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1. EINLEITUNG

1.1. Mikrovaskulére Chirurgie

Die mikrovaskulare Chirurgie stellt seit der ersten mikrochirurgischen Anastomose
durch Murphy im Jahre 1897 die wesentliche Grundlage fur verschiedene
Fachbereiche in der Medizin dar. Mikrochirurgische Techniken zur operativen
Versorgung von Patienten sind seit der EinfUhrung des Operationsmikroskopes
wesentlicher Bestandteil in verschiedenen Fachdisziplinen geworden (Jacobson und
Suarez 1960). Insbesondere in der Neurochirurgie, Mund-, Kiefer- und
Gesichtschirurgie und der plastischen und Replantationschirurgie werden zahlreiche
mikrochirurgische  Operationen durchgefiihrt. Neben den mikrovaskularen
Operationen zur Therapie von vaskularen Malformationen oder intrakraniellen
Aneurysmen in der Neurochirurgie stellt die rekonstruktive Chirurgie einen weiteren,
wesentlichen Anwendungsbereich in vielen anderen Fachbereichen dar (Kleinert und
Kasdan 1963; Taylor et al. 1975; Camp 1982; Sekhar und Nelson 1983; Slavin 1983;
Muicke et al. 2010).

Bei der Anwendung der mikrovaskularen Chirurgie zeigt sich jedoch ein starker
Zusammenhang zwischen der Erfahrung des Operateurs und dem
Behandlungserfolg (Khouri 1992; Blackwell et al. 1997; Hallock 2008; Pechlivanis et
al. 2009). Mikroanastomosen von Gefallen zeigen eine hohe Variabilitat der
Erfolgsquote, sodass Erfolgsraten in der rekonstruktiven Chirurgie durch freie
mikrochirurgische Gewebetransplantate von 74-95 % in der Literatur beschrieben
worden sind (Blackwell et al. 1997; Hallock 2008; Wolff et al. 2008). Die Erfolgsquote
mikrochirurgischer Operationen kann vor allem durch vorherige Behandlungen im
GefalRgebiet oder durch bestehende systemische Erkrankungen des Patienten
erschwert werden. So kann die anatomisch bedingte sehr gute Durchblutung im
Kopf/Hals-Bereich durch vorherige Operationen und Behandlungen, wie z.B. einer
Bestrahlungstherapie, zu einer starken Veranderung der vaskularen Situation mit in
der Folge geringeren Behandlungserfolgen von mikrochirurgischen
Gewebetransplantaten fuhren (Wei et al. 1999; Martin et al. 2005; Hanasono et al.
2009; Bourget et al. 2011). Da diese Operationen jedoch haufig aus onkologischen
oder traumatischen Grinden erfolgt waren und die dadurch entstandenen

Defektregionen aus funktionellen und asthetischen Grunden eine Rekonstruktion
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erforderlich machen, bestehen Bestrebungen, diese Patienten mit teilweise sehr

aufwandigen Planungen und Operationen zu rehabilitieren (Ethunandan et al. 2007,
Jacobson et al. 2008; Wolff et al. 2009; Wong et al. 2010).

Abbildung 1. Darstellung einer Thrombosierung bedingt durch eine Verdrehung des mikrovaskularen
Gefalistiels im Bereich der vendsen Anastomose (oben), die klinisch durch eine vendse Stauung des
Gewebetransplantates imponierte. Nach Thrombektomie und erneuter Reanastomosierung (unten)

konnte der ventse Abfluss des Transplantates wieder regelrecht erfolgen und das Transplantat zeigte
einen unauffalligen Heilungsverlauf.



Um die Erfolgquote von mikrovaskularen Eigriffen zu erhéhen, unterscheidet man in
der Planung zwischen praoperativem und postoperativem, sowie zwischen einem
intraoperativem und postoperativen Management des Patienten. Wahrend es bei der
praoperativen Planung vor allem um die Detektion von vorgeschadigten
Gefalarealen durch bildgebende Verfahren geht, ist die Stabilisation des Patienten
unter intensivmedizinischen Bedingungen fur die postoperative Planung fur die
Vermeidung von Komplikationen wichtig (Hanasono et al. 2009; Rosenberg et al.
2009; Kruse et al. 2010; Pattani et al. 2010). Das intraoperative Management dient
vor allem der individuell adaptierten Anwendung verschiedener mikrochirurgischer
Techniken zur Vermeidung von Embolien im Operationsbereich und der adaquaten
Gefallauswahl bei der Durchfuhrung von mikrovaskularen Anastomosen (Hanasono
et al. 2009; Kruse et al. 2010; Bourget et al. 2011). Auch spielt die unmittelbare
Phase nach erfolgter Anastomosierung eine besonders grof3e Rolle, da technisch
bedingte Kompromittierungen des Blutflusses friihzeitig festgestellt werden kénnen
(Wolff et al. 2008). Aber auch fehlerhaft durchgefuhrte Rekonstruktionen, die zu einer
Veranderung der Lagestabilitat des versorgenden Gefaldes fuhren, gefolgt von einer
Einschrankung des Blutflusses (z.B. das sog. Kinking, Verdrehung des Gefalstiels,

u.a.) kdnnen meist frihzeitig festgestellt werden (Wolff et al. 2008) (Abb. 1).

Die Entwicklung von sofort verfugbaren Techniken zur Darstellung des erzielten
Operationsergebnisses durch ein entsprechendes Monitoring (Holzle et al. 2006)
oder durch die Anwendung der Mikro-Doppler-Sonographie (Gilsbach und Hassler
1984; Deverall et al. 1988), Angiographie (Hassler et al. 1983) sowie der Indocyanin-
Griun-Angiographie (Raabe et al. 2003; Raabe et al. 2005; Holm et al. 2009) erlaubt
die intraoperative Evaluation des erzielten Ergebnisses und ist deutlich valider als die
rein klinische Beurteilung. Die frihzeitige Detektion von Komplikationen im
Operationssaal sowie deren unmittelbare Beseitigung stellen hierbei fir alle
Beteiligten einen entscheidenden Vorteil dar. Durch die sofortige Kontrolle ergeben
sich so zuverlassige und objektive Beurteilungsmalistabe, die zu einer Erhéhung der
Sicherheit fir den Patienten und den Chirurgen gefolgt von verbesserten

Behandlungsergebnissen fuhren.
1.2 Bildgebende Verfahren

Um die Erfolgsquote von mikrovaskularen Prozeduren zu erhdhen und einen

intraoperativ reibungslosen Ablauf des Eingriffes zu gewahrleisten, werden bei
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vorbehandelten oder systemisch erkrankten Patienten praoperativ bildgebende
Verfahren empfohlen, um die vaskulare Situation individuell zu erfassen und so den
Behandlungserfolg zu erhdhen (Colen und Musson 1987; Witt et al. 1998;
Barkhordarian und Dardik 2004; Tan et al. 2007). Intraoperativ sind insbesondere die
Mikro-Doppler Sonographie und Indocyanin-Grin Angiographie geeignete Verfahren,
da der technische und personelle Aufwand bei der digitalen
Subtraktionsangiographie, Magnetresonanz-Angiographie und
Computertomographie-Angiographie zu hoch ist und dieser als nicht geeignet fur

eine intraoperative Diagnostik erscheint.

1.2.1 Digitale Subtraktionsangiographie
Mittels der digitalen
Subtraktionsangiographie kann der
Gefaldstatus nach der selektiven,
intraarteriellen Injektion jodhaltigen
Kontrastmittels beurteilt werden. Mit den
im sagittalen und lateralen Strahlengang
angefertigten Roéntgenbildern kdénnen die
arteriellen, kapillare und vendsen Phasen
dargestellt werden. Bei der intraarteriellen
DSA wird mit Hilfe eines Computers ein
Leerbild von dem Fullungsbild einer
angiographischen Aufnahme subtrahiert
(Abb. 2). Dadurch wird der Gefal3kontrast

so angehoben, dass man mit sehr viel

geringerer Kontrastmittelkonzentration

ausgezeichnete Darstellungen auch kleiner Abbildung 2. Darstellung einer DSA der

. , . | f3 [ Itipl
Gefale gewinnt. Stenosierende supraortalen Gefalte mit multiplen

. . . Geféalistenosen, die sich als Geféallverengungen
Gefallprozesse und Gefallverschlisse .
zeigen.

zeigen sich als  Lumeneinengung,

Abbruche oder fehlende Darstellung von Arterien (Abb. 2).

1.2.2 CT-Angiographie
Die CT-Angiographie (CTA) gewinnt fur die Darstellung von Gefalken und Planung
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zur Behandlung weiter an Bedeutung. Besonders durch die 3-Dimensionale
Rekonstruktion des Gefallbaumes und die damit verbundene Darstellung der
bestehenden anatomischen Situation sowie bestehender pathologischer
Veranderungen erleichtern die weiteren Interventionsschritte. Weiterhin wird flr
dieses Verfahren weniger Kontrastmittel als bei der digitalen Subtraktions-
Angiographie  bendtigt, so dass auch die  Komplikationen  durch
Kontrastmittelreaktionen geringer sind. Auch die Bedienung der Gerate sowie die
personellen Anforderungen stellen einen geringeren Aufwand dar als bei der
Angiographie (Rubin et al. 1993; Gonzalez-Darder et al. 2001). Hierbei ist vor allem
die weitere chirurgische Planungsfahigkeit in der weiteren Behandlung durch den
Nutzen der 3D-CTA von grolRer Bedeutung, da zum einen die sensitive und
spezifische Darstellung der GefalRpathologien, zum anderen die Bildgebung im
Raum erfolgt. Hinzu kommt, dass das Verfahren der CTA weniger invasiv ist als die
Angiographie und vergleichbare Ergebnisse in der Darstellung der Gefal’e durch die
Angiographie und CTA zu erzielen sind (Pechlivanis et al. 2005).

Weitere Vorteile der CTA bestehen in der genauen Darstellung der Gefalie bis zu 1
mm, so dass auch geringgradige Pathologien zur Darstellung gebracht werden
kénnen. Auch Kalzifikationen der Wande kommen gut zur Darstellung (Kato et al.
2002). Die Nachteile der CTA bestehen vor allem in der geringen Verfugbarkeit in nur
wenigen Zentren, so dass die DSA auch weiterhin als Goldstandard in der Diagnostik
und praoperativen Vorbereitung gilt. Die Nachteile der CTA bestehen jedoch in
gleicher Weise auch bei der DSA, so dass in der Gegenuberstellung der 3D-CT-
Angiographie gegenuber der Angiographie die Vorteile Uberwiegen (Ogawa et al.
1996).

1.2.3 MR-Angiographie

Die MR-Angiographie (MRA) hat sich als ein valides und sensitives Mittel etabliert,
um vaskulare Veranderungen aufzuzeigen (van Everdingen et al. 1998; Holzle et al.
2003; Holzle et al. 2011). Das Prinzip der time-of-flight Angiographie (Al-Kwifi et al.
2002; Yang et al. 2002) beruht darauf, dass in ein bestimmtes Gewebsvolumen, das
von einem Gefal® durchkreuzt wird, standig frische, ungesattigte Protonen
einstromen, deren Signal zur Bildgebung verwendet wird. Diese Technik der

GefalRdarstellung stellt somit eine flussabhangige funktionelle Untersuchung dar.
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Daraus ergeben sich aber auch Schwierigkeiten, da bei sehr langsamen
Flussgeschwindigkeiten und bei turbulenten Stenosen zahlreiche
Artefaktmdglichkeiten bestehen. Daher wird das Ausmal einer Stenose in der MRA
haufig starker ausgepragt dargestellt als es sich in der intraoperativen Situation zeigt.
Andererseits kann auch Gadolinium-Kontrastmittel intravends injiziert werden und
eine strukturelle GefalRdarstellung erzielt werden, entsprechend dem Verfahren der
CTA. Mit der MRA steht also eine weitere nichtinvasive und schonende,
gefalRdarstellende Methode zur Verflugung, die problemlos auch bei Patienten
angewandt werden kann, denen man eine konventionelle Angiographie nicht
zumuten will oder bei denen durch verschiedene Artefakte eine CTA nicht den
gewunschten Bereich exakt genau darstellen kann. Die MRA ist durch das Verfahren

bedingt mit einem langeren Zeitaufwand verbunden als die CTA.

1.2.4 Mikro-Doppler-Sonographie

Der Mikrodoppler stellt bisher den sog.
Gold-Standard vor allem in der
Neurochirurgie dar (Abb. 3), wird aber auf
Grund der einfachen Anwendung und
guten  Erlernbarkeit auch in  der
Gefalchirurgie haufig verwendet
(Gilsbach 1983; Gilsbach und Hassler
1984; Laborde et al. 1988; Lam und
Newell 1996; Bailes et al. 1997; Firsching
Rahmen einer neurochirurgischen Versorgung et al. 2000; Thornton et al. 2000; Proust

der A. carotis interna nach Aneurysmaruptur und €t @l. 2002; Sanzenbacher 2005; Mucke

Abbildung 3. Anwendung des Mikrodopplers im

bereits erfolgter Clipapplikation. Der et al. 2008). Der Nachteil bei der
Mikrodoppler wird zur intraoperativen Kontrolle Anwendung des Mikro-Doppler-Systems
des Blutflusses verwendet. stellt die geringe Sensitivitat bei Stenosen
der Gefalle zwischen 30-50% dar (Gilsbach 1983; Gilsbach und Hassler 1984), so
dass die zusatzliche Beurteilung der Anastomose durch ein weiteres, sensitiveres

Verfahrens empfohlen wird.

1.2.5 Indocyanin-Grin Angiographie

Die Fluoreszenzangiographie ist ein non-invasives bildgebendes Verfahren zur

-12 -



Darstellung von Gefalten und der Durchblutung von Gewebe. Bei diesem Verfahren
wird ein fluoreszierender Farbstoff in die Blutbahn injiziert und an der zu
untersuchenden Lokalisation durch Beleuchtung mit einer Infrarot-Lichtquelle zur
Fluoreszenz angeregt (Abb. 4-6). Der Spektralbereich der Lichtemission ist im

Vergleich zur Wellenlange des Beleuchtungslichtes im Allgemeinen zu einem

langeren Wellenbereich hin verschoben.

Durch diesen Effekt der
Wellenverschiebung der Signale ist
es mit speziellen Lichtfiltern
moglich, dass das Anregungslicht
blockiet und das emittierte
Fluoreszenzsignal detektiert wird.
Die am haufigsten verwendeten
Fluoreszenzmarker dieses

Verfahrens  sind die klinisch

Abbildung 4. Darstellung einer Carotis der Ratte mit der Zugelassenen Farbstoffe
ICG-Videoangiographie  mit der fruharteriellen, Fluoreszein und Indocyanin-Grin
arteriellen und vendsen Phase, analog der Darstellung (ICG, Abb. 5).

bei der konventionellen Angiographie.

ICG wurde 1956 fur die
kardiologische Diagnostik entwickelt und beschrieben (Fox et al. 1956). Um das
Herzzeitvolumen mit Hilfe von Indikator-Verdlinnungskurven zu bestimmen, wurde
dieser Farbstoff angewendet, ohne eine Abhangigkeit vom Hamoglobinspiegel oder
der bestehenden Sauerstoffsattigung im Kreislaufsystem aufzuweisen (Fox et al.
1957). Durch die spezielle Pharmakokinetik des fluoreszierenden Farbstoffes,
welcher ausschlieRlich biliar eliminiert wird, erfolgte die Anwendung zu weiteren
diagnostischen Tests auch in der Hepatologie (Wheeler et al. 1958; Caesar et al.
1961). Daruber hinaus weist ICG keine enterohepatische Rezirkulation auf und
eignet sich daher zur Messung des hepatischen Blutflusses zur weitergehenden
Diagnostik bei zirrhotischen Veranderungen und deren Einfluss auf den

intrahepatischen Kreislauf, sowie zur Verlaufskontrolle und Bestimmung des
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O Blutflusses (Wheeler et al. 1958; Caesar
Q et al. 1961; Leevy et al. 1967,
N

A e e Paumgartner 1975). Die  weiteren

JT

N
Anwendungsbereiche dieses
® Diagnostikums in der Ophthalmologie, zur
Na - , _
d_oe 6’8‘*“@0 Messung des choroidalen und retinalen
0=”3 o}
o]

Blutflusses (Bischoff und Flower 1985;
Destro und Puliafito 1989), in der
Neurochirurgie zur Darstellung des intraoperativen Blutflusses sowie von
KollateralgefalRen (Abb. 3) (Feindel et al. 1967a; Raabe et al. 2003; Raabe et al.
2005), in der rekonstruktiven Chirurgie zur Evaluation der Mikroanastomosen bei

Abbildung 5. Strukturformel von ICG

freien Gewebetransplantaten (Rubben et al. 1994; Holm et al. 2009; Holm et al.

2010a; Holm et al. 2010b) und anderen Fachbereichen, waren die Folge der

klinischen Etablierung der ICG-Angiographie.

Abbildung 6. Darstellung eines experimentellen Aneurysmas in der Ratte (Mlcke et al. 2008; Scholz
et al. 2008) (links) und Applikation der ICG-Videoangiographie zur Visualisierung des Blutflusses
(rechts). Das dargestellte Aneurysma erscheint nicht perfundiert, was durch das fehlende

Fluoreszenzsignal angezeigt wird.

ICG ist ein wasserldslicher Fluoreszenz-Farbstoff mit einem Molekulargewicht von
774,96 Dalton und ist in Wasser, Methanol und Ethanol 16slich. Der Farbstoff darf
nicht mit salzhaltigen Losungen verdinnt werden, da es sonst zu Ausfallung kommen
kann. Im Blut bindet ICG zu 95% an beta-Apolipoprotein B und zu einem geringeren
Anteil an Albumin. Die Ausscheidung des Farbstoffes aus dem Blut erfolgt biphasisch
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mit einer Halbwertszeit von 3-4 min und wird ausschlieBlich Uber die Galle
unmetabolisiert ausgeschieden (Ott 1998). Durch die schnelle Elimination aus dem
Blut nach Leberpassage ist eine mehrmalige Applikation des Farbstoffes in kurzen

Zeitintervallen problemlos mdglich (Raabe et al. 2005; Holm et al. 2009).

ICG ist nicht-toxisch und gut vertraglich (Paumgartner 1975). Bei Dosierung
entsprechend der Herstellerangaben (0,1 bis 0,3 mg/kg Korpergewicht, ICG Pulsion,
Munchen) sind Nebenwirkungen sehr selten (Paumgartner 1975). Nebenwirkungen
wie Halsschmerzen und Hitzewallungen oder Unvertraglichkeitsreaktionen wie
anaphylaktischer Schock, Hypotension, Tachykardie, Dyspnoe und Urtikaria wurden
nur in einzelnen Fallen beobachtet (Benya et al. 1989). Die tagliche Gesamtdosis

sollte jedoch nach Herstellerangaben 5 mg/kg Korpergewicht nicht Gberschreiten.

Entsprechend dem Effekt der Wellenverschiebung liegt das Absorptionsmaximum
von ICG in einem unterschiedlichen Bereich als das Fluoreszenzmaximum. Das
Absorptionsmaximum ist abhangig von der Farbstoffkonzentration und den
Eigenschaften des Ldsungsmediums. In Wasser und Methanol liegt das
Absorptionsmaximum bei 780 nm, in Albumin bei 800 nm und in Plasma bei 805 nm
(Sutterer et al. 1966; Gentile et al. 1985). Das Fluoreszenzmaximum von ICG liegt je

nach Losungsmedium zwischen 810 und 834 nm (Benson und Kues 1978).

