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1 Einleitung

1 Einleitunq

In der Einleitung wird zunachst die Zielsetzung der Arbeit dargestellt. An-
schliellend werden die kongenitalen Herzfehler und die méglichen Therapie-
optionen beschrieben. Im Speziellen wird die intrauterine ultraschallgesteuerte
Punktion erlautert. Danach wird die Herzentwicklung des Menschen und die des
Huhnes beschrieben und beide miteinander verglichen. Im letzten Unterpunkt
dieser Einleitung wird erlautert, weshalb der HUhnerembryo als Tiermodell

gewahlt wurde und welche Probleme dieses Tiermodell mit sich bringt.

1.1 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es, ein Tiermodell zu entwickeln und zu optimieren, an
dem untraschallgesteuerte intrauterine Herzpunktionen simuliert werden
konnen. Mit diesem Modell sollten technische Probleme erkannt und geldst
werden und ein Ubungsobjekt geschaffen werden.

Es sollte ein Modell entstehen, bei dem, beginnend bei der Einschalen-
praparation, Uber die sonographische Darstellung und Herzpunktion durch ein
Fenster im Ei bis zur Nachuntersuchung die bestehenden Probleme aufgezeigt
und Losungen dargestellt werden. Die Kiken sollten nach der Punktion einige
Stunden im Ei weiterleben bevor die Nachuntersuchung durchgefuhrt wurde.
Das Herz mit dem Stichkanal sollte nach der Punktion am Stereomikroskop wie
auch histologisch untersucht werden, um damit die Auswirkung der Punktion
darzustellen, sowie einen Nachweis Uber die Treffsicherheit zu erbringen.
Zukunftige Forschung konnte die weitere Entwicklung und Verbesserung der
Technik zur intrauterinen Intervention beim Menschen bei Stenosen oder
Atresien der Pulmonal- bzw. Aortenklappe sowie dem daraus resultierenden

hypoplastischem Linksherzsyndrom zum Ziel haben.
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1.2 Kongenitale Herzfehler und mogliche Therapieoptionen

Die aktuellen Mortalitatsziffern von Neugeborenen in Deutschland und Europa
zeigen, dass etwa 20 % der Todesursachen beim Saugling und 50 % der durch
Fehlbildungen verursachten kindlichen Todesfalle kardiovaskularen Ursprungs
sind (Uebing et al, 2006; Subirana, 2005; Meyer-Wittkopf et al, 2003b).

Werden Herzfehlbildungen bereits pranatal mittels Echokardiographie erkannt,
so sinkt durch das Optimum des perinatalen Managements die Mortalitat und
auch die postnatale Morbiditat (Wilkins-Haug et al, 2005, Meyer-Wittkopf et al,
2003c). Mit Hilfe neuester Techniken ist es in der Zwischenzeit moglich, eine
diagnostische Fetalechokardiographie schon zum Ende des ersten Trimenons,
ab der 13. Schwangerschaftswoche, durchzufiuhren (Meyer-Wittkopf et al,
2003c; Haak et al, 2002).

In der folgenden Tabelle wird die prozentuale Haufigkeit der pranatal mittels
Echokardiographie erkannten Herzfehlbildungen, bei denen eine ultraschall-
gesteuerte Intervention denkbar ist, in Relation zu allen kongenitalen Herz-

fehlern dargestellt.

Herzfehler Lebendgeburten mit | Fehl- und Totgeburten
Herzfehler in % mit Herzfehler in %
Pulmonalstenose 9 1
Aortenklappenstenose 3 0,5
Hypoplastisches-Linksherz- 4 5
Syndrom
Pulmonalklappenatresie bei
intaktem Ventrikelseptum ° °

Tab. 1: Prozentualer Anteil der Herzfehlersubtypen, bei denen eine sonographisch gesteuerte
kardiale Intervention denkbar ist, in Bezug auf alle kongenitalen Herzfehler
Quelle: Modifiziert nach Meyer-Wittkopf et al, 2003b
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Die postnatale Behandlung intrauterin diagnostizierter Herzfehlbildungen kommt
bei den oben angegebenen Herzfehlertypen nach Ansicht der Experten zu spat,
da diese Krankheitsbilder im Laufe der fetalen Entwicklung einen progredienten
Verlauf aufweisen und auf Grund der veranderten intrakardialen und intra-
vaskularen Hamodynamik zu irreversiblen Sekundarschaden fuhren (Wilkins-
Haug et al, 2005; Meyer-Wittkopf et al, 2003c; Friedman et al, 2002; Cohen,
2001; Hornberger et al, 1995). Der verminderte Blutfluss bei hochgradigen
Klappenstenosen/-atresien fihrt unbehandelt zu vermindertem, asym-
metrischem Gefallwachstum mit sekundarer GefalRhypoplasie sowie zu einer
Hypoplasie des betroffenen Ventrikels und somit zu einem funktionell
univentrikularen Herzen (Wilkins-Haug et al, 2005; Meyer-Wittkopf et al, 2003b).
Uber 50 % der mit Herzfehlbildungen lebend geborenen Kinder versterben in
den ersten Lebenstagen (Arzt et al, 2003).

Das hypoplastische Linksherzsyndrom wird derzeit postpartal intensiv-
medizinisch mit frihzeitiger Intubation und Beatmung sowie medikamentds mit
Prostaglandin behandelt (Rychid, 2005; Hofbeck et al, 1997). In den darauf
folgenden Tagen wird, je nach Schweregrad, interventionell mittels Herz-
katheter eine Ballondilatation der stenosierten Klappe durchgefihrt oder
herzchirurgisch therapiert, haufig mittels einer Norwood-Operationsfolge
(Rychid, 2005; Wilkins-Haug et al, 2005; Wloch et al, 2004; Meyer-Wittkopf et
al, 2003b; Hofbeck et al, 1997; Simpson et al, 1997). Ohne Behandlung
versterben die meisten der Kinder innerhalb der ersten Tage nach der Geburt
(Wilkins-Haug et al, 2005; Hofbeck et al, 1997).

Die Prognose kongenitaler Herzfehler ist derzeit noch schlecht, da haufig neben
dem hypoplastischen Ventrikel eine schlechte Ventrikelfunktion, Arrhythmien,
extrakardiale Anomalien oder ein retrograder Blutfluss in den Aortenbogen
vorliegen. Haufig sind mehrere Operationen notig, viele der Kinder versterben
praoperativ in utero oder postnatal an ihrer Erkrankung (Wloch et al, 2004;
Meyer-Wittkopf, 2002; Hofbeck et al, 1997; Simpson et al, 1997).
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1.3 Die intrauterine untraschallgesteuerte Punktion

1.3.1 Indikation, therapeutisches Ziel

In postnatal durchgeflhrten kinderkardiologischen Untersuchungen wurde
gezeigt, dass die meisten Herzfehler wahrend der Fetalperiode progredient
verlaufen, nur die wenigsten heilen oder verbessern sich spontan (Axt-Fliedner
et al, 2006; Meyer-Wittkopf et al, 2003c; Friedman et al, 2002; Cohen, 2001;
Hornberger et al, 1995). Stenosen und Atresien der Pulmonal- bzw. Aorten-
klappe sowie das hypoplastische Linksherzsyndrom werden als modgliche
Indikation fur eine intrauterine, ultraschallgesteuerte Herzpunktion angesehen.
In vielen dieser Falle treten schwerwiegende Sekundarschadigungen auf. Diese
aulBern sich sowohl in endo- als auch in myokardialen Schadigungen des
Herzens. Dadurch erhdhen sich die postnatale Mortalitat und Morbiditat, in
Folge dessen sinkt der Erfolg der postnatalen Behandlungsoptionen und
Prognosen (Kohl, 2002). Auf Grund dieser Erkenntnisse gewinnt die frihzeitige,
pranatale Behandlung angeborener Herzfehler immer mehr an Bedeutung.

Um grolRere Schaden zu vermeiden, ware es wichtig, nach moglichst fruh
gestellter Diagnose eine zeitnahe Behandlung anzustreben, was jedoch erst
nach der 18. Schwangerschaftswoche madglich ist (Meyer-Wittkopf et al, 2003c).
Das Ziel einer frihen Intervention ware es, die Sekundarschadigung
weitestgehend zu minimieren, evtl. ein kompensatorisches Wachstum des
geschadigten Ventrikels zu erreichen und die postnatalen weiterfUhrenden
Behandlungsmoglichkeiten sowie die Prognose zu verbessern.

Bisher wurde nur Uber eine geringe Anzahl erfolgreich durchgeflhrter intra-
uteriner Punktionen berichtet. Daher wurde noch in keiner Studie die in utero

durchgefuhrte Ballondilatation mit der postpartalen Standardtherapie verglichen.
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1.3.2 Bisherige Experimente und Ergebnisse beim Tiermodell Schaf

Auf Grund der bestehenden Probleme, die bei der intrauterinen, kardialen
Intervention beim menschlichen Fet auftreten, wurde bereits am Tiermodell
Schaf nach dem geeigneten Vorgehen geforscht. Dies war nach Kenntnis der
Autorin das bisher einzige Tiermodell fur diese Art der Intervention.

Es werden fetoskopische Eingriffe, Katheterisierung des Herzen Uber die
Umbilicalarterie unter fetaler transésophagealer Ultraschallkontrolle, offene
fetale Herzchirurgie, offene transumbilicaler Herzkatheterisierungen sowie
ultraschallgesteuerte kardiale Katheterinterventionen transhepatisch tber die V.
cava inferior beschrieben. Als Komplikationen bei traten Blutungen, technische
Probleme, Verletzungen des Chorions oder Septikdmien auf (Jouannic et al,
2005; Kohl et al 2000b; Kohl et al 2000c; Kohl et al 1997).

Die durchgefuhrten Eingriffe entsprechen weder der am Menschen bisher
durchgefuhrten Herzkatheterisierung noch der am Hihnerembryo ausgefihrten
Interventionen.

Das Tiermodell Schaf bringt einen hohen Aufwand an Arbeit, Zeit und Kosten
mit sich. Wird mit Schafen experimentiert, so treten ethische Probleme auf, da
es sich um ein Tierexperiment handelt. Durch das Experiment wird das Mutter-

schaf und ein gesunder Fet hohen Belastungen und Schmerzen ausgesetzt.

1.3.3 Bisherige Ergebnisse intrauteriner Herzklappeninterventionen zur

Korrektur angeborener Fehlbildungen in der Humanmedizin

Kongenitale Fehlbildungen wie Zwechfellhernien, Myelomeningozelen oder
Harnwegsobstruktionen werden heutzutage bereits erfolgreich pranatal
therapiert (Green et al, 2005; Jung et al, 2005; Meyer-Wittkopf et al, 2003b;
Walsh et al 2003, Meyer-Wittkopf, 2002; Walsh et al, 2000). Derzeit gibt es auf
dem Gebiet der pranatalen minimalinvasiven Herzpunktion, abgesehen von
experimentellen Einzelfallberichten, noch keine etablierten pranatalen
Behandlungsmoglichkeiten. Auch bisher durchgefuhrte Tierversuche auf

diesem Gebiet sind rar und weisen deutliche Liicken auf
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Darstellung der Vorgehensweise zur intrauterinen Dilatation von stenosierten

Pulmonal- oder Aortenklappen aus der Literatur

Nach Sedierung von Mutter und Kind wird durch das mutterliche Abdomen
unter sonographischer Kontrolle eine Nadel transthorakal in den Ventrikel des
Feten vorgeschoben und in die Nahe der zu dilatierenden bzw. zu eréffnenden
Herzklappe gebracht. Nach Entfernen des Mandrins wird Uber die verweilende
Kanule ein Fuhrungsdraht vorgeschoben, mit dem die Klappe perforiert wird.
Uber die gesetzte Perforation wird anschlieBend die Ballondilatation der
stenosierten oder atretischen Klappe durchgefuhrt. In der nach der Dilatation
erfolgten Farbdopplerdarstellung der Herzens wird das Perfusionsergebnis
kontrolliert. (nach Galindo et al, 2006 ; Tworetzky et al, 2004; Arzt et al, 2003;
Tulzer et al, 2002; Kohl et al, 2000a; Lopes et al, 1996; Allan et al, 1995;
Maxwell et al, 1991).

Ballondilatation der Pulmonalklappe

Zum gegenwartigen Zeitpunkt liegen drei Veroffentlichungen dber eine
Ballondilatation der Pulmonalklappe bei Pulmonalstenose und —atresie vor.
Galindo et al (2006), Arzt et al (2003) und Tulzer et al (2002) berichten Uber
insgesamt vier behandelte Feten in der 25. bis 30. Schwangerschaftswoche,
jeweils mit Pulmonalatresie bzw. hochgradiger Pulmonalstenose bei intaktem
Septum interventrikulare. Teilweise lag ein imminenter Hydrops fetalis vor, es
bestand zusatzlich ein erhdhter arterieller und zentralvendser Blutdruck.

Die kardiale Punktion und die Dilatation waren in allen Fallen erfolgreich. Nach
der Dilatation zeigte sich bei allen Feten eine Verbesserung der rechts-
ventrikularen Herzfunktion mit Verbesserung der Effizienz und Abfall des
arteriellen und zentralvendsen Blutdrucks auf ein angemessenes Level.

