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1 Einleitung

1.1 Arteriosklerose
Als Oberbegriff fiir eine Reihe von Arterienerkrankungen beschreibt der Ausdruck der
Arteriosklerose den Zustand einer Verdickung der Arterienwand mit daraus resultierendem

Elastizitatsverlust und Lumeneinengung des Gefalles.

1.1.1 Ursachen und Pathogenese

Die Atherosklerose, als wichtigste Form der Arteriosklerose, ist vor allem gekennzeichnet
durch Einlagerung von Lipiden und Bildung von fibrésen Plaques in der Intima arterieller
GefaRe (Bocker, Denk, Heitz, & Moch, 2008). Sie erhalt durch ihre hohe Morbiditdt und
Mortalitat durch Folgeerkrankungen insbesondere in westlichen Industrienationen eine
wichtige klinische Relevanz. Zu den klassischen Risikofaktoren gehoéren Hypertonie,
Nikotinabusus, Diabetes mellitus und Fettstoffwechselstérungen (Lusis, 2000). Aber auch
konstante Faktoren wie hohes Alter und mannliches Geschlecht erhéhen das Risiko, Auftreten
und Progression der Arteriosklerose zu beschleunigen (Nathan & Chaudhuri, 1997).
Pathogenetisch wird die ,Response-to-injury“-Hypothese (s. Abb. 1) als synoptisches
Erklarungsmodell fiir verschiedene Theorien zur Krankheitsentstehung gesehen (Ross, 1999;
Sun et al.,, 2000). Wichtigste Bedeutung hat hier das Auftreten von Endothelldsionen im
Bereich der Intima (Ross, 1999), wodurch Plasmabestandteilen eine hohere Permeabilitat
ermoglicht wird und diese leichter an subendotheliale Strukturen binden kdnnen. Neben
Thrombozyten kommt es durch Einstrom und Akkumulation von LDL-Partikeln auch zur
Einwanderung von Monozyten, die sich im Verlauf durch den Einfluss von Chemokinen in
Makrophagen umwandeln (Lusis, 2000; Ross, 1999). Dieser inflammatorischen Phase folgend
kommt es durch Phagozytose der aggregierten LDL-Partikel zur Entstehung von Schaumzellen
(Lusis, 2000), die im weiteren Verlauf zugrunde gehen und eine groBer werdende Menge an
freien, teils hoch oxidierten Lipiden zuriicklassen (Bocker et al., 2008). Weitere entziindliche
Reaktionen im entstandenen Lipidplaque fiihren zur Einwanderung und Proliferation von

Muskelzellen, sodass letztendlich fibrése Plaques entstehen (Ross, 1999).
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Pathogenese der Atherosklerose

. Einstrom Plasma- Infiltration Thrombusbildung
Endothellision bestandteile + von Schaumzellentstehung + durch
Bindung an subendo-  Makrophagen Migration und Aggregation

: Proliferation von
theliale Strukturen weiterer Zellen

glatten Muskelzellen

Abbildung 1: Schematische Darstellung einzelner Schritte in der Pathogenese der Atherosklerose nach der ,,Response-to-
injury”- Hypothese (Lamon & Hajjar, 2008)

1.1.2 Komplikationen

Klinisch relevante Symptome treten im Rahmen der Atherosklerose, bedingt durch die
langsame Progredienz der Erkrankung, in der Regel erst nach vielen Jahren auf. Die
Symptomatik ist abhangig von der Lokalisation der betroffenen Gefdale: In den groRen
elastischen GefaRen und der Aorta kommt es haufig durch Plaqueruptur zur Ausbildung von
Abscheidungsthromben, die Organinfarkte zur Folge haben kénnen (Libby, 2008; Ross, 1999).
Daneben wird auch die Entstehung von Aneurysmen beglnstigt, da es durch die
Arterienverkalkung zu Diffusionsstérungen in der Gefalwand kommt und infolge dessen eine
Atrophie der Media und eine zunehmende Wandschwadche eintritt. Bei den kleinen und
mittelgroRen Arterien stehen dagegen hamodynamisch wirksame Lumeneinengungen im
Vordergrund. Durch fortschreitende Zunahme des Stenosierungsgrades kommt es zuerst zu
Hypoxien im Versorgungsbereich der betroffenen Gefidlle. Im weiteren Verlauf kdnnen

Ischdmien mit konsekutiven Gewebs- und Organnekrosen entstehen (Ross, 1999).
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1.1.3 Diagnostik

Klinische Symptome wie Schmerzen in der vom arteriosklerotischen Gefall versorgten
Korperregion und Laborwerte von im Blut messbaren Risikofaktoren kdnnen erste Hinweise
auf das Vorliegen einer generalisierten Arteriosklerose geben. Organspezifische sowie
unspezifische Laborparameter wie D-Dimere, Creatin-Kinase (CK) oder Lactatdehydrogenase
(LDH) koénnen im weiteren Verlauf dann auf Gerinnungsaktivierung und Gewebsuntergang
hindeuten. Darliber hinaus spielt aber auch die Bildgebung fiir diagnostische Zwecke eine
grofRe Rolle. Hierbei stellen die Doppler- und farbkodierte Duplex-Sonographie eine wichtige
Untersuchungsmethode dar, vor allem fiir atherosklerotisch bedingte Stenosen im Bereich der
Carotisgabel. Verglichen mit echoreichen Plaques, scheinen duplex-sonographisch echoarme
Lasionen in diesem Bereich mit einem erhdhten Risiko des Schlaganfalls einherzugehen
(Topakian et al., 2011). Weiterhin durchgefiihrt werden auch CT- und MR-Angiographien,

diagnostisch selektive Angiographien (DSA) kommen dagegen nur noch selten zu Anwendung.

1.1.4 Therapie

Einer entscheidenden Bedeutung nicht nur im Rahmen der Behandlung, sondern auch fiir die
Prophylaxe der Arteriosklerose wird der Modifikation des Lebensstils beigemessen. Dabei
stehen besonders Nikotinverzicht, gesunde Erndhrung, regelmaflige und ausreichende
korperliche Aktivitait sowie Normalisierung des Korpergewichts im Vordergrund.
Medikamentdse Therapien zur Behandlung von arterieller Hypertonie, Diabetes mellitus und
Fettstoffwechselstorungen stehen ebenso zur Verfligung und sollten vor allem bei
Risikopatienten unterstiitzend angewandt werden. Wirkstoffe wie Acetylsalicylsdure konnen
bei angemessener Indikationsstellung zusatzlich eingesetzt werden und Komplikationen wie
Herzinfarkt und Schlaganfall deutlich reduzieren (Antithrombotic Trialists, 2002). Eine orale
Antikoagulation bringt dagegen bei Patienten mit atherosklerotisch bedingten
Carotisstenosen keinen Vorteil im Vergleich mit der bereits oben genannten Anwendung von

Thrombozytenaggregationshemmern (Mohr et al., 2001).
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1.1.4.1 Thrombendarteriektomie

Neben konservativer und medikamentdser Therapie stehen beziiglich bereits erwahnter
Carotisstenosen auch endovaskulare und operative Behandlungsmoglichkeiten zur
Verfigung.

Die Thrombendarteriektomie (TEA), auch als Ausschélplastik bezeichnet, beschreibt hierbei
ein operatives Desobliterationsverfahren in der Gefdfchirurgie, bei dem mit Hilfe eines
Dissektionsspatels oder Ringstrippers in stenosierten Gefdflen nach Ldngsarteriotomie
atherosklerotische Plaques und Thromben entfernt werden kdnnen. Beispiel fiir eine haufige
Indikation dieses Verfahrens ist die Therapie der Carotisstenose je nach vorherrschender
Symptomatik ("MRC European Carotid Surgery Trial: interim results for symptomatic patients
with severe (70-99%) or with mild (0-29%) carotid stenosis. European Carotid Surgery Trialists'
Collaborative Group," 1991; North American Symptomatic Carotid Endarterectomy Trial,
1991). Dabei wird fiir die sekundarpraventive Behandlung von hohergradigen
symptomatischen Carotisstenosen eine starke Empfehlung zur Anwendung dieses Verfahrens
auf hohem Evidenzlevel gegeben ("Randomised trial of endarterectomy for recently
symptomatic carotid stenosis: final results of the MRC European Carotid Surgery Trial (ECST),"
1998). Nach erfolgter TEA wird das Gefal} dann entweder direkt durch Naht verschlossen oder
durch Anlage eines Patches rekonstruiert. Zu den Komplikationen gehdren neben
Dissektionen auch Rezidivstenosen durch myointimale Hyperplasie sowie neu aufgetretene
atherosklerotische Plaques am Ort des operativen Eingriffs. Hierbei stellt sich die Frage,
inwieweit das aufgrund der TEA geschadigte Endothel eine Rolle bei der Genese oben
genannter Rezidivstenosen spielt. Eine endovaskulare Therapie mittels Carotis-Stenting kann
dagegen bei schwierigen operativen Bedingungen, erhohtem perioperativem Risiko sowie bei
verschiedenen speziellen Patientensubgruppen als Alternative zur TEA erwogen werden

(Eckstein, 2013).
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1.1.5 Reparaturmechanismen bei geschédigtem Endothel

Integritat und Zusammenhalt der Risk factor EPC
: ® -,
Endothelzellschicht werden unter @ O )
. . . &> N .a * ®
physiologischen Bedingungen I P s B
EC— CO X OOoO@»@®@» 0 0>
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— = o= —0
benachbarten Zellen | Media eo =
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Endothelzelldefekten elangen
_ g- & ® ® EEC ) Platelet
aber auch zirkulierende P o o ., ¥
a .' (S - N -
endotheliale Vorliuferzellen EC— @@”@(@
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Abbildung 2: Schematische Darstellung zirkulierender endothelialer
Vorlduferzellen (EPC), die geschddigte bzw. abgestorbene Endothelzellen
(EC) ersetzen. Innerhalb der ersten Tage nach Neubesetzung der
Endothelzellschicht durch Vorlduferzellen kénnen - aufgrund ihrer
verminderten Funktionalitit verglichen zu reifen Endothelzellen - auch
Thrombozyten und Monozyten an subendotheliale Strukturen binden.
SDF: stromal cell-derived factor; VEGF: vascular endothelial growth factor;
NO: Stickstoffmonoxid (Xu, 2007)

Zeiher, 2004; Foteinos, Hu, Xiao, Metzler, & Xu, 2008; Hu, Davison, Zhang, & Xu, 2003;

die Gefallwand und
Differenzierung in reife
Endothelzellen helfen sie, den

Defekt zu decken (Dimmeler &

Mannarino & Pirro, 2008; Xu, 2006).

