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Referat

Die Amniozentese ist eine invasive Routinemethode in der Pranataldiagnosik. Jedoch
besteht trotz dieser Routine immer ein Risiko. Das Ziel dieser Arbeit war es, die
Punktionseigenschaften zwischen den 22 G Standardnadeln (0,7 mm) und den 29 G
Nadeln (0,34 mm) zu vergleichen.

17 menschliche chorioamniotische Membranen wurden direkt nach einem Kaiserschnitt
punktiert, wobei eine 22 G Nadel sowie eine 29 G Nadel unter In-vitro-Bedingungen
verwendet wurden. Das Punktionsgebiet wurde durch Zuhilfenahme eines Mikroskops
bestimmt und das Volumen der entweichenden Flissigkeit tiber einen Zeitraum von 5

min gemessen.

Beachtliche Unterschiede wurden beobachtet: Aus einer In-vitro-Membranpunktion mit
der 22 G Nadel resultierte eine durchschnittlich beschadigte Oberflache von 225.147,4
um?, ein Loch mit einer durchschnittlichen GréRe von 50.154 ym? sowie ein Durchfluss
des Fruchtwassers von 17,5 ml/5 min, wéhrend die 29 G Nadel lediglich eine
durchschnittlich beschadigte Oberflache von 114.812,4 um?, ein Loch mit einer
durchschnittlichen GroRe von 1382,5 um? sowie einen Durchfluss des Fruchtwassers

von 0,28 ml/5 min verursachte.

Das Loch, welches bei der Membranpunktion mit einer 29 G “pencil-point” Nadel fur die
Amniozentese entsteht, ist 36-mal kleiner und der Fruchtwasserverlust 61-mal geringer
als bei der Membranpunktion mit einer 22 G Standardnadel.

Die Amniozentese mit der 29 G atraumatischen "pencil-point® Nadel scheint eine
sichere Methode mit extrem geringem Komplikationsrisiko zu sein und ist eine gute

Alternative zu der traditionellen 22 G Nadel.

Diese Studie beweist, dass der Gebrauch einer 29 G Nadel das Risiko von
morphologischen Schaden und Infektionen wahrend der Amniozentese erheblich

verringern wird.

Gatopoulos, Georgios: Amniozentese ohne Risiko? Evidenzbasierte Einfuhrung der
atraumatische 29-gauge Nadel fir Amniozentese, Halle (Saale), Univ., Med. Fak.,
Diss., 61 Seiten, 2017



Lernen besteht in einem Erinnern von Informationen, die bereits seit

Generationen in der Seele des Menschen wohnen.

Sokrates (470 - 399 v. Chr.), griechischer Philosoph
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Verzeichnis der Abklrzungen und Symbole

Abb. Abbildung
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(vorzeitiger Blasensprung)
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1. Einleitung

1.1 Die chorioamniotische Membran

Die menschliche chorioamniotische Membran formt die Hille der fetalen Umwelt im
Laufe der Schwangerschaft. Sie trennt in der Gebarmutter das Kind von der Mutter und
kann mit bloRem Auge gesehen werden.

Die chorioamniotische Membran wird in zwei Schichten unterteilt: in das sogenannte
Amnion und in das Chorion (Abb. 1). Zwischen diesen zwei Schichten befindet sich
eine gelartige intermediare Schicht. Die Fusion zwischen Amnion und Chorion findet
circa in der 12. Schwangerschaftswoche statt. Das Amnion wird bis zur 12.-14.
Schwangerschaftswoche durch die chorionale Flissigkeit, danach durch das
Fruchtwasser mit Sauerstoff und Nahrung versorgt.

Die amniotische Membran selbst besteht aus fiinf Schichten: das kubische Epithel, die
Basalmembran, die kompakte Schicht, die fibroblastische Schicht und die intermediare
Schicht. Das Epithel wird nur von einer Schicht mit kubischen Zellen geformt. Diese
Zellen haben eine rundliche Spitze, vakuolisiertes acidophiles Cytoplasma sowie einen

grof3en, rundlichen oder ovalen Kern.

Einige Zellen haben Antikorper gegen die glatte Muskulatur mit der Spezifitdt Aktin
sowie Anti-Vimintin, Anti-OCT3/4 und Anti-Nanog Antikorper. Die Zellmembran hat
zahlreiche lange Mikrovilli und die laterale Membran zeigt eine Interdigitation. Das
Zytoplasma ist mit vielen Bindeln von Filamenten, welche am Kern hoher konzentriert
sind, in verschiedenen Richtungen gefiillt. Supranuklear finden sich Golgi, viele
Ribosomen, kleine Strédnge von geweitetem, derbem, endoplasmatischem Retikulum,
kleine rundliche Vesikel und Mitochondrien. Das Zytoplasma beinhaltet auch
Lipidtropfen. Die Basalmembran ist durch zugrundeliegendes Bindegewebe mit
Hemidesmosomen verbunden. (Abdul Rahman A. |. AL-Yahya and Madiha M.M.
Makhlouf, 2013).

Viele Studien zeigen, dass das Amnion antiinflammatorische, antimikrobielle Non-
Immunogene, Low-Antigenitéat, analgetische und anti-angiogenetische Auswirkungen
sowie Eigenschaften gegen Vernarbungen und Adhasionen aufweist. Eine intakte

Kollagenmatrix liefert Struktur zur Zellenmigration und Proliferation.



Das Amnion beinhaltet auch Kollagen der Typen IV, V und VII, welche die
Differenzierung und die Adhasion fordert. Dies ist auch wichtig fiur die strukturelle
Integritdt der Membran, da es sonst zu keinem Einwachsen der Zellen sowie zur

Wundheilung kommt.

Abbildung 1: Chorioamniotische Membran (Zoom: 40x)

A: Amniotische Membran (Amnion)
B: Choriotische Membran (Chorion)

Dieses Foto wurde im Jahr 2015 durch Herrn Prof. Dr. Wellmann im ,,Pathologischen
Institut Celle® im Auftrag von Herrn G. Gatopoulos fiir diese Dissertation

aufgenommen.



1.2 Geschichte der Amniozentese

Seit ihrer Einfihrung in den frihen 1960er Jahren, ist die Amniozentese
(Fruchtwasseruntersuchung) zu einer Routine-Methode in der invasiven prénatalen

Diagnostik (Papp et al., 2003) geworden.

Fruchtwasseruntersuchungen werden nun seit tber 100 Jahren durchgefiihrt, wobei
viele Falle nicht dokumentiert wurden. Mit den ersten nachgewiesenen Féllen von
Lambl (1881), Schatz (1882) und Rrochownick (1877), kann jedoch mit Sicherheit
festgehalten werden, dass mindestens seit 1881 Nadeln in die Fruchtblase eingefiihrt

wurden.

Aus dem Jahr 1919 stammt ein erster Bericht von Hinkel, der das Ablassen von
Fruchtwasser bei einer Patientin mit Polyhydramnie beschreibt. 1930 waren Thomas
Orville Menees, J. Duane Miller und Leland E. Holly schlie3lich die ersten, die eine
Fruchtwasserentnahme fur eine Amniographie durchfiihrten. Hierbei wurde
strahlenundurchlassiges Kontrastmittel in die Fruchtblase injiziert, um die Umrisse von
Fotus und Plazenta betrachten zu kénnen.

Bevis wiederum konnte 1953 Proben des Fruchtwassers durch eine
Bauchhohlenpunktion gewinnen, die im Abstand von zwei Wochen bei der Behandlung
von Patientinnen mit Rhesus- Isoimmunisierung durchgefiihrt wurde, um die Schwere

der Erkrankung vorauszusagen.

1961 verdffentlichte Liley dann in Auckland (Neuseeland) seine bekannten
Ausfiihrungen im Zusammenhang zwischen der auf Bilirubin zurlickzufiihrenden
Abweichung der spektralen Absorptionskurve von Fruchtwasser und der Schwere der
Rhesus-Isoimmunisierung. Seit Liley’s Studien ist damit die Methode der

Amniozentese zum Standardverfahren in der Praxis der Geburtshilfe geworden.

Von Fruchtwasseruntersuchungen zur Diagnose genetischer Erkrankungen wurde
wiederum erstmals von Fritz Fuchs und Povl Riis 1956 in ihrem bahnbrechenden
Artikel in der Zeitschrift Nature berichtet. So bestimmten sie das Geschlecht des Fotus
anhand von Zellen, die im Fruchtwasser gefunden wurden, ausgehend von der An-

oder Abwesenheit des Barr-Korperchens.

Auch John Edward diskutierte 1956 erstmals in England die Mdbglichkeit einer
vorgeburtlichen Feststellung von Erbkrankheiten. Auf diese Weise fuihrte das Verfahren
der Geschlechtsbestimmung beim ungeborenen Kind zur pranatalen Behandlung von
Patienten mit Haemophilia A (1960) bzw. mit Muskeldystrophie Duchenne (1964).



1966 gelang es Mark W. Steele und William Roy Breg dann durch Amniozentese
gewonnene fetale Zellen zu ziichten, wodurch die Karyotypisierung der Chromosomen
und damit die spéatere Diagnose von Aneuploidien, wie Trisomie 21, dem sogenannten
Down-Syndrom, méglich gemacht wurde.