1.3 Zielsetzung der Arbeit

Die intraoperative Anwendung der ICG-Videoangiographie hat in den letzten Jahren
in einigen Bereichen zunehmend an Bedeutung gewonnen und stellt in
verschiedenen Fachbereichen ein wichtiges intraoperatives Instrumentarium zur
Kontrolle des erzielten operativen Ergebnisses dar (Raabe et al. 2005; Woitzik et al.
2005; Woitzik et al. 2006; Unno et al. 2008; Holm et al. 2009; Waseda et al. 2009;
Holm et al. 2010a). Obwohl dieses Verfahren zunehmend an Bedeutung gewinnt, ist
die Sensitivitat und Spezifitat der Methode bis zum heutigen Zeitpunkt in keinem
standardisierten Modell evaluiert worden (Holm et al. 2010b), so dass die
Zuverlassigkeit der ICG-Angiographie bisher flir den Anwender nicht abschatzbar ist.
Obwohl es bereits klinische Studien unter Anwendung der |ICG-Angiographie an
Patienten gibt (Raabe et al. 2003; Raabe et al. 2005; Woitzik et al. 2005; Woitzik et
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al. 2006; Unno et al. 2008; Holm et al. 2009; Waseda et al. 2009; Holm et al. 2010a;
Holm et al. 2010b), existieren bisher keine tierexperimentelle Studien, welche die
Limitationen der ICG-Angiographie und deren Anwendung durch ein standardisiertes
Modell erlaubt. Des Weiteren erlaubt die ICG-Videoangiographie eine Beurteilung
der aktuellen Flussverhaltnisse durch die fluoreszierende Darstellung der
intravasalen Blutzirkulation (Holm et al. 2010a). Diese wurde jedoch bisher
ausschlielich subjektiv durch den Anwender oder mit Hilfe zusatzlicher Parameter
wie der zeitlichen Anflutung des Fluoreszenzsignals in der betrachteten Region
beurteilt (Holm et al. 2010a). Da diese Methoden durch ihre Subjektivitat sehr
fehlerbehaftet sind, sollte die Anwendung eines objektiven Softwaretools die
Beurteilung der Anflutung und die Intensitat des Fluoreszenzsignals weiter
verbessern. Die Anwendung dieses Softwareprogramms, dem sogenannten FLOW
800, unter standardisierten Bedingungen und die Anwendung in verschiedenen
mikrochirurgischen Situationen durch Einschrankungen des Blutflusses war weiterer
Gegenstand der vorliegenden Arbeit. Eine mogliche Korrelation des
Fluoreszenzsignals mit der vorliegenden Durchgangigkeit des Gefalles zur
weitergehenden Detektion von Stenosierungen im Rahmen der mikrochirurgischen
Anastomosierung von GefalRen wurde an verschiedenen Gefaldtypen getestet.

Als Diskussionsgrundlage fur die zuverlassige und aussagekraftige Kklinische
Anwendung der ICG-Angiographie soll zudem der Vergleich mit der Mikro-Doppler

Sonographie dienen. Daraus leiten sich folgende Fragestellungen ab:

1. Ist die zuverlassige und sichere Beurteilung einer vaskularen
Mikroanastomose unter Berucksichtigung verschiedenen Stenosierungen
madglich?

2. Ist die Sensitivitat und Spezifitdit des Verfahrens vergleichbar mit dem
bisherigen Gold-Standard der Mikro-Doppler Sonographie?

3. Gelingt die Anwendung der Analysesoftware FLOW 800 zur objektiven
Beurteilung des Blutflusses an verschiedenen Gefaltypen gleichermalien?

4. Konnen verschiedene, randomisiert erstellte Stenosierungen unterschiedlicher
Auspragung durch das FLOW 800 detektiert werden?

5. lIst durch die praoperative Bestimmung des Blutflusses im nicht operierten
Gefall an Hand der gemessenen Flusskurven eine intraoperative Bestimmung

des Stenosegrades des anastomosierten Gefalles moglich?
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2. MATERIAL UND METHODIK
2.1 Versuchsmodell

Als Versuchsmodell wird das mikrochirurgische Gefallmodell der Ratte verwendet,
bei dem es sich um das am haufigsten in mikrovaskularen tierexperimentellen
Studien verwendete Tiermodell handelt (Cooley und Gould 1987; llie et al. 2007;
Mucke et al. 2008; Scholz et al. 2008).

2.2 Studienaufbau

2.2.1 Versuchstiere und Haltung

Als Versuchstiere werden 28 mannliche Wistar Ratten (Fa. Charles River, Sulzfeld,
Deutschland) zwischen 300 und 350 g verwendet. Alle Tiere werden gemaf der EU-
Richtlinien behandelt. Das Tierversuchsvorhaben ist gemall § 8 des Deutschen
Tierschutzgesetzes durch die Regierung von Arnsberg genehmigt worden
(Aktenzeichen 50.8735.2.1-06/1). Die Ratten werden in Gruppen von vier Tieren in
Standard Makrolon® Typ IV Kafigen bei einem kiinstlichen 12 h Tag-Nacht-Rhytmus
in der zentralen Versuchstierhaltung der Medizinischen Fakultat der Ruhr-Universitat
Bochum gepflegt. Pellets (Altromin International, Laage) und Wasser werden ad
libitum bereitgestellt. Nach Lieferung wird den Tieren eine Eingewdhnungszeit von

mindestens 14 Tagen vor Versuchsbeginn gewahrt.

2.2.2 Narkose

Die Narkose erfolgte mit Ketamin (Ketamin 10%, CP-Pharma (Burgdorf,
Deutschland)), und Xylazin (Xylazin 2%, CP-Pharma (Burgdorf, Deutschland))
intraperitoneal in einer Dosis von 1 ml Ketamin 10%/kg Koérpergewicht und 0,3 ml
Xylazin 2%/kg Korpergewicht als Gemisch. Die Operationen zur Anastomosierung
der Gefalle an den Tieren wurden in einer Sitzung randomisiert an den
verschiedenen Lokalisationen durchgefuhrt. Das Narkosestadium wurde regelmafig
kontrolliert und bei Bedarf vertieft. Wahrend der Narkose wurde das Versuchstier mit
einer Rektalsonde versehen auf einer automatisch regulierbaren Warmematte
positioniert, wobei Atmung und Puls zusatzlich Uber ein Pulsoxymeter Uberwacht
wurden. Nach Durchfliihrung der Experimente wurden die Tiere noch wahrend der
Narkose getotet. Nach Einleitung der Narkose und Erreichen der chirurgischen
Toleranz (llI*) erfolgte zunachst die Rasur im medianen Halsbereich, der

Leistenregion beidseitig und des Abdomens der Ratte.
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2.2.3 Operationen
2.2.3.1 Kandulierung der V. femoralis

Nach Aufsuchen der V. saphena in der Leistenregion der rechten Seite der Ratte, die
durch die Haut durchschimmert, wurde in der Verlangerung nach medial von medio-
kranial nach latero-kaudal ein circa 2 — 3 cm langer Hautschnitt durchgeflhrt.
AnschlieRend wurde Haut und Subkutis sukzessive prapariert, bis auf die
oberflachliche Muskelfaszie. Die oberflachliche Faszie wurde eréffnet und in die Tiefe
zwischen M. vastus medialis und M.adductor longus prapariert. In dieser Region
wurde die Arteria und Vena femoralis aufgesucht und dargestellt, die unterhalb des
Leistenbandes zwischen Mm. adductor longus, adductor magnus und M. vastus

medialis sowie M. rectus femoris bis zum Abgang der A. und V. epigastricae

freigelegt wurden.

Abbildung 7. Darstellung der A. und V. femorales (links) zur Vorbereitung auf die dauerhafte

Kanulierung durch einen Venenverweilkatheter (rechts).

Die Ligatur der Seitenaste wurde durch einen Ethilon 8-0 Faden (Ethilon®, Ethicon,
Norderstedt, Deutschland) durchgefuhrt, insbesondere auf die Unterbindung des in
die tiefe Muskulatur einstrahlenden Astes der A. und V. iliaca circumflexa profunda
femoris wurde geachtet (Abb. 7). Anschlielend erfolgten das temporare Clippen der
Vene am proximalen Leistenband und die distal mdglichste Ligatur der Vene. Nach
longitudinaler Venotomie des Gefaltes wurde ein Venenverweilkathether in die V.
femoralis eingebracht und 4-5 c¢m vorgeschoben. Die Sicherung des
Venenverweilkathethers erfolgte durch die Ligatur etwas proximal an der

Eintrittsstelle durch einen Vicryl 5-0 Faden sowie einem Ethilon 8-0 Faden (Abb. 8)
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(Ethilon®, Ethicon, Norderstedt,
Deutschland). Nachdem der Kathether
gesichert wurde, erfolgte die
fortlaufende Hautnaht mit Ethilon 6-0
(Ethilon®, Ethicon, Norderstedt,
Deutschland). In der Folge wurde
sowohl die Applikation des ICG zur

Durchflhrung der

B

Abbildung 8. Darstellung des zentralen Fluoreszenzangiograpie als auch die

Venenverweilkatheters zur Applikation des ICG- Narkose intravends  Uber  einen
Farbstoffes und der Narkose. Dreiwegehahn Uber den gelegten

zentralen Venenverweilkathether fortgefuhrt.

2.2.3.2 Mikrovaskulare Anastomosierungen
2.2.3.2.1 Anastomosierung der A. femoralis
Die Praparation der A. und V. femoralis erfolgte auf der linken Seite der Ratte in
analoger Weise wie die Darstellung und Praparation der Gefalde fur die Kanulierung
durch den Venenverweilkathether unter 2.2.3.1 beschrieben. Nach Ligatur der
Seitenaste der Gefale und Vorbereitung des Operationsfeldes wurde die A.
femoralis oder alternativ die V. femoralis mit Hilfe eines Approximatorclips vom
Blutstrom ausgespart und das Gefal in mikrochirurgischer End-zu-End-Technik mit
Ethilon 10-0 Einzelknopfnahten anastomosiert (Abb. 9).

Abbildung 9. Darstellung der Anastomosierung der A. und V. femorales mit Hilfe eines

Approximatorclips (links). Die Arterie wurde bereits komplett reanastomosiert, die Vene wurde

durchtrennt. Nach Reanastomosierung dargestellte A. und V. femorales (rechts).
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2.2.3.2.2 Anastomosierung der A. carotis

Zur Freilegung der A. carotis erfolgte ein ca. 1,5 — 3 cm langer Hautschnitt vom
Manubrium sterni zur Regio submentalis in der Medianlinie. Das Platysma wurde
langst durchtrennt. Nachfolgend wurde sukzessive in die Tiefe prapariert, sodass die
oberflachlichen Muskeln zur Darstellung kamen. Der medial gelegene M.
sternohyoideus sowie die weiter lateral verlaufenden M. sternocleidomastoideus und
M. omohyoideus wurden lateral der Trachea aufgesucht. Die umgebende Halsfaszie
mit Zugang zur cervikalen Gefaldscheide wurde durchtrennt und zwischen den
Faszienblattern ein Zugang zur A. carotis communis geschaffen (s. Abb. 10). Die
A.carotis communis wurde zirkular frei prapariert, das Nervengeflecht geschont.
Ausgespart wurden zum einen die drei zervikalen Ganglien, zum anderen aber auch
der lateral der A.carotis communis verlaufende N.vagus. AnschlieRend wurde die
A.carotis communis proximal und distal mit einem Approximatorclip ausgeclippt,

durchtrennt und in mikrochirurgischer End-zu-End-Technik mit Ethilon 10-0

Einzelknopfnahten anastomosiert (Abb. 10).

Abbildung 10. Darstellung der freigelegten A. carotis communis der Ratte vorbereitet zur
Anastomosierung (links). Nach erfolgter Anastomose wurde der Approximatorclip entfernt und der

Blutfluss wieder freigegeben (rechts).

2.2.3.2.2 Anastomosierung der Aorta

Die Medianlinie wurde aufgesucht und die Haut ca. 2 cm oberhalb der Symphyse auf
einer Strecke von 2 — 4 cm inzidiert. Die Bauchwandmuskulatur wurde an der Linea
alba durchtrennt und das Abdomen erdffnet. Nachfolgend wurden die freigelegten
Organe schonend und vorsichtig ohne Druck in den oberen Teil des Abdomens mit

Hilfe eines herkdmmlichen Wattestabchens geschoben, bis der Retroperitonealraum
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mit den groRen BauchgefalRen sichtbar wurde. Unter Zuhilfenahme eines weiteren
Wattestabchens wurde das retroperitoneale Fett vorsichtig prapariert, so dass die
Aorta und V.cava im Retroperitoneum sichtbar wurden (Abb. 11). Um die
Bauchorgane schonend zu fixieren, wurden diese durch 1-2 mit Kochsalzldsung
getrankte Tupfer vom Typ Telatrast Teasling® No.2 walnussgrof3, No. 451 103/6 von
Hartmann (Heidenheim, Deutschland) in den Oberbauch geschoben. Die Praparation
der Aorta und V.cava wurde durch die mikrochirurgische Eréffnung der GefalRscheide
fortgesetzt. Beide GefalRe wurden voneinander schonend separiert und kleinere
Seitenaste ligiert. Der erste groliere Ast, der Abgang der A.vesicalis superior wurde
belassen und nicht weiter dargestellt. Meist wurden 1-3 kleinere Aste vorgefunden,
die in jedem Fall unterbunden wurden. Nach kompletter Praparation der Aorta wurde
diese temporar ausgeclippt und in mikrochirurgischer End-zu-End-Technik mit
Ethilon 10-0 Einzelknopfnahten anastomosiert (Abb. 11).

"

Abbildung 11. Darstellung der freigelegten Aorta und V. cava (links). Nach temporarem Ausclippen

der Aorta wurde diese anastomosiert (rechts).
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2.2.4 Technische Apparaturen

2.2.4.1 Mikro-Doppler-Sonographie

Die Gefalle und die zu evaluierenden
mikrochirurgischen Anastomosen an
den verschiedenen Regionen wurden
mit Hilfe eines Dopplergerates, einem
DWL Smart Dop® der Firma
Compumedics Germany GmbH (Singen,
Deutschland) und einer
Mikrodopplersonde mit einer Frequenz

Abbildung 12. Darstellung des verwendeten DWL von 16 MHz geschallt (Abb. 12). Hierbei
Smart Dop®. wurden verschiedene Tiefen-,

Empfindlichkeits- und Richtungseinstellungen getestet und der jeweiligen Region
entsprechend dem optimalen Schallsignal angepasst (Mucke et al. 2008). Der
Einstellungswinkel der Mikro-Dopplersonde wurde auf 45-60 Grad -eingestellt
(Gilsbach und Hassler 1984; Mucke et al. 2008). Die signalstarkste Einstellung wurde
dann zur Kontrolle wiederholt und dokumentiert. Wichtige Informationen, wie vor
allem die Flussstarke, Puls und Durchgangigkeit wurden bei den verschiedenen
Prozessvorgangen kontrolliert und dokumentiert. Die qualitative Analyse bestand aus
der Aufzeichnung des akustischen Signals sowie der abgeleiteten Dopplerkurve und
dem maximalen Gefaldfluss. Nach der operativen Darstellung des GefalRes wurde
zunachst eine Analyse des Gefalles vorgenommen und nach erfolgter
mikrochirurgischen Anastomosierung mit der Ausgangsmessung verglichen. Nach
jedem Schritt wurde eine erneute Messung zur Evaluation der vorherrschenden

Flusssituation durchgefuhrt.

Die quantitative Analyse der Flusskurven wurde durch Bestimmung der systolischen,
mittleren und diastolischen sonographischen Werte der Flusskurve durchgefihrt.
Zusatzlich wurde der Resistance Index bestimmt. Das Doppler-Signal wurde
proximal, distal und am Anastomosenkomplex abgeleitet und nach Vergleich mit dem
Ausgangssignal in folgende Einteilung klassifiziert:

1. Regelrechtes Flusssignal (normal)

2. Abnormales Flusssignal (erhdhter Fluss oder turbulent)
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3. Eingeschranktes Flusssignal (Basisdifferenz durch erniedrigte Flusswerte

verursacht durch eine Stenosierung

4. Abwesendes Signal im Gefall (Stenosierung oder mikrochirurgischer

Gefalverschluss)

2.2.4.2 Operationsmikroskop Pentero mit integrierter ICG-Angiographie

Abbildung 13. Darstellung des OPMI Pentero Mikroskopes mit
integrierter ICG-Angiographie (Carl Zeiss Meditec AG,

Oberkochen, Germany).

Fir die Durchfihrung der
Versuche wurde ein OPMI
Pentero von Zeiss verwendet
(Abb. 13) (Carl Zeiss Meditec
AG, Oberkochen, Germany).
Als Okulare wurde ein 12,5x
VergréRerungsokular Typ
18B fur die Operationen
verwendet. Als integrierte
digitale Videokette diente eine
3CCD-Videokamera mit
Videoausgabe auf einem
Touchscreen-Monitor zur

Bearbeitung und Analyse der

gewonnenen Daten und |CG-Angiographie. Zur Echtzeit-Darstellung der ICG-

Angiographie wurde ein externer Monitor verwendet und durch ein digitales

Videorecording-System aufgezeichnet und unmittelbar nach Beendigung einer

Versuchsreihe ausgewertet. Als Analysesoftware wurde das Computersystem mit
dem FLOW® 800 tool (INFRARED 800, Carl Zeiss Meditec AG, Oberkochen,

Deutschland) zur qualitativen und quantitativen Bestimmung des Fluoreszenzsignals

ausgestattet. Die Auswertung erfolgte ebenfalls nach Beendigung einer

Versuchsreihe.
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2.3 Experimentelles Protokoll

2.3.1 Hintergrund
In der klinischen Routine erfolgt eine mogliche Quantifizierung von Gefallstenosen
durch die direkte visuelle Beurteilung der Anastomose, in speziellen Fallen wird dies
auch postoperativ durch die zusatzliche bildgebende Darstellung durch eine
diagnostische Angiographie gewahrleistet (Gonzalez-Darder et al. 2001; Raabe et al.
2003; Woitzik et al. 2005; Holm et al. 2009; Waseda et al. 2009). Die
angiographische Beurteilung orientiert sich jedoch am Stenosegrad durch den
Vergleich des Durchmessers des stenotischen Gefassabschnittes mit dem
Durchmesser der angrenzenden, nicht erkrankten GefalRabschnitte. Entsprechend
der prozentualen Querschnittsminderung werden im klinischen Bereich vier Grade
der Stenosen unterschieden (Chen et al. 1998):

e Grad 0 0-24%

e Grad | 25-49%

e Grad Il 50-74% (signifikante Stenose)

e Grad Ill 75-99% (kritische Stenose)

e Grad IV 100% (kompletter Verschluss des Gefaldes)
Bei Angabe des relativen Stenosegrades ist zu beachten, dass Durchmesser und
Querschnittsflache entsprechend der Kreisformel nicht linear, sondern quadratisch
voneinander abhangig sind und die nachfolgende mathematische Formel die

Einschrankung des Blutflusses beschreibt:

A= (d/2)?