Dariber hinaus existieren aber auch DNA-Reparaturmechanismen, die bei intaktem Ablauf die
Entstehung einer Atherosklerose verhindern kdnnen. Nach Erkennung einer DNA-Schadigung
kommt es am Ort des Schadens zur Akkumulation von Reparaturfaktoren und letztendlich zur
Ausbesserung des Schadens (Cervelli, Borghini, Galli, & Andreassi, 2012). Dabei kdnnen auch
moderne Medikamente wie z.B. Statine helfen, diese Reparaturmechanismen mithilfe

bestimmter Proteine zu beschleunigen (Mahmoudi et al., 2008).
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1.2 Fluoreszenzangiographie

1.2.1 Indocyaningriin

Indocyaningriin (ICG) ist ein fluoreszierender Farbstoff, der als Indikatorsubstanz in der
medizinischen Diagnostik vielseitig eingesetzt werden kann. In der Fluoreszenzangiographie
wird es als eines der haufigsten verwendeten Marker zur Darstellung von Gefaflen und zur

Prifung ihrer Durchgdngigkeit genutzt. Dabei wird es, nachdem es in die Blutbahn gegeben

N

worden ist, durch Beleuchtung mittels einer O
Infrarotlichtquelle am Zielort zur Fluoreszenz

angeregt. -

L 7, A Ty
aN

Das Molekil Indocyaningriin  besitzt eine
komplexe chemische Struktur (s. Abb. 3). Zum

. . . . 755
einen besteht sie aus zwei polyzyklischen O/S<o® o’ ‘O@O
"0

Teilen, die (Uber eine Kohlenstoffkette T —————
verbunden sind und den lipophilen Anteil des

Molekiils ausmachen. Zum anderen findet sich an jedem der polyzyklischen Teile jeweils eine
Sulfatgruppe, die dem Molekiil hydrophile Eigenschaften verleiht. Somit gilt Indocyaningriin
als amphiphiles Molekil (Desmettre, Devoisselle, & Mordon, 2000).

Indocyaningriin liegt in der Regel in Pulverform vor und wird zur intravendsen Verabreichung
in Aqua destillata (Aqg. dest.) gelost. Nach i.v.-Injektion bindet es, je nach Hohe der applizierten
ICG-Konzentration (Kamisaka, Yatsuji, Yamada, & Kameda, 1974), fast vollstindig an
Globuline, davon hauptsachlich an al-Lipoprotein und Albumin (Cherrick, Stein, Leevy, &
Davidson, 1960). Dabei binden ein bis zwei ICG-Molekile an den hydrophoben Teil Albumins,
wodurch eine gewisse chemische Stabilitdt des ICGs erreicht wird (Desmettre et al., 2000;
Gathje, Steuer, & Nicholes, 1970). Je nach Hohe der ICG-Konzentration und den Eigenschaften
des Losungsmittels kommt es wie bei vielen anderen Farbstoffen auch zu einer Aggregation
von ICG-Molekiilen. Dadurch konkurrieren Proteinbindung und Aggregation miteinander, was
wiederum Einfluss auf die Spektraleigenschaften des Farbstoffes hat (Desmettre et al., 2000;
Yoneya & Noyori, 1993). Weiterhin verbleibt ICG durch seine Proteinbindung vorwiegend
intravasal, da eine Diffusion in interstitielles Gewebe nicht stattfindet (Yoneya et al., 1998).
Vom Auftreten unerwiinschter Nebenwirkungen wird nur sehr selten berichtet (Benya,
Quintana, & Brundage, 1989; Holm, Mayr, Hofter, Dornseifer, & Ninkovic, 2009),

dosisabhangige und pseudoallergische Reaktionen kdonnen jedoch auftreten (Benya et al.,
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1989; Speich, Saesseli, Hoffmann, Neftel, & Reichen, 1988). Dariiber hinaus wurde in zwei
Fallberichten von schweren Hypotensionen kurz nach Applikation von niedrig dosiertem ICG
berichtet (Bjerregaard, Pandia, & Jaffe, 2013).

Der mit einem Molekulargewicht von 775 Dalton schwere Fluoreszenzfarbstoff besitzt eine
Plasmahalbwertszeit von 3-4 Minuten, wodurch eine mehrmalige Applikation problemlos
moglich ist (Hollins, Noe, & Henderson, 1987; Wipper, 2006). Eine maximale Dosis von 5mg/kg
pro Tag sollte aber nicht Uberschritten werden (Hanel, Nakaji, & Spetzler, 2010; Simal-Julian
et al., 2015). Bedingt durch seine lipophilen Eigenschaften wird ICG ausschlieRlich hepatisch
metabolisiert und vollstéandig biliar ausgeschieden (Cherrick et al., 1960; Desmettre et al.,
2000), sodass eine Kumulation im Korper unterbleibt. Zu den physikalischen Eigenschaften
von ICG zahlt das Absorptionsmaximum, welches abhangig ist von der Farbstoffkonzentration
und den Eigenschaften des Lésungsmediums. In Wasser liegt es bei 780nm, albumingebunden
bei 800nm und in Plasma bei 805nm. Im Idealfall entspricht das Absorptionsmaximum dem
Fluoreszenzmaximum, da die emittierte Strahlung proportional zur absorbierten Strahlung ist.
Unter realen Bedingungen ist dies jedoch nicht der Fall, da die Strahlungsquelle bei den
jeweiligen Anregungswellenlangen unterschiedliche Strahlungsintensititen aufweist. So
ergibt sich ein Fluoreszenzmaximum von ICG in Wasser von 810nm, albumingebunden von
825nm und in Plasma von 830nm (Gentile et al., 1985; Mlicke, 2012; Sutterer, Hardin, Benson,

Krovetz, & Schiebler, 1966).
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1.2.2 Anwendungsgebiete und Limitationen

Indocyaningriin findet bereits in vielen Bereichen der medizinischen Diagnostik regelmaRig
Anwendung. Erstmalig genutzt in der Kardiologie um Herzzeitvolumina mittels Indikator-
Verdiinnungskurven zu beschreiben (I. Fox, Brooker, G., et al., 1956; I. J. Fox, Brooker, L. G., et
al., 1957; Michie & Villarreal, 1966), wird es heute fiir intraoperative quantitative
Blutflussmessungen im Rahmen der kardialen Bypasschirurgie verwendet (M. Yamamoto,
Sasaguri, & Sato, 2011). In der plastisch-rekonstruktiven Chirurgie erlaubt die ICG-
Angiographie nicht nur eine Kontrolle der mikrovaskuldren Anastomosen in Bezug auf
Stenosierung, Thrombosierung oder Undichtigkeit mit den daraus resultierenden
Komplikationen (Holzbach et al., 2012). Dariber hinaus findet sie auch Anwendung in der
praoperativen Beurteilung der Durchblutung von potentiellen Gewebelappen zur
Rekonstruktion  verschiedenster Defekte. Postoperative Komplikationen und
Revisionseingriffe lassen sich dadurch wirksam reduzieren (Yeoh, Kim, & Ghali, 2013). Auch in
der laparoskopischen Kolorektalchirurgie (Jafari et al., 2013) sowie der operativen Urologie ist
die ICG-Anwendung und Visualisierung unter Infrarotlicht hilfreich. Hier wurden im Rahmen
der roboterassistierten Ureteroureterostomie und intraureteralen ICG-Instillation keine
Nebenwirkungen oder postoperative Komplikationen beschrieben (Z. Lee et al., 2013). In der
Ophthalmologie hilft die Anwendung der ICG-Angiographie unter anderem Entziindungen am
Auge zu detektieren (Howe & Tufail, 2004) und zwischen verschiedenen
Entziindungsprozessen mit dhnlicher klinischer Manifestation zu unterscheiden (Herbort,
2000).

Trotz der guten Vertraglichkeit und den oben genannten vielzihligen
Anwendungsmoglichkeiten besitzt die Fluoreszenzangiographie mit Indocyaningriin
Limitationen und Nachteile. Im Rahmen neurochirurgischer Eingriffe beispielsweise muss die
betroffene Gefallstruktur in der Regel erst freigelegt werden, bevor sie fiir die Angiographie
zuganglich ist (de Oliveira, Beck, Seifert, Teixeira, & Raabe, 2007; Simal-Julian et al., 2015).
Dariber hinaus folgt die Anflutung des ICGs einem additiven Muster, in dem sich die arterielle,
kapilldre und vendse Phase (iberlagern (Simal-Julian et al., 2015). Bei schneller Anflutung kann
es zudem schwierig sein mehrere Strukturen gleichzeitig zu beurteilen, was eine mehrfache
Applikation von Indocyaningriin notwendig machen kann (Faber et al., 2011; Simal-Julian et
al., 2015). Ahnlich verhilt es sich bei weit auseinander liegenden Strukturen, die nicht in einem

optischen Sichtfeld visualisiert werden konnen (Rodriguez-Hernandez & Lawton, 2012; Simal-
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Julian et al., 2015). Weil nach jeder Anwendung eine Auswaschphase von zehn Minuten
eingehalten werden sollte, konnen multiple ICG-Applikationen in diesen Fillen zu einem
signifikanten Anstieg der Operationszeit fliihren. Auch kdnnen durch ICG-Riickstande Artefakte
in nachfolgenden Untersuchungen auftreten und eine Beurteilung erschweren (S. F. Chen et

al., 2011; Simal-Julian et al., 2015).
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1.3 Mikrovaskuldre Chirurgie