Durch diese wissenschaftlichen Durchbriche konnte die Methode der
Fruchtwasseruntersuchung im aufkommenden Gebiet der vorgeburtlichen Gentests
Vorherrschaft erlangen und zu einem Standardbestandteil der Geburtshilfeverfahren
werden. So publizierten auch Thiede, Creasman und Metcalfe einige Monate spater,
aber noch im selben Jahr wie Steele und Breg, ganz ahnliche Ergebnisse.

1968 berichtete des Weiteren Nadler von Enzymproben, fir die er aus dem
Fruchtwasser stammende fetale Zellen gewonnen hatte und noch im selben Jahr erste
Ergebnisse zur Trisomie 21 publizierte. Bei letztgenannter Studie waren hingegen

geziichtete Zellen fir eine vollstandige Chromosomenanalyse verwendet worden.

Milunsky und Littlefield setzten sich wiederum 1972 mit der Diagnose angeborener
Stoffwechselstérungen auseinander. Ebenfalls 1972 wurde von Brock und Sutcliffe
entdeckt, dass UberméaRige Mengen vom Alpha-Fetoprotein im Fruchtwasser auf

Defekte des Neuralrohrs hinweisen.

Infolgedessen wurden auch immer mehr andere biochemische Substanzen untersucht,
wobei von Nadler und Gerbie der zentrale Artikel ,Role of amniocentesis in the intra-
uterine diagnosis of genetic defects“ (zu Deutsch: “Die Rolle der Amniozentese bei der
intrauterinen Diagnose genetischer Defekte”) bereits 1970 im New England Journal of

Medicine veroffentlicht wurde.

So war auch dieser der eigentliche Ansto? auf dem Gebiet der genetischen
Fruchtwasserdiagnostik und fuhrte dazu, dass sich von da an Genlabore fir
Fruchtwasseruntersuchungen immer starker verbreiteten und die genetische Beratung
auf der Grundlage einer Amniozentese Anzeichen fur Chromosomenstorungen, X-
chromosomal bedingte Erbkrankheiten, angeborene Stoffwechselstérungen und

Neuralrohrdefekte standardmaRig berticksichtigte und prufte.

1971 entdeckten dann Gluck et al., dass die Lungenreifung des Embryos in Bezug zum
oberflachenaktiven Phospholipid-Lecithin steht. Wurde dieses namlich mit einem
anderen Phospholipid, genauer Sphingomyelin, verglichen, so liel3 das Verhaltnis
zwischen Lecithin und Sphingomyelin die Voraussage eines schweren idiopathischen

Atemnotsyndroms zu.



Der Einsatz der Ultraschallkontrolle wéahrend der Fruchtwasseruntersuchung begann
ein Jahr spater, d.h. 1972, mit den Berichten von Jens Bang und Allen Northeved aus
Kopenhagen. Doch die eigentliche Diskussion um die Wichtigkeit einer Plazenta-
Lokalisierung mithilfe von Ultraschall im Vorfeld der Fruchtwasseruntersuchung war
bereits 1967 auf der Grundlage der Forschung von Vidoson, Hofmann und Hollander in
Deutschland angestof3en worden.

Dies ist vor dem Hintergrund zu sehen, dass vor Mitte der 1970er Jahre viele der
genetischen Fruchtwasseranalysen sozusagen "blind“ durchgefiihrt worden waren, da
hierbei der Punktionsort nur durch aufRerliches Ertasten des Uterus im Unterbauch

lokalisiert wurde.

Von Mitte der 1970er bis Mitte der 1980er Jahre wurde dann die Amniozentese mithilfe
eines statischen oder echtzeitbasierten (zweidimensionalen) B-Scans unterstiitzt.
Hierbei wurde jedoch zuerst ein Scan durchgefihrt, um eine zugéangliche Tasche mit
Fruchtwasser zu orten, bevor die Haut Uber diesem Gebiet vor der Entnahme markiert
und die Punktion durchgefihrt wurde, ohne dass man tatsachlich sehen konnte, ob die

Nadelspitze dabei in die Flussigkeitstasche eindrang oder nicht.

Mit der Verbesserung der Auflésung der Echtzeitscanner konnte in den spéaten 1970er
Jahren bereits eine kleine Anzahl von Zentren damit beginnen,
Fruchtwasserenthahmen durchzufiihren, bei denen die Spitze der Punktionsnadel in

Echtzeit auf dem Scannermonitor dargestellt wurde.

Einer der Pioniere auf diesem Gebiet war die Birnholz-Gruppe in Harvard, die ein
frthes Phased Array fir diesen Zweck nutzte. Von den Herstellern von
Ultraschallgeraten wurden infolgedessen jedoch bald schon Fuhrréhrchen-Adapter
angeboten, die an die Sonde des Linear oder Phased Arrays gekoppelt wurden und bei
denen die Nadel durch einen vorgegebenen Kanal entweder parallel oder im Winkel

zum Ultraschallbindel gefuihrt wurde.

Diese waren jedoch umstandlich im Gebrauch, besonders wenn Hochbetrieb
herrschte. Aul3erdem hatte man ernstzunehmende Schwierigkeiten, die Apparatur steril
zu halten. Zusatzlich erhéhten die Adapter das Risiko einer Traumatisierung, da sie

nicht die erwiinschte feinfihlige Platzierung der Nadeln erlaubten.

Vielleicht wurde aufgrund der Gefahr, die mit dem Prozedere einherging, die

Amniozentese anfanglich nur fur Frauen vorgesehen, die im fortgeschrittenen Alter (35



Jahre und &lter) Mutter wurden, sowie flr Schwangere, bei deren werdendem Kind ein

erhohtes Risiko fur bestimmte Geburtsfehler bestand.

1983 regte jedoch die ,President's Commission for Study of Ethical Problems in
Medicine and Biomedical and Behavioral Science” an, dass die Indikationen fur eine
Fruchtwasseruntersuchung neu zu definieren seien, wobei sowohl die ethische
Komponente des Vorhersagewerts dieses Tests zu Uberdenken ist, als auch eine
grundliche Kosten-Nutzen-Rechnung aufzustellen wéare, damit man Frauen aller

Altersstufen den Test anbieten kdnne.

In dem Male, wie sich nun weitere Entdeckungen zu den Mechanismen und
Diagnosemaoglichkeiten von Erbkrankheiten einstellten, wurde die Fruchtwasseranalyse
der perfekte Begleiter dieses neuen Wissens. Denn sie nahm ab diesem Zeitpunkt
einen festen Platz in dem bahnbrechenden Gebiet der vorgeburtlichen Diagnostik ein,
durch welches die zuklnftige Gesundheit eines Fo6tus festgestellt werden kann,
wahrend dieser sich noch im Mutterleib befindet. Dabei wurde diese Technologie
ebenso hochgelobt wie scharf kritisiert, hat dabei jedoch zweifellos zur Friherkennung

und zum Verstehen von Krankheiten beigetragen.

Viele Zentren begannen nun mit Freihand-Amniozentesen, bei denen ein Assistent die
Signalgebersonde hielt, die Ublicherweise in steriles Heftpflaster eingewickelt war.
1984 beschrieb dann Holzgreve in Basel, Schweiz, eine ganze Versuchsreihe von lber

3.000 Freihand-Amniozentesen mit geringer Komplikationsrate.

Ahnliche Erfahrungen dokumentierte auch Platt in Los Angeles, wobei dieser im
Besonderen auf die Notwendigkeit hinwies, dass auch die Signalgebersonde von
derselben Bedienungsperson gehandhabt werden miisse, um eine bessere Hand-

Auge-Koordination zu ermdglichen.

Im darauffolgenden Jahr lieferte Romero in Yale eine formale Beschreibung der Ein-
Mann-Doppelhand-Technik bei der Amniozentese und dokumentierte dabei auch, dass
hiermit eine Abnahme der Mehrfachentnahmen oder blutigen Entnahmen einherging.
Die meisten Zentren Ubernahmen daraufhin die Ein-Mann-Technik, die aufgrund ihrer

Anwenderfreundlichkeit und Effektivitat auch in der Praxis Beliebtheit fand.

Im Zuge dieser Entwicklungen kamen neue Nadeln auf den Markt, die mit einer
besonderen &ufReren Ummantelung sowie einer Echo-Lumineszenz ausgestattet
waren, um so die Prazision bei Anbringung der Nadeln zu erhéhen. Mit jeder weiteren

Verbesserung der Technik sanken so die Komplikationsraten nachweislich.



1988 berichtete dann die Benacerraf-Gruppe von frihen Fruchtwasserentnahmen (11.
bis 14. Schwangerschaftswoche), womit sie sich ersten Studien von Hanson et al. aus
dem Jahr 1987 anschloss. 1990 informierte die Benacerraf-Gruppe allerdings die
Fachwelt von einer Abortrate von tber 2,3 % bei dieser Vorgehensweise.

Diese gesteigerte Haufigkeit vom frihen Fotaltod wurde auch von mehreren
Nachkontrollen Mitte der 1990er Jahre bestétigt. Aus diesem Grund wurde diese

Anwendungsweise nicht allgemein anerkannt.



1.3 Indikationen fiir Amniozentese

Einer der wichtigsten Indikatoren fur Amniozentese ist das Alter der Mutter (= 35
Jahre). Mit steigendem Lebensalter der Mutter ist das Risiko fur Veranderungen bei
den Chromosomen erhoht. In vielen Landern wird dabei die Altersindikation durch
entsprechende Auffalligkeiten beim Serumscreening der Mutter sowie krankhafte
Ultraschallbefunde ergénzt.

