029+ 0,004

Mittelwerte = SD. Keine signifikanten Unterschiede (ANOVA (LSD))

Tabelle 19: Vergleich der Quotienten aus fetalem Lungen- und Herzgewicht und fetalen

K orpergewicht
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3.34 Histol ogische Ergebnisse

Die histologische Untersuchung der Proben zeigt keine Infiltration mit Entziindungszellen
oder anderen Zellen und keine Anzeichen einer Abkapselung oder Abstol3ung des
eingebrachten Materials. Es konnte kein Einwandern von Zellen und keine beginnende

Wundheilung nachgewiesen werden (Abbildung 16).

. ‘ ; - 2 A ,-
Abbildung 16: histologische Auswertung

50



DISKUSSION

4 DISKUSSION

4.1 Experimentelles Modell

Als Standard-Kleintiermodell fUr die Untersuchung von Verschlussmethoden der fetalen
Membranen wurde das Kaninchenmodell etabliert (PAPADOPULOS et al. 1999,
GRATACOS et a. 1999).

Vorteile des Kaninchenmodells sind die ausreichende Grof3e des Uterus und der Feten und die
damit verbundene chirurgische Durchflhrbarkeit der Operationsmethode. Allerdings erlaubt
die Grole der Kaninchen keine perkutane Fetoskopie, wie sie in der Humanmedizin Ublich ist.
Der Uterus der Kaninchen weist bis zu 16 Ampullen auf. Eine genaue ultrasonographische
Zahlung, Nummerierung und Fetoskopie ausgewahlter Ampullen ist schwierig. Eine direkte
Punktion der Aminonhohle verursacht aufgrund mangelnder Kontrolle Uber die Tiefe des
Endringens und mangelndem Uberblick tiber den méglichen Bewegungsspielraum in der
kleinen Amnionhdhle in manchen Falen ein direktes fetales Trauma. Zusdtzlich besteht die
Gefahr einer Fehlpositionierung des Endoskopes (extraamniotisch) (GRATACOS et al. 1999,
PAPADOPULOS et al. 1999).

Durch die multifetale Trachtigkeit ist es moglich mit einer geringen Zahl an Versuchstieren
auszukommen und die Effektivitét verschiedener Verschlussmoglichkeiten intraindividuell zu
vergleichen.

Bei der Bewertung zu beriicksichtigen sind die anatomischen Unterschiede zwischen
Menschen und Kaninchen. Beide haben eine discoide Plazenta haemochoralis, doch der
Einfluss benachbarter Ampullen beim Kaninchen als multipara auf die Entwicklung der Feten
ist mit der Situation beim Menschen nicht ganz zu vergleichen. Die Uteruswand eines
Kaninchensist dinner als die eines Menschen und die durch die verwendeten Endoskope und
Trokare gesetzten Defekte im Verhaltnis wesentlich grofi3er, was Einfluss auf die
Wundheilung hat.

Die Fetoskopie wird beim Menschen zwischen der achtzehnten und sechsundzwanzigsten
Schwangerschaftswoche durchgefiihrt (YANG et al. 1998). Das hat zur Folge, dass der
Kollagenpfropfen beziehungswei se die Membran fur einige Wochen in dem Defekt der
fetalen Membranen verbleiben und diesen verschliessen muss. Aufgrund der relativ kurzen
Gestationsdauer des Kaninchens von nur 31-32 Tagen sind Untersuchungen Uber einen

langeren Zeitraum mit diesem Modell nicht mdglich.
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Die Dauer der Fetoskopie war in dieser Studie auf 5 Minuten beschrankt, die Anzahl der
gesetzten Defekte auf Einen. Beim therapeuthischen Einsatz der Fetoskopie beim Menschen
wird eine Operationszeit von 5 Minuten in vielen Fallen nicht ausreichen, und es werden je
nach Operationstechnik mehr as ein Zugang zur Amnionhéhle nétig sein.

Dass die Anzahl der verwendeten Trokare sowie die Dauer und Komplexizitét des Eingriffs
eine Rolle bel der Entstehung von iPPROM spielen zeigten PAPADOPULOS et al. 2000.