A ist hierbei der flachige GefaRdurchmesser, d stellt den linearen Durchmesser des
GefalRes dar. Graphisch veranschaulicht ergibt sich bei der Betrachtung der
zunehmenden prozentualen Einengung des GefalBlumens nicht ein linearer
Zusammenhang im Sinne einer Gerade, sondern eine Parabel. Somit entspricht eine
Halbierung des Durchmessers einer 75%igen Reduktion der Querschnittsflache und
damit definitionsgemal bereits einer kritischen Stenose. Bei einer Viertelung des
Durchmessers, d.h. einer Reduktion des Durchmessers um 75% liegt bereits eine

mehr als 90%ige Reduktion der Querschnittsflache vor (Tab. 1).
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Tabelle 1. Darstellung der Abhéngigkeit des Flacheninhaltes, Umfanges und Blutflusses vom

prozentualen und absoluten Durchmesser des Gefalles

Gefalkdurchmesser Flacheninhalt Umfang Blutfluss
[% (absolut [mm])] [absolut mm? (%)] [mm?] [%]
100% (1) 0,785 3,142 100
75% (0,75) 0,442 (56%) 2,356 31
50% (0,5) 0,196 (25%) 1,571 6
25% (0,25) 0,049 (6%) 0,785 0,4
0% (0) 0 0 0

Das Hagen-Poiseuill’sche Gesetz dient der Bestimmung des
Stromungswiderstandes sowie der Berechnung der Viskositat und gilt nur fur
laminare Stromungen. Nach dem Gesetz von Hagen-Poiseuille andert sich die
Stromstarke einer Flussigkeit (I=dV/dt) durch ein zylindrisches Rohr mit dem Radius r
mit der 4. Potenz des Radius. Ubertragen auf das vorliegende Modell einer
Gefallstenose wirde dies bedeuten, dass sich der Blutfluss ebenfalls mit der vierten
Potenz verandert. Wird bei einem starren Gefaly der Radius halbiert, so reduziert
sich der Blutfluss auf ein Sechzehntel (Tab. 1). Da Arterien nicht starr sind und in
ihnen nicht immer eine laminare Stromung herrscht, gilt dieses Gesetz nur als grobe
Annaherung, dient jedoch als Richtwert fur die physiologische Situation bei
GefalRkompromittierungen. Jedoch sind die Gefalle sowie das Kapillarbett in der
Lage, durch Vasodilatation den Flusswiderstand zu senken. Damit kann die
Zunahme des Flusswiderstands durch die Stenose bis zu einem gewissen Grad
entsprechend der arteriellen Flussreserve ausgeglichen werden. Stenosen innerhalb
der Flussreserve, die jedoch im mikrochirurgischen Bereich sehr gering ist, fihren

nicht zu einer Flussreduktion.

2.3.2 Versuchsmodell

Zur Evaluation der ICG-Angiographie von mikrochirurgischen Gefalten wurde an
unter 2.2.3.2 beschriebenen Lokalisationen und Gefallen die mikrochirurgische
Anastomosierung durchgefuhrt. Zunachst erfolgte die Praparation und Darstellung,
gefolgt von der Mikro-Doppler-Sonographie der Gefalde und der ICG-Angiographie
unter Dokumentation der physiologischen Basiswerte. Der Ratte werden pro
Einzelversuch eine Dosis von 0,3 mg ICG/kg Koérpergewicht intravends verabreicht
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(ICG-PULSION, PZN 0536232, PULSION Medical Systems AG, Minchen,
Deutschland). Diese Aufnahmen wurden als Referenz fur die weiteren

Untersuchungen verwendet.

Abbildung 14. Darstellung der mehrfachen Vermessung der GefalRe mit Hilfe des 1/10

Millimeterpapiers.

Nach mikrochirurgischer Anastomosierung der GefaRe erfolgte erneut die
Durchfihrung der Mikro-Doppler-Sonographie und der |ICG-Angiographie in
beschriebener Art und Weise. Anschliefiend wurden die GefalRanastomosen mit Hilfe
eines etablierten Stenosesystems (Leistad et al. 2001) anhand eines durch einen
Computer randomisiert generierten Protokolls mit Hilfe eines 9-0 monofilen Faden
auf 75, 50, 25 und 0% s des Gefalslumens verengt. Dieser Vorgang wurde zum einen
durch die Kalkulation des Umfanges des Gefalles sowie praktisch durch die Ligatur
mit Hilfe des Fadens zum Erreichen der notwendigen Stenosierung gewahrleistet,
zum anderen durch die visuelle Abmessung durch speziell hergestelltes 1/10
Millimeterpapier  kontrolliert (Abb. 14). Die beschriebenen apparativen
Untersuchungen wurden nach jeder Veranderung des GefalRdurchmessers erneut
zur Anwendung gebracht und genau dokumentiert. Der Blutfluss wurde neben der
apparativen Untersuchung auch klinisch durch den Milkman-Test (Kersh et al. 1989;
Tonken et al. 1995) erganzt und bei inkongruentem oder nicht eindeutigem Ergebnis
durch die Durchtrennung des GefalRles zur Feststellung der bestehenden
Durchgangigkeit und des konsekutiven Blutflusses Uberpruft.

Anhand der so gewonnenen Ergebnisse soll die Zuverlassigkeit des Mikro-Dopplers
mit der der ICG-Angiographie ermittelt und miteinander verglichen werden. Neben
der Beurteilung beider Verfahren im Vergleich sowie unter Berucksichtigung der
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Kontrolimethode wird die Sensitivitat, Spezifitat, der positiv und negativ pradiktive
Wert ermittelt. Zusatzlich sollen klinische und anwendungsbezogene Fehlerquellen
im Rahmen der Studiendurchfihrung detektiert werden.

Im zweiten Abschnitt dieser Arbeit sollen die ermittelten Flusswerte des ICG-Signals
mit Hilfe der FLOW® 800 Software in zeitlichen Kurven quantifiziert werden. Die
gewonnenen Kurven sollen anschlieBend mit Hilfe der gewonnenen quantitativen
und qualitativen Parameter der Kurven, das bedeutet das erste und zweite
Maximum, ferner die Flache unter der Kurve sowie die Steigung und das Gefalle des
Fluoreszenzsignals mit der Basismessung und untereinander verglichen werden. Bei
Fluoreszenzverfahren hangt die Fluoreszenzintensitat immer von der Konzentration
des ICG im betrachteten Blutvolumen ab. Fur die Fluoreszenzintensitat und
Anflutungsgeschwindigkeit im Falle der ICG-Angiographie ist daher eine
Abhangigkeit des ICG-Farbstoffes im zirkulierenden Blutvolumen zu erwarten. Diese
lasst sich als Funktion der Zeit aus der Blutmenge und dem standardisierten Bolus
der verabreichten ICG Konzentration ermitteln. Der Bolus wird durch die
Durchmischung bei der Herz-Lungen Passage im Blut normalverteilt. Der zeitliche
Verlauf der ICG-Anflutung im Gefal} ist durch diese Normalverteilung vorgegeben.
Wahrend des weiteren Verlaufs geht die zeitliche Abhangigkeit der ICG-
Konzentration durch die zunehmende Vermischung wahrend der Zirkulation in einen
exponentiellen Abfall durch die hepatische Clearance Uber. Die Abbildung 15 zeigt
den Verlauf der Anflutung des ICG-Farbstoffes, sowie dessen Bedeutung fir die
jeweilige Konzentration im Blut. Wahrend es zunachst entsprechend dem injizierten
Bolus an ICG-Farbstoff im Blut kommt (Abb. 15 links), so kommt es nach erfolgter
Passage durch Herz und Lunge zu einer Umverteilung des Volumens (Abb. 15,
Mitte). Nach Passage der Leber mit der hier erfolgenden Elimination kommt es
anschlielRend zu einer Konzentrationsabnahme des ICG-Farbstoffes im Blut (Abb.
15, rechts).
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Abbildung 15. Darstellung der ICG-Konzentration im Blutvolumen nach Injektion. Durch die
verschiedenen pharmakodynamischen Ablaufe kommt es zu unterschiedlichen Verteilungen in den
verschiedenen Kompartimenten: links wird die lokale Konzentration nach Injektion in die Vene
dargestellt, mittig wird die Verteilung im Blut nach Passage durch das Herz — und Lungensystem
entsprechend einer Gauss’schen Verteilungskurve dargestellt. Rechts wird die Elimination durch die

hepatische Passage gezeigt.

Bei der Bildgebung wird die Fluoreszenzintensitat durch auf dem Monitor sichtbare
Grauwerte reprasentiert, wobei helle Werte eine hohe Fluoreszenzintensitat
anzeigen. Die Quantifizierung des Blutflusses durch die Anastomose mit der ICG-
Angiographie und dem FLOW 800 Tool erfolgt mit Hilfe des im Mikroskop integrierten
Computersystems auf der Basis einer Grauwertanalyse. Die Grauwerte wurden in
einer vorher festgelegten ,Region of Interest” (ROI) im Bereich der GefalRabschnitte
vor und hinter der Anastomose zeitabhangig gemessen. An die so gewonnene
Messkurve wurden die verschiedenen Grauwerte bestimmt.

Die Auswertung der Fluoreszenzintensitat fur die Quantifizierung der
Blutflusspassage durch die Anastomose erfolgte durch die maximale
Fluoreszenzintensitat in den einzelnen ROIls. Um eine Uberlagerung durch die
Restfluoreszenz der vorangegangenen ICG-Applikation zu vermeiden, wurde in dem
entsprechenden ROl jeweils die Untergrundfluoreszenz von der maximalen
Fluoreszenzintensitat subtrahiert. Die so ermittelten Differenzen reprasentieren somit
die relative Fluoreszenzintensitat zum jeweiligen Messzeitpunkt.

Anschlie®end wurden die Flusskurven zum Grad der Stenosierung korreliert, um die
Maoglichkeit der non-invasiven, quantitativen und qualitativen Analyse und die
Detektion der mdglicherweise vorliegenden Stenose durch die Ableitung der FLOW®
800 Kurven zu prufen. Diese Korrelation wurde durch eine Randomisierung der
Versuche sowie einer Verblindung des Versuchsprotokolls in Bezug auf die
Flusskurve erreicht. Nach entsprechender Beurteilung der Basisflusskurve und der
verschiedenen abgeleiteten Flusskurven, bei denen eine Stenosierung vorlag, wurde

eine mdgliche Zuordnung vorgenommen und Uberpruft.

2.4 Statistische Methoden

Zur Darstellung der Ergebnisse wurde die deskriptive Statistik verwendet. Die

Sensitivitat, Spezifitat, der positiv pradiktive Wert und der negativ pradiktive Wert

-28 -



wurden fir beide Verfahren auf Basis der Referenzmessung anhand folgender
Formeln berechnet:

Sensitivitat

e — i Anzahl der richtig positiven
P(positiv erkannt|tatsichlich positiv) = Bk

Anzahl der richtig positiven 4+ Anzahl der falsch negativen
Spezifitat

Anzahl der richtig negativen

P(negativ erkannt|tatséichlich negativ) = ;
= | =77 Anzahl der richtig negativen + Anzahl der falsch positiven

Relevanz (Wirksamkeit, positiver Vorhersagewert)

Anzahl der richtig positiven

P(richtig positiv erkannt|positiv erkannt) = :
( ER [p ) Anzahl der richtig positiven + Anzahl der falsch positiven

Segreganz (Trennfahigkeit, negativer Vorhersagewert)

Anzahl der richtig negativen

P(richtig negativ erkannt|negativ erkannt) = —— : i
( e Ineg ) Anzahl der richtig negativen + Anzahl der falsch negativen

Der y2- und Fisher Exakt Test wurden verwendet, um die falsch positiven und falsch
negativen Werte fur den Mikro-Doppler und die ICG-Angiographie in Bezug auf die
unterschiedlichen Stenosegrade miteinander zu vergleichen. Der y2-Test wurde als
globales Testverfahren verwendet, der Fisher Exakt Test wurde fur den Vergleich der
richtig positiven und richtig negativen Ergebnisse herangezogen. Die statistische
Analyse fur den y2- und Fisher Exakt Test wurde mit StatXact an Hand einer
Kreuztabelle durchgefuhrt (StatXact for Windows, version 5, Cytel Software
Corporation, Cambridge, USA).

Die Werte der Fluoreszenzkurve, das erste und zweite Maximum, die Flache unter
der Kurve, die Steigung und das Gefalle des Fluoreszenzsignals, wurden quantitativ
jeweils flr die verschiedenen Stenosegrade mit Hilfe des Wilcoxon Tests evaluiert.
Als Software wurde das “Statistical Package for the Social Sciences” (SPSS for
Windows, release 18.0.0. 2010, SPSS Inc., Chicago, USA) verwendet. Abbildungen
wurden mit Hilfe von SPSS erstellt.

In allen statistischen Berechnungen wurde ein Signifikanzniveau von p<0,05
festgelegt, wobei alle p-Werte Uber diesem Wert als statistisch nicht signifikant, p-
Werte kleiner als 0,05 hingegen als statistisch signifikant angesehen wurden. Das

Konfidenzintervall wurde mit 95% angegeben.
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3. ERGEBNISSE
3.1 Eignungstest der ICG-Angiographie am Rattenmodell

Voraussetzung fur die Auswertung der Studie waren
standardisierte Versuchsbedingungen sowie stabile
hamodynamische Verhaltnisse wahrend des
gesamten  Versuchsablaufs.  Zwischen  den
einzelnen Injektionen erfolgten
Stabilisierungsphasen zum Zwecke der Analyse
und der Dokumentation der aktuellen
hamodynamischen Kreislaufsituation, um
vergleichbare  Ausgangsbedingungen fur die
verschiedenen Tests zu gewahrleisten. Vor
Injektionsbeginn wurden stabile Flusswerte in den
GefalRen sowie stabile hamodynamische Parameter
hergestellt, die durch die Narkosesteuerung und
das entsprechende Monitoring gewahrleistet
wurden. Mit der ICG-Angiographie erfolgte die
Darstellung der Gefalddurchblutung bei insgesamt
drei Wistar-Ratten. Bei allen Tieren konnten die
MikrogefalRe der A. und V. femoralis, der A. carotis
und der Aorta einschliel3lich ihrer Seitenaste mit der
ICG-Fluoreszenzangiographie  auf dem Monitor
dargestellt werden. Bereits ein bis drei Sekunden
nach intravendser |ICG-Bolusgabe Uber den
venosen  Verweilkathether in  der rechten
Leistenregion konnte ein schnell anflutendes
Fluoreszenzsignal in dem Gefald beobachtet
werden (Abb. 16). Das arterielle Anfluten des ICG-
Farbstoffes im Gefallsystem liel} sich als helle
Kontrastierung auf dunklem Untergrund darstellten.

Im Anschluss daran konnte nach wenigen

Abbildung  16. Darstellung  der Sekunden eine diffuse Fluoreszenz in den

verschiedenen Phasen der 1CG- mgebenden Geweben wie der Muskulatur, der
Angiographie.
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Haut oder dem Fettgewebe (Abb. 16) beobachtet werden. Diese diffuse Fluoreszenz
im Kapillargebiet stellt einen Parameter fur die bestehende Perfusion des
Endstromgebietes dar. Nach weiteren 3 bis 10 Sekunden kam es zu einer
Abschwachung der Fluoreszenzintensitat im arteriellen Stromgebiet bei gleichzeitiger
Zunahme der Fluoreszenz in den vendsen Gefalen. Somit konnte die
chronologische Abfolge analog der konventionellen Angiographie dargestellt werden.
Die diffuse Fluoreszenz im Anschluss an die arterielle Phase reprasentiert die
Durchblutung des kapillaren Endstromgebietes. Aufgrund der kurzen Halbwertszeit
des Fluoreszenzfarbstoffes war drei bis funf Minuten nach ICG Applikation nur noch
eine geringe Restfluoreszenz im Kapillarbett zu verzeichnen, die am ehesten durch
die Praparationstraumata bedingt wurden. Dadurch wurde es moglich, den
Fluoreszenzfarbstoff in kurzen Zeitintervallen mehrfach zu injizieren, ohne dass ein
Qualitatsverlust der ICG-Angiographie und deren Beurteilbarkeit und Darstellung

erfolgte.

3.2 Bestimmung der Sensitivitat und Spezifitat

Bei den verschiedenen Messungen und nach Herstellung der unterschiedlichen
Stenosegraden wurden vor Injektionsbeginn stabile Flusswerte in den Gefallen
sowie stabile hamodynamische Parameter gewahrleistet, die durch das
kontinuierliche Monitoring kontrolliert wurden. Bei der Durchfihrung der Experimente
zeigte sich bei drei Ratten ein permanent bestehendes Fluoreszenzsignal, welches
auch nach prolongiertem Abwarten von mehr als 30 Minuten persistierte und nach
diesem Zeitraum kein wesentliches Abschwachen des Fluoreszenzsignals
festzustellen war. Der Grund flr das permanente Signal (Hypothese der nicht
erfolgten bilidren Sekretion, fehlende Leberpassage 0.A.) konnte im Rahmen der
Experimente nicht festgestellt werden. Die Ratten wurden aus der Studie
ausgeschlossen und im Rahmen der vorliegenden Studie keinen weiteren

Experimenten unterzogen.

3.2.1 ICG-Angiographie
In den 25 weiteren verwendeten Wistar-Ratten zeigten sich keine Auffalligkeiten
bezlglich der ICG-Angiographie. Der operative und technische Ablauf gestaltete sich

problemlos, auch erwiesen sich das Pentero-Mikroskop und die Mikro-Doppler-
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Sonographie als zuverlassig. An den 21 Ratten wurden insgesamt 68 Anastomosen
erstellt und insgesamt jeweils 424 |ICG-Angiographien und Mikro-Doppler-

Untersuchungen durchgefihrt. Die minimale Zeitspanne zwischen den

verschiedenen Untersuchungen lag bei 10 Minuten.

Abbildung 17. ICG-Angiographie der A. und V. femoralis der Ratte mit punktueller Flussaussparung
(links) durch eine Ligatur der A. iliaca circumflexa profunda femoris. Im rechten Bild zeigt sich ein
Vasospasmus der A. femoralis im proximalen Anteil. Nach mikrochirurgischer Skelettierung des

Gefales |6ste sich der Vasospasmus komplett.

Die Untersuchungen an den verschieden stenosierten Gefallen und die
korrespondierenden Ergebnisse sind in Tabelle 3 dargestellt. Insgesamt wurden 16
falsch negative Ergebnisse und kein falsch positives Ergebnis im Rahmen der ICG-
Angiographie ermittelt. Bei 24 Untersuchungen zeigte sich bei den durchgefihrten
Stenosierungen trotz subtotaler Lumeneinengung ein fehlender Blutfluss, wovon 7
dieser Beobachtungen an 2 Anastomosen der V. femoralis bei einer 100%
gegebenen Durchgangigkeit gemacht wurden. Nach der operativen Revision der
Anastomose und der intraoperativen Inspektion zeigte sich zunachst eine
Endothellasion, die nicht suffizient beseitigt werden konnte. Die weiteren
Untersuchungen zeigten analog eine erneute Thrombosierung ohne Korrelat fir eine
mechanische Einschrankung des Blutflusses. Nach erfolgter Evaluation der
Anastomose wurden auf Grund der bestehenden Thrombosierung, und des
ausbleibenden Erfolges bei der Beseitigung der zu Grunde liegenden Pathologie die
weiteren Versuche mit hoheren Stenosierungen des Anastomosenkomplexes nicht
weiter durchgefihrt. Die Perfusion der verschiedenen Anastomosen an den
unterschiedlichen Regionen zeigte einen zeitlich und bildgebend sehr vergleichbaren

Verlauf, auch wenn die Darstellung durch die ICG-Angiographie auch von dem Typ
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der Arterie und deren Durchmesser abhangig war. Bei der A. femoralis konnten auf
Grund des geringen Durchmessers bereits sehr feine Flussstérungen durch die
Ligatur umliegender GefalRaste detektiert werden (Abb. 17,18), auch Gefallspasmen
wurden sehr deutlich dargestellt (Abb. 17).