Bei allen Kindern hatte sich der rechte Ventrikel nach dem Eingriff gut
entwickelt und es entstand ein biventrikularer Kreislauf, die Schwangerschafts-
dauer konnte in allen Fallen bis Uber die 30. Schwangerschaftswoche hinaus

verlangert werden. Zum Zeitpunkt der Publikationen hatten drei dieser Kinder
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ein Alter zwischen 12 und 18 Monaten erreicht, (iber das Uberleben des vierten
Kindes wurde vom Autor keine Angaben gemacht.
(nach Galindo et al, 2006; Arzt et al, 2003; Tulzer et al, 2002).

Aufgetretene Komplikationen bei der Dilatation der Pulmonalklappe

Galindo et al (2006) berichten Uber eine Restenose mit Anzeichen einer
Zirkulationsstorung in der 34. Schwangerschaftswoche. Dies fuhrte zu einer
vorzeitigen Entbindung mit postpartal erfolgreich durchgeflhrten Valvuloplastik
(Galindo et al 2006).

Tulzer et al (2002) berichten Uber eine nach der Punktion aufgetretene peri-
kardiale Blutung, die sich spontan verschloss. Aul3erdem blieb bei zwei Feten
die gesprengte Herzklappe nur wenige Wochen gedffnet bevor ein Wieder-
verschluss in beiden Fallen zur Entbindung in der 35. bzw. 38. Schwanger-
schaftswoche zwang, die Entbindungen verliefen unproblematisch, bei keinem
der Kinder wurde eine Einstichstelle in der Brust gefunden (Tulzer et al, 2002).
Arzt et al (2003) beschreiben eine Uber die Punktion hinaus bestehende
Bradykardie, die erfolgreich mit Atropin behandelt wurde (Arzt et al, 2003).

Alle Kinder wurden mit Prostaglandin behandelt, in allen vier Fallen erfolgte
eine erneute Dilatation der Klappe post partem. Zusatzlich wurde bei den
Neugeborenen ein Blalock-Taussig-Shunt gelegt, um die Lungenperfusion zu
gewahrleisten (Galindo et el, 2006; Arzt et al, 2003; Tulzer et al, 2002).

Ballondilatation der Aortenklappe

Intrauterine Dilatationen der Aortenklappe wurden zwischen 1989 und 2000 von
unterschiedlichen Teams in sieben internationalen Zentren durchgefuhrt.
Insgesamt wurde bei 40 Feten mit stenosierter bzw. atretischer Aortenklappe
und daraus resultierender hochgradiger linksventrikularer Dysfunktion eine
kardiale Punktion zur Ballondilatation der erkrankten Klappe durchgefuhrt. Die
Punktion erfolgte in allen Fallen zwischen der 21. und 33. Schwanger-

schaftswoche, ein bis neun Wochen nach Diagnosestellung.
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Die Punktion war in 25 Fallen technisch erfolgreich. Bei 14 Patienten wurde in
den Wochen nach der Dilatation mittels Doppler-Sonographie ein signifikantes
Wachstum der Aorten- sowie der Mitralklappe festgestellt, allerdings bei nicht-
signifikantem Wachstum des linken Ventrikels. Es konnte auch eine
Verbesserung der linksventrikularen Leistung nachgewiesen werden, welche
sich gegen Ende der Schwangerschaft jedoch haufig wieder verschlechterte.
Von den erfolgreich punktierten Feten haben langfristig elf Gberlebt, nur drei mit
biventrikularem Kreislauf. Bei fast allen Uberlebenden Feten war eine erneute
Ballondilatation oder eine chirurgische Intervention nach der Geburt nétig.

(nach Wilkins-Haug, 2005 ; Tworetzky et al, 2004 ; Kohl et al, 2000a ; Lopes et
al 1996 ; Allan et al, 1995 ; Maxwell et al, 1991)

Aufgetretene Komplikationen bei der Dilatation der Aortenklappe

Bei der Aortenklappe trat in einigen Fallen das Problem auf, dass das
Uberwinden der Klappe mit dem Fiihrungsdraht nicht méglich war und sie somit
nicht dilatiert werden konnte. Diese Kinder verstarben haufig intrauterin oder
wenige Tage nach der Geburt (Tworetzky et al, 2004; Maxwell et al, 1991).

Bei einigen Feten wurde der Ballon im Ausflusstrakt und nicht auf Hohe der
Klappe dilatiert, so dass keine Verbesserung der Ausflussrate erzielt werden
konnte (Maxwell et al 1991).

Als ein weiteres haufig aufgetretenes Problem stellte sich der Ballonabriss dar.
Dabei sind beim Zurickziehen des Ballons in die Nadel an deren scharfer
Spitze Teile des Ballons abgerissen und im Herzen, im Herzmuskel oder der
Lunge verblieben. Embolien sind dadurch in keinem der Falle entstanden
(Tworetzky et al, 2004; Lopes et al, 1996; Allan et al 1995).

Viele Feten verstarben im Mutterleib oder nach der Geburt an den Folgen von
Blutungen, persistierenden Bradykardien, kardialer Dysfunktion, Pleura-
ergussen, Amnionitiden oder an der postpartalen chirurgischen Intervention.
Maternale Komplikationen wurden nicht beschrieben (Tworetzky et al, 2004 ;
Kohl et al, 2000a ; Lopes et al 1996 ; Allan et al, 1995 ; Maxwell et al, 1991).
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1.4 Herzentwicklung

1.4.1 Herzentwicklung beim Menschen

Die Entwicklung des Herz-Kreislauf-Systems beginnt in der 2. — 3. Woche, es
nimmt als erstes embryonales Organsystem im Carnegie-Stadium 10 (am 22.
Tag post ovulationem) seine Funktion auf, am 23. Tag kdnnen Herzaktionen
bereits sonographisch nachgewiesen werden (Drews, 2006; Sohn et al, 2000).
Vor der Prachordalplatte bilden sich Kapillarinseln aus primitiven Blutzellen und
Endothelzellen. Aus diesen Inseln entwickeln sich Endothelschlauche, aus
denen sich bei der lateralen Abfaltung ein einheitlicher Herzschlauch formt. Die
Perikardhohle entsteht zum gleichen Zeitpunkt (Chinchilla et al, 2006 ; Drews,
2006; Gittenberger-de Groot et al, 2005 ; Sadler, 2003; Arey, 1965).

Am 23. Tag wachst der an der Einfluss- und Ausflussbahn in der Perikardhohle
fixierte Herzschlauch weiter und es bildet sich bis zum 25. Tag die s-férmige
Herzschleife. Bei der Entwicklung der Herzschleife treten Asymmetrien auf,
durch die zwei laminare Blutstrome entstehen, die das Herz funktionell in rechts
und links teilen (Chinchilla et al, 2006; Drews, 2006; Gittenberger-de Groot et
al, 2005; Moorman et al 2003; Sadler, 2003; Arey, 1965).

Durch die Entwicklung eines Vorhof- und eines Kammerseptums zwischen dem
28. und 34. Entwicklungstag p.o. werden die Blutstrome endgultig voneinander
getrennt. In der 5. Woche bildet sich im Truncus und Conus des Herzens das
Septum aorticopulmonale, das die Aorta und den Truncus pulmonalis
voneinander trennt (Drews, 2006; Anderson et al, 2003a, Sadler; 2003).

Bulbuswiilste Aorta bzw.
Truncus pulmonalis

w N Semilunarklappen
Ventrikel

Abb. 1: Embryologische Entwicklung der Semilunarklappen
Quelle: Modifiziert nach Armstrong et al, 2004; Anderson et al,
2003b; Sadler, 2003; Wessels et al, 1996
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Durch Mesenchymproliferation im Atrioventrikularkanal und anschlieRende
Aushohlung der entstandenen Polster auf der Ventrikelseite bilden sich die
Segelklappen heraus (Drews, 2006; Armstrong et al, 2004; Anderson et al,
2003b; Sadler, 2003; Wessels et al, 1996; Teal et al 1986).

Bei der Ausbildung der Taschenklappen entstehen kleine Héckerchen an den
Urspringen von Aorta und Truncus pulmonalis. Es treten jeweils drei subendo-
kardiale Polster auf, die in die Bahn der Aorta und des Truncus pulmonalis hin-
ein ragen. Durch den diastolischen Blutrickfluss werden die Hdckerchen all-
mahlich ausgehohlt, es entstehen die Taschen der Aorten- und Pulmonalklappe
(Abb. 1) (Drews, 2006; Armstrong et al, 2004; Anderson et al, 2003b; Sadler,
2003; Schroder et al, 2003; Oosthoek et al 1998; Teal et al 1986).

1.4.2 Stoérungen in der Entwicklung der Semilunarklappen

Wenn bei der im oberen Abschnitt beschriebenen Entstehung der Aorten- bzw.
Pulmonalklappe die Semilunarklappen teilweise miteinander verschmolzen
sind, entsteht eine Aortenklappenstenose bzw. eine Stenose der Pulmonal-
klappe. Die Klappen erscheinen dann klein, deformiert und partiell verwachsen.
Dies kann soweit gehen, dass bei der Aortenstenose nur eine
stecknadelkopfgroBe Offnung bestehen bleibt. Der Ventrikel ist auf Grund
dieses Befundes haufig zu klein ausgebildet, selten ist er vergroRert und
hypokinetisch. Dies hat Auswirkungen auf die die Grolde und das Lumen der
absteigenden Aorta, sie wird als hypoplastisch oder kontrahiert beschrieben.
Haufig finden sich ein retrograder Blutfluss in der Aorta sowie eine deutlich
reduzierte linksventrikulare Funktion.

Bei der Aortenklappenatresie sind die Semilunarklappen komplett miteinander
verschmolzen. Dies hat zur Folge, dass sowohl der linke Vorhof und der linke
Ventrikel als auch die Aorta deutlich unterentwickelt sind, es besteht ein
funktionell univentrikulares Herz. Die Korperperfusion wird vom rechten
Ventrikel getragen und ist, vor allem postpartal, abhangig vom Ductus
arteriosus Botalli und einem offenen Foramen ovale. Postpartal erfolgt eine

10
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Parallelschaltung von groRem und kleinem Kreislauf. Wird nun in der
Fetalperiode intrauterin die atretische Klappe dilatiert, hat das Herz und auch
die Aorta die Moglichkeit sich bis zur Geburt zu entwickeln und zu kraftigen.

Bei der Pulmonalstenose hingegen ist der Stamm des Truncus pulmonalis eng
oder atretisch, so dass das offene Foramen ovale fir das Blut aus dem rechten
Herzen die alleinige Ausflussbahn darstellt. Der Ductus arteriosus ist immer
offen, weil nur Uber diesen Weg die Lungen durchblutet werden konnen.

(nach Wilkins-Haug et al, 2005; Wloch et al, 2004; Meyer-Wittkopf et al, 2003b;
Sadler, 2003, Collins-Nakai et al, 2002, Simpson et al, 1997; Berishvili et al,
1995, Hornberger et al, 1995 ; Okada 1991)

Derzeit wird die molekulare und morphogenetische Grundlage der
Klappenentwicklung erforscht, um somit Rulckschlisse auf Ursachen von

Herzklappenfehler ziehen zu kdnnen (de Lange et al, 2004; Lincoln et al, 2004).

1.4.3 Herzentwicklung beim Huhn

Die Entwicklung von Huhnerembryonen im Ei, die 21 Tage umfasst, wird nach
Hamburger und Hamilton (HH, 1951) in 46 Stadien eingeteilt. Die Stadien-
einteilung richtet sich nach den einzelnen Entwicklungsschritten; das fur jedes
Entwicklungsstadium bendtigte Zeitintervall wird angegeben. Im Folgenden
werden die wichtigten Stadien in der Herzentwicklung des Huhns dargestellt.
Die Entwicklung der Herzanlage beim Huhn beginnt mit der Abfaltung des
Embryos im Stadium 9 nach Hamburger und Hamilton (HH, 1951). Dies
entspricht einer Bebritungszeit von etwa 29 Stunden.

Der Ablauf der Herzentwicklung entspricht ungefahr der des Menschen.
Innerhalb der nachsten zehn Stunden (HH 10, 33 — 38 Stunden) entwickelt sich
der Herzschlauch, im Stadium 15 nach HH (50-55 Stunden) hat sich die s-
formige Herzschleife bereits vollstandig ausgebildet.

Die Septierung des Herzens beginnt im Stadium 15 HH (50-55 Stunden) mit der
Vorhofseptierung, kurz darauf, im Stadium 19-20 HH (68 — 72 Stunden) beginnt
die Kammerseptierung und in Stadium 25 HH (4,5 — 5 Tage) schliel3lich die

11
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Septierung des Ausflusstraktes. Der Vorgang der Vorhof- und Kammer-
septierung ist im Stadium 34 HH (8 Tage) abgeschlossen.