In vorangegangenen Studien zeigte sich ein erhdhtes Abortrisiko nach Fetoskopie der der
Zervix benachbarten Ampulle. Aus diesem Grund wurden die der Zervix benachbarten
Ampullen nicht fetoskopiert sondern der negativen Kontrollgruppe zugeordnet. Beim
Menschen ist dieses VVorgehen nicht moglich, wurde aber im Tierversuch aus ethischen
Grinden, um die Anzahl der benttigten Tiere und um die Verlustrate der Kaninchen gering zu
halten, durchgefihrt.

Die hohe Uberlebensrate in unserer Studie von 57,1% bei den positiven Kontrollen, bei denen
der gesezte Defekt nicht verschlossen wurde, weist moglicherweise auf eine verminderte
Abortanfalligkeit nach Ruptur der fetalen Membranen beim Kaninchen im Vergleich zum
Menschen hin. Bekréftigt wird diese Annahme durch die Ergebnisse aus vorangegangenen
Studien am Kaninchenmodell. Nach einer Hysteroaminotomie von 1 cm Lange Uberlebten
58,3% der Feten, deren Amnion unverschlossen blieb, obwohl esbei 7 von 12 Feten
zusétzlich zu einer Herniaton durch die Uterusoffnung kam (PAPADOPULOS et al. 1998).
In der Studie zur Eignung des Kaninchenmodells als Kleintiermodell fir den fetoskopischen
Verschluss der fetalen Membranen wurde nur der Uterus verschlossen. Die an den fetalen
Membranen gesetzten Defekte blieben unverschlossen. Alle Muttertiere Gberlebten den
Eingriff. Es gab keine Infektionen oder Aborte. Die Uberlebensrate der Feten lag bei den
fetoskopierten Feten bel 100%, in der negativen Kotrollgruppe bel 85,7% (kein signifikanter
Unterschied) (PAPADOPULOS et a 1999).
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4.2 Ergebnisse

42.1 Amnionintegritét

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass der Verschluss fetoskopisch erzeugter
Amniondefekte mit humaner dezellularisierter Amnionmembran und Kollagen chirurgisch gut
durchfihrbare und effektive Methoden sind.

Im Gegensatz zu vorangegangenen Studien, in denen der Verschluss eines fetoskopisch
erzeugten Amnionmembrandefektes mittels humaner Amnionmembran lediglich in 33,3%
(PAPADOPULOS et al. 20034) und 26,3% (PAPADOPULOS et al. 2006) gelang, konnten
wir mit unserer DAM in 75% einen funktionellen V erschluss nachweisen.

GRATACOS et al. 2000 verwendeten Matrigel, ebenfalls eine Extrazellulérmatrix, mit der
ledglich in 38% ein Verschluss des Defekts nachwei sbar war.

Mit BioSIS, einer biokompatible Matrix, konnte eine Membranintegritét von 70% erreicht
werden (DEVLIEGER et a. 2003).

OCHSENBEIN- KOLBLE et a. 2007 fuhrten eine Studie mit einer dezellularsierten
Amnionmembran durch, bel der die verwendete heterologe Amnionmembran von Kaninchen
gewonnen wurde und verglichen diese mit einer synthetischen DegraPol-Membran
(Polestherurethanmembran). In der DegraPol-Gruppe konnte im Gegensatz zur
Amnionmembrangruppe eine der positiven Kontrollgruppe gegentiber signifikant hhere
Anwesenheit von Amnionflissigkeit nachgewiesen werden. Sowohl die Reepithelisierungs-
rate, als auch der Proliferatonsindex der Gruppe mit der Amnionmembran waren hoher als die
der DegraPol- Gruppe. Die DegraPol- Membran lockerte sich in 2 von 9 Féllen und wurde
schlechter integriert als die Amnionmembran. Die Reepithelsierung war schwéacher und es
zeigten sich Anzeichen einer milden lokalen Entztindungsreaktion.