Abbildung 18. ICG-Angiographie der A. femoralis der Ratte und sequentielle Darstellung des
Fluoreszenzsignals. Die Abstande zwischen den Bildern entsprechen 0,25 Sekunden.

Auch bei héhergradigen Stenosen der Anastomose konnte der Blutfluss durch die
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ICG-Angiographie gut dargestellt werden. Durch die rasche Anflutung des
Fluoreszenzsignals konnte die Anastomose sowie die erzeugte Stenose sehr gut
sichtbar gemacht werden. Das Flusssignal konnte problemlos durch die parallel
erfolgte Aufzeichnung der Angiographie als Filmdatei mehrfach analysiert und
sequentiell ausgewertet werden (Abb. 18). Die Angiographie ermdglichte auch die
Darstellung von intravasalen Turbulenzen sowie von thrombotischen Anlagerungen
von Blutbestandteilen an der Anastomose. Die Visualisierung durch die
aufgezeichneten Videos konnte mehrfach wiederholt und dadurch bedingt genauer

kontrolliert werden. Auch das Abspielen von Zeitlupenaufnahmen wurde durch das

Computersystem ermaoglicht.

Abbildung 19. Klinische Situation des unter Abb. 18 als ICG-Videoangiographie dargestellten
Gefales.

Die parallel zur angiographischen Darstellung ablaufende Aufzeichnung des
klinischen Bildes zeigt neben der Echtzeitaufnahme den Vor- und Nachteil der

alleinigen klinischen Kontrolle. Die zunehmende Stenosierung der Gefale aullerte
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sich in der zunehmenden pulssynchronen Bewegung in Flussrichtung der

Anastomose, ein klassisches Zeichen fur eine hohergradige Stenose (Abb. 19).

Auf Grund des durchgefuihrten Versuchsprotokolls und der Testung mit Hilfe des
Mikro-Dopplers sowie der direkten Flussmessung durch den Milkman-Test und der
direkten lagestabilen Durchtrennung distal der Anastomose konnten die in Tabelle 2

dargestellten Untersuchungsergebnisse ermittelt werden.

Tabelle 2. Darstellung der Untersuchungsergebnisse der ICG-Angiographie an Hand der

verschiedenen Stenosierungen der Anastomosen.

Stenosierungsrate [%)] Richtig | Falsch | Richtig | Falsch | Sensitivitat | Spezifitat
negativ | positiv | positiv | negativ | [%] [%]

0 7 0 172 5 97,2 100

25 0 0 57 3 95 100

50 2 0 54 4 93,1 100

75 15 0 41 4 91,1 100

100 60 0 X X X 100

total 84 0 324 16 95,3 100

Aus diesen resultierte insbesondere bei hohergradiger Stenosierung im Bereich der
Anastomose eine Zunahme der relativen falsch negativen Untersuchungsergebnisse.
Klinisch konnte dies auf Grund der in Tabelle 1 dargestellten geringen Flusswerte nur
unzureichend detektiert werden. Allerdings konnte durch den durchgeflhrten
Milkman-Test ein falsch negatives Ergebnis bereits vermutet werden und unter
Hinzunahme der Mikro-Doppler-Sonographie wurde dieser Verdacht weiter
bekraftigt. Um eine endgiltige und valide Beurteilung zu erhalten, wurde dann die
Anastomose durchtrennt, was in Abbildung 20 zur Darstellung kommt. Somit lag die
Spezifitat fur die ICG-Angiographie in dieser Studie insgesamt bei 100%, die
Sensitivitat bei 95,3%.
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Abbildung 20. Darstellung eines falsch negativen Ergebnisses durch die ICG-Videoangiographie.
Oben wird die klinische Situation bei einer Stenosierung der Anastomose von 50% illustriert, in der
Mitte zeigt sich das korrespondierende ICG-Angiographiesignal. Nach positivem Milkman-Test sowie
positivem Doppler-Signal wurde das Gefal distal der Anastomose durchtrennt. Diese zeigt einen
Blutfluss aus dem proximalen Anastomosenanteil (unten).
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3.2.2 Mikro-Doppler-Sonographie

Die Dopplersonographische Untersuchung an den Gefalden erfolgte in einen Winkel
von ungefahr 40 — 60° gegen die Flussrichtung des GefalRes. Es wurde zunachst
eine Flusskurve als Referenzkurve des Gefales erstellt und entsprechend auf der

integrierten Festplatte des DWL Smart Dop® gespeichert.

Die Flussrate innerhalb eines Gefalles, entsprechend auch den Blutgefalien,
unterliegt physikalischen Gesetzen. So wird der Fluss innerhalb von starren Rohren

durch das Hagen-Poiseuille Gesetz wie folgt beschrieben:

- Ap-r*n
81/

wobei i = Volumendurchfluss in ml/s, Ap ist die Differenz des Druckes zwischen

Anfang und Ende des Rohres, r ist der Radius, n die Viskositat und | die Lange.

Die Durchflussrate in cm/s, auch als flow velocity bezeichnet, wird nach folgender
Formel berechnet:

V — H.rz

Ersetzt man nun i durch das Hagen-Poiseuille Gesetz, so resultiert fur die flow

Ap-r?
V78l

Mit Hilfe der flow velocity kbnnen nun Aussagen Uber den Durchfluss des Gefalies

velocity die Formel

gemacht und mit weiteren Analysen entsprechende Angaben zu intraluminalen
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Stromungsverhaltnissen gemacht werden.
Die Anderung der flow velocity wurde im Verhaltnis des vorherigen Gefalabschnittes
berechnet. Im Bereich der Anastomose wurde die Durchflussrate vor und hinter der

mikrochirurgischen Naht gemessen.

Die Anderung der flow velocity wurde mit der Formel

— V 1sta
Q[in %V p:'lm:il1]1al. 1 OO

berechnet.

160+ micro Doppler signal score

1
2
3
4

140+

60-1
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Abbildung 21. Beurteilung der Mikro-Doppler-Sonographie an Hand des intraoperativen Doppler-
Signals korreliert mit den erzeugten Stenosegraden der Anastomosen.

Auf dieser Basis wurde unter Berucksichtigung der jeweiligen Flussverhaltnisse die
oben naher erlauterte Einteilung in die zunehmend okkludierten Signale von 1 — 4

vorgenommen. Die unterschiedlichen Signale sind graphisch in Abb. 21 dargestellt.
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Abbildung 22. Doppler-Kurven einer Anastomose mit zunehmender Stenosierung im Bereich der A.

femoralis. Die obere Zeile zeigt die Basisaufnahme (links) und nach erfolgter Anastomosierung

(rechts). Im mittleren Teil ist die Anastomose zu 25% (links) und 50% (rechts) stenosiert, im unteren

Teil zu 75% (links) sowie zu 100% (rechts). Die Einstellungen des Dopplers sind unterhalb der Kurve

protokolliert.

Mit zunehmender Stenosierung wiesen die Untersuchungen im Rahmen der
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durchgefuihrten Mikro-Doppler-Sonographie eine zunehmend starkere Veranderung

des Flusssignals auf, welche sich jedoch sehr unterschiedlich prasentierte (Abb. 22-

24).
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Abbildung 23. Doppler-Kurven einer Anastomose mit zunehmender Stenosierung im Bereich der A.

carotis communis.

Die obere Zeile zeigt

die Basisaufnahme (links)

und nach erfolgter

Anastomosierung (rechts). Im mittleren Teil ist die Anastomose zu 25% (links) und 50% (rechts)

stenosiert, im unteren Teil zu 75% (links) sowie zu 100% (rechts).
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Wahrend es bei der fertig gestellten Anastomose immer zu einem regelrechten

Doppler-Signal kam, zeigte sich bei einer Stenosierung von 25% nun ein zunehmend

pathologisch verandertes Flusssignal in der Dopplerkurve (Abb. 22-24).
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Abbildung 24. Doppler-Kurven einer Anastomose mit zunehmender Stenosierung im Bereich der
Aorta. Die obere Zeile zeigt die Basisaufnahme (links) und nach erfolgter Anastomosierung (rechts).
Im mittleren Teil ist die Anastomose zu 25% (links) und 50% (rechts) stenosiert, im unteren Teil zu
75% (links) sowie zu 100% (rechts).

-41 -



Jedoch waren die meisten Dopplerkurven durch eine regelrechte Flusskurve
gekennzeichnet. Bei einer Stenosierung von 50% kehrte sich dieses Bild allerdings
um: Die Signale waren mehrheitlich von eingeschrankter Qualitat, sodass auf eine
deutliche Minderung des Blutflusses geschlossen werden konnte. Zwar lie® sich in
einigen Fallen noch ein regelrechtes Doppler-Signal ermitteln, bzw. eines mit
turbulenter Flusskurve, jedoch war bei der Stenosierung von 75% kein normales
Signal mehr feststellbar. Zunehmend erwies sich das Signal des Mikro-Dopplers als
pathologisch oder fehlend. Dieser Effekt wurde durch die komplette Okklusion der
Anastomose verstarkt, wobei allerdings in einigen Fallen ein abnormes Signal
dargestellt wurde. Allerdings hatte der Fluss sicher unterbunden werden konnen.
Dieses Signal kam durch die Pulsation des Gefalles selbst zustande, die jedoch in
den meisten Fallen von einem Signal mit Flussanteilen diskriminiert werden konnte,
da sich nur kleine und schmale peaks zeigten. Zusatzlich wurde das akustische
Signal des Dopplers in die Beurteilung mit einbezogen, auch wenn dieses meist nur
subjektiv beurteilbar war. In den nachfolgenden klinischen Kontrollen des Blutflusses
durch den Milkman-Test und die Durchtrennung des distalen Anteils (Abb. 20) wurde

in diesen Fallen der Fluss entsprechend verifiziert oder falsifiziert.

Tabelle 3. Darstellung der Untersuchungsergebnisse der Mikro-Doppler-Sonographie an Hand der

verschiedenen Stenosierungen der Anastomosen.

Stenosierungsrate [%] Richtig | Falsch | Richtig | Falsch | Sensitivitat | Spezifitat
negativ | positiv | positiv | negativ | [%] [%]

0 7 0 177 0 100 100

25 0 0 60 0 100 X

50 2 0 58 0 100 100

75 13 2 45 0 100 86,7

100 51 9 X X X 85

total 73 11 340 0 100 86,9

Auf Grundlage der so gewonnenen Untersuchungsergebnisse zeigten sich die in
Tabelle 3 dargestellten Resultate mit der entsprechenden Sensitivitat und Spezifitat.
Da es nie zu einem falsch negativen Ergebnis kam, lag die Sensitivitat des mikro-

Dopplers immer bei 100%, wahrend die Spezifitdt des Mikro-Dopplers dagegen
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durch die zunehmend falsch positiven Ergebnisse bei Stenosierungen von 75% und
100% zu einer Reduktion derselben fuhrte (Tabelle 3). Somit lag die Spezifitat fur

den mikro-Doppler in dieser Studie insgesamt bei 86,9%, die Sensitivitat bei 100%.

3.2.3 Vergleich der ICG-Angiographie mit der Mikro-Doppler-Sonographie

Statistik Ergebnis Doppler [%] | Ergebnis IR 800 [%]
Sensitivitat 100 95,3
Spezifitat 86,9 100
Relevanz (positiver 96.9 100
Vorhersagewert)
Segreganz
(negativer 100 84
Vorhersagewert)

Abbildung 25. Gegenuberstellung der Sensitivitat, Spezifitat, negativer und positiver pradiktiver Wert

fur beide Untersuchungsmethoden.

In der Gegenuberstellung der beiden Verfahren zeigt sich, bedingt durch die
jeweiligen falsch positiven Werte bei hdhergradigen Stenosierungen, ab 75% bei der
Mikro-Doppler Sonographie sowie den falsch negativen Werten der ICG-
Angiographie eine negative Beeinflussung des positiv pradiktiven Wertes von 96,9%
beim mikro-Doppler, jedoch auch ein Einfluss auf den negativ pradiktiven Wert von
84% bei der ICG-Angiographie (Abb. 25). In der Analyse beider Verfahren mit dem
x2-Test bestand fur beide Untersuchungsmethoden kein signifikanter Unterschied
(p=0,7) bezlglich der inkorrekten Detektion von Anastomosenfehlern bei
Stenosierung oder komplett durchgangigem Gefall. Auch aus dem Fisher exact Test
resultierte kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden dargestellten
Verfahren fur diese BezugsgroRe (p=0,59).

Im Vergleich der Reliabilitdt der beiden Verfahren ergab sich im y2-Test ebenfalls
kein signifikanter Unterschied (p=0,27). Im Fisher exact Test zeigte sich zwar ein

hinweisender Vorteil, letztlich aber keine Signifikanz bezuglich der ICG-Angiographie
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(p=0,12).

3.3 Analyse der ICG-Angiographie zur intravaskuldren Flussmessung

Die Analyse des zirkulierenden ICG-Farbstoffes im Blut erfolgte Uber die Anwendung
der FLOW 800 Software, um die Intensitat des Fluoreszenzfarbstoffes mit dem
zirkulierenden Blutvolumen zu korrelieren. Da das Versuchstier wahrend der
Experimente ein konstantes Volumen und ein identisches intravasales und
extravasales Flussigkeitsvolumen aufwies, konnte ein Ruckschluss auf die Menge
des intravasalen Flusses gezogen worden. Die Formel fur eine durch ein

Medikament angereicherte Losung lautet:
n=cl*V1

Hierbei stellt n die Stoffmenge des applizierten Medikamentes, d.h. den ICG-
Farbstoff, dar, c1 die Konzentration im Blut und V1 das entsprechende intravasale
Blutvolumen. Da jedoch die konstant gleiche Stoffmenge n fir die jeweilige
Versuchsdurchfuhrung verabreicht wurde, das Volumen und dadurch auch die
korrespondierende Konzentration konstant blieb, kdnnen die Variablen der Gleichung
als permanent angesehen werden. Durch diesen Umstand sind die gewonnenen
Ergebnisse des jeweiligen emittierten Flureszenzsignals durch die ICG-Angiographie
miteinander vergleichbar und kdnnen fur quantitative Messungen verwendet werden.
Um diese emittierten Fluoreszenzintensitaten statistisch verwenden zu koénnen,
wurden verschiedene Parameter der Kurve verwendet:

1. erstes Maximum
zweites Maximum
maximale Steigung bis zum ersten Peak
maximale Steigung bis zum zweiten Peak
maximale Abflutung

minimale Abflutung

N o o kR~ e DN

Flache unter der Kurve

Diese Messwerte wurden nach Korrektur des Hintergrundsignals entsprechend
aufgearbeitet und als Messpunkte statistisch bestimmt. Die Basiswerte fur die

verschiedenen Gefaldtypen sind in Abb. 26 dargestellt.
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Abbildung 26. Basiskurven der verschiedenen Gefallokalisationen mit dem emittierten
Flureszenzsignal und den korrepondierenden Flusskurven. Durch die Leberpassage mit der
Elimination des ICG-Farbstoffes kommt es zu einem zweiten, deutlich kleinerem Peak. Die Kurven

sind auf Grundlage aller ICG-Flussbestimmungen an den Gefallen zusammenfassend dargestellt.

Die vorliegenden Kurven wurden im Rahmen der Studie fur die weitere Analyse zur
Beurteilung der Anastomosenqualitat als Bezugsgroflen herangezogen und
entsprechend mit den verschiedenen Tests statistisch korreliert. Die Anastomose
wies nach Anastomosierung in keinem Fall eine Reduktion des Blutflusses auf. Im
Rahmen der statistischen Analyse konnte kein signifikanter Unterschied des
Blutflusses festgestellt werden. Auf eine ausfuhrliche Darstellung dieser Ergebnisse

soll daher an dieser Stelle verzichtet werden.
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3.3.1 Analyse der ICG-Angiographie — Aorta

Nach Auswertung aller 24 operierten Aorten wurden die Basismessaufnahmen

entsprechend der Tabelle 4 ermittelt.

IAusgangswerte von mikrochirurgischer Intervention.

Tabelle 4. Darstellung der emittierten Messwerte im Bereich der Aorta. Angegeben sind die

Basiswerte

Mittelwert | Standardabweichung | Minimum | Maximum
Maximum 250,40 60,64 197,64 | 363,85
Area under the curve 26344,20 3845,16 22613,51(33429,64
Max. Steigung bis Peak 47,27 19,11 27,93 74,76
Zweites Maximum 147,41 53,22 104,09 | 239,38
Max Steigung bis zweitem 8,24 7,77 1,91 26,86
Peak
Max Abflutung -10,57 8,77 -27,93 -2,32
Min Abflutung 17,65 9,24 7,85 43,14

Nach Anastomosierung der Carotis zeigten sich die Werte in ahnlicher Weise wie in

Tabelle 5 dargestellt.

|ermittelten Werte nach erfolgreicher Anastomosierung des Gefales.

Tabelle 5. Darstellung der emittierten Messwerte im Bereich der Aorta. Angegeben werden dig

Anastomose

Mittelwert | Standardabweichung | Minimum | Maximum
Maximum 285,15 134,67 175,25 | 493,65
Area under the curve 29590,60 8914,78 21464,76 [ 43795,25
Max. Steigung bis Peak 67,64 32,99 40,55 141,88
Zweites Maximum 168,86 81,45 100,95 | 301,94
Max Steigung bis zweitem 10,47 10,72 1,83 36,59
Peak
Max Abflutung -13,17 13,30 -36,59 -1,99
Min Abflutung 22,99 9,20 13,90 38,54

Die entsprechenden Werte bei einer Stenosierung der Anastomose um 25%, 50%,
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75% und 100% sind in den Tabellen 6-9 dargestellt.

Tabelle 6. Darstellung der emittierten Messwerte im Bereich der Aorta. Angegeben werden dig

|ermittelten Werte nach Anastomosierung und Einengung des GefalRes um 25%.

Anastomose 25% eingeengt

Mittelwert | Standardabweichung | Minimum | Maximum
Maximum 271,82 110,76 172,50 | 456,74
Area under the curve 30670,45 4358,37 25254,38 | 38468,22
Max. Steigung bis Peak 68,11 45,43 26,51 139,48
Zweites Maximum 193,28 71,49 128,65 | 322,07
Max Steigung bis zweitem 12,32 10,96 3,23 34,84
Peak
Max Abflutung -12,30 10,96 -34,84 -2,41
Min Abflutung 22,30 15,06 8,48 52,90

Tabelle 7. Darstellung der emittierten Messwerte im Bereich der Aorta. Angegeben werden die

|lermittelten Werte nach Anastomosierung und Einengung des Gefaltes um 50%.