Grundlegende Voraussetzung fiir die Entwicklung der Mikrochirurgie, die heute in einem
breiten Spektrum der chirurgischen Disziplinen angewandt wird, war der technische
Fortschritt und die Verbesserung von mikrochirurgischem Instrumentarium und Nahtmaterial.
Seit der erstmaligen Nutzung eines Monokularmikroskops im Rahmen eines operativen
Eingriffs am Ohr durch Nylen im Jahre 1921 und dem zwei Jahre spateren Gebrauch eines
Binokularmikroskops durch Holmgren (Tamai, 2009), entwickelte sich im Laufe der Jahre auch
das Zeiss Operationsmikroskop. Mit dessen Hilfe fand die Mikrochirurgie Einzug in viele
medizinische Fachbereiche, wie beispielsweise der Neurochirurgie, Mund-, Kiefer-, Gesichts-
oder plastisch-rekonstruktiven Chirurgie. Daneben entwickelten sich die chirurgischen
Techniken weiter, sodass auch zusammen mit zunehmender operativer Erfahrung die
Behandlungserfolgsquote anstieg (Hallock, 2008; Pechlivanis, Kuebler, Harders, & Schmieder,
2009). Beziglich der mikrovaskuldaren Anastomosierung beschrieb Acland Einflussfaktoren,
die fur die GefaRdurchgangigkeit und den Behandlungserfolg noch immer von essentieller
Bedeutung sind. Dazu zdhlen neben chirurgischer Prazision und addaguatem Umgang mit dem
Gewebe die GrofRe des GefdalRdurchmessers sowie der Blutfluss im GefaR. Auch die
spannungsfreie Anlage der Anastomose und die Verwendung von Antikoagulantien oder
thrombolytischen Agenzien wadhrend der Anastomosierung spielen eine wichtige Rolle
(Richards, 2002).

Komplikationen in der mikrovaskuldren Chirurgie ergeben sich einerseits durch
unsachgemadBe Handhabung mit konsekutiver traumatischer Schadigung des Gewebes.
Weiterhin kann ungenaues Arbeiten zum Annahen der Hinterwand fihren mit daraus
folgender Einengung des Gefalllumens. Vasospasmen werden vor allem bei unnétig haufigem
Manipulieren am Gefadll hervorgerufen, konnen jedoch durch topische Applikation von
Lidocain oder Papaverin reduziert werden. Die Bildung von Thromben, haufiger beobachtet in
venosen GefidBen, findet vor allem im Bereich der Anastomose statt. Endothelschadigungen
und durch das Nahtmaterial selbst hervorgerufene Traumatisierungen werden hierbei eine
wichtige Bedeutung zugeschrieben. Diesbeziiglich zeigte sich, dass Nahtmaterial aus
Polypropylen eine geringere Thrombogenitat aufwies als solches aus Polyamiden (Krag,

Larsen, & Reumert, 1981).
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1.3.1 Gewebetransfer
Rekonstruktionen sind in nahezu allen chirurgischen Disziplinen

wesentlicher Bestandteil der operativen Behandlung. Dabei gilt

die rekonstruktive Leiter (s. Abb. 4) als Richtmall fiir den . .
Freie Lappenplastik

Wundverschluss und die Deckung von Defekten verschiedener

Ausmalle mit dem Ziel die plastische und funktionelle Integritat Lokale Lappenplastik

betroffener Lokalisationen wiederherzustellen. An oberster

Stelle steht hierbei der Gewebetransfer in Form von freien Spalt- bzw. Vollhaut

Lappenplastiken, die eine mikrochirurgische Anastomosierung

von GefaRen und Nerven verlangen. Vorteile dieser Primérverschluss

Rekonstruktionsform variieren je nach Lokalisation und

Zusammensetzung des entnommenen Gewebes und sind

mafgeblich vom zu rekonstruierenden Defekt abhdngig. Dabei Abbildung 4: Rekonstruktive Leiter

zeichnet sich beispielsweise der Arteria Radialis Lappen durch seine relativ einfache Hebung,
den langen GefaBstiel mit vergleichsweise groBem Kaliber sowie die vielfaltigen
Einsatzmdglichkeiten im Gesicht und Mundhoéhlenbereich aus. Das Fibulatransplantat hebt
sich dagegen durch seinen Knochenanteil, zum Beispiel zur Rekonstruktion des Unterkiefers,

und den variablen Einsatz von Muskel- und Hautanteil hervor (K.-D. Wolff & Hoélzle, 2011).

Der damit verbundene hohe Schwierigkeitsgrad und technische Aufwand der Rekonstruktion
geht folglich allerdings auch mit einem erhéhten Risiko an Komplikationen einher. Am
schwerwiegendsten ist dabei der Lappenverlust. Die Ursachen hierfiir sind vielfaltig und
reichen von begleitenden allgemein-internistischen Risikofaktoren wie diabetischer
Stoffwechsellage oder generalisierter Arteriosklerose bis hin zu speziellen Grinden wie
Infektion, Abknicken oder Verdrehen und Thrombosierung des anastomosierten Gefales.
Eine wesentliche Rolle dabei kann aber auch die Intimaverletzung des Versorgungsgefalles
spielen. Solche Endothelldsionen kdnnen nicht nur bei unsachgemafem Lappen- und
Gefallhandling entstehen, sondern beispielsweise auch bei Anwendung von GefaRclips
(Kuhnel & Muller, 2004) und mikrochirurgischen Manovern wie dem , milking test” (s. Abb. 5)
(Kersh, Handren, Hergrueter, & May, 1989; Petry, French, & Wortham, 1986; Tonken et al.,
1995).

-11-
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Besondere Bedeutung
hinsichtlich moglicher
Endothelldsionen kann den

sogenannten Perforanslappen

beigemessen  werden.  Sie

bestehen aus Haut und/oder

subkutanem Fettgewebe und
stenosiert

werden benannt nach der
Arterie und dessen

Perforatoren, welche die

jeweilige Faszie durchdringen

(K'_D' Wolff & HOIZle' 2011)‘ Abbildung 5: "milking test": Gefdfsverschluss mittels Pinzette distal der

. . Anastomose (1); Platzierung einer weiteren Pinzette distal der ersten und
Erstmals beschrieben wurde ein Ausstreichen des GefdfSes weiter nach distal (2+3); bei durchldssiger
Anastomose fiillt sich der ausgestrichene GefdfSabschnitt schnell (3a), bei
nicht ausreichender Durchgdngigkeit kommt es nicht oder nur sehr zégerlich

. .. . zur Fiillung des ausgestrichenen Gefdf3abschnitts (3b) (Stanford-University,
Koshima fur einen paraumbilikal ;5

solcher Perforanslappen durch

gelegenen ausgediinnten Bereich, der durch Perforansgefae versorgt wird und deren Verlauf
er als inkonstant beschrieb (Koshima, Moriguchi, Soeda, Tanaka, & Umeda, 1992; K.-D. Wolff
& Holzle, 2011). Bei dieser Form der Lappenhebung werden in der Regel sehr kleine Gefidlle
mit einem Durchmesser von 1-2mm anastomosiert, bei denen sich entsprechende
GefaRwandverletzungen zumindest hypothetisch besonders stark auf den Blutfluss auswirken
konnen. Die Wahl des Tiermodells an der Rattenaorta erfolgte demnach auch in Bezug auf

ebendieses Phanomen.

1.3.2 Lappenmonitoring

Eines der Ziele des Lappenmonitorings ist es moglichst frihzeitig und zuverldssig
Durchblutungsstérungen an anastomosierten GefdRen zu erkennen und somit
Komplikationen, die das regelrechte Einwachsen des transplantierten Gewebes verhindern
oder verzogern konnen, zu vermeiden. Diesbeziiglich sind bereits eine Vielzahl von Methoden
vorhanden, mit Hilfe derer ein solches Uberwachen und Kontrollieren von Lappenplastiken
wirksam erzielt werden kann. Die Basis des postoperativen Managements bildet meist die
klinische Beurteilung (Chao, Meyerson, Povoski, & Kocak, 2013; Durnig, Meier, & Reichert,
2008; Lohman, Langevin, Bozkurt, Kundu, & Djohan, 2013). Zusatzlich angewandt werden eine