Im frihen Stadium der Schwangerschaft wird die Fruchtwasseruntersuchung genutzt,
um chromosomale und andere Defekte beim Fétus, wie das Down-Syndrom (Trisomie
21), Trisomie 13, Trisomie 18, Fragiles X-Syndrom, vererbte Stoffwechselstérungen,
Neuralrohrdefekte (Anencephalie und Spina bifida) oder Infektionen, zu

diagnostizieren.

Als Praimplantationsdiagnostik wird die genetische Untersuchung von Embryonen
bezeichnet, die wenige Tage alt sind und durch extrakorporale Befruchtung erzeugt
wurden. Vor der Ubertragung in die Gebarmutter der Frau werden die Embryonen
ausgewahlt und untersucht, sodass Embryonen mit bestimmten
Chromosomenstérungen mit groRer Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden
koénnen. Als Indikation fir das Aneuploidie-Screening werden vor allem die Indikatoren,
wie das Alter der Frau Uber 35 Jahre, wiederholtes IVF/ICSI-Versagen, mehr als zwei
Fehlgeburten bei Eltern, bei denen ein normales Chromosomenbild vorlag, genannt.
Die Durchfihrung der Praimplantationsdiagnostik ist in Deutschland aufgrund des
Embryonenschutzgesetzes eingeschrankt erlaubt. Aus diesem Grund wird die

Amniozentese als Routinemethode wéahrend der Schwangerschaft durchgefthrt.

Die Fruchtwasseruntersuchung kann jedoch auch die Lungenreifung des Foétus
vorhersagen, welche invers mit dem Risiko des kindlichen Atemnotsyndroms korreliert.
Bei Schwangerschaften, die bereits Uber die 30. Schwangerschaftswoche hinaus
fortgeschritten sind, kann die Lungenreife des FOtus ermittelt werden, indem
Stichproben auf die Menge oberflaichenaktiver Stoffe im Fruchtwasser untersucht
werden. Hierfir stehen verschiedene Testmethoden zur Verfigung, die auf dem

Nachweis der Produktion oberflachenaktiver Stoffe aufbauen.

Dies ist moglich, da das Fruchtwasser zahlreiche Biomolekile enthalt, die von Mutter
und dem ungeborenen Kind stammen, wodurch diese wertvolle Informationen zur
Schwangerschaft liefern. So ist etwa das katalytische zweiwertige Eisen im
Fruchtwasser ein pradiktiver Marker fur Krankheiten bei Mutter und Kind (Hattori Y et

al., 2015). Auch die im zweiten Trimester messbare Konzentration des vaskularen

8



endothelialen Wachstumsfaktors im Fruchtwasser variiert, je nachdem welche Ursache
fur eine Frihgeburt vorliegt, wodurch diese Werte hinsichtlich vorzeitiger Entbindungen
aussagekraftiger sind als die Leptin-Level (Hong et al., 2015). Oxidativer Stress wird
wiederum mit einem frihen vorzeitigen Blasensprung (PPROM) assoziiert und kann
durch die nachgewiesene Anwesenheit bestimmter Marker im Fruchtwasser
vorhergesagt werden (Kacerovsky et al., 2014).

Das Fruchtwasser des zweiten Trimesters ist zudem eine reichhaltige Quelle fur
mesenchymale Stammzellen des Fotus, die einen Phanotyp und eine multipotente
Differenzierung aufweisen und die denen des perinatalen Knochenmarks &hneln
(Anker et al.,, 2003). So konnten hier verschiedene Varianten menschlicher
Stammzellen in vivo und in vitro isoliert und identifiziert werden. Stammzellen, die um
den Geburtstermin  herum entnommen wurden, stellen dabei eine vielseitige
Zellenpopulation dar, die sowohl fur wissenschaftliche als auch praktische Zwecke von
Interesse sind. Denn Stammzellen aus dem perinatalen Gewebe kdnnen sowohl in der
Klinik bei Embryos und Neugeborenen bzw. — nachdem sie in entsprechenden
Stammzellenbanken aufbewahrt wurden — zu einem spateren Zeitpunkt im Leben fir
Eigentransplantationen, als auch im Fall von Erbkrankheiten durch in utero
Transplantationen in besonderem Malf3e nitzlich sein. Gentherapeutische Strategien
nutzen ebenfalls manipulierte Stammzellen aus dem Fruchtwasser, um Patienten mit

gynakologischem Krebs oder Brustkrebs zu behandeln (Kim et al., 2015).

In den letzten Jahren wurde der nicht invasive pranatale Test (NIPT) auf den Markt
eingefiihrt. Diese Bluttests sind zur Risikobewertung und machen keine endgltige
Aussage, ob eine Chromosomenauffalligkeit vorliegt. Bei auffalligem nicht invasivem
préanatalem Test muss eine Amniozentese oder Choriozottenbiopsie durchgefiihrt
werden. Erst dann kann eine Chromosomenanomalie ausgeschlossen oder festgestellt

werden.



1.4 Techniken der Amniozentese

Unmittelbar vor der Amniozentese sollte immer eine Ultraschalluntersuchung
durchgefuhrt werden, um die Anzahl der Embryonen und deren Lebensfahigkeit zu
bestimmen, das Gestationsalter zu bestatigen, die Lage der Plazenta zu beurteilen und
die Menge des Fruchtwassers abzuschéatzen. Wenn diese préaoperative
Ultraschalluntersuchung abgeschlossen ist, wird eine Stelle ausgesucht, an der die
Nadel in das Fruchtwasser eingefuhrt werden soll. Dabei sollte besonders auf die Lage
von Dunndarm und Blase geachtet werden, um eine akzidentelle Punktion derselben

Zu vermeiden.

Dartuber hinaus machen sich die schwangeren Frauen in der Regel Gedanken Uber die
Schmerzen, die mit diesem Eingriff einhergehen kdnnten. Zurzeit konnen dabei die
Methoden zur Erreichung von Schmerzlosigkeit in zwei groRe Kategorien unterteilt
werden: nicht-pharmakologische und pharmakologische Mittel. Aber tatsachlich ist der
Schmerz wahrend dieses Eingriffs sehr gering und es liegen gegenwartig keine
ausreichenden Beweise dafiir vor, die fir den Einsatz von lokalen Anasthetika,
Beinabreibungen oder das Herunterkihlen der Nadel unter den Gefrierpunkt zur
Schmerzreduktion wéahrend der Behandlung sprechen wirden. (Mujezinovic and
Alfirevic, 2011).

In jedem Fall wird die Nadel bei einer Amniozentese unter fortwahrender Ultraschall-
Fuhrung durch die Bauchdecke in die Fruchththle eingefiihrt, wobei jedoch keine
statistisch signifikanten Unterschiede zwischen Fruchtwasserentnahmen, die mit 4D-
oder 2D-Ultraschall gesteuert wurden, festgestellt werden konnten. Die 4D-
Ultraschallauflésung, mit der die Nadelspitze in Echtzeit gleichzeitig in drei orthogonal
zueinander angeordneten Ebenen angezeigt werden kann, um so die Gewissheit zu
geben, dass der Fotus der Nadel nicht im Weg liegt, bietet jedoch der 2D-
Ultraschallauflésung gegentiber keine Vorteile, wenn es darum geht, eine Routine-
Amniozentese im zweiten Trimester durchzufihren. Diese neue Technik hat sich auch
hinsichtlich einer Reduktion der Nadeleinstiche noch nicht als wirksam erwiesen (Tonni
et al., 2009).

Die Nadel sollte immer nur so weit eingeflihrt werden, bis sich die Nadelspitze im
Inneren der Fruchtblase befindet. In manchen Féllen kann der Geburtshelfer keinen
Widerstand flhlen sowie eine leises Gerausch hdren, wenn die Nadelspitze in die
Fruchtblase eindringt. Einmal in der Fruchtblase angekommen, wird das Stilett der

Nadel entfernt und eine Spritze an der Nadelnabe befestigt. Eine Studie verglich hierzu
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die von Calda/Brestak (2009) entwickelte und im Englischen genannte Technik
L/Amniovacucentesis"* (Amniovakuumzentese) mit der Verwendung einer
herkbmmlichen Spritze fur die Entnahme des Fruchtwassers. Dabei kamen die Autoren
und Erfinder dieser Technik zu dem Ergebnis, dass die subjektiven Hauptunterschiede
zwischen diesen beiden Methoden zum einen in der Bedienerfreundlichkeit und
Geschicklichkeit ~zu  suchen sind, die dem  Ausfihrenden bei der
Fruchtwasserenthahme mittels Amniovakuumzentese ermdglicht werden, sowie zum
anderen im Fehlen der Notwendigkeit einer weiteren Bearbeitung des Fruchtwassers
nach der Entnahme (Calda and Brestak, 2009).

Der Operateur der Amniozentese kann Schwierigkeiten, wie ,tenting“ der Membranen,
haben. Die Membrane kann durch die Nadel, besonders bei Braxton-Hicks-
Kontraktionen, nicht perforiert werden. Die Membrane widersteht der Perforation und
die Nadel driickt die Membrane einfach zusammen ohne sie zu perforieren. Das
Jenting“ der Membrane findet in diesem Fall statt (Johnson et al. 1999). Eine
modifizierte Amniozentese, wie Drehbewegung der Nadel oder Styleteinfiihrung, kann

die Falle des ,tenting“-Phanomens reduzieren (Dombrowski et al. 1996).