Anastomose 50% eingeengt

Mittelwert | Standardabweichung | Minimum | Maximum
Maximum 239,06 111,78 158,02 | 435,08
Area under the curve 24126,47 5300,63 19884,31( 32723,69
Max. Steigung bis Peak 42,21 11,77 26,57 59,39
Zweites Maximum 144,69 56,93 100,44 | 240,27
Max Steigung bis zweitem 10,95 12,09 2,62 39,50
Peak
Max Abflutung -17,50 13,89 -54,81 -3,13
Min Abflutung 17,59 15,21 4,80 45,98
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|ermittelten Werte nach Anastomosierung und Einengung des GefalRes um 75%.

Tabelle 8. Darstellung der emittierten Messwerte im Bereich der Aorta. Angegeben werden die

Anastomose 75% eingeengt

Mittelwert | Standardabweichung | Minimum | Maximum
Maximum 153,40 93,01 74,23 301,27
Area under the curve 20826,00 7414,38 11523,17| 32366,73
Max. Steigung bis Peak 21,00 13,30 7,07 50,00
Zweites Maximum 134,86 74,44 59,87 256,64
Max Steigung bis zweitem 8,70 7,94 3,02 25,60
Peak
Max Abflutung -11,04 9,75 -36,44 -2,20
Min Abflutung 11,14 7,82 2,13 29,03

|ermittelten Werte nach Anastomosierung und Einengung des Geféafies um 100%.

Tabelle 9. Darstellung der emittierten Messwerte im Bereich der Aorta. Angegeben werden die

Anastomose 100% eingeengt

Mittelwert | Standardabweichung | Minimum | Maximum
Maximum 48,21 10,61 35,41 70,67
Area under the curve 5687,02 1682,71 3346,52 | 7938,00
Max. Steigung bis Peak 12,97 9,89 2,38 33,30
Zweites Maximum 46,64 10,75 33,89 70,67
Max Steigung bis zweitem 10,62 8,11 2,41 28,13
Peak
Max Abflutung -11,06 8,90 -28,13 ,00
Min Abflutung 11,44 9,39 ,00 29,85

Auf die statistische Analyse der verschiedenen Werte in Korrelation mit den

unterschiedlichen Stenosierungsgraden soll an dieser Stelle noch nicht eingegangen

werden. Diese Analyse wird zu einem spateren Zeitpunkt dargestelit.
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3.3.2 Analyse der ICG-Angiographie — Carotis

Nach  Auswertung

aller

50

operierten

Basismessaufnahmen entsprechend der Tabelle 10 ermittelt.

Carotisarterien

wurden

die

sind die Ausgangswerte vor mikrochirurgischer Intervention.

Tabelle 10. Darstellung der emittierten Messwerte im Bereich der A. carotis communis. Angegeben

Basiswerte

Mittelwert | Standardabweichung | Minimum | Maximum
Maximum 367,30 175,93 83,32 575,81
Area under the curve 18954,05 8994,24 2738,05 | 34611,62
Max. Steigung bis Peak 86,84 50,51 7,73 171,75
Zweites Maximum 252,06 85,96 121,71 365,10
Max Steigung bis zweitem 17,78 10,54 4,67 36,60
Peak
Max Abflutung -17,42 14,35 -48,95 -2,45
Min Abflutung 22,77 10,57 2,45 47,33

Nach erfolgter Anastomose der Aorta zeigten sich die Werte in Tabelle 11 in

ahnlicher Weise im Vergleich zu den Basisaufnahmen. Es fallt jedoch auf, dass sich

einige Werte etwas starker verandert haben als dies bei der Aorta der Fall war.

werden die ermittelten Werte nach erfolgreicher Anastomosierung des Gefalies.

Tabelle 11. Darstellung der emittierten Messwerte im Bereich der A. carotis communis. Angegeben

Anastomose

Mittelwert | Standardabweichung | Minimum | Maximum
Maximum 302,68 183,18 78,87 619,80
Area under the curve 16968,98 8255,77 4411,19 | 37740,69
Max. Steigung bis Peak 57,41 34,75 -2,05 135,62
Zweites Maximum 195,87 90,09 83,78 364,13
Max Steigung bis zweitem 12,08 9,23 1,62 38,77
Peak
Max Abflutung -11,99 8,00 -42,32 -1,85
Min Abflutung 20,52 13,74 2,66 56,34
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Die entsprechenden Ergebnisse der jeweiligen Flusswerte bei einer Stenosierung der
Anastomose um 25%, 50%, 75% und 100% sind in den Tabellen 12-15 dargestellt.

Tabelle 12. Darstellung der emittierten Messwerte im Bereich der A. carotis communis. Angegeben

werden die ermittelten Werte nach Anastomosierung und Einengung des Gefales um 25%.

Anastomose 25% eingeengt

Mittelwert | Standardabweichung | Minimum [ Maximum
Maximum 270,69 167,36 75,93 613,29
Area under the curve 14979,74 6327,01 5013,93 | 27460,25
Max. Steigung bis Peak 44,84 33,96 -2,00 117,70
Zweites Maximum 160,85 60,79 53,94 267,19
Max Steigung bis zweitem 8,75 7,59 1,69 30,76
Peak
Max Abflutung -12,28 11,50 -58,81 -,21
Min Abflutung 19,42 13,19 1,43 51,95

Tabelle 13. Darstellung der emittierten Messwerte im Bereich der A. carotis communis. Angegeben

werden die ermittelten Werte nach Anastomosierung und Einengung des GefalRes um 50%.

Anastomose 50% stenosiert

Mittelwert | Standardabweichung | Minimum | Maximum
Maximum 235,64 146,95 65,29 549,64
Area under the curve 12945,46 5896,84 3417,29 | 29955,86
Max. Steigung bis Peak 40,32 26,75 2,76 98,93
Zweites Maximum 152,49 58,22 72,22 243,45
Max Steigung bis zweitem 6,54 5,80 -,16 20,88
Peak
Max Abflutung -13,10 10,66 -51,66 -,29
Min Abflutung 16,21 10,02 ,68 35,94
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Tabelle 14. Darstellung der emittierten Messwerte im Bereich der A. carotis communis. Angegeben

werden die ermittelten Werte nach Anastomosierung und Einengung des Gefaltes um 75%.

Anastomose 75% stenosiert

Mittelwert | Standardabweichung | Minimum [ Maximum
Maximum 149,48 98,30 28,43 464,55
Area under the curve 7387,85 3537,98 1090,49 | 16930,88
Max. Steigung bis Peak 29,29 29,01 ,34 131,24
Zweites Maximum 107,23 46,06 28,43 193,58
Max Steigung bis zweitem 12,80 14,51 44 58,85
Peak
Max Abflutung -14,79 10,82 -55,12 -,96
Min Abflutung 12,84 11,26 -,39 53,82

Tabelle 15. Darstellung der emittierten Messwerte im Bereich der A. carotis communis. Angegeben

werden die ermittelten Werte nach Anastomosierung und Einengung des Gefaltes um 100%.

Anastomose 100% stenosiert

Mittelwert | Standardabweichung | Minimum [ Maximum
Maximum 32,60 12,65 10,20 60,29
Area under the curve 1619,38 1154,52 234,42 | 4292,66
Max. Steigung bis Peak 12,14 9,82 12 37,25
Zweites Maximum 29,22 13,81 10,20 54,15
Max Steigung bis zweitem 7,18 6,18 1,80 22,68
Peak
Max Abflutung -9,08 7,89 -34,82 ,00
Min Abflutung 9,23 8,92 -5,51 31,61
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3.3.2 Analyse der ICG-Angiographie — Femoralis

Nach  Auswertung

aller

22

operierten

Basismessaufnahmen entsprechend der Tabelle 16 ermittelt.

Femoralisarterien

wurden

die

Tabelle 16. Darstellung der emittierten Messwerte im Bereich der A. femoralis. Angegeben sind die
[Ausgangswerte vor mikrochirurgischer Intervention.
Basiswerte
Mittelwert | Standardabweichung | Minimum | Maximum

Maximum 202,63 139,68 84,10 449,11
Area under the curve 20167,86 10623,43 7765,66 | 37690,48
Max. Steigung bis Peak 44,37 27,76 13,42 98,59
Zweites Maximum 151,37 80,11 73,06 294,57
Max Steigung bis zweitem 8,81 7,00 1,86 23,72
Peak

Max Abflutung -8,46 4,33 -17,17 -2,37
Min Abflutung 16,81 10,34 3,96 38,99

Nach erfolgter Anastomose der Femoralarterie zeigten sich die Werte in Tabelle 17

in ahnlicher Weise im Vergleich zu den Basisaufnahmen. Es wurde deutlich, dass

der Fluss hier etwas starker war als vor Anastomosierung.

|ermittelten Werte nach erfolgreicher Anastomosierung des Gefales.

Tabelle 17. Darstellung der emittierten Messwerte im Bereich der A. femoralis. Angegeben werden die

Anastomose

Mittelwert | Standardabweichung | Minimum | Maximum
Maximum 253,49 141,42 117,66 | 596,02
Area under the curve 24312,84 8950,45 11778,30| 38570,90
Max. Steigung bis Peak 39,03 29,79 8,57 109,54
Zweites Maximum 221,61 84,29 114,42 | 403,02
Max Steigung bis zweitem 8,48 6,50 2,57 30,52
Peak
Max Abflutung -8,50 6,47 -24,55 -2,73
Min Abflutung 15,63 11,23 4,65 43,45
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Die entsprechenden Ergebnisse der jeweiligen Flusswerte bei einer Stenosierung der
Anastomose um 25%, 50%, 75% und 100% sind in den Tabellen 18-21 dargestellt.

Tabelle 18. Darstellung der emittierten Messwerte im Bereich der A. femoralis. Angegeben werden die

|ermittelten Werte nach Anastomosierung und Einengung des Gefalles um 25%.

Anastomose 25% eingeengt

Mittelwert | Standardabweichung | Minimum | Maximum
Maximum 214,85 132,98 113,35 | 541,39
Area under the curve 20617,39 8674,85 10931,82|40208,88
Max. Steigung bis Peak 28,42 24,03 6,05 73,11
Zweites Maximum 174,43 69,89 102,86 | 304,73
Max Steigung bis zweitem 8,18 6,40 217 29,93
Peak
Max Abflutung -8,06 5,20 -18,33 -2,34
Min Abflutung 13,61 8,71 2,70 30,09

Tabelle 19. Darstellung der emittierten Messwerte im Bereich der A. femoralis. Angegeben werden dig

|lermittelten Werte nach Anastomosierung und Einengung des Gefaltes um 50%.

Anastomose 50% eingeengt

Mittelwert | Standardabweichung | Minimum [ Maximum
Maximum 176,35 70,19 86,91 344,39
Area under the curve 18710,51 8483,33 8510,07 | 37624,52
Max. Steigung bis Peak 28,76 29,97 3,99 98,93
Zweites Maximum 160,07 55,44 70,10 270,83
Max Steigung bis zweitem 6,27 3,55 2,01 16,12
Peak
Max Abflutung -7,11 4,28 -15,49 -1,45
Min Abflutung 10,81 8,06 2,06 29,29
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|ermittelten Werte nach Anastomosierung und Einengung des GefalRes um 75%.

Tabelle 20. Darstellung der emittierten Messwerte im Bereich der A. femoralis. Angegeben werden die

Anastomose 75% eingeengt

Mittelwert | Standardabweichung | Minimum [ Maximum
Maximum 102,75 36,97 39,54 148,96
Area under the curve 9078,42 4889,59 1740,39 | 19928,67
Max. Steigung bis Peak 11,63 5,95 2,26 23,89
Zweites Maximum 88,00 37,95 13,09 141,85
Max Steigung bis zweitem 8,41 6,79 1,25 20,27
Peak
Max Abflutung -7,43 6,16 -19,84 -1,07
Min Abflutung 6,72 4,82 ,81 16,71

Tabelle 21. Darstellung der emittierten Messwerte im Bereich der A. femoralis. Angegeben werden die

|ermittelten Werte nach Anastomosierung und Einengung des Geféafies um 100%.

Anastomose 100% eingeengt

Mittelwert | Standardabweichung | Minimum | Maximum
Maximum 30,91 11,46 10,21 54,94
Area under the curve 2827,77 2145,96 644,49 | 7818,56
Max. Steigung bis Peak 5,62 5,22 ,98 15,41
Zweites Maximum 23,71 9,89 5,80 40,39
Max Steigung bis zweitem 5,95 6,05 ,66 18,14
Peak
Max Abflutung -7,83 10,25 -34,83 -,83
Min Abflutung 6,95 9,28 ,69 31,25

-54 -



3.4 Statistische Analyse des emittierten ICG-Angiographie-Signals

Bei der statistischen Analyse wurde die fertig gestellte Anastomose als statistischer
Referenzwert zu Grunde gelegt, um die stenosierten Anastomosen zu vergleichen.
Als Test wurde der Wilcoxon-Test verwendet, um mogliche signifikante Unterschiede

zwischen den einzelnen Werten festzustellen.

3.4.1 Alle Gefalle

Zunachst wurden alle 576 Untersuchungen zusammengefasst, um festzustellen, ob
ein genereller Unterschied zwischen den einzelnen Anastomosen an den drei
verschiedenen Gefallen besteht. Daher wurden zunachst alle 96 Anastomosen mit

den unterschiedlichen Stenosierungen statistisch evaluiert.

Tabelle 22. Analyse der Variablen mit Hilfe des Wilcoxon Test zum Vergleich der erhaltenen Werte

nach Stenosierung der Gefale im Verhaltnis zur gendhten Anastomose.

GefaR | Gefallstenosierung 25% 50% 75% 100%
Variable p value
Area under the curve 0,002 * <0,0001* <0,0001* <0,0001*
Maximum <0,0001* <0,0001* <0,0001* <0,0001*
o Zweites Maximum 0,017 * <0,0001* <0,0001* <0,0001*
< Max. Steigung bis Peak <0,0001* <0,0001* <0,0001* <0,0001*
Max. Steigung bis 0,682 0,009 * 0,331 0,021 *
zweitem Peak
Max. Abflutung 0,621 0,054 0,375 0,006 *

* Werte signifikant p < 0.05

Als besonders interessante Variable (Tabelle 22) in der statistischen Analyse zeigten
sich die Area under the curve, welche bereits im Unterschied zur fertig gestellten
Anastomose in allen nachfolgenden Stenosierungen einen statistisch signifikanten
Unterschied aufwies. Daneben zeigten sich das erste und zweite Maximum, sowie
die Steigung bis zum ersten Maximum als statistisch signifikante Variablen bei allen
verschiedenen Stenosierungen des Anastomosenkomplexes. Die Steigung bis zum
zweiten Peak war nur bei einer Stenosierung von 50 und 100% signifikant, die

Abflutung dagegen nur bei 100%, so dass diese Variablen scheinbar nicht zur
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Diskriminierung von Gefalistenosen geeignet sind.

3.4.2 Aorta

Die statistischen Werte fur die verschiedenen Testergebnisse fur die Aorta sind in
Tabelle 23 dargestellt. Hier zeigt sich zwar ein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen den Basiswerten und der 25% Stenosierung beim zweiten Maximum und
der Steigung bis zum zweiten Maximum, jedoch sind die weiteren Werte zwischen

dieser Kategorie nicht signifikant unterschiedlich.

Tabelle 23. Analyse der Variablen der Aorta mit Hilfe des Wilcoxon Test zum Vergleich der erhaltenen

Werte nach Stenosierung der Gefél3e im Verhaltnis zur gendhten Anastomose.

GefalR | Gefallstenosierung 25% 50% 75% 100%
Variable p-value
Area under the curve 0,863 <0,0001* <0,0001* <0,0001*
Maximum 0,168 <0,0001* <0,0001* <0,0001*
o Zweites Maximum <0,0001* <0,0001* <0,0001* <0,0001*
E Max. Steigung bis Peak 0,39 0,002 * <0,0001* <0,0001*
Max. Steigung bis <0,0001* <0,0001* <0,0001* <0,0001*
zweitem Peak
Max. Abflutung 0,474 0,001 * 0,01 * 0,015 *

* Werte signifikant p < 0.05

Allerdings zeigen sich hochsignifikante Werte zwischen den verschiedenen
Stenosierungen, insbesondere ab 50% Einengung des Anastomosenkomplexes, bei
der Area under the curve, dem ersten und zweiten Maximum und der maximalen
Steigung bis zum zweiten Peak. Des Weiteren sind jedoch auch die maximale
Steigung bis zum ersten Peak sowie die Abflutung ab einer Stenosierung von 50%

signifikant unterschiedlich (Tabelle 23).

Die verschiedenen Flusskurven flr die Aorta korrespondierend zu den
verschiedenen Stenosierungen sind in Abbildung 27 dargestellt. Hier Iasst sich eine
Veranderung der Flusskurven durch die unterschiedliche Anastomoseneinengung

erkennen.
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Abbildung 27. Flusskurven der Aorta mit den verschiedenen Stenosierungen. Durch die
verschiedenen Grade der Lumeneinengung kommt es zu einer Veranderung der Kurvenkonfiguration

des Flusssignals, welches sich im vorliegenden Bild typisch darstellt.

Die Veranderungen der Flusskurven ergaben sich insbesondere durch die Reduktion
des Maximums sowie einer Reduzierung der Anstiegsgeschwindigkeit des
Fluoreszenzsignals. Zusatzlich flutete das Signal weniger schnell ab und ging starker
in den zweiten Peak Uber, was insbesondere bei einer Stenose der Anastomose von
75% stark auffallt. Der Anteil der Flusskurve hinter dem ersten Peak wurde dadurch

flacher, und das zweite Maximum konnte weniger abgegrenzt werden (Abb. 27).
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3.4.3 A. Carotis

Die statistischen Ergebnisse des Wilcoxon-Tests fur die A. carotis sind in Tabelle 24
dargestellt. Hier zeigen sich bei der Area under the curve, beim ersten und zweiten
Maximum und der Steigung bis zum ersten Maximum hochsignifikante Werte in den
Unterschieden zur genahten Anastomose. Auch die Steigung bis zum zweiten
Maximum zeigt ab einer Einengung von 50% signifikante Werte. Die Abflutung

hingegen zeigt kein Signifikanzniveau.

Tabelle 24. Analyse der Variablen der A. carotis mit Hilfe des Wilcoxon Test zum Vergleich der

erhaltenen Werte nach Stenosierung der Gefale im Verhaltnis zur gendhten Anastomose.

GefalR | GefalRstenosierung 25% 50% 75% 100%
Variable p-value
Area under the curve 0,001 * <0,0001* <0,0001* <0,0001*
Maximum <0,0001* <0,0001* <0,0001* <0,0001*
2 Zweites Maximum 0,001 * <0,0001* <0,0001* <0,0001*
§ Max. Steigung bis Peak <0,0001* <0,0001* <0,0001* <0,0001*
Max. Steigung bis 0,059 0,004 * 0,001 * 0,006 *
zweitem Peak
Max. Abflutung 0,897 0,495 0,209 0,079

* Werte signifikant p < 0.05

Die Flusskurven fur die verschiedenen Stenosierungen der Anastomose sind in
Abbildung 28 dargestellt. Die statistisch ermittelten Werte lassen sich anhand der

dargestellten Kurve gut nachvollziehen:
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Abbildung 28. Flusskurven der A. carotis mit den verschiedenen Stenosierungen. Durch die
verschiedenen Grade der Lumeneinengung kommt es zu einer Veranderung der Kurvenkonfiguration
des Flusssignals, ahnlich wie an der Aorta, jedoch deutlicher ausgepragt. Der zweite Peak flacht mit
zunehmender Lumeneinengung starker ab, ein Anstieg nach dem ersten Maximum ist ab einer

Stenosierung von 50% nicht mehr zu erkennen.