Im Stadium 21 HH (3,5 — 4 Tage) beginnt die Entwicklung der Atrioventrikular-
klappen. Am Tag 6,0 (Stadium 29 HH) sind die Mitral- und Trikuspidalklappe
vollstandig entwickelt. Die Ausbildung der Semilunarklappen beginnt im
Stadium 28 (5,5 Tage) und endet im Stadium 34 HH (8,0 Tage), leichte
Umbauvorgange finden aber noch bis zum 14. Tag (Stadium 40 HH) statt.

Die Herzentwicklung ist am Tag 14 (Stadium 40 HH) abgeschlossen, an-
schlielend folgt die Reifung und das Wachstum bis zum Schlipfen am 21. Tag.
(nach Martinsen, 2005; de la Cruz et al, 1983; Patten, 1974; Arey, 1965)

1.4.4 Vergleichende Herzentwicklung Mensch und Huhn

Die humane Embryonalperiode mit der Organogenese endet in der 8. SSW
p.o.. In der darauf folgenden Fetalperiode erfolgt das GroRenwachstum des
Embryos und die Ausreifung der Organsysteme (Drews, 2006; Sadler, 2003).
Das Huhn befindet sich bis zum Schlupfen in der Embryonalperiode, das Herz
ist bereits nach 100 Stunden Bebrutung voll ausdifferenziert, die Lungenatmung
beginnt zwischen dem 12. und 16. Bebrutungstag (Bezzel et al, 1990).

Beim Menschen findet die Katheterintervention in der 20. — 33. SSW p.o. statt.
Der Fetus hat zu diesem Zeitpunkt eine Scheitel-Stei3-Lange von 17 — 27 cm
(Abb. 2A) sowie eine Herzlange von 24 — 42 mm und eine Herzbreite von 17 —
35 mm (Drews, 2006; Sohn et al, 2000). Das entsprechende Stadium ist beim
Huhnerembryo nach 11 Tagen Bebritung erreicht. Der Hihnerembryo hat eine
Scheitel-Steil}-Lange von 3 — 4 cm (Abb. 2B). Da derzeit keine adaquaten In-
strumente fur ein so kleines Tiermodell auf dem Markt sind, war es unmoglich
die Herzkatheterintervention zu diesem Zeitpunk durchzufihren. Daher wurde
die Punktion beim Kiken am 18. Bebritungstag (Stadium 44 HH) mit den klein-
sten verfugbaren Instrumenten durchgefihrt. Das HUhnerherz hat etwa 7 der
Grolle des menschlichen Herzens im respektiven Stadium und weist eine Lan-
ge von 8,5 — 9,8 mm und eine Breite von 6,7 — 7,8 mm auf (Romanoff, 1960).
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Wachstumskurve des menschlichen Embryos

Intervention: 20. - 33. SSW
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Abb. 2: Wachstums- und Gewichtskurven von menschlichem und Hihnerembryo.
Die roten Kasten in A und B markieren den moglichen Interventionszeitraum. Die
Pfeile in A und B zeigen den gleichen Entwicklungsstand von menschlichem Fetus
(24 SSW) und Hihnerembryo (12 Tage)

A: Wachstumskurve des menschlichen Embryos und Feten (Drews, 2006;

Sohn et al, 2000).

B: Wachstumskurve des Hiihnerembryos (Romanoff, 1960).
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Zum jeweiligen Punktionszeitpunkt, aber auch nach der Geburt bzw. dem
Schlupfen bestehen Unterschiede im Kreislaufsystem zwischen Mensch und
Huhn. Im fetalen Kreislauf des Menschen wird das Blut aus der V. cava inferior
Uber das Foramen ovale im Vorhofseptum in den linken Vorhof und weiter die
linke Kammer geleitet. Bei der Geburt verschliel3t sich das Foramen ovale auf
Grund einer Druckdifferenz im rechten und linken Herzen (Drews, 2006). Beim
Huhnerembryo finden sich anstatt eines Foramen ovale eine Vielzahl an
irregular auftretenden Perforationen im interatrialen Septum, die auf Grund
ihres Aufbaus mit sich Uberlappenden Gewebestrangen die gleiche Funktion
wie das Foramen ovale besitzen. Bereits am 12. — 16. von 21 Bebrutungstagen
erfolgt die Umstellung auf die Lungenatmung nachdem der Huhnerembryo mit
seinem Eizahn die Schalenhaut zur Luftkammer durchstolen hat. Dabei
verschlieRen sich die Perforationen wie auch beim Menschen das Foramen
ovale bei der Geburt (Drews, 2006; Bezzel et al, 1990).

Neben dem Kreislaufsystem bestehen auch makroskopische Unterschiede. Das
menschliche Herz besteht aus je zwei Vorhéfen und Kammern und kommt
zwischen den Lungenfligeln im Mediastinum zu liegen. Das Herz des Huhnes
liegt in der Mittellinie der Brusthdhle und ist, da die Lungen hoch dorsal gelegen
sind, beidseits von der Leber umschlossen. Es weist die gleiche Aufteilung in
Vorhofe und Ventrikel auf wie das menschliche Herz. Ein Unterschied ist nur in
spezifischen Strukturen erkennbar. Die V. cava cranialis und die V. cava
caudalis munden in einen erkennbaren, aber nicht sehr deutlich abgesetzten
Sinus venosus, der nicht in die rechte Vorhofwand eingegliedert ist. Er ist durch
zwei zarte muskulare Klappen, die linke und rechte Sinuatrialklappe, vom
rechten Vorhof getrennt. Des Weiteren wird die rechte Atrioventrikularklappe
durch eine starke und breite Muskelklappe ersetzt, sie besitzt keine Chordae
tendineae. Die linke Atrioventrikularklappen sowie die Semilunarklappen ahneln
den menschlichen. Beim Huhn vereinigen sich die rechte und linke Lungenvene
und midnden mit einem gemeinsamen Stamm in die linke Atrioventrikular-

offnung ein, dort werden sie von einer Lungenvenenklappe begrenzt, die den
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Blutfluss in den linken Ventrikel leitet und den Rulckfluss verhindert (Bezzel et
al, 1990; King et al, 1978).

Die aufgezeigten Unterschiede sind fur die vorliegende Arbeit nicht relevant, fur
die Punktionen und Nachuntersuchungen waren die Ventrikel von Bedeutung.
Die folgende Tabelle zeigt eine Gegenuberstellung der wichtigsten Punkte der

Herzentwicklung beim Menschen und beim Huhn.

Mensch Huhn
Herzentwicklung | ager | Groge | Stadium GroRe
Alter
p.o. mm HH mm
Beginn 2-3
Herzentwicklung | wochen | =2 9+ | >29hr| 37
Erste 33 hr—
Herzkontraktion | 22 Tage 2 10 8hr | 37
Erster Blutfluss | 24 Tage | 25-3 | 12+ |>45hr| 49
Ausbildung s-
férmige 50 hr -
formige 25Tage | 2,5-3 15 55 h 6,1
Herzschleife r
Entwicklung
Vorhof- und 2?‘34 4-10 | 15-34 |20 61_ 19
Kammerseptum age 8d
Bildung 39 - 60 5%d -
Semilunarklappen | Tage 17-40  28-34 8d 13-19
Frihest mdgliche
diagnostische ab 13. . . .
Fetalechokardio- | ssw >80 - - -
graphie
Frihest mdgliche
therapeutische . . .
Interventionen | 18 SSW | >130 - - -
(allgemein)
Zeitraum far 20.—-33.| 167 - 16 —
Herzpunktionen SSW | 310mm | 444 | 184 | 7220

Tab. 2: Wichtige Punkte der Herzentwicklung beim Menschen und beim Huhn
* derzeit sind keine Angaben verflugbar

Quelle: Nach Martinsen, 2005; Anderson et al 2003a, Anderson et al 2003b, Meyer-Wittkopf et

al, 2003c; Moorman et al, 2003; Drews, 1993; Sissman, 1970
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Vena jugularis interna Arteria carotis communis Vena brachiocephalica sinistra

Aorta ascendens

Vasa subclavia Aorta descendens

Truncus pulmonalis

Vena cava superior Linker Vorhof

Rechter Vorhof Linker Ventrikel

V. cava inferior

Rechter Ventrikel Sulcus interventricularis

Abb. 3: Schematische Darstellung des menschlichen Herzens
Quelle: Modifiziert nach Netter, 2000

A. brachio-
cephalica dextra A. carotis communis

Aorta descendens A. brachiocephalica sinistra

Aorta ascendens Aa. pulmonales

V. cava cranialis Truncus pulmonalis

Rechter Vorhof Linker Vorhof

V. cava caudalis Sulcus coronarius

Rechter Ventrikel

Sulcus longitudinalis Linker Ventrikel

Abb. 4: Schematische Darstellung des Hiihnerherzens
Quelle: Modifiziert nach Bezzel et al, 1990; King et al,
1978; Herzog, 1968
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1.5 Wahl des Tiermodells Hiihnerembryo und vorbestehende Probleme

Der Hihnerembryo ist ein klassisches Modell um die embryonale Entwicklung
zu verfolgen und zu untersuchen. Wir gebrauchten den 18 Tage alten
Huhnerembryo als Modell fur ultraschallgesteuerte intrauterine Herzkatheter-
interventionen um das technische Vorgehen zu verbessern und um magliche
negative Auswirkungen auf das Herzgewebe zu untersuchen.

Das Tiermodell wurde nach folgenden Merkmalen ausgewahlt: 1. gute und
kostengunstige Verfugbarkeit in grof3er Anzahl, 2. einfach im Umgang, keine
zeitintensive Anzuchtung, gute optische Kontrolle des Entwicklungsstadiums, 3.
schnelle Entwicklung, 4. individuelles Wachstum (kein weiterer Embryo wird
wahrend der Intervention in Mitleidenschaft gezogen), 5. kein Muttertier, das fur
die Experimente geopfert werden muss, 6. ahnliche Herzanatomie Mensch —
Huhn, 7. ethische Vertretbarkeit (es handelt sich um ein ungeschlipftes Tier,
das zum Interventionszeitpunkt noch nicht lebensfahig ist).

Als vorbestehende Probleme wurden vor allem die GrofRe des Embryos und die
seines Herzens angesehen, da diese in einem deutlich kleineren Verhaltnis zur
Punktionskanule stehen als das menschliche fetale Herz. Bei Kanulen mit
kleinerem Durchmesser stellt sich die Ultraschalldarstellung und Punktion als
schwierig dar. Des Weiteren waren sowohl die Kalkschale als auch die
Schalenhaut ein Problem flr die Ultraschalldarstellung, da die Schallwellen

reflektiert werden und keine Bildeinstellung maoglich ist.
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2 Material und Methoden

2.1 Bebriitung

Als Modell zur Simulation intrauteriner Herzpunktionen dienten im Ei befindliche
Huhnerembryonen der Gattung Gallus gallus domesticus am 18.
Bebritungstag. Die Bruteier des Stammes Braunes Leghorn, Hybride, wurden
von der Firma Anton Weil3, Vermehrungszucht GmbH, Hauptstralle 2 in 88486
Kilchberg/lller bezogen.

Die Huhnerei wurden in einem kleinen Brutschrank (Grumbach compact 584,
Firma Ehret, 79312 Emmendingen) bei einer Temperatur von 37,8 °C und einer
Luftfeuchtigkeit von 85 % fur 18 Tage inkubiert.

Zur regelmafigen Kontrolle des Wachstums der Hihnerembryonen im Ei wurde
eine Eilampe aus eigener Herstellung eingesetzt.

2.2 Eischalenpraparation

Zur Praparation der Eischale wurden unterschiedliche Techniken eingesetzt.
Nach grundlicher Desinfektion der Eioberflache mit 70%igem Alkohol wurde die
Eischale mittels eines handelsublichen Eierstechers seitlich eréffnet um 2 ml
Eiklar zu entfernen. Das entstandene Loch in der Eischale wurde mit
Isolierband (Scotch Super 88, Firma 3M, St. Paul, MN, USA) verschlossen. Zur
Praparation wurden die Eier in Paraffinhalter aus eigener Herstellung gelegt. Mit
einer Metallsage (Stanley High Speed Flexible, Firma The Stanley Works, New
Britain, CT, USA) wurde ein ungefahr 2,5 x 2,0 cm groRes Rechteck in die
Eischale gesagt. Das entfernte Eiklar wurde durch sterile Tyrode-Lésung ersetzt
um eine Adhasion des Huhnerembryos durch Dehydratation zu vermeiden. Das
entstandene Fenster wurde mit Isolierband oder steriler Folie (3M Tegaderm™
HP Transparentverband, Firma 3M Medica, 41460 Neuss) abgeklebt.

In einigen Fallen wurde die Eischale erst nach 18 Tagen Bebrutung direkt vor

der Punktion gefenstert. In diesen Fallen wurde die Schale vorsichtig entfernt

18



2 Material und Methoden

ohne die darunter liegende Schalenhaut und Chorioallantois zu verletzen. Die
entstandenen Fenster wurden erst nach der Ultraschalldarstellung mit
Isolierband beklebt.