Eine Amniozentese kann dabei Ublicherweise auch bei Mehrlingsschwangerschaften
durchgefuhrt werden. Voraussetzung hierfr ist lediglich, dass fir jeden Fotus eine
eigene Fruchtblase besteht und jede dieser Fruchtblasen genlgend Fruchtwasser
enthdlt. Hierbei ist die Vorgehensweise jedoch folgendermalRen zu erweitern: Nachdem
das Fruchtwasser aus der ersten Fruchtblase entnommen wurde, werden 2 bis 3 ml
Indigokarmin (im Verhaltnis 1:10 aufgeldst in bakteriostatischem Wasser) injiziert,
bevor die Nadel entfernt wird. Dann erfolgt die zweite Fruchtwasserentnahme, wofir
eine neue Einstichstelle festgelegt wird, um die Nadel in die zweite Fruchtblase
einzufihren. Die Entnahme von farblosem Fruchtwasser liefert dabei die Bestéatigung
dafir, dass das zweite Amnion getroffen wurde. Jeder weitere Fotus kann auf dieselbe
Art und Weise untersucht werden, indem immer wieder Indigokarminlésung in die

jeweils darauffolgende Fruchtblase eingespritzt wird.
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15 Komplikationen

Eine Fruchtwasseruntersuchung kann mit verschiedenen Risiken verbunden sein

(Tabelle 1). Diese kdnnen sowohl die Mutter als auch das Kind betreffen.

Tabelle 1 Komplikationen der Amniozentese.

e Fehlgeburt

e Auslaufen des Fruchtwassers
e intraamniotische Infektion

o vertikale Infektion des Fétus

e chorioamniale Dissoziation

e vorzeitiger Blasensprung

e vorzeitige Wehentétigkeit

e vorzeitige Plazentaldésung

e Auswirkungen auf die Herzfrequenz des Fotus/Bradykardie
e septische Komplikationen bei der Mutter

e Blutungen bei der Mutter

e Blutungen beim Kind

¢ Rhesus-Inkompatibilitat

e Direkte Verletzungen des Fotus durch die Nadel
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Allgemein empfinden die meisten Frauen die Entnahme von Fruchtwasser durch die
Amniozentese als unangenehm, aber nicht schmerzhaft. Ahnlich wie eine
Blutentnahme oder eine Spritze. Ein paar Stunden nach dem Eingriff kann ein
Druckgefihl oder ein Gefiihl der Verkrampfung versptirt werden.

Eine mogliche Komplikation der Amniozentese ist der Verlust des Fo6tus, verursacht
durch den Verlust des Fruchtwassers wahrend oder nach dem Einfuhren der Nadel in

Verbindung mit einer intraamniotischen Infektion.

Die Rate von Fetalverlusten nach Amniozentesen liegt bei 0,4% im Vergleich zu 0,26%
in einer Gruppe von Schwangerschaften ohne Amniozentese (Odibo et al., 2008) und
stand in enger Verbindung zu der Erfahrung des Arztes (Blackwell et al., 2002; Moore
et al., 2006).

Eine systematische Literaturauswertung und eine Metaanalyse lassen den Schluss zu,
dass die mit dem Eingriff verbundenen Risiken einer Fehlgeburt infolge von
Amniozentese deutlich niedriger sind, als gemeinhin angegeben wird (Akolekar et al.,
2015).

Jedoch besteht trotz routinierter Amniozentese und dem Wissen (Uber die
Schwachpunkte dieser Methode immer ein erhdhtes Hintergrundrisiko fur Frauen,

welche diese Methode durchfihren lassen (Mujezinovic et al., 2007).

So sind intraamniotische Infektionen/Entziindungen ein Risikofaktor, der zu einem
nachfolgenden frihzeitigen Blasensprung im Anschluss an einer klinisch indizierten
Amniozentese bei frihzeitiger Wehentatigkeit fuhren kann. Multivariate Analysen
haben jedoch gezeigt, dass nur die intraamniotische Infektion allein mit dem
Vorkommen eines Blasensprungs innerhalb von 48 Stunden nach der
Fruchtwasserenthahme assoziiert werden kann. Intraamniotische Infektionen sind
damit ein unabhangiger Risikofaktor flr einen friihzeitigen Blasensprung nach klinisch
angezeigter Fruchtwasseruntersuchung bei frihzeitiger Wehentatigkeit (Lee et al.,
2013).

Die chorioamniale Dissoziation nach Amniozentese wurde dokumentiert. Eine kleine
Dissoziation findet haufig statt. Die kleine Dissoziation wird aber oft nicht diagnostiziert,
weil die Membranen nicht speziell untersucht werden. Eine komplette chorioamniale

Dissoziation findet selten statt (Levine et al. 1998).

Die vertikale Infektion des Fotus besteht auch als Risiko. Bei Schwangeren mit einer

viralen Infektion, wie Hepatitis B, Hepatitis C oder HIV (Humane Immundefizienz-
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Virus), kann eine intauterine vertikale Infektion des Fétus durch die Amniozentese
stattfinden. Bei infizierten Muttern wird empfohlen, dass die Nadel nicht durch oder in
der N&he der Placenta eingefuhrt werden soll (Gagnon et al., 2014). Eine Studie zeigt,
dass die invasive Préanataldiagnostik, wie die Amniozentese, das Risiko der vertikalen
Infektion mit HIV bei Muttern unter hochaktiver antiretroviraler Therapie (abgekurzt
HAART fur englisch: highly active antiretroviral therapy) nicht erhebt (Floridia et al.,
2016).

Ein anderes Risiko, das mit der Fruchtwasseruntersuchung in Verbindung gebracht
wird, ist die Plazentalosung (Minna et al., 2012). Des Weiteren hat die Amniozentese
Auswirkungen auf die Herzfrequenz des Fotus, denn diese sinkt nach dem Eingriff ab.
Dieses Absinken ist dabei bei chromosomal abnormalen Foten stéarker als bei
normalen Foten, was auf Herzfehler oder Entwicklungsverzégerungen bei den
abnormalen Karyotypen zurtickzufihren sein kénnte (Pietropolli et al., 2011). Auch
Falle septischer Komplikationen bei der Mutter wurden dokumentiert. So kdnnen
invasive Pranataleingriffe, wie die Fruchtwasseruntersuchung, etwa zu Blutungen bei
Mutter und Kind fihren (Subira et al., 2011).

Eine andere Studie zeigt, dass ein ungewollter Schwangerschaftsabbruch nach
Amniozentese mit der Fruchtwassermenge zusammenhangt, die bei diesem Eingriff
entnommen wurde. Obwohl statistische Untersuchungen leugnen, dass die Enthahme
nur kleiner Mengen von Fruchtwasser eine positive Auswirkung darauf hat, die Rate
von Fehlgeburten nach Fruchtwasseruntersuchungen zu reduzieren, darf die Tatsache
sechs- bis achtfach niedrigerer Verlustraten in Abhangigkeit von der entnommenen

Flussigkeitsmenge nicht unterschétzt werden (Cebesoy et al., 2009).

Eine mogliche Komplikation ist die Rhesus-Inkompatibilitat, wenn die Amniozentese bei
einer Rhesus-negativen Mutter mit Rhesus-positivem Fétus durchgefihrt wird. Blut des
Fo6tus kann auf die Mutter Ubergehen und die Bildung von Antikérpern einleiten. Diese
Antikodrper der Mutter kénnen die Blutzellen des Fotus zerstéren. Das Risiko wird von
1,5% bei spontaner Rhesussensibilisierung auf 3,4% wegen der Amniozentese
erhoben (Murray et al., 1983). Eine Anti-D-Prophylaxe muss bei negativen
Schwangeren innerhalb von 72 Stunden nach der Amniozentese durchgefiihrt werden
(Lubusky et al., 2013).

Direkte Verletzungen des Fotus durch die Nadel sind sehr selten, vor allem seit die
Amniozentese mit Ultraschall-Fiihrung durchgefiihrt wird. Nichtsdestotrotz sind bei

Foten bereits Falle von Nacken- und Gehirnverletzungen, Augen- und
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Lungenpunktionen, Brustkasten- und Bauchverletzungen sowie Punktierungen eines

fotalen Blutgeféal3es auf der Plazentaoberflache dokumentiert worden.

Laut Devlieger et al. ist einer der groften Risikofaktoren der Diameter des
Membrandefekts, welcher zu Ldchern in der Chorion- und der Amnion-Membran fuhrt.
Dies kann zu einer vergroBerten, ,gefahrlichen Oberflache® fuhren, welche das
Auslaufen von Flussigkeit und das Eindringen von Keimen ermoglichen kann
(Devlieger et al., 2002).

Jedoch wurde in dem Vergleich von 20 G und 22 G Nadeln unter Verwendung einer
scharfen, abgeschragten Spitze kein solcher Unterschied festgestellt (Uludag et al.,
2010).
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2. Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit war ein Vergleich der Punktionseigenschaften zwischen der
Standardnadel 22 G (0,7 mm) und der 29 G Nadel (0,34 mm) fir Amniozentese unter

In-vitro-Bedingungen.