Das Maximum zeigt deutliche Unterschiede zwischen den einzelnen Flusskurven,
auch die Steigung zum ersten Maximum ist deutlich unterschiedlich. Die Area under
the curve weist durch die Konfiguration der Flusskurve starke Unterschiede auf,
ebenso die Steigung bis zum zweiten Peak, die sich durch den Ubergang zwischen
dem ersten und zweiten Maximum als zunehmend flacher Kurvenanteil ohne die

typische Talkurve darstellt. Das zweite Maximum ist deutlich abgeflacht und wird mit

-59 -



steigender Einengung der Anastomose zunehmend schlechter abgrenzbar.

3.4.4 A. Femoralis

Die statistischen Ergebnisse des Wilcoxon-Tests fur die A. femoralis sind in Tabelle
25 dargestellt. Hier zeigen sich im Vergleich zur genahten Anastomose die Area
under the curve, das erste und zweite Maximum und die Steigung bis zum ersten
Maximum hochsignifikant unterschiedlich. Die Steigung bis zum zweiten Maximum
und die Abflutung bleiben ohne Signifikanzniveau. Diese Ergebnisse differieren also

von den bisherigen statistisch ermittelten Signifikanzen bei der Aorta und A. carotis.

Tabelle 25. Analyse der Variablen der A. femoralis mit Hilfe des Wilcoxon Test zum Vergleich der

erhaltenen Werte nach Stenosierung der Gefalle im Verhaltnis zur genahten Anastomose.

Gefal3 | Gefal3stenosierung 25% 50% 75% 100%
Variable p-value
Area under the curve 0,001* 0,001* <0,0001* <0,0001*
Maximum <0,0001* 0,001 * <0,0001* <0,0001*
'c—g Zweites Maximum <0,0001* <0,0001* <0,0001* <0,0001*
% Max. Steigung bis Peak 0,006 * 0,003 * 0,001 * < 0,0001*
- Max. Steigung bis 0,527 0,14 0,808 0,062
zweitem Peak
Max. Abflutung 1,0 0,615 0,2 0,465

* Werte signifikant p < 0.05

Unter Berucksichtigung der Flusskurven der Femoralarterie sind diese Unterschiede
jedoch nachvollziehbar. Das erste und zweite Maximum zeigen einen deutlichen
Unterschied zwischen den einzelnen Flusskurven, ebenso wie die Area under the
curve (Abb. 29). Wahrend sich bei der Steigung bis zum ersten Maximum noch
statistisch signifikante Unterschiede feststellen lassen, ist der Ubergang zwischen
dem ersten und zweiten Maximum in der Kurvenkonfiguration nicht stark ausgepragt.
Dies stellt auch die statistische Analyse dar (Tab. 25).
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Abbildung 29. Flusskurven der A. femoralis mit den verschiedenen Stenosierungen. Die
Lumeneinengung wirkt sich etwas anders aus als bei der Aorta oder Carotis. Das Maximum der

Flusskurve ist starker betroffen als der Ubergang zwischen erstem und zweitem Maximum der Kurve.
Nachfolgend soll auf diese Unterschiede der Flusskurven in den verschiedenen

Gefallen und deren Bedeutung fur die Interpretationsmoglichkeit eingegangen
werden.
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3.5 Lineare Regressionsanalyse

Um eine gultige Aussage uber die verschiedene Kombination von Messparametern
der unterschiedlichen Flusskurven treffen zu koénnen, soll eine lineare
Regressionsanalyse vorgenommen werden. Diese soll dazu dienen, dass unter
Berucksichtigung der verschiedenen Variablen eine hohe Vorhersagbarkeit der
Flusskompromittierung, unabhangig vom vorliegenden Gefalltyp erreicht werden
kann.
Die in dieser Arbeit ausgewahlten Gefalde stellen verschiedene Gefaldtypen dar:
1. zentrale Arterie, gekennzeichnet durch einen hohen Blutfluss und geringen
Gefalwiderstand (Aorta)
2. zentrale Arterie, gekennzeichnet durch einen hohen Blutfluss und mittleren
GefalRwiderstand (Carotis)
3. muskulare Arterie, gekennzeichnet durch einen fakultativ hohen Blutfluss, der
durch Spasmen der Media kompromittiert werden kann, d.h. hoher

GefalRwiderstand (Femoralis).

3.5.1 Variablen zum Einschluss in die lineare Regressionsanalyse

Die verschiedenen Variablen sind in der Ubersicht in den nachfolgenden
Abbildungen dargestellt. Die Area under the curve (Abb. 30) wird fir die
verschiedenen Gefalle in der Gegenuberstellung gezeigt.

Die verschiedenen Werte flr die unterschiedlichen Lumeneinengungen werden
anhand des Fehlerbalkendiagramms verdeutlicht und spiegeln die unterschiedlichen
Flusskurven wider. Insbesondere bei der Femoralarterie zeigt sich der eher flache
Kurvenverlauf durch hohe Werte in diesem Diagramm. Dagegen ist der Blutfluss in
der A. carotis zwar durch ein ebenso hohes Volumen gekennzeichnet, durch den
hohen Durchfluss ist das emittierte Flusssignal in seiner Summe jedoch geringer, da
es schnell wieder zu einer Elimination aus dem Gefal® kommt. Die Aorta ist analog
der Carotisarterie durch einen hohen Blutfluss gekennzeichnet, durch den hohen
Umsatz liegen die Werte fur die Area under the curve daher héher (Abb. 31). Die
Darstellung der Fehlerbalken macht auch deutlich, dass die Unterschiede bis auf den
Wert der Aorta von 0% und 25% alle hochsignifikant sind.
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Abbildung 30. Darstellung der Area under the curve fiir die verschiedenen Gefalitypen.
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Abbildung 31. Darstellung des ersten und zweiten Maximums als Fehlerbalkendiagramm.
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Bei der Betrachtung des ersten und zweiten Maximums der korrespondierenden
Flusskurven lasst sich, insbesondere bei der Betrachtung des ersten Maximums, ein
Unterschied zwischen den verschiedenen Stenosegraden feststellen. Lediglich durch
die ahnliche Lage des Fehlerbalkens von 0% und 25% der Aorta wird das
Signifikanzniveau fur diesen Wert nicht erreicht. Die weiteren Werte weisen alle ein

relativ hohes Signifikanzniveau auf (Abb. 32).

Die Analyse und Darstellung der Fehlerbalken mit der Steigung zum ersten und
zweiten Maximum zeigen zwar relativ offensichtliche Unterschiede zwischen den
verschiedenen Stenosegraden des Anstiegs bis zum ersten Peak, die Steigung des
zweiten Peaks dagegen erscheint nicht unterschiedlich (Abb. 30-32). Dies spiegelt
sich auch in der statistischen Analyse der verschiedenen Gefalde, wie unter 3.4.1 —

3.4.4 beschrieben, wider.
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Abbildung 32. Darstellung der Steigung zum ersten und zweiten Peak in der Gegenuiberstellung.
Wahrend die Fehlerbalken der Steigung zum ersten Peak relativ deutliche Unterschiede aufweisen,

zeigen sich in der Steigung zum zweiten Peak geringere Unterschiede auf.
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Auf Grund der unterschiedlichen Messparameter in Abhangigkeit der verschiedenen
Gefaldtypen wurde nun eine lineare Regressionsanalyse durchgefuhrt, um einen
hohen Regressionskoeffizienten R? der eine Erklarung fur die Abhangigkeit des
Modells und deren Interpretationssicherheit liefert, zu erhalten. Als mogliche
Einschlussvariablen wurden nur diese gewahlt, die sich auch im Wilcoxon-Test bei
den verschiedenen Gefal3typen als statistisch signifikante Parameter herausgestellt
haben. Dies waren nur die dargestellte Area under the curve, das erste und zweite

Maximum, sowie die Steigung zum ersten und zweiten Maximum.

3.5.2 Testung der verschiedenen Variablen in der linearen Regressionsanalyse
Bei der Testung der unterschiedlichen Variablen zeigte sich bei der Testung nur
einer Variable ein Regressionskoeffizient R? zwischen 0,005 (maximale Abflutung
nach dem ersten Maximum) bis 0,374 (Area under the curve). Auch das erste
Maximum (R? = 0,329) und das zweite Maximum (0,317) zeigten einen hohen
Regressionskoeffizienten. Die Kombination von zwei Variablen dagegen zeigte,
insbesondere bei der Berucksichtigung des ersten Maximums und der Area under
the curve, den hdchsten Regressionskoeffizienten (R* = 0,423), gefolgt von der
Kombination aus Area under the curve und zweites Maximum (R? = 0,418), Area
under the curve und Steigung bis zum ersten Maximum (R? = 0,413). Die dreifache
Kombination aus Area under the curve, Steigung bis zum ersten Maximum und dem
zweiten Maximum (R? = 0,426) zeigte einen ahnlichen Regressionskoeffizienten wie
die Kombination aus erstem Maximum, Area under the curve und Steigung bis zum
ersten Maximum (R? = 0,424) oder dem ersten Maximum, Area under the curve und
dem zweiten Maximum (R? = 0,418). Bei der Kombination aus erstem Maximum,
Area under the curve, Steigung bis zum ersten Maximum und dem zweiten Maximum
(R? = 0,436) zeigte sich fir die Analyse an allen GefalRen der hdchste
Regressionskoeffizient.

Bei der isolierten Beurteilung der verschiedenen Gefalltypen mit den
korrespondierenden Ergebnissen lag der hochste Regressionskoeffizient bei der
Aorta in der Kombination aus Area under the curve, Steigung bis zum ersten und
zweiten Maximum und dem zweiten Maximum (R? = 0,686). Hier zeigte sich ein sehr
hoher und im Vergleich zu den anderen Kombinationen hochsignifikanter Wert auf

(p<0,0001). Bei der A. carotis lag der Regressionskoeffizient in dieser Konstellation
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ebenfalls (R?=0.519), wie bei der A. femoralis, in einem sehr hohen Bereich
(R?=0.485), so dass das Modell hierdurch eine valide Beurteilungsmoglichkeit zur
Diskrimminierung der verschiedenen Flusskurven liefert. Bei allen drei Tests lag der
Unterschied zu den sonstigen Kombinationsmaoglichkeiten sowie zur Diskrimmination

der verschiedenen Flusskurven im hochsignifikanten Bereich (p<0,0001).

3.6 Farbkodierte Auswertung der Intensitat und Transition Time des ICG-
Signales

Die Auswertung des ICG — Signales uber die Detektion der Fluoreszenz erfolgte
nach manueller Bestimmung des interessierenden Punktes innerhalb des
aufgezeichneten Videos bzw. Bildes im Rahmen der digitalen Dokumentation. Durch
die Bestimmung eines bestimmten Punktes, der region of interest (ROI) wurde das
Signal (ber ein Software-Programm FLOW® 800 (INFRARED 800, Carl Zeiss
Meditec AG, Oberkochen, Deutschland) analysiert und ausgewertet. Die
Untersuchungen konnten beliebig oft wiederholt und die Analyse Uuber acht
verschiedene Punkte gleichzeitig durchgeflihrt werden. Die jeweiligen Analysen
konnen sowohl in Bezug zu dem jeweiligen klinischen Bild, der entsprechenden

Flusskurve oder auch im Verhaltnis untereinander dargestellt werden (Abb. 33).
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Abbildung 33. Darstellung der korrespondierenden farbkodierten Auswertungen im Vergleich zur
klinischen Situation bei verschiedenen Stenosegraden (linke Spalte) und unter Darstellung der ICG-

Flusskurve (rechte Spalte) am Beispiel einer A. carotis.
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3.6.1 Farbkodierte Auswertung an der Aorta

nach Anastomose nach Einengung

Abbildung 34. Gegenuberstellung der verschiedenen Anastomosen an der Aorta mit
unterschiedlichen Stenosegraden (rechte Spalte) im Vergleich mit der fertig gestellten Anastomose
(linke Spalte). Die Anpassung der Farbkodierung ist an den verschiedenen Skalierungen orientiert
(rechts unter je Zeile), der Fluss innerhalb der Anastomose ist jedoch immer identisch und wird nur

im Verhaltnis zur ICG-Durchflussgeschwindigkeit im jeweilig analysierten Gefal farblich dargestellt.
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Nach erfolgter Anastomosierung zeigten die farbkodierten Darstellungen der Aorta
die in Relation gesetzten Ergebnisse der Flussanalyse der stenosierten
GefalRanastomosen einen unmittelbaren Unterschied zwischen den ermittelten
Werten. Die Darstellung legte insbesondere dar, dass eine Flussreduktion im Bereich
der Aorta offensichtlich erst ab einer Stenosierung von 75% aufgetreten ist. Dies wird
am Signal der verschiedenen Gefalle deutlich (Abb. 34). Bei den Stenosierungen
kleiner oder gleich 50% zeigte sich im Vergleich zu den 25%igen Stenosierungen
zwar ein etwas geringerer Durchfluss durch die Aorta, im Vergleich zu der
Basisuntersuchung nach alleiniger Anastomosierung war jedoch eine hdhere
,1ransition Time* feststellbar. Dieses Phanomen an der Aorta stellte somit einen
wichtigen Faktor bei der Beurteilung der Duchflussgeschwindigkeit gemessen an der
ICG-Signalintensitat dar, um mittelgradige von hdhergradigen Stenosen zu
unterscheiden. Bei der Untersuchung der weiteren Anastomosen und deren
Einengungen im Bereich der Aorta zeigte sich analog eine Darstellung der
unterschiedlichen  Flusssignale. Das vorliegende ICG-Signal mit den
unterschiedlichen Durchflussgeschwindigkeiten wurde dadurch erzeugt, dass das
Blut-Zeit-Volumen an dieser Stelle einem hohen Umsatz unterliegt und die
Stenosierungen zunachst eine lokale Beschleunigung des Blutstromes erzeugt.
Wahrend dieser Mechanismus durch die Windkesselfunktion der Aorta bewirkt wird,
kann ab einer hohergradigen Stenosierung, wie sie ab 75% AulRendurchmesser
vorliegt, zu keiner weiteren Kompensation mehr kommen und es erfolgt ein
Volumenrickstau mit einer Flussreduktion im distalen GefalRanteil hinter der
eingeengten Anastomose (Abb. 34). Das Signal bei einer 100%igen Stenose war
eindeutig identifizierbar und zeigte im proximalen GefalRanteil meist nur eine lokale
Farbkodierung mit geringerer Flussstarke, welches einem turbulenten Signal

entsprach.
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3.6.2 Farbkodierte Auswertung an der A. carotis

nach Anastomose nach Einengung
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Abbildung 35. Gegenlberstellung der verschiedenen Anastomosen mit unterschiedlichen
Stenosegraden (rechte Spalte) im Vergleich mit der fertig gestellten Anastomose (linke Spalte). Die
Anpassung der Farbkodierung ist an den verschiedenen Skalierungen orientiert (rechts unter je
Zeile), der Fluss innerhalb der Anastomose ist jedoch immer identisch und wird nur im Verhaltnis zur

ICG-Durchflussgeschwindigkeit im jeweilig analysierten Gefal farblich dargestellt.
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Die farbkodierte Abbildung der anastomosierten Arterien zeigte im Vergleich zu den
stenosierten Gefallanastomosen eine zunehmende Flussreduktion, welche durch
das veranderte ICG-Fluoreszenz-Signal in Abhangigkeit vom Grad der Stenosierung
dargestellt wurde. Bereits bei 25%iger Stenosierung des Anastomosenkomplexexes
wurde bei diesem Gefald eine Reduktion deutlich sichtbar. Bei zunehmender
Stenosierung wurde dieser Unterschied durch die unterschiedliche Farbkodierung
des emittierten ICG-Fluoreszenz-Signals weiter deutlich. Ab einer hoéhergradigen
Stenosierung von 75% wurde dieser Unterschied auch von einer Verlangerung der
detektierten ,Transition Time*, sichtbar an der verlangerten Skalierung der emittierten
Signalstarke, offensichtlich (Abb. 35).

Das Signal bei einer 100%igen Stenose war eindeutig identifizierbar und zeigte im
distalen Gefalanteil meist nur eine lokale Farbkodierung mit geringerer Flussstarke,
welches durch einen retrograden Blutfluss durch den Umgehungskreislauf tGber den

Circulus arteriosus Wilisii und der A. sphenopalatina der Ratte entstand.

3.6.3 Farbkodierte Auswertung an der A. femoralis

Analog zu der A. carotis zeigte sich auch bei der A. femoralis eine kontinuierliche
Reduktion des emittierten Farbsignals unter Zunahme des Stenosegrades (Abb. 36).
Die Unterschiede zwischen den Stenosierungen um 25 und 50% waren jedoch nicht
starker ausgepragt und spiegeln sich auch in den unter 3.4.4 dargestellten
Flusskurven wider, bei denen es zu einer regelrechten Konfiguration der Flusskurve
kam. Diese wiesen im Vergleich untereinander dennoch Intensitatsunterschiede auf.
Dies ist auch bei den vorliegenden farbkodierten ICG-Analysen der Fall, jedoch sind
die Unterschiede nicht so auffallig wie bei den anderen Lokalisationen. Ab einer
Stenose von 75% ist das Flusssignal allerdings deutlich eingeschrankt, was sich
auch durch eine entsprechende Verlangerung der Skala widerspiegelt. Die
Stenosierung von 100% konnte ebenfalls deutlich dargestellt werden. Im Bereich des
proximalen Anteils der A. femoralis in der Region des Leistenbandes konnte hier
regelmalig ein Fluoreszenzsignal detektiert werden, welches an dieser Stelle jedoch
sistierte. Da an dieser Stelle einige Seitendste in den umgebenden
Bewegungsapparat abgegeben werden, kann hier von turbulenten Strémungen ohne

Durchflusspassage durch die vorbestehende Blutsaule in der A. femoralis als
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Ausdruck des ICG-Fluoreszenzsignals ausgegangen werden (Abb. 36).

nach Anastomose nach Einengung

Abbildung 36. Gegenlberstellung der verschiedenen Anastomosen mit unterschiedlichen
Stenosegraden (rechte Spalte) im Vergleich mit der fertig gestellten Anastomose (linke Spalte). Die
Anpassung der Farbkodierung ist an den verschiedenen Skalierungen orientiert (rechts unter je
Zeile), der Fluss innerhalb der Anastomose ist jedoch immer identisch und wird nur im Verhaltnis zur

ICG-Durchflussgeschwindigkeit im jeweilig analysierten Gefal farblich dargestellt.
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4. DISKUSSION

Wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte, ist die Anwendung der ICG-
Angiographie fur die rekonstruktve und mikrovaskuodlare Chirurgie von groler
klinischer Bedeutung. Durch die non-invasive Darstellung des intravasalen
Blutflusses sowie der Durchblutung im nachfolgenden Versorgungsgebiet der
zufihrenden Gefalle bietet sich sowohl die Madoglichkeit des Monitorings der
mikrovaskuldren Anastomose als auch des resultierenden Blutflusses im

Versorgungsgebiet des Gefalles.