2.3 Ultraschallgerat, Schallkopf, Kontaktgel, Tyrode-L6sung

FiUr die Ultraschalldarstellung nach 18 Tagen Bebritung wurde die Luftblase
unterhalb des Isolierbandes mit steriler Tyrode-Léosung aufgeflllt. Die
Darstellung des Huhnerembryos im Ei vor der Punktion erfolgte mittels 2-D-
Ultraschall (Ultraschallgerat: Aplio 50; vaginaler Schallkopf: Toshiba PVT-
661VT, Frequenz 6 MHz; Schallkopf zur Anwendung in der Neonatologie:
Toshiba PST-65AT, Frequenz 6,5 MHz, alles Firma Toshiba Medical Systems
GmbH, 41460 Neuss — 1) durch das Fenster in der Eischale. Das schlagende
Herz wurde durch Duplex-Sonographie farbcodiert dargestellt.

2.4 Punktionssysteme

Unter duplexsonografischer Kontrolle wurde die kardiale Punktion transthorakal
mit einer 22 G-Kanule (Spinocan, Grofke 0,70 x 88 mm/22 G x 3'%”, Firma B.
Braun Melsungen AG, 34209 Melsungen) durchgefihrt. Zur Markierung des
Stichkanals wurde entweder Tusche oder Nilblausulfat injiziert. Bei drei Herzen
wurde ein 18 G-Katheter (Spinocan, Grofde 1,3 x 88 mm/18 G x 374", Firma B.
Braun Melsungen AG, 34209 Melsungen) zur Punktion verwendet. In diesen
Fallen wurde ein Mikrokatheter aus Teflon eingebracht (Excelsior SL 10) Uber
den mittels Fiihrungsdraht (Synchro ™ Hydrophilic M 00313010 Guidewire) ein
Coil (Matrix Detachable Coil Standard/SR, helikale Form, alle Firma Boston

Scientific International B.V., Paris, Frankreich) ins Herz platziert wurde.
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2.5 Nachuntersuchung des punktierten Herzens

Zur Nachuntersuchung des punktierten Herzens wurde dieses mit
Mikroinstrumenten aus dem Thorax herausprapariert. Unter dem
Stereomikroskop (Stemi 2000, Firma Zeiss, 72447 Oberkochen) wurde das
Herz und der Stichkanal untersucht. Zur histologischen Analyse wurden die
Herzen in Paraffin gebettet. Anschlieend wurden am Mikrotom (Leitz 1515,
jetzt Firma Leica Microsystems AG, 35578 Wetzlar) 5 uym dicke Schnitte
angefertigt und auf Objekttrager aufgebracht. Das Gewebe wurde mit
Hamalaun und Eosin gefarbt und anschlielfend mit dem Mikroskop (Axiolab,
Firma Zeiss, 73447 Oberkochen) untersucht.
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3 Ergebnisse

In diesem Kapitel werden die in den Versuchsreihen erzielten Ergebnisse

dargestellt. Zu Beginn werden die Techniken der Eischalenpraparation und die

Probleme der Schalenhaut dargestellt. Des Weiteren werden in diesem Kapitel

die Ultraschalldarstellung des Huhnerembryos im Ei, die Herzpunktion sowie

die Markierung des Stichkanals aufgefuhrt. Das letzte Unterkapitel befasst sich

mit der mikroskopischen Darstellung des Stichkanals.

3.1 Experimentalablauf

Die Tabelle 3 stellt den Ablauf der Experimente in einer kurzen Ubersicht dar.

Vorgehen Zeitdauer/Zeitpunkt Unterkapitel | Seite
Bebraten der Huhnereier 18 Tage 2.1 18
} nach 48 h Bebriutung bzw.
Praparation der Eischale 3.3 23
am Tag der Punktion
Ultraschalldarstellung des )
18. Bebrutungstag 3.5 27
Embryos
Punktion des Herzens unter am Tag der 36 31
Ultraschallkontrolle Ultraschalldarstellung '
. Stunden bis Tage nach
weitere Beobachtung nach 3
der Punktion, Schlipfen 3.7 35
Punktion
eines Kikens am 20. Tag
Praparation und Nach- abhangig von der
untersuchung des Herzens in | Uberlebenszeit nach der 3.8 36

situ und am Stereomikroskop

Punktion

Tab. 3: Ubersichtliche Darstellung des Experimentalablaufs
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Tyrode Lésung

Abb. 5: Design und Aufbau des Experimentes
A: gefenstertes Ei, das Fenster ist mit Tegadermfolie abgeklebt
B: Nach 18 Tagen Bebrutung wurde die ultraschallgesteuerte Herzpunktion durch
das Fenster in der Eischale durchgefuhrt.
C: Nachuntersuchung des embryonalen Hiihnerherzen nach Entfernung aus dem Thorax

In Abbildung 5 werden das Experimentaldesign sowie die wichtigsten Schritte
des Ablaufs graphisch dargestellt. Das gefensterte Ei wurde mit Tegadermfolie
oder Isolierband abgeklebt. Nach 18 Tagen Bebrutung wurde durch das Fenster
in der Eischale die ultraschallgesteuerte Herzpunktion durchgefihrt. Nach 3 —
24 h Uberleben nach der Punktion wurden die Tiere geopfert um das Herz vom

Thorax zu isolieren und stereomikroskopisch und histologisch zu untersuchen.

3.2 Anzahl der Experimente, Menge der Hithnereier

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden elf Experimentalserien durchgefihrt,
hierfur wurden insgesamt 120 Huhnereier bebrutet. Von den bebruteten
Embryonen wurden 42 im Ultraschall dargestellt und 38 waren am Ende fur die

Punktion geeignet.
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3.3 Eischalenpraparation

Im folgenden Abschnitt werden die unterschiedlichen Moéglichkeiten aufgezeigt,

wie eine Eischale prapariert werden kann. Es werden die Techniken zur

Schalenpraparation am Tag der Punktion und zum Fenstern am zweiten

Bebritungstag dargestellt.

Die Schale der Huhnereies hat ungefahr eine Dicke von 0,2 mm und besteht

vor allem aus Kalk und nur zu ungefahr 3 % aus organischem Material, wobei

der Kalkgehalt der Schale im Verlauf der Bebritung, durch Einbau in die sich

bildenden Knochen des Embryos, absinkt. Die Schale besitzt zahlreiche Poren,

durch die ein Gasaustausch stattfindet, der fur die Atmung des Embryos not-

wendig ist. Des Weiteren kdnnen Wassermolekille austreten. Durch ihren

Aufbau ist die Schale fur Ultraschallwellen nicht durchdringbar; daher musste

die Schale vor der sonographischen Darstellung prapariert — gefenstert —

werden.

3.3.1 Praparation der Eischale am Tag der Punktion

In den ersten Versuchsreihen wurden die Eier
nach 18 Tagen Inkubation direkt vor der
Katheterintervention gefenstert. Das Kuken hat
zu diesem Zeitpunkt bereits die gleiche Grolde
wie das Ei erreicht und liegt mit Kopf und
Nacken gegen den stumpfen Eipol, der Thorax
mit dem Herzen ist also unter der langlichen
Eiachse zu finden. Das Kuken dreht sich auto-

matisch mit dem Rucken zur Eiunterseite, so

Abb. 6: Ei am Punktionstag mit
angesagten Sollbruchstellen

dass es keine Rolle spielt, wo genau gefenstert wird, die Punktion kann in

jedem Falle transthorakal durchgefuhrt werden.
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Die Eischale wurde wie in Kapitel 2.2
| beschrieben gefenstert. Das angesagte
 Rechteck hatte eine GréRe von ca. 2,5 x 2,0

| cm. Zur Vereinfachung der Praparation

wurde die Flache des grolien Rechteckes
durch Ansagen der Eischale in Kkleine
Abb. 7: Blick auf die Schalenhaut bei Rechtecke mit einer Seitenlange von

am Punktionstag prapariertem ) _
Ei, kleine Einrisse der Haut maximal 0,3 — 0,4 cm unterteilt (Abb. 6).

siehtbar Dies erleichterte das Abheben der Eischale
und gewahrleistete, dass die darunter liegende Schalenhaut und Chorioallantois
intakt blieben (Abb. 7). Ein EinreilRen der Chorioallantois hatte unkontrollierbare
Blutungen und den Tod des Huhnerembryos zur Folge.
Die Uberlebensrate der Hilhnerembryonen war bei dieser Methode weit aus
hoher als bei der Praparation am zweiten Bebriutungstag. Es wurden insgesamt
fur diese Technik 58 Huhnereier inkubiert, in 30 Huhnereiern wuchsen Huhner-
embryonen heran. Dies entspricht einer Uberlebensrate von 51 %. Die Ursache
fur das Absterben der 28 Embryonen ist nicht bekannt und wurde fur die

vorliegende Arbeit nicht untersucht.

3.3.2 Praparation nach 48 h Bebriitung, Isolierband

Die Eischalenpraparation nach 48 Stunden Bebriutung wurde wie in Kapitel 2.2
dargestellt durchgeflhrt.

In diesem fruhen Stadium liegt die Schalenhaut noch direkt an der Eischale an
und wird bei der Praparation mit entfernt. Die zu diesem Zeitpunkt noch nicht
vollstandig entwickelte Chorioallantois und die kleine GroRe des Embryos
erlaubten eine Schalenfensterung ohne Verletzung und Blutung. Das Gefal3netz
der Chorioallantois bildet sich auch bei Vorhandensein des Fensters in der
Eischale normal aus.

Nachdem die Eischale prapariert war, wurde das Fenster mit Isolierband dicht

verschlossen und das Ei konnte weiter bebrutet werden.
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Fir diese Arbeit wurden 42 Huhnereier am zweiten Tag der Inkubation
gefenstert, nur 12 konnten fur die Punktion verwendet werden. Dies entspricht
einer Uberlebensrate von 29 %. Die Griinde flr den Verlust von 30 Eiern waren
Fehler bei der Eischalenpraparation, Probleme bei der Inkubation (Temperatur-

oder Luftfeuchtigkeitsschwankungen) oder Infektionen im Ei.

3.3.3 Praparation nach 48 h Bebritung, Folie

Bei dieser Variante der Eischalenpraparation wurde die Schale wie oben
beschrieben gefenstert. Anstatt das entstandene Fenster mit Isolierband
abzukleben, wurde die durchsichtige, sterile Folie von TegadermTM-PfIastern
verwendet (Abb. 8). Diese Pflaster werden im klinischen Gebrauch zur Fix-
ierung peripherer Venenverweilkatheter verwendet.

Der Huhnerembryo konnte auf diese Weise fur weitere 16 Tage bebrutet
werden, der Entwicklungsverlauf konnte durch das transparent abgeklebte

Fenster problemlos ohne Offnen des Eies beobachtet werden.

Tegadermfolie

Dotter
Isolierband

Ei

Paraffinhalter

Abb. 8: gefenstertes Ei abgeklebt mit Tegaderm™-Folie
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3.4 Probleme der Schalenhaut

Im Rahmen dieser Arbeit traten haufig Probleme mit der Schalenhaut des Eies
auf, da Uber diese keine Ultraschalldarstellung des Kikens mdglich war.

Ein Experiment diente dazu, die Ultraschallundurchlassigkeit der Eischalenhaut
zu beweisen und zu zeigen, dass keine anderen Einstrukturen die Ultraschall-
ausbreitung hemmen. Vier Tage alte HuUhnerembryonen in einer
Abdampfschale dienten als Modell, das im Ultraschall dargestellt werden sollte.
Von 18 Tage bebruteten Huhnereiern wurde die Schalenhaut entfernt und fur
die Ultraschalldarstellung auf die Abdampfschale gelegt. Anschlielend wurde
Uber die Schalenhaut versucht, eine sonographische Darstellung des Embryos
zu erzielen. Der vier Tage alte Hihnerembryo in der Abdampfschale konnte auf
Grund starker Reflexionen in keinem der durchgefuhrten Versuche abgebildet
werden. Wurde die Eischalenhaut entfernt, konnte der Embryo deutlich
dargestellt werden.

Histologische Untersuchungen der Schalenhaut zeigten ein kompaktes Netz
kollagener Fasern, das fur die Impermeabilitdt der Ultraschallwellen
verantwortlich ist.

Da es trotz intensiver Bemuhungen nicht moglich war, wahrend den
durchgefuhrten Versuchsreihen eine adaquate Ldsung fur das Problem der
Schalenhaut zu finden, wurde diese bei den 30 Huhnereiern, die am
Punktionstag gefenstert wurden, direkt vor der Ultraschalldarstellung mit einer
Pinzette entfernt. Da die Chorioallantois mit ihrem Gefalinetz direkt unter der
Schalenhaut liegt, war die Entfernung der Schalenhaut unvermeidbar mit einem
Einriss des Gefallnetzes verbunden. Dies hatte fur den Embryo Blutverluste zur
Folge, so dass dieser je nach Menge des Verlustes innerhalb von Minuten bis
Stunden verendete.
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3.5 Ultraschalldarstellung

Im Folgenden wird die Durchfuhrung und Verbesserung der Ultraschall-
darstellung beschrieben. Es werden nachfolgend die verschiedenen Maglich-
keiten zur sonographischen Darstellung des Kikens im Ei und die dabei
erzielten Ergebnisse aufgeflhrt.