In dieser Studie wurden die Charakteristika des Einstichs in Bezug auf die
Beschadigung der chorioamniotischen Membran bei der Verwendung einer 29 G
“pencil-point* atraumatischen Nadel fir die Spinalanasthesie mit einem Durchmesser
von 0,34 mm fir die Amniozentese im Vergleich zu einer 22 G Nadel fur die
Spinalanasthesie mit einem Durchmesser von 0,7 mm, welche normalerweise flr

Amniozentesen verwendet wird, untersucht.

Ein anderes Ziel der Studie war das Vergleichen des Flissigkeitsverlusts in den ersten
5 Minuten durch das Loch der Membrane, das durch die 22 G oder 29 G Nadel
verursacht wurde. Die Experimente des Vergleichens wurden mit Fruchtwasser, sowie
mit NaCl durchgefihrt.

Diese Studie untersuchte, ob die Verwendung der 29 G Nadel das Risiko von
morphologischen Schaden und folgenden Infektionen wéhrend einer Amniozentese

erheblich verringern kann.
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3. Material und Methoden

Menschliche fetale Membranen wurden nach der Geburt durch einen primaren
Kaiserschnitt von den Plazenten entfernt (nach 37-41 Wochen Schwangerschaft) (Abb.
2).

=D

Abbildung 2: Plazenta mit den Membranen nach einem priméren Kaiserschnitt.
A: Chorioamniotische Membran
B: Plazenta (mutterliche Seite)
C: Nabelschnur
D: Skalpell (zum GroRRenvergleich)
E: Blut
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Die Miutter wurden bei der Operationsaufklarung auch dber die Nutzung der
Membranen aufgeklart und erlaubten das Prozedere. Der Verlauf der
Schwangerschaften war komplikationslos. Es wurde keine Amniozentese durchgefiihrt
und auch kein anderer Eingriff, der die chorioamniotischen Membranen beschéadigen
konnte. In allen Féallen gab es keine Anzeichen fiir eine Infektion.

In weniger als 5 min wurden alle Membrane mit warmem NaCl 0,9 % (B. Braun
Melsungen AG, Melsungen, Germany) gereinigt, jede Membran um den Boden einer
zylindrischen Plastikrohre gewickelt und mit einem elastischen Ring sicher befestigt
(Abb. 3 C).

Die Rohre war 10 cm lang und hatte einen Durchmesser von 2,8 cm. Die Réhre war
auf einer Seite offen mit dem durchgehenden Durchmesser von 2,8 cm und die andere
Seite hatte ein konisches Ende.

Das konische Ende wurde geschnitten, sodass die Luft in die Rohre gelangen kann
und damit die Flissigkeit nach der Punktion ohne Widerstand durch das Loch der
Membrane flieRen kann. Das Ende wurde so geschnitten, sodass die Kapazitét nicht

wesentlich reduziert wurde und der hydrostatische Druck 10 cm H2O betréagt.

Zwei Tuben mit Membranen wurden in einer vertikalen Position fixiert und mit
Fruchtwasser oder mit 0,9 % NaCl-Losung geflllt. Beide wurden auf 37 °C erwarmt
(Abb. 3 A).

Das Fruchtwasser wurde unter sterilen Bedingungen und ohne Blut wahrend einer
Laser-Koagulation der plazentalen Anastomosen von Zwillingstransfusionssyndromen
gewonnen. Das  Zwillingstransfusionssyndrom oder das Fetofetale
Transfunsionssyndrom findet bei Mehrlingsschwangerschaften statt. Uber plazentare
GefalRanastomosen wird Blut von einem Zwilling, dem Donor, zum anderen, dem
Rezipient, transfundiert. Unter anderem resultiert daraus ein Polyhydramnion beim

Rezipienten.

Die Laser-Koagulation der plazentalen Anastomosen und die Amniondrainage vom
Rezipient finden in der 17.-22. Schwangerschaftswoche statt. In diesem
Schwangerschaftsalter und bei dieser Fruchtwasserkonsistenz wird eine Amniozentese

durchgefihrt.
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Abbildung 3: Etablierung der Konstruktion zur Prifung der Punktionen.

A: Plastikrohren mit dem geschnittenen konischen Ende nach oben,
gefullt mit Fruchtwasser und verschlossen durch Proben von
amniotischen Membranen.

B: Metallische Zange zur Befestigung der Plastikréhren

C: Proben von amniotischen Membranen befestigt mit einem elastischen
Ring
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Der hydrostatische Druck von sowohl des Fruchtwassers als auch der 0,9 % NaCl-
Ldsung betrug 10 cm H,O. Die Vorgange wurden mit einer Videokamera aufgezeichnet
(Sony Corporation, Tokyo, Japan). Nach dem Entfernen der Nadel wurde der
Durchfluss gemessen, indem die Flissigkeit tGiber einen Beobachtungszeitraum von 5
min in Plastikbechern aufgefangen und das Volumen gemessen wurde.

Die chorioamniotische Membran wurde entweder mit einer 29 G Nadel (Tchirikov
amniocentesis needle®, HVM Medical, Rothenburg/Fulda, Germany) oder einer 22 G
Nadel (Somatex, Teltow, Germany) punktiert.

Die zwei Membranen, von der gleichen Placenta, wurden gleichzeitig von den Nadeln

durchstochen. Jede Membran wurde nur einmal und nur mit einer Nadel, entweder 29
G oder 22 G Nadel, punktiert (Abb. 4).

Abbildung 4 Die rote 29 G Nadel links und die schwarze 22 G Nadel rechts, kurz vor
der Punktion. Der Einstichswinkel betrug 45 + 5°
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Die Nadel wurde bis zu einer Tiefe von 2-3 cm im Zentrum der Membran eingefthrt.
Der Einstichswinkel betrug 45 + 5° (Abb. 4). Jeder Einstich dauerte <1 s in der
Durchfiihrung.

Unter den zwei R6hren mit den befestigen Membranen befanden sich zwei plastischen
Becher. Die Flussigkeit, die durch das Loch der Membrane nach der Punktion floss,

wurde getrennt in diesen zwei Bechern gesammelt und die Menge wurde gemessen.

Die Rohre wurde vom Fruchtwasser, beziehungsweise vom NaCl, entleert. Uber die
Befestigung mit dem elastischen Ring wurde die Rohre vorsichtig durchgeschnitten.

Das Stuck mit der befestigen Membrane wurde an das Mikroskop gebracht. Die Lupe
des Mikroskops konnte in dieses Stiick gebracht werden. So konnten die Membranen
nach der Punktion stabil bleiben und keine Bewegung konnte zwischen den beiden
Membranen, Chorion und Amnion, stattfinden.

Bilder der Chorion-Amnion-Defekte wurden mit einer Farbvideokamera mit hoher
Dichte Typ 1/3, 3 Chips Exwave HAD CCD rot-griin-blau (RGB) aufgenommen (Sony
3-ccd DXC-390p, Sony Corporation, Tokyo, Japan), die an ein ZEISS-Mikroskop
(Axiovert 200, Carl Zeiss AG, Oberkochen, Germany) angeschlossen wurde, das mit
einer Halogen-Lichtquelle ausgestattet war. Die Oberflache der Defekte wurde mit Hilfe
eines Computerprogrammes (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Germany) berechnet. Da
die Daten zur Beschadigung der Membran, zur Grél3e des Defektes sowie zum Verlust
der Flussigkeit keine normale Verteilung zeigten, wurden nicht-parametrische Tests
(Kolmogorov-Smirnov Z-test, Mann-Whitney U-test) mit der SPSS Software (SPSS
Inc., Chicago, IL, USA) verwendet.
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4, Ergebnisse

4.1 Beschadigung der Membran und Grof3e des Loches

Sobald die 29 G Nadel aus den Membranen gezogen wurde, war ein Uberlappen der
Defekte in der amniotischen und der Chorion-Membran zu beobachten. Eine

vollstandige Uberlappung erfolgte entweder sofort nach Entfernung der Nadel oder

aufgrund der langsamen Bewegung der Schichten einige Sekunden spéater (Abb. 5).

Abbildung 5: Membranschaden nach der Punktierung mit der 29 G Nadel
A: Membranschaden der amniotischen Membran
B: Membranschaden der choriotischen Membran
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In manchen Fallen wurde anstatt eines vollstandigen Uberlappens der Membranen nur
eine Verringerung im Diameter der neu entstandenen Locher beobachtet (Abb. 6).

Abbildung 6: Membranschaden nach der Punktierung mit der 22 G Nadel

A (1): Membranschaden der choriotischen Membran
B (2): Membranschaden der amniotischen Membran
C (3): Bereich des Membranschadens in beiden Membranen

(entstandenes Loch)
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Die Daten zur Beschadigung der Membran und der Gré3e des Loches zeigten keine
normale Verteilung. Es wurden nicht-parametrische Tests (Kolmogorov-Smirnov Z-test,
Mann-Whitney U-test) mit der SPSS Software (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)

verwendet.

Die Tabelle 2 zeigt den Unterschied der gesamten beschadigten Oberflache zwischen
29 G und 22 G Nadel. Bei den Experimenten mit dem Fruchtwasser verursachte die 22
G Nadel eine beschadigte Oberflache von 225,147.4 ym2 und die 29 G Nadel eine
beschadigte Oberflache von 114,812.4 ym?. Die beschadigte Oberflache durch die 22
G Nadel ist 1,961-mal groR3er als durch die 29 G Nadel.