Reihe verschiedener technischer Methoden. Besonders etabliert hat sich dabei der Einsatz der
- ]_2 -
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mikrovaskuldren Doppler-Sonographie (Durnig et al., 2008; Lohman et al., 2013), mit deren
Hilfe die Durchgangigkeit der durchgefiihrten Anastomose bereits intraoperativ beurteilt
werden kann (Gilsbach, 1984). Sie ist einfach und zuverlassig durchfiihrbar und gilt bei vielen
gefallchirurgischen Eingriffen als Standardmethode ("Failure of extracranial-intracranial
arterial bypass to reduce the risk of ischemic stroke. Results of an international randomized
trial. The EC/IC Bypass Study Group," 1985; Muicke, Wolff, Wagenpfeil, Holzle, & Scholz, 2010;
Schmiedek, Piepgras, Leinsinger, Kirsch, & Einhupl, 1994; K. D. Wolff, Holzle, Wysluch, Miicke,
& Kesting, 2008). Weiterhin hat sich auch die Thermographie als verlassliche Methode
erwiesen, um eine eingeschrankte arterielle Anastomosendurchldssigkeit aufgrund von
dulRerer Kompression, Okklusion oder GefalRabknickung aufzuzeigen (de Weerd, Mercer, &
Setsa, 2006). Darlber hinaus stehen Hilfsmittel wie die Infrarot-Spektroskopie zur Verfiigung,
mit der Aussagen Uber die Gewebsoxygenierung des transplantierten Lappens getroffen
werden kénnen (Scheufler, Exner, & Andresen, 2004), teilweise bereits vor Eintreten klinischer
Verdnderungen (Whitaker et al., 2012). Ahnlich arbeiten sogenannte 02C-Geréte (,,oxygen to
see”), mit denen nichtinvasiv unter anderem Blutfluss und Sauerstoffsattigung gemessen
werden kdnnen. Zwar ist deren Anwendung weniger weit verbreitet als die des Mikrodopplers
(Durnig et al., 2008), aber dennoch scheint diese Technik eine objektive und zuverlassige
Verfahrensweise darzustellen, um vaskuldare Beeintrachtigungen im Rahmen des Monitorings
in einem frihen Stadium nachzuweisen (Holzle et al., 2012; Rothenberger, Amr, Schaller, &
Rahmanian-Schwarz, 2013). Vergleichsweise neu ist die Durchfiihrung von Angiographien
mittels Indocyaningriin. 2002 konnte erstmals im Rahmen einer prospektiven klinischen
Studie gezeigt werden, dass die ICG-Angiographie eine einfache Methode ist, um
Komplikationen bei mikrochirurgischen Lappenplastiken aufzuzeigen (Holm et al., 2002). Auch
im weiteren Zeitverlauf erwies sich dieses Verfahren als hilfreich, um relevante Probleme an
Anastomosen zu detektieren, die andernfalls nicht entdeckt worden waren (Holm et al., 2009).
Vorteile gegeniiber anderen Monitoringverfahren wurden auch fiir verdeckte rekonstruktive
Lappenplastiken wie dem ,free jejunum flap” nach zirkumferenter Pharyngolaryngektomie
beschrieben (Murono et al., 2014). Hierbei gelang es, die Durchlassigkeit der Anastomosen
und die begleitende Mikrozirkulation durch bildliche Visualisierung nachzuweisen (Murono et
al., 2014). Durch die Integration der ICG-Angiographie in Operationsmikroskope, die Gefalie
mit einem Durchmesser von weniger als 0,5mm darstellen kann (Holm et al., 2009; Kuroiwa,

Kajimoto, & Ohta, 2001), ist es moglich, bereits intraoperativ Flussmessungen durchzufiihren

-13 -



- Einleitung -

und somit die Rate an postoperativen Angiographien zu reduzieren (Imizu, Kato, Sangli, Oguri,
& Sano, 2008; Raabe, Beck, & Seifert, 2005). Die Methodik erwies sich als einfach durchfihrbar

und gleichzeitig kosteneffektiv (Imizu et al., 2008; Raabe et al., 2005).
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1.4 Fragestellung

In den letzten Jahrzehnten hat die Mikrochirurgie, hauptsachlich reprasentiert durch die
mikrovaskuldre Chirurgie, vermehrt Einzug in den klinischen Alltag und in eine Reihe von
operativen Disziplinen gefunden. Sie ist fest etabliert als Grundlage fiir rekonstruktive
Operationen (Bennett & Choudhary, 2000; Gottlieb & Krieger, 1994; Rickard & Hudson, 2014)
und weist hohe klinische Erfolgsraten in den meisten dafiir etablierten Zentren auf (Davies,
1982; Harashina, 1988; Rickard & Hudson, 2014). Dabei haben sich im Laufe der Zeit auch
Instrumente und Techniken weiterentwickelt, sodass es bereits moglich geworden ist GefaRe
mit einem Durchmesser von 0,3-0,8mm zu anastomosieren. Dieser auch als
,Supermikrochirurgie” bezeichnete Teil der Mikrochirurgie (Koshima, Yamamoto, Narushima,
Mihara, & lida, 2010; Masia et al., 2014) ist eine haufige Voraussetzung fiir einen freien
Gewebetransfer mit Perforanslappen. Weitere essentielle Voraussetzung dafiir ist jedoch
auch der sichere und addaquate Umgang mit den GefdaRen, um Gewebstraumata und dadurch
verursachte Folgeschdaden zu vermeiden.

Im Hinblick auf solche Gewebstraumata, die mit Endothel- und GefdRinnenwandschaden
einhergehen kénnen, ergeben sich folgende Leitfragen, welche mit dieser Arbeit untersucht

werden sollen:

1. Wenn kleine arterielle Intimaschdaden die Entstehung von Thromben begiinstigen,
spielen dann Defektgrofle und Defektkonfiguration dabei eine tragende Rolle?

2. Hilft die ICG-Angiographie bei der Detektion solcher Intimaschaden und kénnen durch
sie weitere Folgeerscheinungen wie Thromben oder Flussveranderungen ausgemacht
werden?

3. Inwieweit stimmen die klinisch und angiographisch sichtbaren Veranderungen mit den
histologischen Ergebnissen (iberein?

4. Welche histologischen Verdanderungen und Umbauprozesse sind dariiber hinaus im

Bereich des Intimaschadens zu erkennen?
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2 Material und Methodik

2.1 Versuchsmodell und Versuchsaufbau
Modell und Aufbau der Experimente gliederten sich in zwei Versuchsreihen mit jeweils 30

Versuchstieren.

Die Tiere der ersten Versuchsreihe (Tier-Nr. 1-30) wurden unmittelbar postoperativ nach

Erhebung der relevanten Daten wahrend der noch aufrecht erhaltenen Narkose geopfert.

Die  Tiere der zweiten
Versuchsreihe (Tier-Nr. 31-60)
wurden nach Durchfiihrung der
Versuche noch fir insgesamt
sieben Tage regelmalig
Uberwacht. In den ersten drei
Tagen nach erfolgter
Versuchsdurchfiihrung wurden
die Tiere zweimal taglich im
Abstand von circa 12 Stunden
visitiert, an den Ubrigen Tagen
etwa alle 24 Stunden. Klinisch
kontrolliert wurden Mimik,
Verhalten und die Bewegung
der Hinterlaufe. Auffalligkeiten

oder Veranderungen wurden

sorgfaltig dokumentiert. Der

Abbildung 6: Exemplarisches Visitenprotokoll

Wundverschluss im Bauch- und
Leistenbereich wurde zudem auf Dehiszenz und Infektionszeichen Uberprift. Weiterhin
wurden die Tiere in regelmaRigen Abstdnden mittels Buprenorphin 0,05mg i.p. analgetisch

behandelt.

-16 -



- Material und Methodik -

Sieben Tage postoperativ wurden die Tiere dann wie Ublich narkotisiert, vorbereitet und
katheterisiert (s.u.). Nach vorsichtiger Freilegung der Aorta wurde nun eine letzte ICG-
Aufnahme durchgefiihrt. Danach verstarben die Tiere in unten beschriebener Weise. Im
Anschluss wurde auch hier der mit dem GefiaRwanddefekt versehene Aortenabschnitt

herausprapariert, in Formaldehydldsung fixiert und anschlieRend gekihlt gelagert.

2.1.1 Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten 60 mannliche Wistar-Ratten (s. Abb. 7).

Abbildung 7: Mdnnliche Wistar-Ratten

Neben ihrer Nutzung fir immunologische, onkologische und verhaltenstherapeutische
Fragestellungen ist die Wistar-Ratte auch in der mikrochirurgischen Forschung eines der am
haufigsten verwendeten Versuchstiere (Zhang, Sones, & Lineaweaver, 2001). Aufgrund ihrer
einheitlichen Anatomie mit gut zuganglichem GefaRsystem, der unkomplizierten Haltung und
dem relativ einfachem Umgang mit den Tieren, stellt die Ratte somit ein geeignetes Modell
fiir o.g. Fragestellungen dar.

Vor Versuchsbeginn wurde den Tieren nach Lieferung durch , Charles River Laboratories
International, Inc.” eine mehrwdéchige Eingewdhnungszeit gewahrt. Das Gewicht der Tiere
betrug zum Zeitpunkt der Durchfiihrung der Versuche je nach Alter zwischen 300g und 600g.
Im Rahmen des Tierschutzgesetzes ist der Antrag auf ein Tierversuchsvorhaben durch die
Regierung von Oberbayern genehmigt worden (Aktenzeichen: 55.2-1-54-2532.3-35-08). Die
Tiere wurden gemalR EU-Richtlinie 2010/63/EU behandelt und in Kafigen aus Makrolon bei
einer Raumtemperatur von circa 20°C und einer Luftfeuchtigkeit von etwa 45% in speziellen

Kleintierhaltungsrdaumen mit automatischer zirkadianer Rhythmik des Klinikums rechts der
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Isar gepflegt. Neben Beschaftigungsmaterial und Versteckmoglichkeiten wurde den Tieren
Nahrung in Form von Pellets sowie Wasser in ausreichendem Mal3e und zur freien Verfligung

(ad libitum) bereitgestellt; eine gelegentliche Zufiitterung erfolgte mit Heu.