Obwohl die klinische Anwendung der ICG-Angiographie in vielen Fachbereichen
bereits eine breite Anwendung findet, insbesondere in der Herzchirurgie (Detter et al.
2002; Detter et al. 2007; Waseda et al. 2009), Neurochirurgie (Feindel et al. 1967a;
Raabe et al. 2003; Raabe et al. 2005; Woitzik et al. 2005; Woitzik et al. 2006) und
auch in der plastischen und rekonstruktiven Chirurgie (Holm et al. 2009; Holm et al.
2010a; Holm et al. 2010b), war die Sensitivitat und Spezifitdt dieses Verfahrens
bisher noch voéllig unklar. Durch die Testung der ICG-Angiographie an einem
standardisierten Modell wie im vorliegenden Tiermodell sowie im Vergleich zum
bisherigen Goldstandard, der Mikro-Doppler-Sonographie (Gilsbach und Hassler
1984; Deverall et al. 1988), ist die entsprechende Validitdt dieses Verfahrens
gewahrleistet. Im Vergleich zeigte sich zwar kein signifikanter Unterschied zwischen
beiden Methoden zur Detektion von mikrovaskularen Flussbehinderungen und
konsekutiven Durchblutungsstorungen, jedoch erlaubt die Darstellung und
Analysemoglichkeit durch das Flow®800 System im Vergleich zur Voraufnahme eine
zusatzliche schnelle Visualisierung von verschiedenen Flussparametern. In der
vorliegenden Arbeit zeigte sich, dass insbesondere die Kombination der Area under
the curve und die Steigung bis zum ersten und zweiten Maximum sowie dem zweiten
Maximum der jeweiligen Flusskurven zuverlassige Parameter zur Diskriminierung der
unterschiedlichen Flussverhaltnisse an den verschiedenen getesteten Gefallen sind.
Der entsprechende Wert der linearen Regressionsanalyse zeigte mit R? = 0,485 —
0,686 einen sehr hohen Determinationskoeffizienten, der einen hohen
Zusammenhang zwischen den abhangigen und unabhangigen Variablen des hier
getesteten Modells aufzeigt. Somit ist die nachgewiesene Variabilitdt in dem
getesteten Modell sehr gering. Der Wert des Flow®800 Systems wird deutlich, wenn

man die vielen, weiteren moglichen Einfliisse eines mikrochirurgischen Verfahrens,
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die bei der Analyse des Blutflusses impliziert werden kénnten, bericksichtigt (llie et
al. 2007; Hallock 2008; Scholz et al. 2008; Hanasono et al. 2009; Pattani et al. 2010).
Neben den physiologischen Parametern des Blutflusses spielt vor allem die
Erfahrung des Operateurs die grofte Rolle, doch sind auch eine ganze weitere Reihe
von verschiedenen Einflussfaktoren (z.B. Temperatur, Gefallspasmus,
GefalRzustand, usw.) bekannt. Erfolgsraten mikrochirurgischer Operationen von 74-
95 % sind in der Literatur beschrieben (Wolff, 2008; Hallock, 2008).

4.1 Monitoring bei mikrovaskuléaren Prozeduren

Der Mikrodoppler stellt bisher den sog. Gold-Standard, vor allem in der
Neurochirurgie, aber auch in der Gefalichirurgie, dar und wird neben der technischen
aufwandigen Angiographie haufig verwendet (Gilsbach 1983; Gilsbach und Hassler
1984; Laborde et al. 1988; Lam und Newell 1996; Bailes et al. 1997; Firsching et al.
2000; Thornton et al. 2000; Proust et al. 2002; Sanzenbacher 2005). Einen Nachteil
bei der Anwendung des Mikro-Doppler-Systems stellt die geringe Sensitivitat bei
Stenosen der Gefalle zwischen 30-50% dar (Gilsbach 1983; Gilsbach und Hassler
1984), so dass auf Grund der Komplikationsraten und des deutlich starkeren
Aufwandes der intraoperativen Angiographie die weitere Notwendigkeit der
unmittelbaren Beurteilung der Anastomose mittels eines sensitiveren Verfahrens
besteht. Dennoch existieren weitere Verfahren zur Testung und Bestimmung der
Durchblutung von Geweben oder Gefallen. Hierbei kann man zwischen direkten
Verfahren, d.h. der Bestimmung des Blutflusses in einem Gefal3, und indirekten
Verfahren, d.h. der Bestimmung von Parametern im Gewebe, wie zum Beispiel die

Oxygenierung, unterscheiden.

Die verschiedenen Verfahren sollen nachfolgend dargestellt und mit ihren Vor- und

Nachteilen entsprechend erlautert werden:

Die klinische Beurteilung gilt nach wie vor als Basisverfahren in der Beurteilung von
Anastomosen und deren Durchgangigkeit (Acland und Sabapathy 2008). Zusatzlich
wird der sogenannte ,Milkman-Test® angewandt, bei dem das Gefal® distal der
Anastomose entsprechend ausgestrichen wird, um den einstromenden Blutfluss in

das distale Segemnt der Anastomose zu Uberprufen (Kersh et al. 1989; Tonken et al.
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1995). Je nach Schnelligkeit des Blutflusses erhalt man eine Einschatzung Uber den
Grad der Durchgangigkeit der Anastomose (Kersh et al. 1989; Tonken et al. 1995;
Acland und Sabapathy 2008).

Das Prinzip der Mikro-Doppler Sonographie ist die Frequenzverschiebung von
Schallwellen durch die Relativbewegung korpuskularer Elemente im stromenden Blut
(Gilsbach und Hassler 1984; Mucke et al. 2008). Das Verfahren hat sich in vielen
klinischen Bereichen als Goldstandard zur Detektion von Stenosen etabliert.
Dennoch bleibt als limitierender Faktor, dass der Blutfluss innerhalb des Gefalles nur
ab einer héhergradigen Stenosierung als turbulentes Signal erfasst wird, bzw. kann
die Einengung des Lumens im Bereich der Anastomose erst ab Einengungen von
50% sicher detektiert werden kann (Gilsbach und Hassler 1984), auch wenn der
Mikro-Doppler zunehmend verbessert wird (Cui et al. 2011). Die zugrunde liegenden
Arbeiten sind insbesondere von Gilsbach et al. beschrieben worden (Gilsbach und
Hassler 1984). Obwohl die Mikro-Doppler-Sonographie in der Neurochirurgie und
auch in der Gefalchirurgie ein Standardverfahren darstellt, hat sie sich in der
Mikrochirurgie nicht als Goldstandard durchgesetzt. Dies hangt wahrscheinlich mit
der Schwierigkeit der korrekten Schallkopfpositionierung und der Erfahrung des
Untersuchers zusammen. Nachdem der Operationssitus verschlossen ist, ist die
weitere Untersuchung des Gefal3pulses nicht sicher mdglich, da die eindeutige
Zuordnung der akustischen Signale, insbesondere bei kleinlumigen Gefalen,
schwierig ist und das Signal deutlich abgeschwacht und verandert ist (Russo et al.
2001; Akdemir et al. 2007; Cui et al. 2011).

Die farbkodierte Duplexsonographie ermdglicht durch eine zusatzliche Farbkodierung
der Doppler-Spektren die Bestimmung der Blutflussrichtung. Perfusions- und
Widerstandsindizes liefern Informationen Uber regionale Perfusionsverhaltnisse. Bei
diesem Verfahren handelt es sich um die Verarbeitung der Dopplerkurven durch ein
integriertes Analysesystem, welches jedoch von der korrekten Bestimmung des
Untersuchers abhangig ist. Bei einem Anastomosendurchmesser von mehr als 2 mm
erwies sich dieses Verfahren als zuverlassig (Wu und Young 1995; Schon et al.
2002).
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Bei der elektromagnetischen Flowmetrie wird in unmittelbarer Umgebung des
Gefaldes ein elektromagnetisches Feld erzeugt. Der intravaskulare Blutstrom erzeugt
ein elektrisches Potential, das direkt proportional zur Blutflussgeschwindigkeit ist.
Obwohl zuverlassige und prazise Messergebnisse zur Erfassung des Blutflusses
erzielt wurden (Banis et al. 1980; Eriksson und Heden 1988), bleibt die Methode
aufgrund der aufwandigen Messtechnik und der nicht moglichen Quantifizierung des
Blutvolumens fur die breite klinische Anwendung ungeeignet (Machens et al. 1994).

Als Beispiel fur die indirekte Beurteilung des Blut- und Gewebeperfusionsstatus ist
die Laser Doppler Flowmetrie zu nennen, die auf dem Doppler Shift von Laserlicht
beruht (Hovius et al. 1993; Mailaender et al. 1994; Holzle et al. 2006). Die
Anwendung wird fur das Monitoring von Gewebetransplantaten als praktikabel und
zuverlassig bezeichnet (Holzle et al. 2006; Mucke et al. 2011). Es handelt sich um
ein noninvasives Verfahren, welches Uber das Laser-Doppler-Prinzip qualitative
Messungen ermoglicht, die insbesondere bei der Bestimmung von Ausgangswerten
eine sehr hohe Aussagemoglichkeit erlauben. Der Nachteil dieses Verfahrens
besteht vor allem in dem durch das Fehlen von Absolutwerten und der dadurch
erschwerten Interpretation der Messergebnisse, der geringen Eindringtiefe ins
Gewebe und der hohen Anfalligkeit fur Bewegungsartefakte durch die Dislokation
von Messsonden (Mailaender et al. 1994; Yoshino et al. 1996; Holzle et al. 2006).
Weitere Verfahren der indirekten Bestimmung der Gewebeperfusion stellen die
Dermofluorometrie als auch das sogenannte Clearing-Verfahren dar, welche durch
das Ausmald und der Schnelligkeit der Gewebeanreicherung geeigneter

Indikatorsubstanzen Ruickschlusse auf die Gewebeperfusion ermdglichen.

Vends injizierte fluoreszierende Farbstoffe dienen als Indikatorsubstanzen bei der
Dermofluorometrie. Als limitierende Faktoren dieses Verfahrens galten bisher vor
allem die begrenzte Wiederholbarkeit durch die langen Halbwertszeiten der
Indikatorsubstanzen und die potenzielle Gefahr anaphylaktischer Reaktionen. Durch
die Verwendung von weiter entwickelten fluoreszierenden Indikatorsubstanzen mit
gunstigeren Eigenschaften, wie auch das Indocyaningrin, konnte die Kklinische
Anwendbarkeit verbessert und auch in ihrer Anwendungsmadglichkeit deutlich
erweitert werden (Caesar et al. 1961; Feindel et al. 1967a; Leevy et al. 1967; Benson
und Kues 1978; Destro und Puliafito 1989; Mailaender et al. 1994; Ott 1998; Leistad
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et al. 2001; Detter et al. 2002; Raabe et al. 2003; Raabe et al. 2005; Woitzik et al.
2005; Holzle et al. 2006; Woitzik et al. 2006; Detter et al. 2007; Unno et al. 2008;
Holm et al. 2009; Holm et al. 2010a; Holm et al. 2010b). Durch diese
Weiterentwicklung, insbesondere der Halbwertszeit und Applikationsform des
Farbstoffes, konnte eine repetitive, intraoperative oder auch rein Klinische
Untersuchung der Gefaldperfusion ermdglicht werden. Hierdurch ergab sich auch die
Maglichkeit der angiographischen Darstellung von Gefal3en, dem Gold-Standard in
der Beurteilung von Gefallen und deren Pathologien (Mills et al. 1992; Zhang et al.
1995; Salcuni et al. 1996; Karasch und Rubin 1998; Reiter et al. 2007; Zhang et al.
2011).

Die Angiographie, eine bewahrte Methode der Gefalddiagnostik, ermdglicht bei
mikrovaskularen Eingriffen eine zuverlassige Beurteilung der
Anastomosendurchgangigkeit. Sie ist als bisheriges Standardverfahren aufgrund der
hohen Invasivitat, der hohen apparativen sowie personellen Notwendigkeiten und
zum Teil schwerwiegenden Komplikationen bedingt durch die
Kontrastmittelapplikation nicht fur die intraoperative Diagnostik geeignet (Machens et
al. 1999). Fur die Fluoreszenz-Angiographie wurde allerdings die erfolgreiche
intraoperative Anwendung in verschiedenen Fachbereichen als Diagnostikum zur
Detektion von vaskularer Kompromittierung des Blutflusses und dessen
Endstromgebiet beschrieben (Caesar et al. 1961; Feindel et al. 1967a; Leevy et al.
1967; Benson und Kues 1978; Destro und Puliafito 1989; Mailaender et al. 1994; Ott
1998; Leistad et al. 2001; Detter et al. 2002; Raabe et al. 2003; Raabe et al. 2005;
Woitzik et al. 2005; Holzle et al. 2006; Woitzik et al. 2006; Detter et al. 2007; Unno et
al. 2008; Holm et al. 2009; Holm et al. 2010a; Holm et al. 2010b).

Weitere Monitoringverfahren sind in der Anwendung zur Detektion von
Durchblutungsstérungen im Gewebe, aber auch in GefalRen beschrieben. Die
Vielzahl dieser Verfahren zeigt zum einen den Wunsch nach intraoperativer
Qualitatssicherung des erzielten Ergebnisses, zum anderen auch die Optimierung
von mikrochirurgischen Verfahren. Des Weiteren ist ein solches Monitoringtool zum
Nachweis von der Funktionalitat experimenteller Techniken erwlnscht und auch zur
frihzeitigen Detektion von Komplikationen geeignet (Detter et al. 2002; Woitzik et al.
2005; Holzle et al. 2006; Detter et al. 2007; Mucke et al. 2011).
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4.2 Anwendung und Nebenwirkungen der ICG-Angiographie

Die ICG-Fluoreszenzangiographie ist ein bildgebendes Verfahren zur Darstellung
von Gefalen und der Perfusion von Gewebe ohne Kontrastmittel und
Strahlenbelastung. Bei diesem Verfahren wird der fluoreszierende Farbstoff
Indocyaningrin vends appliziert und am Zielort durch Beleuchtung mit einer Infrarot-
Lichtquelle zur Fluoreszenz angeregt. Sobald der Farbstoff Uber den Blutkreislauf
das mit Infrarotlicht beleuchtete Areal erreicht, tritt eine breitbandige Fluoreszenz auf.
Dieses Fluoreszenzlicht wird mit der Infrarot-Kamera in Verbindung mit einem
optischen Bandpassfilter detektiert, der das sehr intensive Anregungslicht abblockt
und so eine Uberstrahlung des Fluoresezenssignals unterdriickt. ICG ist ein nicht-
toxischer, gut vertraglicher Farbstoff (Cherrick et al. 1960; Paumgartner 1975; Hope-
Ross et al. 1994). Die nur leichten Nebenwirkungen von ICG wie Halsschmerzen und
Hitzewallungen (Benya et al. 1989) sind meist auf eine Verunreinigung durch
Natriumjodid zurlckzufiihren und sehr selten (Cherrick et al. 1960; Paumgartner
1975). Hier spielt insbesondere auch die korrekte Aufbereitung des Farbstoffes eine
wichtige Rolle, bei der es durch die Anwendung von kristallinen Flussigkeiten zu
einer Ausfallung von Salzen kommen kann, so dass subjektive Missempfindungen
bei dem Patienten haufiger vermutet werden. Garski beschrieb insgesamt jedoch nur
vier Unvertraglichkeitsreaktionen von ICG nach insgesamt 240.000 Applikationen
(Garski et al. 1978). In einer Literaturubersicht 34 Jahre nach Einfuhrung von ICG als
Diagnostikum zur Darstellung von GefalRkompromittierungen wurde nur Uber 17
Unvertraglichkeitsreaktionen einschlielBlich zwei Todesfallen berichtet (Garski et al.
1978). Beide Todesfalle traten bei schwerkranken Patienten auf, bei denen eine
Herzkatheteruntersuchung durchgefuhrt wurde, so dass auch die genaue Ursache
fur die Todesfalle unklar bleibt. Schwere Unvertraglichkeitsreaktionen wie
anaphylaktischer Schock, Hypotension, Tachykardie, Dyspnoe und Urtikaria wurden
bei insgesamt sieben Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz beobachtet. Daher
wird empfohlen, die Applikation von ICG bei Patienten mit terminaler
Niereninsuffizienz zu vermeiden (Garski et al. 1978). Auch im Rahmen einer
prospektiven Studie zur fluoreszenzangiographischen Untersuchung der Retina unter
Applikation von ICG bei 1226 Patienten wurde nur Uber acht
Unvertraglichkeitsreaktionen  berichtet, darunter nur eine schwerwiegende

Komplikation (Hope-Ross et al. 1994).
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4.3 Reliabilitat der ICG-Angiographie

Dies ist die erste Studie, welche die Sensitivitat, Spezifitdt, den positiv und negativ
pradiktiven Wert der Methode anhand eines standardisierten Tiermodells ermittelt
hat. Bisher sind keine Versuche diesbezuglich vorgenommen worden, obwohl bereits
eine Reihe von Versuchen in verschiedenen Studienmodellen in der Literatur
beschrieben wurden (Raabe et al. 2003; Raabe et al. 2005; Woitzik et al. 2005; de
Oliveira et al. 2008; Holm et al. 2009; Holm et al. 2010b). Durch die Beobachtung
und Anwendung der ICG-Angiographie der Gefallanastomosen kann die Detektion
von Komplikationen erhoht werden. Holm et al. beschreiben durch die Anwendung
der intraoperativen |CG-Angiographie eine Steigerung der Erfolgsrate beim
mikrochirurgischen Gewebetransfer von 10% aller behandelten Patienten, weitere
6% jedoch erlitten in ihrer Studie einen Verlust des Transplantates (Holm et al.
2009). Ungewohnlicherweise wurde die Technik der Angiographie mit Hilfe von
Indocyanin-Griin bis zu diesem Zeitpunkt noch nicht evaluiert, so dass es im
Rahmen dieser Studie unklar bleibt, ob auch falsch negative angiographische
Darstellungen zu einer Revision der mikrochirurgischen Anastomosen gefuhrt haben
konnten (Holm et al. 2009). In einer Folgestudie beschreiben Holm et al. nach
klinischer Evaluation der Revisionsbehandlung eine Sensitivitdt von 100% und eine
Spezifitat von 86% an Hand der von ihnen beobachteten vaskularen Komplikationen
(Holm et al. 2010b). Hier zeigte sich bei 200 behandelten Patienten eine
Komplikationsrate von 10%, wobei der Grolteil dieser Falle eine Thrombosierung
(55%) des Gefalstiels aufwies. Weiterhin zeigte sich bei einem Patienten eine
falsche Anastomosierung von Arterie und Vene (5%); der Rest wies jedoch intakte
GefalRanastomosen mit einem regularen Gefallstrom auf (40%). Auf Basis dieser
Daten lasst sich vermuten, dass intraoperativ ein falsch negatives Signal zu einer
Revision gefuhrt hat oder auch die alleinige Manipulation am Gefalistiel mit der
entsprechenden Freilegung zu einer Rekanalisierung des Gefalistiels des
Transplantates fuhrte (Holm et al. 2010b). Anhand der hier beschriebenen Studie
zeigt sich der wesentliche Nachteil von klinischen Studien dieser Art: Durch die
Verwendung von nicht standardisierten Daten lasst sich kein valides Urteil Uber die
Genauigkeit der Methode treffen, so dass die Anwendung solcher Diagnostika auf

der Grundlage eines standardisierten Tiermodells obligat erscheint, um
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entsprechende Aussagen uber die Vor- und Nachteile der
Anwendungsmaoglichkeiten zuzulassen. Somit zeigt die Sensitivitat von 95,3% bei
einer Spezifitat von 100% der ICG-Angiographie unter standardisierten Bedingungen,
wie in dieser Studie ermittelt, dass es sich um ein sehr zuverlassiges Diagnostikum
zur Detektion von mikrovaskularen Flussbehinderungen handelt.