Unser Verschluss mittels Kollagenpfropfen erzielte eine Amnionintegritét von 71,4%.
GRATACOS et a konnten 2000 in 82% den Defekt erfolgreich mit einem Kollagenpfropfen
verschlief3en.
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Das urspriingliche Ziel dieser Studie war es, zu zeigen, dass wir mit Hilfe der DAM einen
anatomisch korrekten Verschluss des Membrandefektes erzielen konnen.

Sowohl bei dem Verschluss mit BioSIS, als auch bei GRATACOS et al.'s Kollagenpfropfen
wurde das zum Verschluss verwendete Material mit dem Myometrium verndht (Abbildung
18). Bei unserer Verschlussmethode konnte durch den schichtweisen Verschluss von Amnion
und Chorion und der gesonderten Naht des Myometriums die nattirliche V erschieblichkeit

zwischen den fetalen Membranen und dem Myometrium erhalten werden (Abbildung 17).

Myometrium

Chorion

Amnion Knoptheft

Fibrinkleber DAM/K )—ﬂ

Abbildung 17: schichtweiser Verschlussin unserer Studie

Myometrium

Chorion

Amnion Knoptheft

Kollagen /—}

Abbildung 18: modifizierter Verschluss nach GRATACOS et al. 2000
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422 Fetale Entwicklung

In unserer Studie zeigen die Feten aus den Studiengruppen mit rupturierten Membranen keine
signifikanten Unterschiede beziglich ihrer Entwicklung. Man sieht eine Tendenz zu einem
verminderten Korper- und Lungengewicht gegentiber den Feten aus der negativen
Kontrollgruppe und denen aus den Studiengruppen mit intakten Membranen. Auch der
Quotient aus fetalem Lungen- und Korpergewicht zeigt eine Tendenz zur Abnahme von der
negativen Kontrollgruppe tGber die Feten aus Studiengruppen mit intakten Membranen zu
denen mit anhaltender Membranruptur.

Zusdatzlich haben wir das fetale Herz- und L ungengewicht gemessen, sowie den Quotienten
aus Herz- und Lungengewicht und K6rpergewicht bestimmt. Auch hier wurden keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen festgestel|t.

In vorangegengenen Untersuchungen wurde gezeigt, dass sich am Kaninchenmodell
reproduzierbar anhaltende Membrandefekte und al's Folge ein Oligohydramnion sowie eine
Lungenhypoplasie produzieren lassen (GRATACOS et a.1999), und dass beim Kaninchen
wie beim Menschen Feten mit experimentell erzeugtem Oligohydramnion ein signifikant
vermindertes Kdrpergewicht und ein tendenziell verringertes Lungengewicht und maximales
L ungenvolumen aufweisen. Nicht nur das absolute Lungengewicht war geringer, sondern
auch das Lungengewicht im Verhdtnis zum Korpergewicht (Quotient

Lungengewicht/K érpergewicht) (KING et al. 1986).

Wir haben uns bei der Auswertung darauf beschrankt die Anwesenheit von Amnionflissigkeit
mit ,,anwesend* oder ,, nicht anwesend“ zu beurteilen. Somit 18sst sich nicht feststellen ob und
wie stark das Oligohydramnion, das zu den Unterschieden in der fetalen Entwicklung fuhrt,
ausgebildet war. Da die Amnionflissigkeit beim Kaninchen sehr geringe Mengen aufweist, ist
die vollstéandige Gewinnung und Messung der Amnionflssigkeitsmenge schwierig und kann
zu Fehlern fihren (PAPADOPULOS et al 1998).
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4.2.3 Histologische Auswertung

Unsere histol ogische Auswertung zeigt keinerlei Anzeichen fur eine Entziindungsreaktion
oder fibrintse Abkapselung um die DAM.

In vorangegangenen Studien mit Extrazellulérmatrizes, Membranen, aber auch bel der
Verwendung von Kollagen, konnten unspezifische Entziindungsreaktionen mit Einwanderung
von polymorphonuclegren Zellen nachgewiesen werden (DEVLIEGER et al. 2003,
GRATACOS et a. 2000, OCHSENBEIN- KOLBLE et al. 2007).