Bei den Experimenten mit NaCl 0,9% verursachte die 22 G Nadel eine beschadigte
Oberflache von 301,1409.7 ym? und die 29 G Nadel eine beschadigte Oberflache von
92,415.4 ym2, Die beschadigte Oberflache durch die 22 G Nadel ist 3,258-mal grol3er
als durch die 29 G Nadel.

Tabelle 2 Gesamte beschadigte Oberflache (um2)

Fruchtwasser NaCl 0.9%
22 G Nadel 225,147.4 301,140.97
29 G Nadel 114,812.4 92,415.4
Mann-Whitney U- 52.000 14.500
test
Z-test -3.186 -5.311
Two-sided p=0.001 p<0.001
significance
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Die Tabelle 3 zeigt den Unterschied an GroRRe des Loches in beiden Membranen
zwischen 29 G und 22 G Nadel. Bei den Experimenten mit dem Fruchtwasser
verursachte die 22 G Nadel ein Loch von 50,104 ym2 und die 29 G Nadel eine
beschadigte Oberflache von 1,382.5 ym?2. Die beschadigte Oberflache durch die 22 G
Nadel ist 36,241-mal gré3er als durch die 29 G Nadel.

Bei den Experimenten mit NaCl 0,9% verursachte die 22 G Nadel eine beschéadigte
Oberflache von 54,311.6 ym? und die 29 G Nadel eine beschadigte Oberflache von
2,673.9 ymz2. Die beschadigte Oberflache durch die 22 G Nadel ist 20,311-mal grof3er
als durch die 29 G Nadel.

Tabelle 3 GroRRe des Loches in beiden Membranen (um?)

Fruchtwasser NaCl 0.9%

22 G Nadel 50104 54311.6

29 G Nadel 1382.5 2673.9

Mann-Whitney U- 13.500 94.500

test

Z-test -4.678 -6.065

Two-sided p<0.001 p<0.001
significance
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Die Tabelle 2 und Tabelle 3 zeigen den beachtlichen Unterschied zwischen den
Lochern, die wahrend dem Gebrauch der 22 G und der 29 G Nadeln entstanden sind.
Die gesamte beschéadigte Oberflache, sowie die Durchschnittsgrof3e der entstandenen
Locher, waren mit der 29 G Nadel geringer (P<0.001).

Des Weiteren versiegte der Fluss im Fall des Fruchtwassers nach einigen Sekunden,
nach denen kein weiterer Flussigkeitsverlust Uber einen Zeitraum von 5 min
beobachtet wurde. Beim Fruchtwasser fand eine 61-fache Reduktion des
Flussigkeitsverlustes statt (P<0,001).

Die Videoanalyse zeigte einen konstanten Strahl von Flussigkeit als Folge der
Punktierung mit einer 22 G Nadel fur die ersten Sekunden, welchem ein
kontinuierliches Tropfen der Flussigkeit folgte. Erfolgte die Membranpunktierung mit
einer 29 G Nadel, wurde kein Flissigkeitsverlust beobachtet und das Tropfen der
Flussigkeit war wahrend der ersten Sekunden nur in 10 Fallen zu beobachten,

wahrend in 7 Fallen kein Verlust von Fruchtwasser nachweisbar war.
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4.2

Statistische Analyse des Volumens der entweichenden Flissigkeit

Der Flussigkeitsverlust durch das Loch war wahrend der ersten 5 Minuten erheblich

geringer, wenn 29 G Nadeln benutzt wurden, unabhéngig davon, welche Flussigkeit,

Fruchtwasser oder NaCl-Losung, genutzt wurde.

Tabelle 4 Statistische Analyse des Volumens der entweichenden Flissigkeit.

Fruchtwasser Verlust (JL/5 min) (n=17)

Mean SD Range
22 G Nadel 17536.3 16060.3 100-51435
29 G Nadel 285.3 717.8 0-3371

Perzentiles

25th 50th 75th
22 G Nadel 4599.75 11487.5 31332.75
29 G Nadel 0 0 210
Mann-Whitney U-Test 15.000
Z-Test -5.700
Two-sided significance p<0.001

NaCl 0,9% Verlust (UL/5 min) (n=17)

Mean SD Range
22 G Nadel 19803.6 12678.9 0-39200
29 G Nadel 1697 2030.4 0-7214

Perzentil

25th 50th 75th
22 G Nadel 8431.5 17672 31854
29 G Nadel 100 1081 2951
Mann-Whitney U-Test 34.000
Z-Test -4.879
Two-sided significance p<0.001
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Die Daten aus dem Verlust der Flussigkeit zeigten keine normale Verteilung. Es
wurden nicht-parametrische Tests (Kolmogorov-Smirnov Z-test, Mann-Whitney U-test)
mit der SPSS Software (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) verwendet.

Die Tabelle 4 beschreibt die statistische Analysis des Volumens der entweichenden
Flassigkeit in 5 Minuten. Die 22 G Nadel verursachte einen Fruchtwasserverlust von
100 bis 51435 pL mit einem Durchschnitt von 17536.3 pL und Standardabweichung
16060.3 pL. Beim 25. Perzentil 4599.75 pL, beim 50. Perzentil 11487.5 pL und beim
75. Perzentil 31332.75 pL. Die 29 G Nadel verursachte einen Fruchtwasserverlust von
0 bis 3371 pL mit einem Durchschnitt von 285.3 pL und Standardabweichung 717.8 pL.
Beim 25. Perzentil 0 uL, beim 50. Perzentil O pL und beim 75. Perzentil 210 L.
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5. Diskussion

Die 29 G “pencil-point” Nadel mit dem kleineren Durchmesser (0,34 mm) verursachte

einen wesentlich geringeren Schaden des Chorion-Amnion und resultierte in einem 36-

mal kleinerem Loch in der Membran als das, das bei der Benutzung einer 22 G Nadel
zu beobachten war (Abb. 6, Abb. 8).

Abbildung 7: Membranschaden nach Punktierung mit einer 29 G Nadel.
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Abbildung 8: Membranschaden nach Punktierung mit einer 22 G Nadel.

Eine neue Beobachtung war, dass die Menge des Fruchtwassers nicht proportional
zum Durchmesser der Nadel war. Das Auslaufen der Flussigkeit aus dem kleineren
Loch war wesentlich geringer als erwartet und in manchen Fallen trat Gberhaupt kein
Auslaufen auf.

Diese Ergebnisse kdnnen dadurch erklart werden, dass der Defekt, der von der Nadel
in der amniotischen Membran verursacht wird, komplett von Partikeln und Zellen, die
sich im Fruchtwasser befinden, verschlossen und/oder der Defekt durch die Bewegung
der Schichten der amniotischen Membran geschlossen wird. Aufgrund dessen ist die
Menge des Fruchtwassersverlustes geringfligig, wenn die Amniozentese mit einer 29
G Nadel durchgefihrt wird. Im Vergleich dazu, verursachen 22 G Nadeln einen
weitreichenden Schaden in der Membran.
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Der Defekt, der von der 22 G Spinalkanile verursacht wird, erlaubt es
Fruchtwasserpartikeln herauszuflie3en, so dass das Verschliel3en des Defektes durch
Fruchtwasserpartikel, wie es bei der 29 G Nadel beobachtet wurde, mit einer 22 G
Nadel nicht festzustellen war. Im Fall der Chorion-Amnion-Losldsung kdnnte das Risiko
einer iatrogenen PPROM vergréRert werden, wenn den Membranschichten ein
gréRerer Schaden zugeflgt wird.

Um die Rolle des Fruchtwassers im vorherigen Experiment zu beurteilen, wurde
dasselbe Experiment mit einer 0,9 % NaCl-Losung durchgefihrt. Die Ergebnisse
zeigen deutlich, dass die Durchflussraten mit Fruchtwasser und mit NaCl 0,9 %

unterschiedlich sind.

Aufgrund der Tatsache, dass in Salzlésungen Kkeine Zellen sowie keine
mikroskopischen Partikel enthalten sind, bestatigen unsere Ergebnisse, dass die
Zusammensetzung des Fruchtwasssers zu einem verringerten Durchfluss durch den
Defekt fihrt. Eine mikroskopische Untersuchung des Fruchtwassers sowie eine
Ultraschalluntersuchung erlaubten eine Visualisierung der Partikel und Zellen
(Devlieger et al.,, 2002). Die Existenz dieser Partikel und Zellen ermdéglicht eine
Verringerung oder sogar einen kompletten Stopp des Fruchtwasserverlustes durch den

Defekt, der von einer 29 G Nadel wahrend einer Amniozentese verursacht wird.

Entsprechend den Ergebnissen scheint es, dass die Bestandteile des Fruchtwassers
nicht in der Lage sind, den Defekt, der von einer 22 G Nadel verursacht wird, zu
verschlieBen. Es ist offensichtlich, dass der Durchmesser dieses Defekts groRer ist und
dass Partikel und Zellen ebenfalls herausflieRen, wenn Fruchtwasser durch den Defekt

flieRt. Das Auslaufen dauert sogar an, wenn der hydrostatische Druck abnimmt.