Die Integration der ICG-Angiographie in das Operationsmikroskop verbessert so
dessen Anwendung im klinischen Gebrauch, da hierdurch das Verfahren in sehr
kurzer Zeit angewendet werden kann, ohne dass ein hoher wirtschaftlicher oder
personeller Aufwand betrieben werden muss, wie dies fur die konventionelle
Angiographie der Fall ist (Mills et al. 1992; Ogawa et al. 1996; Yang et al. 2002;
Raabe et al. 2003; Raabe et al. 2005; Woitzik et al. 2005; Amin-Hanjani et al. 2007;
Mack 2008; Uhl et al. 2009; Fischer et al. 2010; Holm et al. 2010b). Durch die
Integration der Methodik der ICG-Angiographie in das OP-Mikroskop konnte sich
diese zunachst noch nicht als Standardverfahren durchsetzen. Durch wesentliche
Arbeiten von Feindel et al. und die Verbesserung der intraoperativ zu applizierenden
Technik wurde die Darstellung und Anwendung wesentlich vereinfacht (Feindel et al.
1967a; Feindel et al. 1967b). Wie die hier vorliegende Studie zeigt, kann auch die
unterschiedliche Auspragung von Flussbehinderungen bei einer hohen Reliabilitat
des Verfahrens eindeutig belegt werden. Zunehmend wird die ICG-Angiographie
intraoperativ nach Aneurysmaclipping mit kleinen residualen Gefallanteilen des
Aneurysmas eingesetzt, um die Qualitat des Clippings zu verbessern (Romani et al.;
el-Beltagy et al. 2010). Als Gold-Standard fur die intraoperative Diagnostik wird
jedoch wegen der geringen Verbreitung der ICG-Angiographie zunachst weiterhin die
konventionelle Angiographie gelten. Der Nachteil der Invasivitdt und des bereits
erlauterten hohen personellen und wirtschaftlichen Aufwandes sind jedoch
wesentliche Grinde dafir, dass die Angiographie zunehmend durch die ICG-
Angiographie abgelost werden konnte. Auch wenn die Angiographie generell als
relativ sicheres Verfahren qilt, so ist ihre Komplikationsrate mit 1-3% relativ hoch (Li
et al. 2005), insbesondere im Vergleich zu non-invasiven Verfahren wie der mikro-
Doppler-Sonographie und der hier dargestellten ICG-Fluoreszenz-Angiographie
(Cherrick et al. 1960; Paumgartner 1975; Garski et al. 1978; Gilsbach und Hassler
1984; Benya et al. 1989; Li et al. 2005). Des Weiteren ist die Aufldosung der
konventionellen Angiographie haufig limitiert, so dass diese zunehmend durch die

digitale Subtraktionsangiographie abgelést wurde. Fir die Detektion von kleinen
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perforierenden Gefallen zeigte der Mikro-Doppler eine héhere Genauigkeit als die
DSA (Barrow et al. 1992; Derdeyn et al. 1995; Netuka et al. 2006). Die Problematik,
dass eine zunehmenden Stenosierung sicher erkannt werden kann, ist sowohl fur die
konventionelle Angiographie, der digitalen Subtraktionsangiographie als auch der
Mikro-Doppler-Sonographie hinreichend beschrieben worden (Netuka et al. 2006).
Dies kann auch durch die hier beschriebenen Studienergebnisse nachvollzogen
werden. So Uberrascht es nicht, dass die ICG-Fluoreszenzangiographie die gleiche

Problematik bei hohergradigen Stenosierungen aufweist (Netuka et al. 2006).

4.4 Reliabilitat der Mikro-Doppler-Sonographie

Die Mikro-Doppler-Sonographie stellt aktuell in der intraoperativen Diagnostik und
Flussanalyse, insbesondere in der Neurochirurgie aber auch in anderen
Fachbereichen, das am haufigsten verwendete Verfahren dar (Gilsbach und Hassler
1984; Deverall et al. 1988; Bailes et al. 1997; Chen et al. 1998; van Everdingen et al.
1998; Akdemir et al. 2006; Netuka et al. 2006; Mack 2008; Cui et al. 2011). So ist es
nicht Uberraschend, dass gerade bei intrakraniellen Aneurysmen der routinierte
Einsatz des Mikro-Dopplers gefordert wird, da so eine hohe Anzahl an klinisch nicht
festgestellten Stenosierungen der arteriellen Gefalte des Circulus arteriosus Wilisii
diagnostiziert werden kénnen (Gilsbach und Hassler 1984; Bailes et al. 1997; Mucke
et al. 2008). Auch nicht sichtbare Gefalle, die in der Umgebung verlaufen, jedoch
durch Gewebestrukturen verdeckt sind, kdnnen durch das Doppler-Signal erkannt
werden. Zusatzlich besteht der Vorteil, dass die Ergebnisse des Dopplers sofort zur
Verfligung stehen und ohne weiteren personellen Aufwand mit Hilfe der eigenen
Erfahrung nach einer kurzen Lernphase interpretiert werden konnen (Gilsbach und
Hassler 1984; Firsching et al. 2000; Stendel et al. 2000; Akdemir et al. 2006).
Insbesondere Stenosierungen koénnen durch die typische Veranderung der
Dopplerkurve mit einem Anstieg des systolischen Blutflusses sowie des
durchschnittlichen Blutflusses im Gefald diagnostiziert werden (Gilsbach und Hassler
1984). Nachteilig hierbei ist jedoch, dass kleinere Gefalistenosen nicht sicher
festgestellt werden koénnen und komplexe anatomische Regionen durch die
verschiedenen Flussrichtungen innerhalb von Bifurkationen schwieriger zu beurteilen
sind (Gilsbach und Hassler 1984).
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Die Ergebnisse zur Reliabilitat dieser Arbeit sind vergleichbar mit den Angaben in der
Literatur und spiegeln sowohl die Zuverlassigkeit des Systems, als auch die gute
Eignung des Modells der Ratte fur das Versuchsmodell wider (Laborde et al. 1988;
Stendel et al. 2000; Li et al. 2005). Jedoch zeigen die Ergebnisse auch, dass der
Mikro-Doppler nicht signifikant schlechter ist als die evaluierte ICG-Agiographie, so
dass dessen Anwendung weiterhin empfohlen werden kann. Insbesondere in dem
Wissen, dass bei der Mikro-Doppler-Sonographie falsch positive zu einer geringeren
Spezifitat fuhren, diese jedoch bei der ICG-Angiographie bei 100% liegt, legt eine
Anwendung beider Systeme zur Verbesserung der intraoperativen Detektion von
Komplikationen nahe. Wahrend aus unserer Sicht zunachst die ICG-Angiographie
zur Anwendung kommen sollte, kann nachfolgend die Mikro-Doppler-Sonographie in
Fallen ohne Darstellung eines angiographischen Signals empfohlen werden. Dieses
sollte fUr die Beurteilung schlieRlich malRgeblich sein, so dass statistisch ein hdheres

Ergebnis der Validitat und operativen Qualitat resultiert.

4.5 Anwendung der quantitativen und qualitativen Analyse der ICG-
Angiographie durch Flow®300

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeflihrte Analyse der verschiedenen Flusswerte
der verschiedenen mikrovaskularen Anastomosen sowie deren Stenosierung durch
die ICG-Angiographie stellt ebenfalls die erste Vergleichstudie in der Literatur dar.
Schon fruh wurde diese Moglichkeit jedoch in der Literatur als notwendige objektive
Vergleichsmaoglichkeit unterschiedlicher Flussmessungen diskutiert und gefordert
(Detter et al. 2007; Kamp et al. 2011). Die Anwendung war jedoch meist auf
tierexperimentelle Modelle ohne  Vergleichsmoglichkeit  oder  weiterer
Interpretationsmoglichkeit der ermittelten Flusskurven (Detter et al. 2007) oder auf
Grund einer nicht moglichen Standardisierung des Versuchsaufbaus durch die
Testung am Patienten limitiert (Kamp et al. 2011). Der Vorteil dieser Studien liegt
jedoch darin, dass die Daten mit dem jeweiligen Goldstandard des jeweiligen
Fachgebietes, also der direkten quantitativen real-time-Flussmessung in der
Kardiologie(el-Beltagy et al. 2010) (Detter et al. 2007) oder der postoperativen
digitalen Subraktionsangiographie in der Aneurysmachirurgie (Kamp et al. 2011)

verglichen wurden.
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Die Anwendung des FLOW®800 unter standardisierten Bedingungen zeigt einen
spezifischen Kurvenverlauf fur die jeweiligen Gefalltypen mit den unterschiedlichen
Eigenschaften. Diese lassen sich wegen der erzielten analytischen Daten ehr gut
verwenden, um Komplikationen nach entsprechenden mikrovaskularen Prozeduren
zu detektieren. Umgekehrt ist es jedoch auch theoretisch moglich eine Verbesserung
des Blutflusses mit Hilfe dieses Instrumentes festzustellen, um den Einfluss eines
operativen Verfahrens zu evaluieren. So konnte die Anwendung nach erfolgter
Thrombarteriektomie an den verschiedenen Gefallokalisationen durch eine pra-und
postinterventionelle Analyse Aufschluss Uber den erzielten Effekt liefern.
Exemplarisch  wurde dies Dbereits in der Literatur an Hand von
Technikbeschreibungen erlautert (Haga et al. 2011). Die Quantifizierung des

erzielten Ergebnisses kam jedoch auch hier noch nicht zur Anwendung.

Die Anwendungsmdglichkeit des FLOW®800 gehen insbesondere auf den
Verdunnungseffekt des Fluoreszenzfarbstoffes und dessen Durchflusszeit durch das
Gefald zuruck. Diese Moglichkeit der intraoperativen Analyse an Mikroanastomosen
wurde bereits durch Holm et al. sowie weitere Autoren beschrieben (Holm et al.
2009; Waseda et al. 2009; Holm et al. 2010a). Auch Handa et al. konnten einen
starken Zusammenhang zwischen der klinischen und angiographischen
Signalintensitat sowie der Durchflusszeit des detektierten Farbstoffes feststellen und
zeigten einen signifikanten Bezug zwischen der Anastomose und den ermittelten
Flusswerten auf (Handa et al. 2009; Holm et al. 2010a). Auch die Bestimmung der
Signalintensitat des Fluoreszenzfarbstoffes innerhalb des Gewebes konnte fur die
neugebildeten KollateralgefalRe als valider Parameter festgestellt und verwendet
werden (Wuestenfeld et al. 2008). Die hierdurch erzielte Quantifizierung des
Blutflusses wurde zwar semiquantitativ erzielt, zeigte aber einen validen
Zusammenhang zur klinischen Situation in Abhangigkeit zur regionalen Durchblutung
auf. Auch eine Standardisierung bzw. eine Kalibrierung zu einem Referenzwert
konnte nicht gewahrleistet werden. Sie spiegelt somit die Notwendigkeit der
moglichen Vergleichbarkeit der verschiedenen Perfusionskriterien der ICG-
Angiographie wider.

Die Objektivierung der Flusswerte der ICG-Angiographie mit Hilfe des FLOW®800-
Tools kann nun eine solche Vergleichsmoglichkeit, wie bereits von Kamp et al.

durchgefihrt (Kamp et al. 2011), gewahrleistet werden. Diese Maéglichkeit ist sowohl
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von klinischer als auch experimenteller Relevanz, um die verschiedenen Anderungen
der Durchblutung objektiv zu erfassen (Liss und Liss 2000; Chen et al. 2006; Woitzik
et al. 2006; Chen und Lee 2008; Rozen et al. 2008; Unno et al. 2008; Wolff et al.
2008; Wuestenfeld et al. 2008; Waseda et al. 2009; Holm et al. 2010a). Wie bereits
dargelegt, sind andere Messverfahren meist sehr ungenau, untersucherabhangig
oder zu teuer fur die routinierte klinische Anwendung (Liss und Liss 2000; El-Saden
et al. 2001; Netuka et al. 2006). Allerdings sind weitere Verbesserungen des
vorhandenen Systems notwendig, um die geforderte Vergleichsmdglichkeit zu
gewahrleisten. Im Rahmen dieser Studie wurden die Flusskurven normiert, d.h. die
Hintergrundaktivitat des Fluoreszenzsignals wurde zunachst nach bereits erfolgten
ICG-Angiographien gemessen und von der folgenden Untersuchung subtrahiert, da
es sonst zu einem Anstieg der Flusskurve um diesen Wert gekommen ware. Durch
diese Art der Kalibrierung wurde die Vergleichbarkeit der verschiedenen
Fluoreszenzkurven untereinander gewahrleistet. Des Weiteren muss die ICG-
Angiographie auch in pathologischen Flussbedingungen weiter evaluiert und deren
Anwendungsmdglichkeiten getestet werden. Das Auftreten von Blutungen
unterschiedlicher Intensitat stellt wahrend der |ICG-Angiographie ein weiteres
Problem dar, da der Fluoreszenzfarbstoff so im Gewebe angereichert und miterfasst
wird. Dessen Elimination kann jedoch auf einfache Weise durch die Anwendung von
Spullésungen erfolgen, so dass die erneute ICG-Angiographie angewendet werden
kann. Allerdings mussen auch spezifische operative Prozeduren auf die Anwendung
der ICG-Angiographie kritisch in ihrer Validitat sowie fir das FLOW®800 Tool gepruft
werden (Rao et al. 1983; Mahabir et al. 2001; Unno et al. 2010).

Weitere physiologische Fehlerquellen in der Vergleichbarkeit der Flusskurven liegen
auch in dem unterschiedlichen Herz-Zeit-Volumen, dem unterschiedlichen Blutdruck
des Patienten oder auch in lagebedingten Kreislaufveranderungen, die wahrend der
operativen Eingriffe mitbertucksichtigt werden mussen (Aps et al. 1985; Macdonald
1985; Sigurdsson 1995). Jedoch ist dies im Rahmen der durchgefihrten

Narkoseverfahren meist gut steuerbar und von geringerer Relevanz.

Die Beurteilung des intravasalen Blutflusses ist fur viele operative Verfahren von
besonderer Bedeutung. Uberwiegend bei mikrovaskularen Eingriffen ist vor allem die

technische Fehlerquote als Ursache fir postoperative Komplikationen relativ hoch.
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Die frihzeitige Detektion dieser Komplikationen im Operationssaal sowie deren
unmittelbare Beseitigung stellen hierbei fur alle Beteiligten einen entscheidenden
Vorteil dar. Durch die sofortige Kontrolle ergeben sich so zuverlassige und objektive
Beurteilungsmalstabe, die zu einer Erhéhung der Sicherheit fir den Patienten und
den Chirurgen und somit zu verbesserten Behandlungsergebnissen fuhren. Der
Behandlungserfolg ist neben wirtschaftlichen Verbesserungen somit deutlich erhoht,
da der Patient keinem weiteren operativen Eingriff unterzogen werden muss und die
Voraussetzungen flr einen raschen Heilerfolg deutlich besser sind. Die bisherigen
Monitoringverfahren sind sehr kostenintensiv, aufwandig oder unpraktikabel, so dass
nun zunehmend die fluoreszenzbasierte Indocyanin-Grin-Angiographie als
mogliches Verfahren in den Fokus ruckt. Die Anwendung der ICG-Angiographie kann
insgesamt als ein sicheres Verfahren bezeichnet werden. Es weist eine hohe
Sensitivitat und Spezifitat auf. Durch die zusatzliche Anwendung des FLOW®S800
Tools wird deren Anwendung zunehmend objektiviert. Vornehmlich die Beurteilung
der Area under the curve, der Steigung bis zum ersten und zweiten Maximum, sowie
des ersten Maximums zeigen sich in der linearen Regressionsanalyse als sehr
aussagekraftige Parameter, die eine hohe Diskriminierung zwischen den
verschiedenen Flussverhaltnissen innerhalb der Gefal3e zulassen. Hierdurch sind
objektive Parameter mit einer hohen Aussagefahigkeit identifiziert worden, die es
dem Beurteilenden auf Grund weniger Parameter ermdglichen, eine Aussage Uber
die Qualitat und Quantitat des vorherrschenden Blutflusses zu treffen. Die hierdurch
gewonnenen Informationen sollen dabei helfen, bereits intraoperativ kritisch das
erzielte Ergebnis zu beurteilen und die Qualitat der operativen Prozedur weiter zu

verbessern oder quantitativ zu erfassen und in seiner Qualitat zu bestatigen.
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ZUSAMMENFASSUNG

Die ICG-Angiographie bietet durch seine Integration in das Operationsmikroskop die
Maoglichkeit  mikrovaskulare  Prozeduren  unmittelbar nach  Beendigung
angiographisch zu kontrollieren. Da jedoch Validierungsstudien zur Sensitivitat und
Spezifitat der Methode fehlen, war es Ziel der vorliegenden Studie diese Werte
anhand eines standardisierten Rattenmodells zu ermitteln. Zusatzlich sollte die
Moglichkeit der quantitativen und qualitativen Analyse des Fluoreszenzsignals
uberpruft werden, um die verschiedenen Flusswerte miteinander zu vergleichen und
eine objektive Aussage Uber den Einfluss der operativen Interventionen treffen zu
konnen. Dazu erfolgte die standardisierte Testung der ICG-Angiographie an 28
mannlichen Wistar Ratten, deren A. femoralis, A. carotis und die Aorta prapariert
sowie in End-zu-End-Technik anastomosiert wurden. Als vergleichende
Untersuchung wurde der Mikro-Doppler verwendet, da er als Goldstandard in
verschiedenen operativen Fachbereichen Verwendung findet. Anschlieliend wurden
die Anastomosen kunstlich stenosiert, um die Einengung des GefalRes zu simulieren.
Die ermittelte Sensitivitat der ICG-Angiographie lag zusammenfassend bei 95,3% bei
einer Spezifitdt von 100%. Der Doppler wies eine Sensitivitdt von 100% bei einer
Spezifitat von 86,9% auf. Bei hdhergradigen Stenosierungen wiesen beide Verfahren
eine Abnahme der Zuverlassigkeit der Untersuchungen auf, was auch mit den
Angaben in der Literatur Ubereinstimmt. Die quantitative und qualitative Analyse des
ICG-Fluoreszenzsignals anhand der verschiedenen Stenosegrade der Anastomose
zeigte eine zuverlassige Diskriminierung zwischen den einzelnen Okklusionsraten.
Auf Grund der linearen Regressionsanalyse konnten die Beurteilung der Area under
the curve, der Steigung bis zum ersten und zweiten Maximum, sowie das erste
Maximum als besonders wichtige objektive Variablen identifiziert werden, um eine
ganaue Analyse der verschiedenen Flusskompromittierungen zu gewahrleisten. Das
Verfahren der ICG-Angiographie weist eine hohe Zuverlassigkeit mit vielen
Anwendungsmaglichkeiten auf. In Zukunft konnte mit Hilfe dieses neuen Verfahrens
die intraoperative Qualitatskontrolle bei mikrovaskularen Operationen verbessert

werden.
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verschiedenen pharmakodynamischen Abldufe kommt es zu unterschiedlichen Verteilungen in den
verschiedenen Kompartimenten: links wird die lokale Konzentration nach Injektion in die Vene
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