Esist bekannt, dass die Methode der Dezellularisierung sowohl bei allogenen, als auch bei
xenogenen Geweben zu einem nicht- immunogenen Verhalten des Materials fuhrt (GILBERT
et al. 2006).

Nach Abschluss der Auswertung unserer Ergebnisse konnen wir zu diesem frithen
postoperativen Zeitpunkt eine Zellpenetration durch die DAM und ihre Umwandlung in eine
nattrliche fetale Membran nicht nachweisen. Die DAM scheint zu diesem Zeitpunkt vor
allem eine mechanische Barriere fur die AmnionflUssigkeit darzustellen.

Diese Feststellung deckt sich mit dem Wissen tber die geringe Wundheilungstendenz der
Amnionmembran (GRATACOS et al. 2006).

Amnionzellen scheinen eine sehr viel langsamere Heilung zu erzielen als epitheliale Zellen,
was mit der Anzahl sich aktiv teilender Zellen zusammenhangt (QUINTERO et al. 1996).
Auch das Verfahren der Dezellularisierung kann durch Entfernung adhesiver Proteine die
Zellmigration auf die Matrix verlangsamen (GILBERT et al. 2006).

In Vitro konnte die Eignung der dezellularisierten Amnionmembran zur Wiederbesiedelung
mit Amniozyten nachgewiesen werden (PORTMANN-LANZ et al. 2006).

Das die Reepithelisierung auch in vivo moglich ist, zeigten OCHSENBEIN- KOLBLE et al.
2007. Sie konnten in ihrer Studie mit dezellularisierter Kaninchen-Amnionmembran auf der
der Amnionhdhle zugewante Seite der Amnionmembran eingewanderte epitheliale Zellen
nachweisen, die von geringen Anzeichen einer Entziindung umgeben waren. In einem Fall
konnte eine vollsténdige Wiederherstellung der Membranintegritét durch Reepithelisierung
der Amnionmembran festgestellt werden.

Fir eine Beurteilung der Eignung der dezellularisierten Membranen als Grundlage fir ein
vollstandiges Einheilen und eine Neubesiedelung mit Amniozyten sind Studien, die eine
Beobachtung tiber einen léngeren Zeitraum ermoglichen nétig.
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4.3 Vorzige und Eigenschaften der DAM

DAM besteht aus von Amnionzellen sezernierten strukturellen und funktionellen Proteinen
wie Kollagenfasern, Proteoglycanen und Glycosaminglycanen. Fur die Dezellularisierung
sollte das Ausgangsmaterial so diinn wie moglich sein. Da die Amnionmembran der humanen
fetalen Membranen nur 0,1mm dick ist und keine Blutgefésse enthélt ist sieideal um eine
azellulédre extrazelluldre Matrix aus ihr herzustellen. Die V orgehenswel se wurde 2006 von
PORTMANN- LANZ et a. vertffentlicht. Die Idee war die nattrliche Histoarchitektur der
extrazellul&ren Amnionmatrix zu erhalten und so verschiedenen Arten von (humanen) Zellen,
inklusive Amnionzellen auf der Grundlage dieser Matrix zum Einwandern zu bringen.
Klinisch wichtige Eigenschaften sind Sicherheit und Lagerfahigkeit der DAM. Die
gewonnene DAM war lager- und transportféhig. DAM zeigte bei Lagerung in physiologischer
Kochsalzl6sung bei 4°C Uber 1 Jahr keinerlei Aufldsungserscheinungen.

Gegenuber anderen Materialien weist die DAM einige Vorzige auf (Tabelle 20),

so ist sie einfach herzustellen und unkompliziert in der Anwendung, hat keine immunogene
Wirkung, ist biokompatibel, lagerféhig und transportierbar.