2.1.2 Vorbereitung und Narkose
Zur Narkotisierung wurden die Tiere zu Beginn
mit dem volatilen Andsthetikum Isofluran

(IsoFlo® 100%, Albrecht GmbH,

Aulendorf/Deutschland) in einer
Ganzkorperkammer betdubt, sodass nach =

_ _ _ IsoFlo
Gewichtserhebung des Versuchstieres eine 0% lgtionsgas, s

genaue Dosis zur langfristigen Andsthesie mit
einem Ketamin/Xylazin-Gemisch ermittelt
werden konnte. Die Initialdosis wurde
intraperitoneal verabreicht und betrug 1ml

Ketamin (Ursotamin® 100mg/ml, Serumwerk

Bernburg AG, Bernburg/Deutschland) 10%/kg Abbildung 9: Verwendete Narkosemittel
KG und 0,3ml Xylazin (Rompun® 2%, Bayer
Vital GmbH, Leverkusen/Deutschland) 2%/kg
KG. Nach sorgfdltiger Vorbereitung des
Arbeitsplatzes wurde das Versuchstier mithilfe
eines Einmalrasierers im Bauch- und
Leistenbereich rasiert, in Riickenlage gelagert
und die Extremitaten unter sanftem Zug mit

Gummibandern auBerhalb des

Operationsbereiches gehalten. Die Lagerung

Abbildung 8: Wéarmematte und Temperaturmesssonde

der Tiere erfolgte auf einem Korkbrett mit
einer Warmematte, die Augen wurden durch Auftragen von Dexpanthenol-Augensalbe
(Bepanthen®, Bayer Vital GmbH, Leverkusen/Deutschland) befeuchtet. Wahrend der
gesamten Versuchsdurchfiihrung wurde regelmaRig das Narkosestadium kontrolliert und bei

Bedarf vertieft.
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2.1.3 Operationen und Versuchsdurchfiihrung

2.1.3.1 Katheteranlage

Zur Anlage des Katheters wurde im
Leistenbereich ein circa 1-2cm
langer Schnitt von medio-kranial
nach latero-kaudal mit dem Skalpell
parallel zum Verlauf der

FemoralgefdaRe gesetzt. Nun folgte

e

die vorsichtige makroskopische ;
i -
Praparation des SUkatangewebes Abbildung 10: N. femoralis, A. femoralis und V. femoralis (v. o. n. u.) vor
Kathetereinlage

mittels Schere und Pinzette, bis das

Nerven-GefaRbiindel sichtbar wurde. (s. Abb. 10/12)

Die weitere Praparation und insbesondere die Separation der Vena femoralis von der Arteria
femoralis erfolgte unter mikroskopischer Sicht. Venose Seitenaste wurden mit einem Ethilon
9-0 Faden (Ethicon®, Norderstedt/Deutschland) ligiert. Zur Katheteranlage wurden nun
proximal und distal der geplanten GefdRinzision Einzelklemmen angebracht. Nach
Querinzision mittels Schere und Entfernung des proximalen Einzelklemme wurde ein
Premicath®-Katheter vorsichtig bis in den Bereich der Vena cava vorgeschoben und durch

einen vorgelegten Knoten gesichert

(s. Abb. 11).

AnschlieRend wurde der
Leistenbereich mit einer feuchten
Kompresse abgedeckt. Eine
Aufrechterhaltung der  Narkose

sowie  die  Applikation  des " il ' ——

.

Indocyaningru ns konnte nun Abbildung 11: Kathetereinlage und Fixation durch Néhte

intravenos gesteuert werden.
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1 - Ligamentum inguinale

2 - N. femoralis

3 - A. femoralis

4 -V. femoralis

5 - Fett- und Bindegewebe

6 - Muskulatur mit GefaRversorgung

7 - Halteklammern unter
Gummibandzug

Abbildung 12: Skizze des Operationssitus im Leistenbereich
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2.1.3.2 Aortenprdparation und Defektsetzung

Im weiteren Verlauf erfolgte nun eine mediane Laparatomie mittels Skalpell (s. Abb. 13/14).
Die Wundrander wurden durch Haken mittels Gummizug auseinander gehalten. Diinn- und
Dickdarm wurden intraperitoneal seitlich verlagert, sodass ein freies Sichtfeld zum Arbeiten

an der Aorta im Retroperitoneum herrschte. Bei Bedarf wurde die Blase punktiert und geleert.

Abbildung 13: Mediane Laparatomie vor und nach Eréffnung des Retroperitonealraumes

1-AortaundV. cava
2-A.und V. renalis

3 - Bereich der Defektsetzung
4 - Dickdarm

5 - Aortenbifurkation mit Abgang der
A. mesenterica inferior

6 - Harnblase

7 - Gl. vesicularis

8 - Tupfer und Halteklammer
9 - Ureter

10 - Dinndarm

11 - Muskulatur mit GefaRBversorgung

12 - Leber

Abbildung 14: Skizze des Operationssitus am Bauch
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Im weiteren Verlauf wurde die Aorta vorsichtig von der der Vena cava freiprapariert, Abgange
wurden ligiert. Die Praparation erfolgte in der Regel zwischen der Aortenbifurkation und den
NierengefaBen. Nach vollstandiger Praparation eines ausreichend langen Aortenabschnittes
wurde Uber den Femoralkatheter eine [CG-Angiographie durchgefihrt um den
Ausgangszustand zu dokumentieren. Nun wurden proximal und distal der geplanten
Defektsetzung Einzelklemmen angebracht. Es erfolgte eine Stichinzision der Aorta durch ein
1ler Skalpell, eine weitere Langsdurchtrennung wurde mit Hilfe der Mikroschere
durchgeflihrt. Intraluminal verbliebenes Blut wurde ausgespiilt. Bei Bedarf wurden die
Schnittrander an der Adventitia durch eine Haltenaht im Retroperitoneum fixiert und somit
offen gehalten, damit die Defektsetzung gelingen konnte. Dabei wurde die GefaRinnenwand
mit Hilfe eines speziellen Skalpells (s. 2.2.1.) oder einer spitzen Pinzette eingeritzt, sodass
diese im Anschluss durch Zug von den restlichen Wandschichten getrennt werden konnte.
GroBe und Ausrichtung des Defekts lieBen sich somit variieren. Zur anschlieRenden

GroBenbestimmung wurde 1/10mm-Papier angelegt (s. Abb. 15/16).

1-Aorta

2 - Approximatorklemme

3 - GefaBlumen

4 - spitze Mikropinzette zur Defektsetzung
5 - GefaBwandlasion

6 - 1/10mm-Papier

7 - abgewinkelte Mikropinzette

Abbildung 15: Skizze der Defektsetzung
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SE=

Abbildung 16: Freigelegte Aorta vor Eréffnung, nach Léngsdurchtrennung und nach Defektsetzung; jeweils mit
angelegtem 1/10mm Papier

Im Anschluss erfolgte der sorgfaltige Verschluss der Aorta
mittels eines Ethilon 11-0 Faden (Ethicon®,
Norderstedt/Deutschland) (s. Abb. 17). Die Anzahl der
Einzelknopfnahte richtete sich nach der Lange des Schnittes
sowie der im Anschluss Uberpriften Dichtigkeit der Naht.
Diese wurde durch schrittweises Eréffnen der zuerst distalen
und danach proximalen Einzelklemme erreicht. Bei Bedarf
wurde eine zusatzliche Einzelknopfnaht hinzugefiigt. Nach 60
Minuten mit aufrecht erhaltenem Kreislauf wurde erneut
eine ICG-Angiographie durchgefiihrt. Im Anschluss daran

wurden die Tiere der ersten Versuchsreihe durch

Uberdosierung der Anasthetika und Entbluten geopfert. Die  ppiigung 17: wiederverschiuss der
. . . . Aorta mittels Ethilon 11-0 Faden
Aorta wurde im Bereich des GefaBwanddefekts herausgelost

und anschlieRend in Formaldehydldsung fixiert und gekihlt gelagert.
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2.1.3.3 Wundverschluss
Ein Wundverschluss (s. Abb. 18) erfolgte bei den Tieren der zweiten Versuchsreihe nach
Durchfiihrung von Defektsetzung, Aortennaht und ICG-Angiographie. Die Bauchwand wurde
fortlaufend mittels 6-0 Vicryl Faden (Ethicon®, Norderstedt/Deutschland) verschlossen. Die
Hautnaht erfolgte ebenfalls fortlaufend mit einem 6-0 Ethilon Faden (Ethicon®,
Norderstedt/Deutschland). Um groBtmaogliche Sicherheit zu gewdhrleisten wurden vereinzelt
zusatzlich Einzelknopfnahte
hinzugefligt. Der Katheterzugang an
der Vena femoralis wurde nach
Entfernung des Katheters am Ort der
Inzision je nach Bedarf durch zwei bis
vier Einzelknopfnahte eines 10-0
Ethilon Fadens (Ethicon®,
Norderstedt/Deutschland)

verschlossen. Der Hautversschluss im
Leistenbereich wurde abermals mit

einem 6-0 Ethilon Faden

durch gerh rt. Abbildung 18: Wundverschluss nach Laparatomie und Leistenschnitt

2.1.3.4 ICG-Angiographie und Blutflussmessung

ICG-Angiographien (ICGA) und Flussmessungen konnten
mithilfe des in die Vena femoralis eingefiihrten
Katheters (Premicath®, Vygon GmbH & Co. KG,
Aachen/Deutschland) (s. Abb. 19) vorgenommen
werden. Zur Dokumentation der physiologischen
Basiswerte wurde nach Praparation und Freilegung der
Aorta eine erste Angiographie im Ausgangszustand

durchgefiihrt. Nach Defektsetzung und Rekonstruktion

der durch Langsinzision eréffneten Aorta folgte dann eine  Abbildung 19: Premicath® Katheter
weitere Messung. Eine dritte ICGA erfolgte nur bei den

Tieren der zweiten Versuchsreihe sieben Tage postoperativ.
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Vor intravenodser Anwendung wurde der fluoreszierende Farbstoff
(ICG-Pulsion®, Pulsion Medical Systems AG,
Munchen/Deutschland) (s. Abb. 20) in einem Verhéltnis von
1,25mg/ml Aq. dest. gelost. Pro ICGA wurde dabei jeweils ein
Bolus von 0,2ml verabreicht, sodass eine Maximalkonzentration
von 0,3mg ICG/kg KG nicht Uberschritten wurde. Nach Injektion
des Fluoreszenzfarbstoffes wurde mit 0,1ml NaCl nachgespiilt. Die

Aufzeichnung der Angiographie in Echtzeit erfolgte standardisiert

fir zwei Minuten und konnte am Monitor des Mikroskops

mitverfolgt werden. Im Anschluss daran wurde die Analyse des |

o . .. Abbildung 20: Ind ingri
Blutflusses mithilfe der Flow 800 Funktion vorgenommen. Dafir g <7 indocyaningrin

wurden manuell sogenannte ,ROlI's” (Region of Interest) in bestimmte Aortenabschnitte
gesetzt, der Blutfluss an dieser Stelle berechnet und in Form eines Kurvendiagramms
dargestellt (s. Abb. 22). Ebenso wurde der Blutfluss mit den Latenzzeiten der verschiedenen
Phasen durch farbliche Abstufungen festgehalten (s. Abb. 21). Ein Vergleich verschiedener

,ROIl's” konnte ebenfalls direkt am Mikroskop vorgenommen werden.