Um die Hihnerembryonen mittels Ultraschall darstellen zu kénnen, mussten die
Huhnereier im vorliegenden Fall ungefahr einen Kilometer weit vom
Anatomischen Institut zur Universitatsfrauenklinik mit dem Pkw transportiert
werden. Zum Transport wurden die Huhnereier in Zellstoff eingepackt und in
eine Isolierbox gelegt, die zuvor mit auf 40 °C erhitzen Warmeakkus ausgelegt
wurde. Dies sollte eine Unterkihlung der ungeschlipften Kiken vermeiden. Der
Transport gelang auf diese Weise immer problemlos. In der Frauenklinik
wurden die Huhnereier bis zur Punktion und auch danach bis zum
Rucktransport in das Anatomische Institut im dortigen Labor im Inkubator bei 37
°C aufbewahrt bzw. mit Hilfe einer handelsublichen Infrarotlampe warm

gehalten.

3.5.1 Wahl des Ultraschallkopfes

Zu Beginn der Versuchsreihen wurden fur die Ultraschalldarstellungen der
Toshiba-Schallkopf PVT-661VT, mit einem Frequenzbereich von 6 MHz, der
transvaginalen Sonographie verwendet. Diese
Schallképfe haben mit 2,5 x 1,5 cm eine kleine
Kopfgrofle und sind somit fur die GroRe des
Eies und die Flache des Fensters gut geeignet.

Jedoch hat der Schallkopf eine zu grofRe Lange,
so dass prazises Steuern und eine

angemessene Druckverteilung auf das Ei nicht

Abb. 9: Wahrend der Ultraschall- o ] .
darstellung, Ei liegt in moglich waren. Die nachsten Versuche wurden

Paraffinhalter, zu sehen ist _ _ .
der Toshiba-Schallkopf mit einem deutlich kleineren Schallkopf,

aus der Neonatologie
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Toshiba PST-65AT, mit einem Frequenzbereich von 6,5 MHz, durchgefihrt
(Abb.9), der normalerweise in der Kinderneonatologie zum transkraniellen
Ultraschall verwendet wird. Dieser hat einen vergleichbar kleinen Kopfdurch-
messer und liegt gut in der Hand, so dass damit ein prazises Arbeiten mdglich
ist. Dieser Schallkopf wurde ab der zweiten Versuchsreihe ausschlielich flr

die Darstellungen und die Punktionen verwendet.

3.5.2 Durchfiihrung und Ergebnisse der Ultraschalldarstellung

Die Durchfuhrung der Ultraschalldarstellung entsprach dem herkdmmlichen
Umgang mit diesem Gerat. Das schlagende Herz war im Normalfall gut zu
erkennen (Abb. 10), genauso wie die Wirbelsdule und der Schnabel des
Kukens. Zur Verdeutlichung des schlagenden Herzens wurde am
Ultraschallgerat die Duplexfunktion eingestellt (Abb. 11), mit der stromendes
Blut farblich dargestellt wurde. Im vorliegenden Fall wurde auf den Schallkopf
zustromendes Blut rot, vom Schallkopf wegstromendes Blut blau unterlegt.
Nachdem das schlagende Herz des Kukens dargestellt war, konnte die
Herzpunktion begonnen werden. Bei den Ultraschalldarstellungen konnte
erkannt werden, ob der Embryo im Ei noch lebte.

Bereits durch leichten Druck oder Verkanten des Schallkopfes brach die
Eischale im Bereich des Fenster ein, haufig bildeten sich Risse Uber die
gesamte Eischale hinweg.

Fur die vorliegende Arbeit wurden 42 ungeschlipfte Kuken im Ultraschall
dargestellt, die im Ei herangereift waren. Bei der sonographischen Darstellung
zeigte sich, dass zwei dieser Kiken im Ei abgestorben waren, bei zwei weiteren

Eiern lag keine Befruchtung vor.

28



3 Ergebnisse

Herz

Eischale

Rechter Vorhof

Vorhofseptum

¥ Linker
Ventrikel

Mitralklappe Linker Vorhof

Abb. 10: Ultraschalldarstellung des embryonalen Hiihnerherzens in der Ubersicht
und vergroéRert

3.5.3 Darstellung der am Tag zwei praparierten Hihnereier

Bei den zwolf Huahnereiern, die bereits am zweiten Bebritungstag prapariert
wurden, erfolgte die sonographische Darstellung anfangs durch das Isolierband
hindurch. Der mit Luft geflllte Raum, der sich zwischen der Chorioallantois und
dem Klebeband befindet, wurde mit Tyrode-Lésung aufgefullt.

Mit dieser Methode konnte der Embryo im Ei dargestellt werden, jedoch
reflektierte das Isolierband einen Teil der Schallwellen, so dass eine
einwandfreie Darstellung nicht gelang. Aus diesem Grund wurden mit dieser

Methode nur vier Hihnerembryonen sonographisch dargestellt.
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Duplexfenster

Herz

Ventrikelseptum Linker Ventrikel

Rechter
Bluffl
Ventrikel utuss
Trikuspidal- Mitralklappe
klappe
Rechter Vorhof Linker Vorhof

Abb. 11: Farbdopplerdarstellung des embryonalen Hiihnerherzen
rot = auf den Schallkopf zu strémendes Blut,
blau = vom Schallkopf weg stromendes Blut

Bei den restlichen acht Huhnereiern, die am zweiten Inkubationstag, Stadium
19 HH, gefenstert wurden, wurde zur Ultraschalldarstellung am 18.
Bebritungstag (Stadium 44 HH), das Isolierband entfernt und das Ultraschallgel
vorsichtig direkt auf die darunter liegende Chorioallantois gegeben, um den
Embryo zu schallen. Mit dieser Methode wurden gute, scharfere Darstellungen
erzielt.

Durch leichten Druck oder Verkanten des Schallkopfes riss die Chorioallantois
mit dem darunter liegenden Gefalplexus auf Grund mangelnder Stabilitat in

einigen Fallen ein, es kam zu starken, unkontrollierbaren Blutungen.
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Die besten Ergebnisse wurden erzielt, wenn das Fenster im Ei mit
Tegadermfolie verschlossen wurde. Sie erlaubte eine besser Transparenz und
war fur die Ultraschalldarstellung kein Hindernis, es traten keine Reflexionen
ein. Dadurch konnte die Folie zur Ultraschalldarstellung belassen werden, was

bessere Stabilitat sowie Sterilitat im Eiinneren zur Folge hatte.

3.6 Punktion des Herzens

Im folgenden Ergebnisteil wird die Punktion des embryonalen Hihnerherzens
aufgezeigt. Des Weiteren wird auf Mdoglichkeiten zur Markierung des
Stichkanals sowie auf die sonographische Beurteilung des Uberlebens direkt

nach erfolgter Punktion eingegangen.

3.6.1 Vorgehen

Sobald das Herz des Hihnerembryos
deutlich im Ultraschallfenster eingestellt war,
konnte die Punktion durchgeflhrt werden.
Dabei wurde wunter permanenter sono-
graphischer Sicht die Kanlle durch das
Fenster im Ei (Abb. 12) in Richtung des
schlagenden Herzens geflhrt. Sobald eine

unmittelbare Nahe zum Herzen erreicht war,

Abb. 12: Punktion des embryonalen

wurde — wie das beim menschlichen Fet Herzens unter Ultraschall-
darstellung mit dem Toshiba-
auch geschehen soll - das Herz Schallkopf aus der

Neonatologie
transthorakal punktiert. Diese Bewegung

wurde zugig durchgeflhrt, denn das Kuken

war in der Lage auszuweichen.
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Mitralklappe _  Linkes Atrium

Vorhofseptum

Linker Ventrikel Rechtes Atrium

Punktionskantle

Trikuspidalklappe

Kammerseptum Rechter Ventrikel

Abb. 13: Sonographisch gesteuerte Punktion des embryonalen Hiihnerherzens
Farbdopplerdarstellung: rot = auf den Schallkopf zu stromendes Blut, blau = vom
Schallkopf weg stromendes Blut

Sobald sich der Sonographeur sicher war, einen der Ventrikel getroffen zu
haben (Abb. 13 und Abb. 14) und keine Methoden zur Markierung des Stich-
kanals geplant waren, wurde die Kanule wieder entfernt. Der Punktionsvorgang
war abgeschlossen. Das Ei wurde anschlieRend, nachdem das Ultraschallgel
grob entfernt wurde, wieder mit Isolierband verschlossen, denn die
ungeschllipften Kiken sollten nach der Punktion noch einige Stunden

uberleben.
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Die Punktion an sich stellte wahrend der Versuche nie ein Problem dar, nach
sonographischer Beurteilung glickte sie in allen 38 Fallen. Direkt nach der
Intervention wurde eine kurzzeitige Tachykardie als Punktionsfolge beobachtet.
In Folge der Abklihlung des Embryos aullerhalb des Inkubators konnte in vielen
Fallen eine Bradykardie festgestellt werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 12 Huhnerembryonen ohne weitere Mal3-
nahmen zu Sichtbarmachung des Stichkanals punktiert.

3.6.2 Markierung des Stichkanals mit Tusche oder Nilblausulfat

Um nach der Punktion bei der Praparation des Kiikenherzens die Einstichstelle
aufzufinden, wurde entweder Tusche oder Nilblausulfat verwendet.

Tusche besteht aus feinen Kohlenstoffpartikeln, die mit Schellackseife und
Wasser versetzt werden, sie ist also aus organischen Inhaltsstoffen zusammen-
gesetzt. Sie eignet sich gut flr die Markierung im Herzen, da ihre feinen Partikel
teilweise mit dem Blut weitertransportiert werden. Somit konnte bei der
Praparation des Herzens im Anschluss an die Punktion dargestellt werden,
dass das Herz getroffen wurde und dass ein Blutfluss wahrend und nach der
Punktion durch das Herz stattgefunden hatte, d.h. dass das Kiken die Punktion
primar Uberlebt hatte. Nilblausulfat hat die Eigenschaft, das Gewebe, mit dem
es in Verbindung kam, einzufarben. Dies erleichtert bei der Herzpraparation das
Auffinden der Einstichstelle am Herzen. Fur die Experimente wurde willkurlich
entschieden, ob Tusche oder Nilblausulfat verwendet wird.

Zur Markierung des Stichkanals wurde eine geringe, nicht definierte Menge an
Tusche oder Niblausulfat durch den Katheter gespritzt. Die Injektion konnte auf
dem Ultraschallmonitor verfolgt werden.

Auf diese Weise wurden 23 Embryoherzen markiert.
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Rechter Ventrikel Rechter Vorhof
Punktionskanile Klappenebene
Kammerseptum Linker Ventrikel

Abb. 14: Sonographisch gesteuerte Punktion des embryonalen Hihnerherzen
Farbdopplerdarstellung: rot = auf den Schallkopf zu strdmendes Blut,
blau = vom Schallkopf weg strémendes Blut

3.6.3 Einsetzen eines Coils

Eine weitere Moglichkeit, die Punktionsstelle zu kennzeichnen, bietet das
Setzen eines Coils mittels Katheter.

Fir die vorliegende Arbeit wurde der kleinstmdgliche auf dem Markt befindliche
Katheter verwendet, der normalerweise in der Neuroradiologie zum Einsatz
kommt. Dieser Katheter ist der einzige, der durch die 18 G-Kanule passt. Er hat
einen Aullendurchmesser von 1,7 Fr. und ein Innenlumen von 0,0165 in., dies
ermdglich die Verwendung von 0,014 in. FUhrungsdrahten und ist daher mit
Matrix™ Detachable Coils kompatibel. Es wurde der Matrix™ Detachable Coil

Standard S/R in der helikalen Form verwendet.
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Ein erster Versuch, in dem der komplette Coil platziert werden sollte, misslang.
Der Coil stand in einem zu groRen Verhaltnis zum embryonalen Huhnerherzen.

Fiar die nachsten beiden Versuche wurde nur eine Windung der Coilspirale
verwendet.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde in ein Herz der vollstandigen Coil implantiert,
zwei Huhnerembryonen wurde auf die zuletzt beschriebene Weise punktiert.
Alle drei Embryonen sind schon wahrend der Punktion verendet. Selbst die
gekurzten Coils waren fur das Herz des ungeschlupften Kikens noch zu grof3,
so dass sie nicht korrekt im Herzen zu liegen kamen und bei der nachfolgenden
Praparation nicht lokalisiert werden konnten. Durch das Kurzen der Coils und
ihre daraus resultierende Form wurde das Abwerfen der Coils stark erschwert.

3.6.4 Sonographie nach der Punktion

Direkt im Anschluss an die Punktion wurde mittels Ultraschall beobachtet, ob
das Herz des ungeschlipften Kikens weiter schlagt. Nur sieben der 38

punktierten Hihnerembryonen haben die Punktion nicht dberlebt.