Aus unserer Sicht war die Handhabung der DAM einfacher a's die des Kollagenpfropfens.
Das weiche, flexible DAM- Materia konnte leicht durch die Hilse des Fetoskopes appliziert
werden, wahrend das Kollagen im trockenen Zustand sperrig war, sobald es feucht wurde in
der Hulse aufguoll und nur mit mehr Druck und damit weniger exakt platziert werden konnte.
Die DAM wurde durch den Druck der Spulflissigkeit beim Einbringen in den Defekt
komprimiert. Die resultierende DAM konnte mit guter Prézision in den Defekt eingebracht
werden, in dem sie sich aufweitete und einen Pfropfen mit einer Dimension von 1cm
Reichweite formte. Die klebrige Konsistenz der feuchten DAM trug ebenso zur Fixation in
der Lesion bei. Nachdem die DAM in den Defekt eingebracht war, konnten die &ul3eren
Anteile aul3erhalb des Amnions ausgebreitet und mit Fibrinkleber befestigt werden.
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Vorteile der DAM gegeniber Kollagen

Folgen

keine immunogene Wirkung

e keine Entziindung- und

Abstossungsreaktion

grofdere Geschmeidigkeit

e bessere Kontrolle und leichteres
Einbringen durch die Hilsein den
Defekt

kein Aufguellen der Membran durch
Feuchtigkeit

e Kkein Verstopfen der Hilse

e gleichmaiigerer Druck beim
Platzieren der Membran

e weniger Druck nétig um Membran gut
zu platzieren

e Kkein Verlust der Membranin die
Amnionhdéhle durch zu viel/ zu

pl6tzliche Druckanwendung

natUrliche ,Klebrigkeit”

e gute Eigenhaftung an den natirlichen

Membranen
Ausdehnungsvermogen e automatische Aufweitung nach

Einbringen in den Defekt flhrt

automatisch zum Verschluss
leichtere Handhabung e schnelleres Erlernen der Methode

durch den Chirurgen

e Kkirzere Operationszeiten

e weniger Verluste

Tabelle 20: Vorteile der DAM gegentiber Kollagen
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5 SCHLUSSFOLGERUNG

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass die DAM ein interessantes und vielversprechendes
Material fir die chirurgische Behandlung und V orbeugung eines friihen vorzeitigen
Blasensprungs nach einer Fetoskopie ist. Die von uns angewandte Methode ist gut
durchfUhrbar und zum Verschluss eines definierten, zuganglichen Defektes geeignet. Groliere,
nicht direkt visualisierbare Defekte, wie sie im Rahmen einer spontanen Ruptur der fetalen
Membranen entstehen, kdnnen auf diese Art nicht verschlossen werden.

Das Kaninchenmodell ist gut geeignet um eine neue Methode des Membranverschlusses auf
Ihre grundsétzliche Tauglichkeit zu untersuchen. Vor dem Einsatz der Methode beim
Menschen werden allerdings weitere experimentelle Studien an Tieren mit einer langeren
Gestationsdauer, wie das Schafmodell und Rhesusaffenmodell, sowie grofderen Fallzahlen
notig sein.

An diesen Modellen wird man sehen, ob die DAM Uber einen |angeren Zeitraum stabil
integriert wird und ob es zu einem Anwachsen der Membran und einer Einwanderung von
Amniozyten und somit zu einer vollstandigen Integration kommt, oder ob die Membran ohne
Einheilung Uber léngere Zeit einen physikalischen Verschluss des Defektes gewahrleisten
kann. M dglicherweise wird durch eine andere Applikationsart, al's der von uns verwendete
Stopfen, die Integration der DAM in die dinne Amnionmembran erleichtert.

Weiter zu untersuchen ist die Eignung der DAM bei der Anwendung im Rahmen einer

perkutanen Fetoskopie wie sie in der Humanmedizin durchgefihrt wird.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Studie wurde die Effektivitét extrazellularer Matrizes bel ihrer
Verwendung zum Verschluss von fetoskopisch erzeugten Amniondefekten getestet.
Verglichen wurde humane dezellul arisierte Amnionmembran mit handel stiblicher
Kollagenmatrix.