606 Al
484 Al
363 Al
242N
121A

0Al

I11.1‘.i

91s
728
53s

34s
ooy

Abbildung 21: Latenzzeiten der venésen und arteriellen Phasen in farblicher Abstufung (links) und in verschiedenen
Graustufen (rechts)
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31.64s

Average Intensity Al

106G

Delay = 170 s
Slope = 154.14 Al/s
1 1 1 | |

o] 20 40 G0 a0 100
Time [s]

Abbildung 22: Manuell gesetzte ,,ROI’s” (links) und korrespondierendes Kurvendiagramm (rechts)

2.1.3.5 Defektausmessung

Zur Ausmessung der gesetzten GefaBwanddefekte wurde das Bildverarbeitungsprogramm
Imagel® (Wayne Rasband/National Institutes of Health) genutzt. Die hierflr bendtigten
Bilddateien wurden wahrend der Versuchsdurchfiihrungen mithilfe der im
Operationsmikroskop integrierten Kamera aufgenommen und anschlieBend einzeln
bearbeitet. Die GroRenbestimmung der fotodokumentierten Defekte gelang durch manuelle
Ausmessung der freigelegten subendothelialen Flachen in Arbeitseinheiten (s. Abb. 23). Diese
konnten nun im Anschluss durch das bei jedem Versuch angelegte 1/10mm-Papier in
Einheiten des metrischen Systems umgerechnet werden. Eine Einteilung der ausgemessenen
Flachenin horizontale, vertikale und rundliche Defekte wurde nachtraglich vorgenommen und

wie folgt definiert:

Horizontal B>Ax1,2
Vertikal A>Bx1,2
Rundlich A>Bx0,8AA<Bx1,2 bzw. B>Ax0,8AB<AXx1,2

Tabelle 1: Horizontaler Defekt: Breite 8 (in mm) > 120% der Lédnge A (in mm); Vertikaler Defekt: Linge A (in mm) > 120% der
Breite 8 (in mm); Rundlicher Defekt: Lénge A (in mm) > 80% und < 120% der Breite 8 (in mm) bzw. Breite 8 (in mm) > 80%
und < 120% der Lénge A (in mm)
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Abbildung 23: Intraoperativ, vor Verschluss des Gefdfses: Gefdfswanddefekt mit angelegtem 1/10mm-Papier vor und nach
manueller Fldchenausmessung

Bei den Tieren der zweiten Versuchsreihe wurde eine Woche postoperativ die Defektgrofle
erneut bestimmt. Hierflr wurde das operierte Aortenareal entnommen, das Gefald im Bereich
der Einzelknopfndhte langs ertffnet und der Lasionsort nach Anlage von 1/10mm-Papier
wiederum mehrmals fotodokumentiert. Im Anschluss wurde auch hier in oben beschriebener

Weise die Defektflache errechnet.

Abbildung 24: Eine Woche postoperativ, nach Entnahme des operierten Aortenabschnitts: GefdfSwanddefekt mit
angelegtem 1/10mm-Papier vor und nach manueller Flichenausmessung
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2.1.3.6 Histologische Aufarbeitung

Nach Entnahme der mit den Ladsionen praparierten Aortenabschnitte wurden diese in 3,5-
3,7%iger Formaldehydlosung in Eppendorf-GefaBen immersionsfixiert und bei 3-5°C gekiihlt
gelagert. Jedes GefaR wurde sowohl mit Tiernummer als auch mit Datum und Uhrzeit des
durchgefiihrten Versuchs beschriftet, um eine eindeutige Zuordnung der Praparate zu den

jeweiligen Versuchstieren gewahrleisten zu konnen.

Die weitere histologische Aufarbeitung erfolgte nun im Institut fir Anatomie der Ruhr-

Universitdt Bochum. Zur Ubersicht wurden die Priparate im ersten Schritt erneut

fotodokumentiert, die Bilder
anschlieBend gekennzeichnet und den [t L e K i
Versuchstiernummern entsprechend |+ A

g

sortiert (s. Abb. 25).

Die anschliefende Nachfixierung und e
_"'«...,\‘#K

Einbettung der Gewebsprdparate in

Epoxidharz erfolgte anhand eines Abbildung 25: Fixiertes Gewebeprdparat vor Einbettung, Schnitt

und Fdrbung
standardisierten Protokolls (s. Tab. 2).
Vorgang Durchfiihrung
Auswaschen mittels Sérensenpuffer 4 x 15 Minuten
Osmierung, Osmium 0,5% 60 Minuten
Auswaschen mittels Sérensenpuffer 4 x 15 Minuten
Aufsteigende Alkoholreihe mit:
50% Ethanol 2 x 10 Minuten
70% Ethanol 4 x 10 Minuten
90% Ethanol 4 x 15 Minuten
96% Ethanol 4 x 15 Minuten
100% Ethanol 4 x 15 Minuten
Propylenoxid (Intermedium) 4 x 15 Minuten
Propylenoxid-Aralditgemisch mit 3% Beschleuniger 12 Stunden
Aralditgemisch mit 2% Beschleuniger 2 x 2 Stunden
Endeinbettung, Araldit mit 2% Beschleuniger 15 Stunden (bei 65°C)

Tabelle 2: Standardisiertes Einbettungsprotokoll
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Zur genaueren Beurteilung wurden die eingebetteten Praparate dann im Bereich der
gesetzten Intimaldsionen mithilfe eines Mikrotoms (UltraCut E, Serie Reichert-Jung von Leica,
Wien/Osterreich) in Semidiinnschnitte mit einer Schichtdicke von etwa 0,75um geschnitten.
Die histologische Farbung ist letztlich mithilfe des Farbstoffs Toluidinblau durchgefiihrt
worden, das die im Epoxidharz eingebetteten Gewebe in unterschiedlichen Blauténen

darstellt (s. Abb. 26).

Abbildung 26: Gewebspréparat nach Schnitt und Férbung in unterschiedlichen Vergréf3erungen
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2.2 Arbeitsmittel
Die Versuchsdurchfiihrung erfolgte im mikrochirurgischen Labor der Abteilung fiir Mund-,
Kiefer- und Gesichtschirurgie des Klinikums rechts der Isar der Technischen Universitat

Munchen.

2.2.1 Instrumentarium

Die fir die Operationen verwendeten mikrochirurgischen Instrumente stammten von S&T®
(Spingler und Tritt, Neuhausen/Schweiz). Verwendet wurden unter anderem Mikroscheren,
Mikropinzetten, GefaRdilatatoren, Nadelhalter und Klemmenanlegepinzetten.
Makroskopische Operationsschritte wurden mittels Skalpell, Schere und anatomischer

Pinzette verschiedener Hersteller durchgefiihrt.

Abbildung 27: Regelmdpfig verwendetes Instrumentarium und Hilfsmaterialien: Skalpell, Schere, anatomische Pinzette,
Klemmenanlegepinzette, Premicath®-Katheter, Approximatorklemmen verschiedener Gréf3en, abgewinkelte Mikropinzette,
gerade Mikropinzette, gerade Mikroschere, gebogene Mikroschere, Ethilon Féden 10-0 und 11-0 (v.l.n.r.)
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Ein speziell zur GefiaBwanddefektsetzung geplantes Instrument in Form eines eigens
abgewandelten Skalpells (s. Abb. 28) erwies sich in Probeversuchen als bedingt hilfreich,

sodass es in den Hauptversuchen nicht regelhaft zur Anwendung kam.

.
i
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Abbildung 28: 15er Skalpelle mit verschieden stark beschliffenen Klingen zur GefdfSwanddefektsetzung mit 1/10mm

Papier

Nahtmaterial in verschiedenen GréRRen wurde von Ethicon® (Johnson & Johnson Medical
GmbH, Norderstedt/Deutschland) zur Verfligung gestellt (s. Abb. 29).

Als weitere Hilfsmittel dienten verschieden groRe Tupfer, Kompressen und Spritzen (s. Abb.

29).

H]
i
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Abbildung 29: Verwendete Hilfsmittel und Nahtmaterial verschiedener Gréfsen

-31-



- Material und Methodik -

2.2.2 Operationsmikroskop

Die Versuche wurden mithilfe des OPMI®
Pentero® 800 der Firma Zeiss (Carl Zeiss
Microscopy GmbH, Oberkochen/Deutschland)
durchgefiihrt (s. Abb. 31). Durch die
apochromatische Optik des Gerdts, den
hervorragenden motorischen Zoom und Fokus,

die magnetischen Weitwinkelokulare und den

kippbaren Tubus konnte Gewebe exakt

dargestellt werden. Zur Beleuchtung dienten

hierbei zwei Xenon-Lichtquellen, deren
Intensitat je nach Bedarf individuell variiert
werden konnte. Die gegengewichtsbalancierte
Aufhdngung erleichterte das exakte
Positionieren auch bei starker VergrofRerung.
Neben weiteren Applikationen wie

FuRschaltpunkt und programmierbaren

Multifunktionshandgriffen, konnten durch die Abbildung 31: Operationsmikroskop
integrierte hochauflésende Kamera
intraoperativ Bilder und Videos aufgenommen
werden. Zusatzlich verfiigte das OPMI®
Pentero® Uber eine Infrared- und Flow 800-
Funktion, mithilfe derer eine
fluoreszenzgestiitzte Angiographie in Echtzeit

erfolgen konnte. Fiir die nachfolgende Analyse

und Bearbeitung der Daten diente ein am Gerat
fest installierter Touchscreen-Monitor (s. Abb. Abbildung 30: Touchscreen-Monitor

30) mit eingebauter Anschlussmaoglichkeit fiir USB-Medien.
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2.3 Statistische Methodik

Fiir die statistischen Auswertungen der Korrelations- und Regressionsanalysen wurde die
Software ,,Statistical Package for the Social Sciences” (SPSS for Windows, release 21.0, 2015,
SPSS Inc., Chicago/USA) verwendet.