Diese Ergebnisse stimmen mit denen von Devlieger und seinen Kollegen uberein
(Devlieger et al., 2002), welche eine Blockade von sehr dinnen Nadeln durch die
Partikel feststellten, die im Fruchtwasser zu finden sind und dies als nachteilig
beurteilten. Fir unsere Zwecke sollte die Tatsache, dass Fruchtwasser Partikel und
Zellen enthalt, jedoch als Vorteil betrachtet werden, da sie den Fruchtwasserverlust
reduziert oder sogar ganz stoppt. Im Gegensatz zu Devlieger et al. konnten wir keine
Blockade der Nadel selbst durch Partikel und Zellen wahrend der Amniozentese

beobachten.

Tatséchlich fihren wir seit 2008 Amniozentesen mit 29 G Nadeln durch und haben
diese Methode bei 200 Patientinnen in der 16. Schwangerschaftswoche

vorgenommen, wovon mindestens 50 dieser Félle eine Chorion-Amnion-Dissoziierung
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als Komplikation beinhalteten. Normalerweise dauert die Enthahme des Fruchtwassers
langer als bei der Verwendung einer Nadel mit einem gréR3eren Durchmesser (Scott et
al., 2002), aber die Amniozentese konnte bei allen Patientinnen ohne jegliche
Komplikationen durchgefiihrt werden. Die 29 G Nadel wurde nicht von Partikeln und
Zellen blockiert und das Fruchtwasser konnte ohne jede Schwierigkeit entnommen
werden (Tchirikov et al., 2009).

Die gesamte Methode der Membranpunktierung mit der Nadel wurde unter Nutzung
eines Mikroskops wéahrend einer Amniozentese in vitro untersucht. Es zeigte sich, dass
sich die verschiedenen Schichten der amniotischen Membran sofort nach dem
Herausziehen der Nadel innerhalb derselben Flache der Membran in verschiedene

Richtungen bewegten (Abb. 5).

Das kleine Loch, das von der 29 G Nadel verursacht wurde, wurde aufgrund der
Bewegung dieser Membran nach dem Herausziehen der Nadel geschlossen, so dass
die kleinen Ldcher nicht mehr Uberlappten. Diese Bewegung fuhrt sofort zu einer
vollstdndigen Abdeckung des Lochs oder zumindest zu einem verringerten
Durchmesser, woraufhin Partikel im Fruchtwasser die verbliebene Beschadigung
schlieen kénnen. Aufgrund dieses Effekts wurde wéahrend der Amniozentese in vitro

konnte keinerlei Fruchtwasserverlust beobachtet werden.

Es ist ebenfalls mdglich, dass die Bewegung der Membran langsamer stattfindet und
das Loch als Ergebnis eines Uberlappens der Schichten einige Sekunden spéter
geschlossen wird. Dementsprechend verringert sich die GrolRe des Lochs ein paar
Sekunden spéter, so dass Partikel und Zellen dann in der Lage sind, das Loch zu
verschlieen. Aufgrund dieses Effekts ist das Auslaufen des Fruchtwassers geringfiigig

und stoppt nach einigen Sekunden.

Ein weiterer essentieller Unterschied zwischen 22 G und 29 G Nadeln ist die Form der
Nadelspitzen. In der Abbildung 9 ist ersichtlich, dass die Spitze der 29 G Nadel anders
ist als die der 22 G Nadel. Die Spitze der 29 G Nadel ist konisch, wahrend die Spitze
der 22 G Nadel scharf und die Nadel abgeschragt ist. Wahrend der Amniozentese
dringt Fruchtwasser in die 29 G Nadel durch das Loch an der Seite der Nadel, nur
wenige Millimeter unter der Spitze ein. Bei einer 22 G Nadel dringt das Fruchtwasser

durch die abgeschragte Spitze ein.
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Abbildung 9: 29 G (links) und 22 G (rechts) Nadelspitzen im Vergleich.

Die unterschiedlichen Spitzen der zwei Nadeltypen kénnten die verschiedenen Grade
des Schadens erklaren, der in der amniotischen Membran entsteht. Die atraumatische
29 G “pencil point* Nadel ,6ffnet” die Membran wahrend des Punktierungsprozesses
(Figure 2B). Dies konnte ebenfalls die Tatsache erklaren, dass in Studien, in denen
zwei Nadeln mit scharfen, abgeschragten Spitzen verglichen wurden, keine
Unterschiede beobachtet werden konnten (Uludag et al., 2010).

Danach ist die elastische amniotische Membran ebenfalls in der Lage, zu schrumpfen
und so die Gro3e des Loches, das von der Nadel verursacht wurde, zu reduzieren.
Dieses Loch kann sofort von Partikeln und Zellen, die im Fruchtwasser zu finden sind,
geschlossen werden oder kann sich durch das Uberlappen der Schichten der Membran

nach dem Herausziehen der Nadel schlielRen.

Wenn die 22 G Nadel die Membran punktiert, wird diese aufgrund der Form der
Nadelspitze durchbrochen und zerissen (Abb. 8). Nach dem Herausziehen der Nadel
ist kein vollstandiges Uberlappen der Schichten moglich und der relativ groRe

Durchmesser des Lochs kann nicht von Partikeln und Zellen geschlossen werden.
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In diesem Fall bleibt das Loch offen und der Riss in der Membran fihrt zu einem
Verlust von Fruchtwasser nach der Methode. Demnach scheint nicht nur der kleinere
Durchmesser, sondern auch die konische Spitze der 29 G Nadel entscheidend fiir die

Verringerung des Membranschadens zu sein.

Des Weiteren gibt es einige andere Effekte, welche das Phanomen des nicht
vorhandenen Auslaufens des Fruchtwassers durch die beschadigte Stelle erklaren
kénnten. Zu allererst hat die friihere Forschung bewiesen, dass die Moglichkeit einer
getrennten Punktierung des Amnions und des Chorions, wie in unseren
Untersuchungen beobachtet, in dem Rahmen zunimmt, in dem der Durchmesser der
Punktierung abnimmt (Schober et al., 1994). Zusammen mit der Flexibilitat der
amniotischen Membran zeigt der Mechanismus einer getrennten Punktierung einen
Weg zur Reduzierung der gesamten Offnung zwischen der Innenseite (der

amniotischen Hoéhle in vivo) und der Aul3enseite der zwei Membranschichten auf.

Die Flexibilitdét der Membran kann auch den resultierenden Durchmesser des Lochs
von nur 187 um (Abb. 5) erklaren, welcher geringer ist als die erwarteten 340 um
(Durchmesser einer 29 G Nadel). In derselben Untersuchung konnte gezeigt werden,
dass die Region, welche die Punktierungsstelle umgibt, weniger gespannt ist, wenn ein
kleineres Punktierungswerkzeug verwendet wird. Eine Untersuchung der Physiologie
des Fetalmembranrisses zeigte, dass Spannung ein zentraler Mechanismus in der
Schwéchung der Fetalmembran ist. Daher wird die Reduktion der Scherspannung
wahrend der Punktierung angestrebt, um die GroRe des Membrandefekts zu

reduzieren (Moore et al., 2006).

Zusatzlich zeigte eine Analyse der biochemischen Eigenschaften von amniotischen
Membranen, dass sowohl das Amnion als auch das Chorion sehr hydrophob sind. Die
Oberflachenhydrophobie kann als Mechanismus betrachtet werden, der dazu dienen
soll, Wasser von der amniotischen Hohle fernzuhalten. Diese Ergebnisse kodnnten
erneut die Tatsache erklaren, dass kein Flissigkeitsverlust wahrend der Verwendung
eines Fruchtwassers und nur ein geringer Flissigkeitsverlust wahrend der Verwendung

einer NaCl 0,9 % L6sung beobachtet wurde.

Die Oberflachenhydrophobie der auf3eren und inneren Eihaut des Menschens konnte
dadurch gemessen werden, dass der Kontaktwinkel sich umkehrte, wenn ein Tropfen
Salzwasserlésung auf eine nicht-benetzbare Oberflache aufgebracht wurde. Eine
starke Oberflachenhydrophobie impliziert dabei eine gute Grenzschmierung (zwischen

Feststoffen) sowie eine gute Ablosefahigkeit wvon Nachbargeweben und
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Wasserabweisungsvermogen, was einen mdoglichen Faktor dafir darstellen kénnte,
dass die Eihaute das Fruchtwasser zuriickhalten kdnnen. Gute AblGseeigenschaften
und Gleitfahigkeit wurden dabei bei ausgerichteten monomolekularen Phospholipid-
Schichten erzielt. Diese Ergebnisse untermauern damit die Theorie, dass die innere
und &aulRere Eihaut gute Abldseeigenschaften und Grenzreibung aufweisen, was
vermutlich auf die adsorbierten oberflachenaktiven Stoffe zuriickzufiihren ist (Hills and
Cotton, 1986).

Die hydrophobe Eigenschaft der Plazenta nimmt mit steigendem Erwachsenenalter zu,
wobei es gut moglich ist, dass sie diese Eigenschaft von den absorbierten
oberflachenaktiven Stoffen verliehen bekommt, die im Fruchtwasser vorhanden sind
und von denen bekannt ist, dass sie auch andere Oberflachen wasserabweisend
machen. Da das Schleimhautepithel der Fruchtblase denselben oberflachenaktiven
Stoffen in derselben physikalischen Zustandsform wie die Alveolarwand des Fotus
ausgesetzt ist, lassen die oben aufgefiihrten Ergebnisse darauf schlieBen, dass diese
Oberflache ebenfalls hydrophob sein kénnte. (Cotton and Hills, 1984).