3.7 Uberleben der Embryonen nach der Punktion

31 von 38 Huhnerembryonen haben die Katheterintervention Uberlebt. Die
uberlebenden Embryonen wurden nach drei (n = 22) oder nach sechs Stunden
(n = 8) geopfert um die Auswirkungen der Intervention auf das Herzgewebe zu
untersuchen. Einer der punktierten Embryonen aus einem am zweiten
Bebrutungstag gefensterten Ei wurde nach der Punktion am 18. Tag nicht pra-
pariert, ihm wurde nach 24 Stunden zum Schlupfen verholfen. Dieses Kuken
hat die Punktion Uberlebt, es wurde fur weitere sechs Monate beobachtet. Das
Herz dieses Kikens wurde nicht prapariert, da das Tier nach dem Schlupfen

aus Tierschutzgrinden nicht getotet wurde.
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Langzeituntersuchungen zum Uberleben der Hiihnerembryonen nach der
Punktion wurden in dieser Studie nicht durchgefuhrt.

Die Ursache des Absterbens der sieben Hlhnerembryonen konnte in der
postinterventionellen Untersuchung nicht immer ausreichend geklart werden. In
diesen Fallen sind Verletzungen der Chorioallantois, Hypothermie oder Brady-
kardie als Todesursache zu nennen. Es konnten aber auch unterschiedliche
Uberlebensraten abhangig von der Jahreszeit festgestellt werden.

3.8 Nachuntersuchung des punktierten Herzens

Um die Folgen der kardialen Punktion untersuchen zu kénnen, wurde nach dem
Absterben des HUhnerembryos das Herz aus dem Thorax herausgeldst und

anschlieRend am Stereomikroskop wie auch histologisch untersucht.

3.8.1 Praparation des Herzens Thoraxwand

Zur Praparation des Herzens wurde das
Kiken aus dem Ei genommen und auf einer
Korkplatte fixiert. Mit einer feinen Schere
wurde der Thorax langs eréffnet, so dass das
Herz deutlich zwischen den Dbeiden
Lungenflugeln erkannt wurde (Abb. 15). Das

Herz wurde von den Hauptstammen geldst

Rechte Lunge Punktionsstelle

und aus dem Thorax isoliert. Herz Linke Lunge

Bei der Praparation wurde bei drei der 38 o
Abb. 15: Herz in situ,
Herzen, durch nicht vollstandiges Losen des Einstichstelle sichtbar
Herzens von den GefalRen, der dorsale Tell
von Vorhéfen und Ventrikeln aufgerissen. Damit konnte bei der

Nachuntersuchung dieser Herzen kein gesichertes Ergebnis gefunden werden.
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V. cava cranialis A. brachiocephalica

Rechtes Atrium Arteria pulmonalis

Rechtes Herzohr Linkes Atrium

Sulcus coronarius
Rechter Ventrikel Linker Ventrikel

Sulcus longitudinalis

Abb. 16: Isoliertes Herz unter dem Stereomikroskop betrachtet

3.8.2 Nachuntersuchung am Stereomikroskop

Bei der folgenden Untersuchung der 35 verbliebenen Herzen am Stereomikro-
skop (Abb. 16) mit Videodokumentation wurde zu erst die Herzaulenseite nach
den Punktionsstellen abgesucht. Dabei wurde bei sechs Herzen die Einstich-
stelle an Hand der Farbmarkierung aufgefunden, in sechs Fallen wurde zu viel
Tusche bzw. Nilblausulfat injiziert, so dass keine Aussage Uber den Stichkanal
gemacht werden konnte. Zwolf Herzen wiesen aulerlich keine erkennbaren
Veranderungen auf. Bei sieben wurde eine Herzbeuteltamponade erkannt, drei
Herzen wurden mit einem Coil versorgt. Ein Kilken wurde nach 24 Stunden aus
dem Ei geholt, das Herz wurde aus Tierschutzgrinden nicht untersucht.
Anschlielend wurden die Vorhdofe und Kammern eréffnet. Die coronare
Schnittfiihrung gab einen guten Uberblick in die Atrien und Ventrikel. Der erste
Schnitt wurde an der Herzbasis gesetzt um die Klappenebene beurteilen zu
koénnen. In dieser Region wurden keine Auffalligkeiten gefunden.

Auf Grund der Tusche- oder Nilblausulfat-Farbung konnte festgestellt werden,

ob und in welchem Teil des Herzens sich dieses Gemisch befindet (Abb. 17).
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Linker Ventrikel mit Nilblausulfat

Rechter Ventrikel mit Nilblausulfat

Einstichstelle

Pinzette

Abb. 17: Herz im Querschnitt, Nilblausulfat in beiden Ventrikeln, Nilblausulfat als
Stichkanalmarkierung im Myokard des rechten Ventrikels sichtbar

Daraus lie3en sich Ruckschlisse auf den Erfolg der Punktion, den Punktionsort
sowie, an Hand der Verteilung der Tusche, Uber die Herzaktion ziehen.

Wurde mittels Langsschnitten die Atrien und Ventrikel eroffnet, so konnten die
Vorhéfe und Kammern genauso untersucht werden. Aus Ubersichtsgriinden
wurde aber fir diese Arbeit die coronare Schnittflihrung bevorzugt.

Nachdem die Vorhofe und Ventrikel dargestellt waren, wurde der Bereich der
Punktionsstelle prapariert (Abb. 18). Diese Stellen fielen durch erhohte
Konzentrationen an Tusche oder Nilblausulfat auf, in manchen Fallen konnten
Spuren von Blut in der Myokardwand gefunden werden. Es konnte jedoch kein
transmuraler Myokarddefekt ausgemacht werden. In den 12 Fallen, in denen
weder Tusche noch Nilblausulfat injiziert wurde, konnte trotz positiver Ultra-
schallkontrolle kein kompletter transmuraler Stichkanal gefunden werden. Das
Myokard hatte sich nach der Intervention ohne sichtbare Gewebsschadigung
wieder verschlossen. Der einzige Anhalt auf eine erfolgreiche Punktion war eine

geringe, punktformige Blutung, die den Stichkanal markierte.
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Einstichstelle im
Myokard mit Tusche

Rechter Ventrikel

Abb. 18: Herz im Querschnitt, Einstichstelle im rechten Ventrikel sichtbar,
Tusche im rechten Ventrikel

In funf Fallen fanden sich keine Spuren von Tusche oder Nilblausulfat im
Myokard, im Herzinneren war aber je nach Injektion Farbemittel als Beweis fur
eine gegluckte Punktion nachzuweisen.

In vier Fallen ist die Punktion ins Herz trotz positiver sonographischer Kontrolle
nicht gegluckt. In diesen Fallen wurde bei der Punktion Tusche oder Nilblau-
sulfat injiziert, welches aber im Herzen nicht nachzuweisen war.

In drei Fallen kann keine Aussage Uber die Punktion gemacht werden, da bei
der Punktion weder Tusche noch Nilblausulfat verwendet wurde.

Bei funf Herzen wurde ein Hamoperikard gefunden. Dies wird als erfolgreiche
Punktion gesehen. Das Hamoperikard tritt als Komplikation des Eingriffes auf.
Weitere Auffalligkeiten am Myokard oder im Herzinneren wurden nicht entdeckt.
Auf Grund der Technik zur Markierung der Punktionsstelle mit Tusche oder
Nilblausulfat war es nicht moglich, in jedem Fall das gleiche Volumen an
Farbstoff zu injizieren. Bei der Nachuntersuchung stellte sich heraus, dass das
Myokard von vier Herzen durch eine zu groRe Menge an Tusche bzw.
Nilblausulfat Gberfarbt war. Die Herzen konnte nicht beurteilt werden, es war

jedoch gesichert, dass bei der Punktion das Herz getroffen wurde.
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Linker Ventrikel

Zugeschnittener
Coil im Myokard

Blut

Septum
interventriculare

Rechter Ventrikel

Abb. 19: Herz im coronaren Schnitt, Coil der sich in der auReren
Herzwand befindet

In acht Fallen konnte makroskopisch vor der Herzpraparation die Einstichstelle
auf Grund der Tusche- bzw. Nilblausulfat-Farbung oder auf Grund von kleinen,
punktférmigen myokardialen gefunden werden. Diese Herzen wurden auf die
oben beschriebenen Weisen prapariert wobei besonders Wert auf das Gebiet
um den Stichkanal gelegt wurde. Es wurden aber keinerlei Auffalligkeiten am
Myokard oder in den Ventrikeln gefunden.

Die drei Herzen, bei denen die Katheterpunktion durchgefuhrt wurde, wurden
ebenfalls prapariert. Das Herz, bei dem der ungekurzte Coil verwendet wurde,
wies einen zerstoérten Ventrikel auf, der Coil wurde in Herznadhe gefunden. Die
beiden Herzen, die mit dem gekurzten Coil markiert wurden, wiesen beide
ebenfalls beschadigte Ventrikel auf. Bei einem dieser Herzen hatte sich der Coil
in der auReren Herzwand verhakt (Abb. 19), beim anderen Herzen wurde er
nicht wieder gefunden. Zwei Herzen wurden nicht eréffnet, sie wurden zur
histologischen Untersuchung in Paraffin gebettet. Das Herz des Uberlebenden

Kikens wurde nicht untersucht.
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Arcus aortae

Aa pulmonales — A. Brachiocephalica
\;
Linker Vorhof ——— : —— Rechter Vorhof
Blut

Mitralklappe ——Trikuspidalklappe

Linker Ventrikel ————— Rechter Ventrikel
Artefakt - | = Einstichstelle
1 mm

Abb. 20: Langsschnitt durch das Herz eines Embryos 6 Stunden nach Punktion
(ohne Stichkanalmarkierung), die Einstichstelle ist als fibriniberzogene
Diskontinuitat im Myokard zu sehen (Kasten)

3.8.3 Anfertigung von Paraffinschnitten

Zwei Huhnerembryonen wurden sechs Stunden nach der Intervention (ohne
Stichkanalmarkierung) geopfert, die Herzen wurden zur histologischen Unter-
suchung in Paraffin gebettet. Es wurden 5 ym dicke Langsschnitte angefertigt,
das Herzgewebe wurde mit Hamalaun-Eosin (HE) gefarbt.

Es zeigte sich eine fibrinlberzogene transmurale Unterbrechung der Kontinuitat
des Myokards im Bereich der Punktionsstelle im rechten Ventrikel (Abb. 20).
Weitere histologische Veranderungen wurden nicht gefunden, es fand noch

keine Narbenbildung statt.
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3 Ergebnisse

Auf Grund des KathetergroRe trat bei der Punktion eine 0,7 mm breite
Myokardschadigung auf. Die histologische Untersuchung zeigte, dass das
Myokard sich sechs Stunden nach der Punktion bis auf ca. 250 ym wieder
verschlossen hatte. Jedoch kénnen auch Fixation und die Einbettung in Paraffin

den bestehenden Injektionskanal kunstlich geweitet haben.

3.9 Bewertung der sonographischen Treffsicherheit

Es wird festgesetzt, dass das Herz als getroffen gilt, wenn die Punktion
sonographisch gesichert ist und sich Tusche bzw. Nilblausulfat im Herzen
finden lasst bzw. wenn ein Hamoperikard vorliegt.

Die Praparation der Herzen ergab, dass in 26 der 38 Falle das Herz getroffen
wurde. In drei Fallen traten Praparationsfehler auf, vier Punktionen verfehlten
das Herz, drei Herzen konnten nicht ausgewertet werden, da keine Markierung

des Stichkanals durchgeflihrt wurde,

in einem Fall wurde der Coil nicht Anzahl Punktionen 38
wieder gefunden. Ein Embryo wurde, Erfolgreiche Punktion 26
davon:

24 Stunden nach  sonographisch Tusche oder Nilblausulfat im

erfolgreicher Intervention, am 19. Herz ohne Einstichstelle
, e : Hamoperikard
Bebrutungstag vorsichtig aus dem Ei 2u viel Tusche/Nilblausulfat
geholt. Das Herz dieses Embryos | Einstichstelle uf3erlich sichtbar
. , Coil im/am Herzen
wurde nicht nachuntersucht. Zwei Histologie
Herzen wurden zur histologischen Uberleben

Untersuchung in Paraffin gebettet, Praparationsfehler

Nicht-erfolgreiche Punktion

bei beiden Fallen konnte der

Stichkanal nachgewiesen werden
Tabelle 4 zeigt diese Ergebnisse

nochmals auf.

Keine Bewertung mdglich

Verlust des Coils

= W A W=2NNDNOOPR~AO O

Tab. 4: Bewertung der Treffsicherheit
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4 Diskussion

4 Diskussion

Die Ergebnisse der Entwicklung und Optimierung des Versuchstiermodells
sowie die dabei aufgetretenen Limitationen werden diskutiert, dazu werden die
einzelnen Unterpunkte aus dem Ergebniskapitel jeweils separat aufgegriffen
und erlautert. Dies sind im Einzelnen die intrauterine, ultraschallgesteuerte
Punktion, das Huhn als Modell sowie die Diskussion des geeigneten
Vorgehens. Am Ende dieses Kapitels wird eine Schlussfolgerung aus der Arbeit

gezogen sowie ein kurzer Ausblick gegeben.

4.1 Intrauterine, ultraschallgesteuerte Punktionen in der Humanmedizin

Die bisher durchgeflhrten intrauterinen kardialen Punktionen bei kongenitalen
Pulmonal- oder Aortenstenosen bzw. -atresien sowie dem daraus
resultierenden hypoplastischen Linksherzsyndrom waren der Einstieg in eine
neue Behandlungsoption. In Anbetracht der geringen Anzahl an durchgefuhrten
Versuchen in der Humanmedizin und den dabei aufgetretenen Problemen ist
der Bedarf nach einem adaquaten, einfach zu handhabenden Tiermodell
offensichtlich.