Das Signifikanzniveau aller statistischen Berechnungen wurde flr einen p-Wert kleiner als 0,05
festgelegt. Darliberliegende Werte wurden als statistisch nicht signifikant, darunterliegende

Werte als statistisch signifikant angesehen. Das Konfidenzintervall wurde mit 95% angegeben.
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3 Ergebnisse

3.1 Operationsdaten und -verldufe
Fir die Ergebnisanalyse wurden alle 60 Tiere miteinbezogen. Im Folgenden werden

verschiedene Parameter tabellarisch und in Textform beschrieben.

3.1.1 Operationsdauer

Wahrend der Versuchsdurchfiihrung wurde die Zeitdauer der einzelnen Operationsschritte
protokollarisch dokumentiert. Die Zeiterfassung erfolgte in Minuten. Nachfolgend werden die
gemittelten Werte der jeweiligen Operationsabschnitte angegeben.

Fir die Kandilierung der Vena femoralis wurde die Zeitspanne vom Anlegen des
Leistenschnittes bis zur Fixierung des eingefiihrten Katheters durch einen vorgelegten Knoten
erfasst. Im Durchschnitt betrug die benétigte Zeit hierfiir 24 Minuten. Laparatomie, Freilegung
des Retroperitonealraumes und Abldsen eines ausreichend langen Aortenabschnittes von der
Vena cava stellten den nachsten OP-Abschnitt dar. Dies beanspruchte in der Regel die meiste
Zeit, sie betrug im Durchschnitt 32 Minuten. Vor allem anatomische Gegebenheiten wie z.B.
kleine GefalRabgange, die unterbunden werden mussten, beeinflussten in den ersten beiden
Operationsschritten mafigeblich die Dauer. Nach Durchfiihrung einer ICG-Angiographie im
Ausgangszustand begann die Ermittlung der Zeitdauer fiir die Defektsetzung mit Er6ffnung
des Gefdlles und endete mit der Fotodokumentation des GefaBwanddefekts. Durchschnittlich
dauerte dies 13 Minuten. Danach erfolgte der Wiederverschluss des durch Langsinzision
eroffneten Gefalles. Im Mittel wurden hierfir 30 Minuten bendtigt. Wesentlicher
Einflussfaktor auf die Dauer war hier die mit der Lange des Er6ffnungsschnittes einhergehende
Knotenanzahl (s. Tab. 4) sowie die zusatzliche Anlage von einzelnen Knoten nach Kontrolle der
Dichtigkeit der Einzelknopfnahte.

Fur die Tiere der zweiten Versuchsreihe wurden weiterhin die Zeiten der Wundverschliisse
erfasst. Auch sie betrugen im Durchschnitt 30 Minuten und waren ebenfalls abhangig von der
Lange der Eroffnungsschnitte. Insgesamt ergibt sich aus den vorliegenden Zeiten eine
durchschnittliche Operationsdauer von 123 Minuten fiir die Tiere der ersten Versuchsreihe
sowie 104 Minuten fir die Tiere der zweiten Versuchsreihe.

Der nachfolgenden Tabelle kénnen die Zeiten der einzelnen Operationsschritte fiir das

jeweilige Versuchstier entnommen werden.
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Versuchsreihe 1 Versuchsreihe 2
Tier- Operationsdauer (min) Tier- Operationsdauer (min)
Nr. Gesamt|Kanulierung| Aortenpréparation| Nr. Gesamt|Kandulierung| Aortenpraparation |
Defektsetzung| Naht Defektsetzung| Naht| Wundverschluss
1 170 |50 | 90 | 10 | 20 31 11020 |35] 15| 10| 30
2 7015|2510 20 32 90| 15|10 15]30]20
3 120 |30] 60| 10 | 20 33 9515|3510 15|20
4 80|30]|25|10] 15 34 115| 152520 25| 30
5 185 | 60 | 45 |30 | 50 35 115|20]15]15]30] 35
6 13540302045 36 9515|1510 25|30
7 210 | 45|60 | 15| 90 37 9010|1510 25|30
8 1155030 15 | 20 38 100 |20 | 15|10 | 30 | 25
9 8030300515 39 120 |20 | 25| 15| 20 | 40
10 190 | 40 | 115 | 10 | 25 40 120 |20 |20 2020 | 40
11 115 55|30 15| 15 41 145 |15|35]20| 45| 30
12 75|15]25]10] 25 42 110|15]10] 20|35 30
13 150 | 55 | 60 | 10 | 25 43 105 |10 15]20]30] 30
14 75]30]20]10] 15 a4 110 | 15| 15| 15|35 30
15 190 | 40 | 55 | 45 | 50 45 115|10]25]05 | 40| 35
16 150 | 40 | 55|20 | 35 46 120 |10 |30 15| 35| 30
17 85|10]20|20] 35 47 100 | 15|20 10| 25 | 30
18 105304510 | 20 48 105 |10 |25] 10|30 30
19 65|15|20] 1020 49 125| 15|30 05 | 35 | 40
20 1353555 15 | 30 50 135|10| 60| 10| 25 | 30
21 110 | 25|50 10 | 25 51 110|20]15]15|35] 25
22 125 35|50 05 | 35 52 85|15]10]| 10| 25| 25
23 170 | 25| 65| 15 | 65 53 75|10]15]05 (20| 25
24 130 | 25|40 10 | 55 54 80|10]15|10] 20| 25
25 95|25|30| 1030 55 85|10|10]10]30]25
26 13040302535 56 9010|1505 35]25
27 90| 25|20 15 30 57 105 | 15|20 10| 25 | 35
28 100 | 25| 35| 05 | 35 58 95|10| 1510|3030
29 95|30|35]|10 20 59 105 |10 | 15| 15 | 40 | 25
30 150 | 35| 60 | 15 | 40 60 80| 15|10 05|20 |30

Tabelle 3: Zeitdauer einzelner Operationsabschnitte in Minuten
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Versuchsreihe 1 Versuchsreihe 2
Tier- Anzahl Tier- Anzahl Tier- Anzahl Tier- Anzahl
Nr. | Einzelknopf- | Nr. | Einzelknopf-| Nr. | Einzelknopf-| Nr. | Einzelknopf-
ndhte ndhte ndhte ndhte
1 15 16 7 31 10 46 12
2 16 17 10 32 11 47 8
3 15 18 14 33 10 48 9
4 17 19 17 34 8 49 12
5 10 20 13 35 12 50 7
6 9 21 12 36 15 51 9
7 11 22 15 37 11 52 11
8 12 23 9 38 11 53 7
9 12 24 11 39 10 54 8
10 17 25 16 40 11 55 8
11 13 26 11 41 11 56 12
12 18 27 16 42 11 57 10
13 13 28 18 43 10 58 10
14 12 29 14 44 11 59 12
15 10 30 8 45 15 60 9

Tabelle 4: Verwendete Anzahl von Einzelknopfnéihten zum Verschluss der nach Ldngsinzision eréffneten Aorta

Operationsabschnitt

Durchschnittliche Operationsdauer (min)

Kanilierung 23,75
Aortenpraparation 32,08
Defektsetzung 12,92
GefalRnaht 30,08
Wundverschluss 29,50

Insgesamt:
ohne bzw. mit

Wundverschluss

98,83 bzw. 128,33

Tabelle 5: Durchschnittliche Zeitdauer der einzelnen Operationsabschnitte bezogen auf alle Versuchstiere
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Durchschnittliche Operationsdauer

L N

= Kanilierung
~\ Aortenpraparation
Defektsetzung
GefaRnaht

= Wundverschluss

Abbildung 32: Graphische Darstellung der durchschnittlichen Operationsdauer ausgewdhlter Operationsabschnitte

3.1.2 Komplikationen
Perioperative Komplikationen und Probleme wahrend der Versuchsdurchflihrung wurden
dokumentiert und behoben. Nachfolgend werden diese fiir die einzelnen Versuchs- und

Operationsabschnitte beschrieben.

3.1.2.1 Narkose

Wahrend der Narkoseeinleitung kam es trotz standardisierter und gewichtsadaptierter
Anasthesie vereinzelt zu Wirkungsverzogerungen und Nichtansprechen. Mégliche Griinde
hierfiir konnten fehlerhafte Injektionen sein sowie individuelle Eigenschaften der Tiere, die
die Resorption und den Metabolismus der Anasthetika beeinflussen. Intraoperativ kam es zu
keinerlei Komplikationen, wohingegen postoperativ wenige Tiere einen langen und stark
ausgepragten deprivierten Zustand von mehreren Stunden aufzeigten. Dies beeinflusste

allerdings in keiner Weise die weitere Versuchsdurchfiihrung.
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3.1.2.2 Katheteranlage

Das Legen des Femoralkatheters gestaltete sich problemlos. Gelegentlich kam es durch
Schwierigkeiten beim Vorschieben des Katheters in die Vena cava zu Blutungen aus der Vena
femoralis und somit Sichteinschriankungen auf das Operationsgebiet. Diese flihrten hingegen
nur zu geringfligigen Verzogerungen der Operationsdauer und hatten keinerlei Auswirkungen

auf die weitere Versuchsdurchfiihrung.