Dies konnte eine zusatzliche Erklarung fir unsere Ergebnisse auf einer sub-
mikroskopischen Ebene sein, zusatzlich zu der mechanischen SchlielBung des
Membrandefekts durch mikroskopische Partikel. Interessanter Weise unterscheidet
sich der Flussigkeitsverlust zwischen NaCl und Fruchtwasser dramatisch, sowohl fir
22 G als auch fur 29 G Nadeln.

Des Weiteren ist dieser Effekt von zunehmender Bedeutung bei 29 G Nadeln (P=0.042
vs. P=0.001); dies kdnnte darauf hinweisen, dass der verringerte Flussigkeitsfluss nach
der Punktierung mit einer 29 G Nadel nicht nur die Folge einer kleineren geschadigten
Flache ist, sondern auch von der Blockade des Lochs durch Zellen und Partikel des
Fruchtwassers positiv beeinflusst wird. Der Unterschied der Verringerung der
LochgroRRe in beiden Schichten zwischen dem Fruchtwasser und der NaCl-Losung
kann auch von der Reaktion der amniotischen Membran auf verschiedene Medien

erklart werden.

Diese Studie hat gezeigt, dass die 29 G Nadel ein kleineres Loch mit weniger Schaden
an den Fetalmembranen wahrend der Amniozentese verursacht hat und dass sich das
Loch nach dem Herausziehen der Nadel komplett geschlossen hat. Eine Studie, die die
eingriffsbedingte Komplikationsrate nach der Verwendung der modifizierten Technik
der Amniozentese mit einer 29- gauge (29 G) “pencil-point* Nadel (Tchirikov et al.,

2012) misst. Dies ist eine vorausblickende deskriptive Studie von 316 Amniozentesen,
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die mit atraumatischen 29 G “pencil-point® Nadeln unter Ultraschallkontrolle
durchgefuhrt wurden. Eine Gesamtzahl von 316 Amniozentesen wurde wahrend des
post-interventionellen Zeitraums beobachtet. Die durchschnittliche Zeit, die benétigt
wurde, um 15 ml Fruchtwasser zu gewinnen, betrug 4 min. Eine Gesamtzahl von 19
Schwangerschaften wurde nach den Gentests abgebrochen. Kein Fall wurde als
eingriffsbedingter Fetalverlust eingestuft. Keine anderen Komplikationen wurden
beobachtet. 17 Kinder wurden vor dem Ende der 37. Schwangerschaftswoche geboren

und 5 Kinder hatten ein Geburtsgewicht von < 2000 g.

Die Regenerationskapazitat der amnialen Membran ist niedrig. Das verhindert die
Gefalbildung und ermdglicht eine physiologische Regeneration. Papanna et al. Fand 3
Wochen nach der Fetoskopie bei der 2. Fetoskopischen Laser-OP wegen eines Re-
TTTS einen 5-6 mm grolRen Defekt der amnialen Membran. Zeichen fir eine
Granulation oder Vaskularisation des Amnion-Defektes konnten nach der ersten

fetoskopischen Laser-OP nicht gefunden werden.

Diese Komplikationen, wie die Blutung und der morphologische Schaden der
Membran, konnten zu einer Infektion oder Chorioamnionitis fihren und die

Schwangerschaft bedrohen.

In den letzten Jahren wurde der nicht invasive pranatale Test (NIPT) auf den Markt
eingefiihrt, der die Chromosomen-Abweichungen des ungeborenen Kindes aus dem
mudtterlichen Blut nachweisen kdnnte. Die Chromosomenanomalien, die nachgewiesen
werden kdnnten, sind Trisomie 21, 18 und 13, Turner-, Triple- X-, Klinefelter- und XYY-
Syndrom. Es werden nicht alle Chromosomen unter dem Mikroskop untersucht und
das Fehlen von Bruchstiicken oder zahlenméalBige Abweichungen anderer
Chromosomen kénnen nicht nachgewiesen werden. Falsche positive Befunde (Dugo et
al., 2014) oder falsche negative Befunde (Smith et al., 2014) wurden schon
dokumentiert. Der falsche Befund kdnnte wegen Mosaizismus der Plazenta resultiert
werden, da die kindliche DNA nur von Plazenta-Zellen stammt. Der nicht invasive

pranatale Test ist auch bei einer Mehrlingsschwangerschaft nicht geeignet.

Die Amniozentese ist eine alte und routinierte Methode und bis heute der Goldstandard
in der Pranataldiagnostik. Amniozentese mit der 29 G atraumatischen “pencil-point"
Nadel scheint eine sichere Methode mit extrem geringem Komplikationsrisiko zu sein

und ist eine gute Alternative zu der traditionellen 22 G Quincke Nadel.
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Die Evolution entwickelte keine Schutzmechanismen beim PPROM fir den Feten.
Durch einen Spéatabort oder eine Fruhgeburt wird nur die Mutter geschutzt (Tchirikov
2010).

Die Membranen agieren als ein ,Schild® fur den Fotus und jedes Mal, wenn sie
punktiert werden, muss mit der allergrof3ten Sorgfalt vorgegangen werden. Jede
Anstrengung muss unternommen werden, um den F6tus zu schutzen und das Risiko
von Komplikationen oder sogar Fetaltod muss, wann immer moglich, vermieden
werden. Diese Studie hat bewiesen, dass der Gebrauch der 29 G Nadel das Risiko von
morphologischen Schaden und Infektionen wéhrend einer Amniozentese erheblich

verringern wird.
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6. Zusammenfassung

Ziel: Ein Vergleich der Perforationseigenschaften von Standard 22 G Nadeln (0,7 mm)
zu 29 G Nadeln (0,34 mm) fir Amniozentese.

Methoden: 17 menschliche chorioamniotische Membranen wurden direkt nach einem
Kaiserschnitt perforiert, wobei eine 22 G Nadel fir Spinalandsthesie und 29 G “pencil-
point Nadeln fir Amniozentese unter In-vitro-Bedingungen verwendet wurden. Das
Gebiet der Perforation wurde durch Zuhilfenahme eines Mikroskops bestimmt und das

Volumen der entweichenden Flussigkeit Uber einen Zeitraum von 5 min gemessen.

Ergebnisse: Aus einer Membranperforation mit der 22 G Nadel resultierte eine
durchschnittlich beschadigte Oberflache von 225.147,4 um?2, ein Loch mit einer
durchschnittlichen GroRe von 50.154 um? sowie ein Durchfluss des Fruchtwassers von
17,5 ml/5 min, wéhrend die 29 G Nadel lediglich eine durchschnittlich beschadigte
Oberflache von 114.812,4 um?, ein Loch mit einer durchschnittlichen GroRe von 1382,5
um? sowie einen Durchfluss des Fruchtwassers von 0,28 ml/5 min verursachte. Diese

Unterschiede waren erheblich.

Zusammenfassung: Das Loch, das von der Membranperforation mit einer 29 G
“pencil-point” Nadel fir Amniozentese verursacht wird, ist 36-mal kleiner und der
Fruchtwasserverlust 61-mal geringer als der, der mit einer 22 G Standardnadel flr
Spinalanasthesie gemessen wurde. Eine wesentliche Reduzierung der Komplikationen,

die nach einer Amniozentese folgen, wird mit der 29 G Nadel erwartet.
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Thesen

Der Defekt, welcher bei der Membranperforation mit einer 29 G ,pensil-point*
Nadel fir die Amniozentese entsteht, ist 36-mal kleiner als der Defekt, der mit
einer 22 G Nadel verursacht wird.

Der Fruchtwasserverlust nach Perforation mit einer 29 G Nadel ist 61-mal
geringer als dieser, der bei Verwendung einer 22 G Standardnadel gemessen

wurde.

Der Verlust von NaCl 0,9 % nach Perforation mit einer 29 G Nadel ist 11-mal

geringer als bei Verwendung einer 22 G Standardnadel.

Der resultierende Durchmesser des Loches, das von der Membranperforation
mit der 29 G Nadel verursacht wurde, betragt lediglich etwa 187 pum, was
deutlich unter dem zu erwartenden Wert von 340 um (Durchmesser einer 29 G
Nadel) liegt.

Nach Entfernung der 29 G Nadel kommt zum Uberlappen der Defekte zwischen

amnialen und chorialen Membranen .

Ein SchlieRen des Defektes durch das Uberlappen der Membrane wurde nach

der Punktion mittels einer 22 G Nadel nicht beobachtet.

Die Amniozentese mit einer 29 G atraumatischen ,pencil-point“ Nadel erscheint
als eine sichere Methode und ist eine gute Alternative zur Ublichen 22 G
Quincke Nadel.

Die Verwendung einer 29 G Nadel kénnte das Risiko von Rh-Sensibilisierung
einer Rhesus negativen Mutter beim Rhesus positiven Kind wahrend der

Amniozentese verringern.

Unter Verwendung einer 29 G Nadel bei der Amniozentese kdnnte das Risiko

einer vertikalen Infektion des Kindes deutlich reduziert werden.
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