Ohne postnatale Operationen verschlimmern sich die Herzfehlbildungen und
rufen schwerwiegende Sekundarschadigungen hervor. Die Langzeit-
uberlebenschancen betroffener Kinder sind sehr gering. Spontanheilungen
wurden bisher nicht beschrieben.

11 — 45 % der Feten mit strukturellen Herzfehlern werden abgetrieben. Von den
verbleibenden Kindern versterben 8 — 26 % in utero sowie 43 — 53 % direkt
nach der Geburt (palliative Versorgung), wahrend Herzoperationen oder im
Neugeborenenalter. Langzeitiberleben kann bei 21 — 45 % aller betroffener,
nicht abgetriebener Kinder festgestellt werden (Galindo et al, 2006; Golombeck
et al, 2006; Kohl et al, 2000; Fesslova et al, 1999). Im speziellen Fall des

hypoplastischen Linksherzsyndroms werden 44 — 55 % der betroffenen Feten
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abgetrieben, wahrend 75 — 94 % der verbleibenden Feten in utero oder
postpartal versterben. Nur 6 — 25 % Uberleben fur lange Zeit (Lary et al, 2001;
Lopes et al, 1996).

Eine groRe Anzahl der abgetriebenen Feten oder Kinder, die in utero, postpartal
oder wahrend des chirurgischen Eingriffs versterben, kdénnten von einer
therapeutischen intrauterinen Intervention profitieren. In Anbetracht der
schlechten  Uberlebenschancen der Kinder mit  hypoplastischem
Linksherzsyndrom stellt sogar eine Therapie, mit dem Risiko den fetalen
Patienten zu toten, eine akzeptable Option dar. Bisher durchgeflihrte
intrauterine Herzinterventionen wurden durch technische Probleme, wie die
Unaberwindbarkeit der zu dilatierenden Herzklappe oder Dilatation des Ballons
im Ausflusstrakt distal des gewlinschten Gebiets limitiert. Daneben bestanden
Risiken wie persistierende Bradykardien beim Fetus oder Verletzungen, die zu
Notsectiones fuhrten. Dennoch verbessert die pranatale Herzintervention die
Uberlebenschancen und reduziert postpartale Komplikationen. Eine einzige
Intervention fihrt nicht unbedingt zur Heilung des betroffenen Kindes,
verbessert aber den fetalen Blutfluss durch das Herz und die Herzentwicklung
und erhéht damit die Chancen auf eine erfolgreiche postpartale Behandlung.
Wird vor der Anwendung in der Humanmedizin an einem passenden Tiermodell
(z.B. Huhnerembryo) trainiert, so koénnen technische Komplikationen
weitestgehend minimiert werden. Nebeneffekte der Punktion auf den Embryo
konnen im Tiermodell untersucht und mogliche Therapieoptionen entwickelt
werden.

Wenn man sich zur pranatalen Herzpunktion entscheidet, missen auch die
maternalen Risiken in Betracht gezogen werden. Bisher wurde von keinen
maternalen Komplikationen nach der intrauterinen Herzintervention berichtet.
Muatterliche Komplikationen nach anderen pranatalen Interventionen (z.B.
Amniozentese, Chordozentese) oder intrauterinen fetalen Operationen (z.B.
Meningomyelozele, saccrooccygeales Teratom, Lungenfehlbildung oder

fetofetales Transfusionssyndrom) sind vergleichsweise niedrig. Eine kurzlich
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veroffentlichte Studie berichtet Uber 0 % maternaler Mortalitat in einem Kollektiv
von 187 Frauen, die sich maternal-fetalen Operationen (offene Hysterotomie,
fetoskopische Eingriffe und perkutane Techniken) unterzogen. Maternale
Komplikationen waren in 22 % Lungendédeme, in 13 % postinterventionelle
Behandlung auf der Intensivstation und Bluttransfusionen in 7 %. In der
postinterventionellen Fortsetzung der Schwangerschaft trat bei 27 % frihzeitige
Wehentatigkeit auf, die zur Entbindung fuhrte, in 44 % ein fruhzeitiger
Blasensprung, in 5 % eine Chorioamnionitis, 7 % vaginale Blutungen und in 6 %
eine Plazentalosung. Fur die intrauterine Herzintervention kann mit ahnlichen

Komplikationsraten gerechnet werden.

4.2 Das Huhn als Modell

Wie bereits aufgezeigt, bietet das Huhn als Versuchstiermodell einige Vor- aber
auch Nachteile. Diese werden in diesem Unterkapitel nochmals kurz
zusammengefasst.

Im Vergleich zu anderen moglichen Tiermodellen (z.B. Schaf, Schwein, Ratte)
ist der Huhnerembryo ein leicht zu handhabendes Tiermodell. Die Anatomie
des Huhnerherzens ist — wie in Kapitel 1.5.1 dargestellt — in vielen Punkten der
des menschlichen Herzens sehr ahnlich. Die bestehenden Abweichungen am
Ein- und Ausflusstrakt, dem Foramen ovale oder der rechten AV-Klappe stellen
keinerlei Nachteile fur die sonographische Darstellung wie auch fur die Punktion
dar.

Ein groRRer Vorteil ist die unbegrenzte Verfigbarkeit sowie einfache Darstellung
und Wachstumskontrollen der sich entwickelnden Huhnerembryonen. Wie
bereits aufgefihrt, sind Versuche mit den ungeschlipften Kiken im Ei ethisch
bedenkenlos und gelten nicht als Tierversuche. Es muss kein Muttertier
geopfert werden. Die geringe Grofle des Hihnerembryos war in Bezug auf die
sonographische Darstellung des Herzens und die Punktion von Nachteil, fir die

stereomikroskopische und histologische Nachuntersuchung von Vorteil.
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Der Nachteil des Tiermodells besteht im Verhaltnis von Katheter und
Huhnerherz. Dies macht die Intervention im Huhnchen selbst mit kleinst
mdglichem Katheter schwieriger als beim menschlichen Feten. Der geringe
Abstand zwischen Fenster und der embryonalen Thoraxwand bedarf einer
exakten Positionierung und Einstellung des Katheters. Erfahrene
Pranataldiagnostiker (PD Dr. med. M. Meyer-Wittkopf) sind der Meinung, dass
selbst das Manovrieren des Katheters im Huhnerembryo schwieriger ist.
Wiederholtes Training flUhrte zur besseren Positionierung des Katheters und
zum geubteren Umgang damit. Daher konnten Pranataldiagnostiker von den
erlernten Fahigkeiten am Tiermodell in ihrer taglichen Arbeit profitieren.

Ein weiterer Nachteil des Modells wird durch die unterschiedlichen
Punktionszeitraume beim menschlichen Feten und beim Huhnerembryo
hervorgerufen. Die bisher beschriebenen intrauterinen Herzinterventionen in der
Humanmedizin wurden zwischen der 20. und 33. Schwangerschaftswoche
durchgefuhrt. Strukturelle Herzfehler kdnnen nicht vor der 13. Schwanger-
schaftswoche diagnostiziert und nicht vor der 18. Schwangerschaftswoche
therapiert werden. Nach der 33. Schwangerschaftswoche kdnnen irreversible
Herzschadigungen auf Grund struktureller Herzfehler und dem pathologischen
Blutfluss erwartet werden. Daher ist die Herzintervention beim Menschen
zwischen der 18 und 33. Schwangerschaftswoche denkbar. Auf Grund
fehlender Mikroinstrumente, die flr eine Intervention am Huhnerembryo in
vergleichbaren Stadien nétig waren, wurde die Punktion nach 18 Tagen
Bebrutung durchgefuhrt. Dies entspricht der 36. Schwangerschaftswoche beim
menschlichen Feten. Falls feinere Instrumente auf den Markt kommen, ist eine
Intervention im Hihnerembryo nach 10 — 16 Tagen Bebritung (entsprechend
der 20. — 32. Schwangerschaftswoche beim Menschen) denkbar.

Im Modell ,Huhnerembryo® kann die funktionelle Behebung des strukturellen
Herzfehlers nicht simuliert werden, aul3er wenn eine kunstliche Schadigung vor
der eigentlichen Katheterintervention gesetzt wird. Dies ware nach der

Fensterung am zweiten Tag leicht maoglich.

46



4 Diskussion

Das Modell kann helfen, die Katheterflihrung unter Ultraschallkontrolle zu
trainieren und die myokardialen Schadigungen nach der Intervention zu
untersuchen. Das Tiermodell kann ein hilfreiches Modell fur Pranatal-

diagnostiker sein, um sich fur die menschliche Anwendung vorzubereiten.

4.3 Experimentalablauf

Im Folgenden werden einzelne Unterkapitel des Ergebnisteils aufgegriffen und
diskutiert. Es werden Vor- und Nachteile einzelner Methoden erdrtert sowie
Probleme und Beobachtungen aufgezeigt. Teilweise wird die zu bevorzugende

Methode flir weitere Versuche dargestellt.

4.3.1 Eischalenpraparation

Die verschiedenen Techniken zur Praparation der Eischale wurden im Kapitel
3.3 ausfuhrlich dargestellt. Im Folgenden werden die Vor- und Nachteile der

einzelnen Methoden aufgefuhrt.

Eischalenpraparation am Tag der Punktion

Der grofite Vorteil dieser Praparationsmethode ist das Bestehenbleiben der
naturlichen Barrierefunktion der Schale bis zum Punktionstag, so dass sich das
Kiken ohne aullere Storeinflisse in seinem Ei entwickeln kann. Eine Infektion
des Eies kommt somit weit aus seltener vor. Die Schale schitzt den
Huhnerembryo auch besser vor leichten Temperatur- und Feuchtigkeits-
schwankungen.

Der Nachteil dieser Technik ist, dass zur sonographischen Darstellung die
Schalenhaut entfernt werden muss. Dabei reil3t der empfindliche Gefaliplexus
der Chorioallantois ein und der Embryo verblutet. Damit ist ein moglichst langes

Uberleben nach der Punktion nicht gewahrleistet.
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Eischalenpraparation nach 48 h Bebritung mit und ohne Folie

Bei der Praparation nach 48 h Bebritung kann die Schalenhaut ohne Folgen
entfernt werden, da die Chorioallantois der Schalenhaut noch nicht direkt
anliegt. Die Chorioallantois entwickelt sich trotz des Fensters in der Schale und
der Schalenhaut normal und befindet sich am Tag der Punktion als erste
Schicht im Fenster.

Durch die Praparation der Eischale nach dieser kurzen Bebriutungszeit ist die
biologische Oberflache schon in einem frihen Stadium zerstort. Der Keimling ist
somit Erregern aus der Umwelt viel starker ausgesetzt, dadurch besteht die
Gefahr des frihzeitigen Absterbens. Der Embryo ist auch empfindlicher
gegenuber auReren Einfluissen wie Temperatur- und Feuchtigkeits-
schwankungen. Die Folie des TegadermTM-PfIasters ist im Gegensatz zum
Isolierband steril, dadurch wird die Infektionsgefahr gemindert.

Da die sonographische Darstellung durch das Isolierband nicht mdglich war,
wurde dieses entfernt und die Sonographie direkt Uber die Chorioallantois
durchgefuhrt. Diese und der darin enthaltene Gefal3plexus wurden haufig durch
den Schallkopf bzw. den ausgetibten Druck verletzt. Die Ultraschalldarstellung
war durch die TegadermTM-FoIie nur in geringem Mal behindert, das sich
entwickelnde Kiuken konnte mit geringem Scharfeverlust dargestellt werden. Da
die Folie nicht entfernt wurde, bestand mehr Sterilitat im Eiinneren und auch die

Gefahr der Chorioallantoisverletzung war auf Grund hdherer Stabilitat geringer.

4.3.2 Ultraschalldarstellung

Das sonographische Darstellen des ungeschlipften Kikens im Ei stellte, nach
erfolgreicher Schalenpraparation, in keinem der durchgefuhrten Falle ein
Problem dar, sofern eine normale Embryonalitat und Vitalitdt vorhanden war.
Die Organstrukturen und vor allem das schlagende Herz waren sehr gut zu
erkennen.