Acht trachtige Kaninchen mit insgesamt 74 Amnionsécken wurden am 23. Tréchtigkeitstag
einer Laparotomie und anschlief3enden Fetoskopie unterzogen. Die mit dem Endoskop
gesetzten Amnionmembrandefekte wurden den beiden V erschlussmethoden dezellularisierte
humaner Amnionmembran (DAM, n=10) und Kollagenpfropf (K, n= 10) sowie den positiven
(kein Verschluss, n=7) und negativen (keine Punktion, n= 31) Kontrollgruppen zugeteilt. Die
Matrix wurde in beiden Studiengruppen in den Defekt eingebracht und zusétzlich mit
Fibrinkleber primarfixiert. Das Myometrium wurde anschlief3end vernaht und die

L aparatomiewunde verschlossen. Am 30. Tréchtigkeitstag erfolgte die Euthanasie der Tiere
und in einer zweiten Laparatomie die Feststellung der Amnonintegritét, des V orhandenseins
von Amnionflussigkeit, das Uberleben der Feten sowie die Messung deren Korper-, Herz- und
Lungengewicht. Die sich daraus ergebenden Quotienten wurden verglichen. Die
Amnionmembranen wurden entnommen und einer histol ogischen Untersuchung unterzogen.
Die DAM- Gruppe zeigte eine Amnionintegritét von 75%, die Kollagengruppe von 71,4%
und damit keinen signifikanten Unterschied zu den Gbrigen Gruppen. Bei der positiven
Kontrollgruppe wurde eine Amnionintegritét von 25% festgestellt, bei der negativen
Kontrollgruppe waren 95,5% der Membranen intakt. Die Entwicklung des fetalen

K orpergewichts sowie der fetalen Lungen und Herzgewichte ergaben keine signifikanten
Unterschiede zwischen der negativen Kontrollgruppe und den Versuchsgruppen mit
rupturierten oder intakten Membranen.

Beide Matrizes erwiesen sich als geeignete Materialen fir einen effektiven Verschluss
fetoskopisch verursachter Amniondefekte. Die dezellularsierte humane Amnionmembran
(DAM) erwies sich als einfacher anwendbar beziiglich der intraoperativen Handhabung.

Es werden weitere Studien an Tieren mit langerer Gestationsdauer nétig sein um die
Tauglichkeit der Membran Uber einen langeren Zeitraum zu beurteilen und um zu sehen, ob

bei einem langeren Verbleiben der Membran Amnionzellen in die Matrix einwandern.
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7 SUMMARY

Closure of fetoskopic created iatrogenic defects in fetal membranes with decellularised

human amnion plug in a rabbit model

In our study we compared the effciency of two extracellular matrices, which were used to seal
fetal membrane defects after fetoscopy in the midgestational rabbit model. We used human
decellularized amniotic membrane and a commercial collagen matrix.

Eight pregnant rabbits with atotal of 74 amnion sacs were used. Amniondefects were created
at midgestational day 23 by fetoscopy after laparatomy. The defects were closed either with
human decellularized amniotic membrane (DAM, n=10) or a collagen plug (K, n=10), 7 sacs
were |eft open after fetoscopy as positive control group, 31 sacs were |eft untreated as
negative control group. In both groups the matrix was pluged in the membrane defect and
fixed with fibrin glue and the myometrium was closed by suturing. In the following
relaparotomy at gestational day 30, integrity of amnion membrane, presence of amniotic fluid,
survival rates, fetal bodyweight, fetal weight of heart and lung were assessed and the treated
fetal membranes were collected for histological examination.

In 75% of cases treated with human decellularized amniotic membrane and in 71,4% of cases
treated with collagen plug membrane integrity was found. In the negative control group 95%
were intact, in the positive control group 25%. The development of fetal bodyweight, weight
of heart and lung und the resulting quotients were not significantly different between the
groups.

Both methods were found as surgically practical and effective methods to close fetoscopic
defects in fetal membranes. The surgical handling of human decellularized amniotic
membrane was easier than the handling of collagen plug.

Further studies with animals with longer time of gestation will show if thereis an efficiency

of human decellularised amniotic membrane over alonger period.
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