Schwierigkeiten bereitete der Umgang mit dem Ei. Bei der Sonographie wurde

mit dem Schallkopf Druck auf den zu untersuchenden Bereich gebracht, damit
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mdglichst wenig Schallwiderstand zwischen dem Ultraschallkopf und dem
Objekt war und somit das sonographische Bild scharfer wurde. Das Ei reagierte
sehr empfindlich, so dass schon wenig Druck oder ein leichtes Verkanten des
Schallkopfes im Schalenfenster ausreichte, um Risse in der Eischale entstehen
zu lassen und Schalenhaut sowie die Chorioallantois mit ihrem Gefal3netz zu
zerstoren. Bei vorsichtigerem Vorgehen hatte das dargestellte Bild nicht der
optimalen Scharfe. Bei der Durchflhrung weiterer Experimente an
Hihnerembryonen muss also ein Mittelweg gefunden werden, zwischen
optimalem Ultraschallbild und Erhaltung der Eischale. Wird jedoch ein anderes
Versuchstier eingesetzt, ist dieses Problem wahrscheinlich nicht mehr relevant.
Es wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht, in wie fern das auf die
Schalenhaut bzw. Chorioallantois aufgetragene  Ultraschallgel dem
ungeschlipften Kiken schadet. Das Ei wurde nach der sonographischen
Darstellung grob vom Gel gereinigt, doch zum Schutz der Chorioallantois
konnte nicht alles aufgetragene Gel entfernt werden. Uber den GefaRplexus der
Chorioallantois kdénnen Inhaltstoffe des Gels in den Kreislauf des

Huhnerembryos gelangen und diesen schadigen.

4.3.3 Punktion

Die kardiale, ultraschallgesteuerte Punktion konnte bei allen vitalen Embryonen
in allen Versuchen durchgefuhrt werden. Das Herz des ungeschlupften Kukens
sowie die Punktionsnadel waren sonographisch zu erkennen, so dass jeder
Schritt der Punktion im Ultraschall darstellbar war und verfolgt werden konnte.

Der Huhnerembryo ist geeignet, um die intrauterine Punktion zu simulieren und
anschlieend den Stichkanal zu untersuchen. Die Gro3e der Punktionskanule
steht in einem groReren Verhaltnis zum Huhnerherz als zum menschlichen,
dennoch hat die Mehrzahl der Hiuhnerembryonen die Punktion primar uberlebt,
so dass auch der menschliche Fet oder andere Versuchstiere, bei denen das
Verhaltnis der Kanule zum Herzen geringer ist, die Punktion ebenso Uberleben

konnen. Wahrend der Punktion trat in vielen Fallen eine Tachykardie auf, die
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anschlieBend zu einer Bradykardie wurde. Dies ist, wie bereits dargestellt, ein
Problem, das bei menschlichen Feten den Tod nach sich gezogen hatte. Da
dies eine bekannte Komplikation ist, sollte in weiteren Versuchstierreihen nach
einer geeigneten Therapie dieser Herzrhythmusstorung, speziell im Embryo,
geforscht werden. Als Komplikation der Punktion trat in einigen Fallen ein
Hamoperikard auf, dies muss auch als Risiko bei der intrauterinen fetalen

Punktion genannt werden, dafur bestehen keine moglichen Therapieoptionen.

Markierung des Stichkanals mit Tusche oder Nilblausulfat

Die Injektion von Tusche oder Nilblausulfat eignet sich, um den Stichkanal zu
markieren und um die Punktionsstelle bei der Praparation am Stereomikroskop
wieder aufzufinden. Diese Methode sollte bei der Durchfihrung weiterer
Versuche beibehalten werden. Zuklnftig ware es hilfreich, eine definierte
Menge des Gemisches zu injizieren, um eine Uberfarbung des Myokards zu

vermeiden.

Einsetzen eines Coils

Ursprunglich war geplant, bei der Katheterintervention mittels eines Ballons das
Sprengen einer Herzklappe zu simulieren, auf dieselbe Art wie das beim
menschlichen Feten durchgefuhrt wurde. Dabei sollte auch das Verhalten des
Ballonkatheters im Herzen untersucht werden.

Es stellt sich als groRe Schwierigkeit heraus, einen geeigneten Katheter fur das
vorliegende Modell zu finden. Es ist derzeit noch kein Ballonkatheter auf dem
Markt, der klein genug ist, um durch die 1,3 x 88 mm (22 G) grole
Punktionskanlle zu passen. Eine Punktionskantle mit einem gréReren Lumen
ware zu grol} fir das Herz des ungeschlipften Kiikens geworden. Es ist jedoch
zukUnftig mit einer Miniaturisierung der Technik zu rechnen, so dass weitere
Punktionsserien mit einem Prototypen denkbar waren.

In der vorliegenden Arbeit wurde daher auf einen Coilkatheter zurtickgegriffen,

der normalerweise in der Neuroradiologie zum Einsatz kommt. Dieser Katheter
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passte als einziger durch die genannte Punktionskanule. Fur die Intervention
am Huhnerembryo mit diesem speziellen Katheter war der kleinste Coil noch zu
grol3. Fur das Modell Hihnerembryo sollten Ballonkatheter verwendet werden,
bei dem die GroéflRe des Ballons durch die Injektion von definierten Mengen an
Luft teilweise selbst bestimmt werden kann.

Wird ein Tier eingesetzt, dessen GroRe der des menschlichen Feten entspricht,
konnen mit den Katheterherstellern Verhandlungen Uber die Produktion eines
kleinen Ballonkatheters aufgenommen werden, da sich in diesem Fall mehr
Einsatzmoglichkeiten bieten und sich eine Verwendung in der Humanmedizin

abzeichnet.

4.3.4 Nachuntersuchung des punktierten Herzens

Bei der Nachuntersuchung des punktierten Herzens wurde herausgefunden,
dass sich das Myokard in den ersten Stunden nach der Punktion wieder
weitestgehend verschliel3t. Dies ist eine wichtige Erkenntnis fur die
Katheterintervention in der Humanmedizin.

In weiteren Versuchsreihen soll nun untersucht werden, wie diese Erkenntnis
auf andere Tierarten und auch auf das fetale Herz tGbertragen werden kann.
Langfristige Auswirkungen der Punktion auf den Herzmuskel wurden in dieser
Studie nicht untersucht. Es ware angebracht, die langfristigen Folgen der
Punktion am Tiermodell zu untersuchen, bevor Punktionen am menschlichen

Feten durchgefiihrt werden.

4.4 Fazit

Neben dem Schaf ist auch das Huhn geeignet, als eines der ersten Modelle fur
derartige Eingriffe zu fungieren.

Hier wurde gezeigt, dass die sonographische Darstellung des ungeschlipften
Kikens im Ei gut gelingt. Auch die kardiale Punktion konnte erfolgreich im

Huhnermodell umgesetzt werden. Es traten keine technischen Schwierigkeiten
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auf. Der gesamte Punktionsvorgang wurde sonographisch verfolgt. Die
Grundfragen zur Treffsicherheit und zur Beschadigung des Myokards durch die
Punktion konnten geklart werden. Es zeigte sich, dass die Punktion in 26 von
38 Fallen erfolgreich durchgefuhrt wurde, dies entspricht einer Erfolgsrate von
68 %. In den Nachuntersuchungen am Stereomikroskop zeigte sich, dass sich
der Herzmuskel nach erfolgreicher Punktion weitestgehend verschlie3t. Die

histologische Aufarbeitung bestatigte dieses Ergebnis.

4.5 Ausblick

Die intrauterine, ultraschallgesteuerte Herzpunktion zur Dilatation stenosierter
und atretischer Klappen ist eine Behandlungsoption, die in der Zukunft der
pranatalen Behandlung ihre Bedeutung unter Beweis stellen muss. Bevor diese
Methode vermehrt in der humanen Situation angewendet werden kann, ist
jedoch noch Grundlagenforschung und Training am Tiermodell zu betreiben.
Auf Grund ethischer Grundsatze muss vor Beginn der Behandlung des
Menschen Forschung an weiteren Versuchstieren betrieben werden.

Als alternative Versuchstiermodelle konnten schwangere Kaninchen in Frage
kommen. Mause sind nach Ansicht der Verfasserin, insbesondere wegen der
ebenfalls geringen HerzgroRe, zu klein. Die Anzucht und die Vermehrung
stellen kein Problem dar. Die Kosten sind relativ gering. Diese Grinde erlauben
die Durchfihrung einer groReren Zahl an Experimenten. Ethische Fragen
mussen zuvor geklart werden. Die sonographische Darstellung sowie die
Punktion kdnnen intrauterin vorgenommen werden.

Wie in Kapitel 1.4.2 beschrieben, ist auch das Schaf ein geeignetes Modell. Bis
auf die Anzucht treffen die oben genannten Vorteile auch auf diese Tiermodell
zu, des weiteren haben Schafembryonen eine vergleichbare Grofle zu
menschlichen Feten und eine ahnliche Herzanatomie, so dass die Punktion
unter guten Grundvoraussetzungen durchgefiihrt werden kann. Die erzielten

Ergebnisse waren somit gut auf den Menschen Ubertragbar.
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5 Zusammenfassung

Fur Kinder mit einer pranatal diagnostizierten Aorten- oder Pulmonal-
klappenstenose oder einem hypoplastischen Linksherzsyndrom kommt die
derzeit durchgefuhrte postnatale Behandlung haufig zu spat. Die Krankheits-
bilder verlaufen progredient. Durch die veranderte intrakardiale und intra-
vaskulare Hamodynamik treten irreversible Sekundarschadigungen auf. Die
Langzeitiberlebenschancen sind trotz postpartaler chirurgischer MaRnahmen
gering, Spontanheilungen wurden bisher nicht beschrieben. Daher gewinnt die
frihzeitige pranatale Behandlung immer mehr an Bedeutung.

Derzeit gibt es auf dem Gebiet der pranatalen, minimalinvasiven, ultraschall-
gesteuerten Herzpunktion zur kathetergesteuerten Ballondilatation, abgesehen
von experimentellen Einzelfallberichten, noch keine etablierten Behandlungs-
maoglichkeiten. Auch bisher durchgeflhrte Tierversuche stehen weit hinter dem
theoretisch Moglichen zurick.

Da minimalinvasive Behandlungen in der Zukunft der Pranatalmedizin eine
wichtige Rolle spielen, wurde in der vorliegenden Arbeit der Hihnerembryo als
Tiermodell fur ultraschallgesteuerte, intrauterine Herzpunktionen untersucht.
Beim menschlichen Feten ist eine Intervention zwischen der 18. und 33.
Schwangerschaftswoche mdglich, die Hiherembryonen wurden nach 18 Tagen
Inkubation punktiert.

Der Mensch hat zum Interventionszeitpunkt die Embryonalperiode mit der Or-
ganogenese bereits abgeschlossen und befindet sich in der Fetalperiode. In
dieser erfolgen das GroRenwachstum und die Ausreifung der Organanlagen.
Das Huhnchen ist zum Zeitpunkt der Intervention noch nicht geschlipft, die
Herzentwicklung ist jedoch schon abgeschlossen und die Lungenatmung hat
bereits eingesetzt. Die Herzen von Mensch und Huhn weisen eine ahnliche Auf-
teilung in Vorhoéfe und Ventrikel auf. Unterschiede zeigen sich in den Ein- und
Ausflussbahnen, im Foramen ovale und in der topographischen Lage des

Herzens. Diese Unterschiede waren fiir diese Arbeit nicht relevant.
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Um einen geeigneten Zugang zum Embryo durch die Eischale zu ermdglichen,
wurde je nach Experimentalaufbau nach 48 Stunden Bebritung oder am Tag
der Punktion gefenstert. Durch diese Fenster wurde unter sonographischer
Kontrolle in 38 von 42 Hihnerembryonen die Herzpunktion durchgefihrt.

Zur Markierung des Stichkanals wurde wahrend der Punktion in einer Serie
Tusche, in der anderen Nilblausulfat injiziert. Bei drei Hihnerembryonen wurde
versucht, mittels Katheterintervention einen Coil im Herzen zu platzieren.
Postinterventionell wurden die Hihnerembryonen nach drei bis sechs Stunden
Uberleben prapariert, um das Herz makroskopisch und histologisch zu unter-
suchen. Am Stereomikroskop wurde festgestellt, dass die Punktion in 26 von 38
Fallen erfolgreich war und ohne schwere Folgen am Myokard durchgefuhrt
werden kann. Die histologische Untersuchung zeigte, dass sich das Myokard im
Bereich des Stichkanals in den ersten sechs Stunden nach der Intervention
wieder weitestgehend verschlie3t. Der aufgefundene Stichkanal war mit Fibrin
uberzogen.

Ein Huihnerembryo wurde 24 Stunden nach erfolgreicher Punktion ohne
Anzeichen kardialer Dysfunktion vorzeitig aus dem Ei enthommen und fir sechs
Monate beobachtet.

Intrauterine, ultraschallgesteuerte Herzpunktionen am menschlichen Fetus
konnen im Modell Hihnerembryo simuliert werden. Die HerzgrofRe des Huhner-
embryos betragt allerdings zum Zeitpunkt der Punktion etwa 4 der Gro3e des
menschlichen fetalen Herzens im fir die pranatale Intervention geeigneten
Stadium. Das in der vorliegenden Arbeit etablierte Tiermodell HUhnerembryo ist
fur weitere experimentelle Ansatze zur ultraschallgesteuerten Intervention am

embryonalen Herzen geeignet.
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Anlagen

Anlagen

Die CD in der Anlage beinhaltet insgesamt sieben Videosequenzen, die mit
dem Ultraschallgerat aufgezeichnet wurden. Es sind zum einen die
sonographischen Darstellungen der Kuken im Ei zu sehen, teilweise mit
eingestellter Farbdopplerfunktion, zum anderen werden kardiale Punktionen

unter Ultraschallkontrolle gezeigt.
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