3.1.2.3 Laparatomie und Aortenprdparation

Laparatomie und Freilegung des Retroperitonealraumes gelangen problemlos. Die
Praparation der Aorta selbst sowie die Ablosung dieser von der diinnwandigen Vena cava
erwies sich aber als mikrochirurgisch anspruchsvoll. Vor allem wahrend der ersten
Versuchsdurchfiihrungen kam es zu Unterbrechungen im Operationsablauf durch kleine
Blutungen. Verursacht wurden diese meist durch kleine arterielle Aste an der Hinterwand der
Aorta, welche schlecht sichtbar und folglich schwierig als solche zu identifizieren waren.
Daneben kam es durch Verwachsungen im Bereich groRer GefdRabginge gelegentlich zu
kleineren Einrissen in der GefiBwand der Vena cava. Falls nicht durch Kompression

beherrschbar, war hier in wenigen Einzelfallen das Anlegen einer Einzelknopfnaht notwendig.
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3.1.2.3.1 Zweiteingriff

Bei den Tieren der zweiten Versuchsreihe stellten sich Laparatomie und Aortenpraparation im
Zweiteingriff als deutlich anspruchsvoller heraus. Durch ausgepragte Vernarbungen der
Bauchwand kam es regelmaRig zu diffusen Blutungen, die es zu stillen galt. Auch das Sichtfeld
im Operationsbereich war durch die verringerte Elastizitat der Bauchdecke herabgesetzt. Ein
problemloses Ablésen der Aorta von der Vena cava gelang nur in einigen Fallen. Haufig flihrten
starke Verwachsungen zu Wandeinrissen der Vena cava, die eine weitere und umfangreiche

Praparation in diesem Bereich einschrankte.

Abbildung 33: Operationssitus eine Woche nach Defektsetzung: Zu sehen sind ausgeprégte Vernarbungen und
Neovaskularisationen um den Bereich der Gefdfsnaht, die eine blutungsarme Préparation der Aorta und atraumatische
Separation von der Vena cava erschwerten. Unmittelbar nach Sichtwiederherstellung durch Tupfen (links), kam es zur
erneuten Blutung und damit Sichtbeeintréichtigung (rechts)
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3.1.2.4 Defektsetzung

Als problematisch beim Setzen des GefaRwanddefekts erwies sich das kontrollierte
Eingrenzen der Defektgroe. Durch Manipulation mit einer Mikropinzette an der
abgehobenen Gefallinnenwand war es zwar moglich sowohl die Ausdehnung als auch die
Ausrichtung der Lasion zu variieren. Ein standardisiertes Vorgehen zur genauen
Defektbegrenzung erlaubte diese Technik jedoch nicht. Da jedoch moglichst unterschiedliche
Defekte im Sinne einer Normalverteilung angestrebt wurden, war ein standardisiertes
Vorgehen nicht als Ziel im Versuchsprotokoll formuliert. GefdRspasmen und andere
Komplikationen, wie z.B. GefalRperforationen, traten beim sorgfaltigen und vorsichtigen

Umgang mit dem GefaR nicht auf.

3.1.2.5 Postoperativ
Postoperative Komplikationen waren insgesamt selten. Neben einigen bereits oben
erwdhnten Deprivationszustanden, zeigten sich im postoperativen Verlauf wahrend der
zweiten Versuchsreihe nur wenige Probleme. In einem Fall kam es am dritten postoperativen
Tag zur Dehiszenz der fortlaufenden Hautnaht eines kleinen Bereiches am Bauch, die einen
Wiederverschluss mit Einzelknopfnahten in kurzer Inhalationsnarkose mittels Isofluran notig
machte. Weiterhin kam es in einem Fall zu einer Wundheilungsstérung am kaudalen Ende der
Laparatomienarbe (s. Abb. 34) und in
drei Fallen zu kleinen Hautnekrosen im
Bauchwandbereich.  Diese  lagen
jedoch ausnahmslos jeweils lateral der
fortlaufenden Naht abdominal und
waren mit hoher Wahrscheinlichkeit
auf unter zu starker Zugspannung
angelegte Halteklammern wahrend

der Operationen zurlickzufiihren.

Abbildung 34: Wundheilungsstérung kaudal an der
Laparatomienarbe eine Woche postoperativ

0O.g. Dehiszenzen und Wundheilungsstérungen kénnten einerseits auf eine unzureichende
Adaptation der Wundrander zuriickgefihrt werden. Aufgrund des sorgfiltigen Verschlusses

sowohl durch Einzelknopfnahte als auch durch eine fortlaufende Naht kommt allerdings eher
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die Moglichkeit der Automutilation bzw. der Fremdverletzung durch andere Tiere in Betracht.
Im Rahmen der Automutilation manipulieren die Tiere dabei vor allem mit ihren Vorderbeinen
und Zahnen an frisch operierten Stellen, da sie damit nahezu jeden Bereich ihres Korpers
erreichen kdnnen (Macionis, 2000). Dies erhdht die Wahrscheinlichkeit, dass sich Nahte |6sen
oder Wunden infizieren kénnen. Aufgrund der duBerst geringen Fallzahl von postoperativen
Komplikationen in diesem Zusammenhang, war es allerdings nicht notwendig die Tiere isoliert
unterzubringen. Auch das Anlegen von speziellen Verbanden mit Repellentien oder gar die
Anbringung von Halskragen, Westen u.A., durch die Automutilationen verhindert werden
kdnnen, war nicht erforderlich (R. S. Fox & Frazier, 1980; Macionis, 2000; Pynn, McKee, Nigra,
& Howard, 1983; Zide, Buncke, & Finseth, 1980).
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3.2 GefiBwanddefekte und ihre sichtbaren Verdanderungen

3.2.1 Grofe und Konfiguration unmittelbar postoperativ

Die GefaBwandlasionen wurden unmittelbar vor Verschluss der Aorta

in mehrfacher

Ausfiihrung fotodokumentiert, um die Ausdehnung der gesetzten Defektflaiche mdglichst

vollstandig zu erfassen. Dabei wurde regelmaRig 1/10mm Papier angelegt, um eine spatere

GroéRenbestimmung vornehmen zu konnen. Nachstehend werden die Ausmessungen sowohl

in Tabellenform als auch graphisch wiedergegeben.

Versuchsreihe 1

Versuchsreihe 2

Tier- GroBe Tier- GréRe Tier- GréRe Tier- GréRe
Nr. GefaBwand- Nr. GefaBwand- Nr. GefaBwand- Nr. GefaBwand-
defekt defekt defekt defekt
intraoperativ intraoperativ intraoperativ intraoperativ
1 1,95 mm? 16 1,89 mm? 31 1,90 mm? 46 1,09 mm?
2 2,66 mm? 17 1,16 mm? 32 3,09 mm? 47 0,70 mm?
3 1,98 mm? 18 2,26 mm? 33 1,39 mm? 48 1,58 mm?
4 4,07 mm? 19 3,91 mm? 34 0,98 mm? 49 2,01 mm?
5 3,53 mm? 20 4,31 mm? 35 1,65 mm? 50 0,69 mm?
6 2,68 mm? 21 1,16 mm? 36 2,32 mm? 51 2,24 mm?
7 0,76 mm? 22 3,14 mm? 37 1,73 mm? 52 1,78 mm?
8 2,51 mm? 23 1,22 mm? 38 2,89 mm? 53 1,55 mm?
9 2,29 mm? 24 1,67 mm? 39 1,19 mm? 54 1,44 mm?
10 3,12 mm? 25 3,75 mm? 40 2,49 mm? 55 1,22 mm?
11 2,74 mm? 26 1,44 mm? 41 1,30 mm? 56 1,09 mm?
12 3,31 mm? 27 5,18 mm? 42 2,27 mm? 57 2,09 mm?
13 3,01 mm? 28 5,36 mm? 43 1,46 mm? 58 1,16 mm?
14 3,29 mm? 29 2,07 mm? 44 1,47 mm? 59 2,40 mm?
15 1,20 mm? 30 1,93 mm? 45 1,91 mm? 60 1,43 mm?

Tabelle 6: Intraoperative DefektgréfSe unmittelbar vor Wiederverschluss der Aorta
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Abbildung 35: Graphische Darstellung der nach GréfSe sortierten Defekte intraoperativ bei den Tieren der ersten
Versuchsreihe
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Abbildung 36: Graphische Darstellung der nach GréfSe sortierten Defekte intraoperativ bei den Tieren der zweiten
Versuchsreihe
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Wie bereits in Kapitel 2.1.3.5 beschrieben wurde nach der GrofRenausmessung der Defekte
auch deren Konfiguration bestimmt. Dazu konnten die Defektflachen je nach Ausrichtung und
Konfiguration in die drei Kategorien horizontal, vertikal oder rundlich eingeteilt werden.
Insgesamt ergaben sich somit nach der Einteilung 16 horizontale, 20 vertikale und 24 rundliche
Defekte. Nachfolgend wird nun die Einteilung dieser Defektkonfigurationen tabellarisch

wiedergegeben.

Versuchsreihe 1 Versuchsreihe 2
Tier- | Konfiguration | Tier- | Konfiguration | Tier- | Konfiguration | Tier- | Konfiguration
Nr. GefaBwand- Nr. GefaBwand- Nr. GefaBwand- Nr. GefaBwand-
defekt defekt defekt defekt
intraoperativ intraoperativ intraoperativ intraoperativ
1 vertikal 16 rundlich 31 rundlich 46 rundlich
2 vertikal 17 vertikal 32 vertikal 47 horizontal
3 vertikal 18 vertikal 33 horizontal 48 vertikal
4 rundlich 19 vertikal 34 rundlich 49 rundlich
5 rundlich 20 rundlich 35 horizontal 50 rundlich
6 rundlich 21 horizontal 36 rundlich 51 vertikal
7 rundlich 22 horizontal 37 rundlich 52 rundlich
8 horizontal 23 vertikal 38 vertikal 53 rundlich
9 horizontal 24 vertikal 39 horizontal 54 rundlich
10 rundlich 25 rundlich 40 vertikal 55 horizontal
11 horizontal 26 rundlich 41 vertikal 56 vertikal
12 horizontal 27 horizontal 42 rundlich 57 rundlich
13 vertikal 28 horizontal 43 vertikal 58 horizontal
14 horizontal 29 horizontal 44 vertikal 59 vertikal
15 rundlich 30 rundlich 45 rundlich 60 vertikal

Tabelle 7: Defektkonfiguration intraoperativ unmittelbar vor Wiederverschluss der Aorta
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3.2.2 Grofie eine Woche postoperativ

Bei den Tieren der zweiten Versuchsreihe wurde der Aortenabschnitt mit dem praparierten
GefaBRwanddefekt eine Woche postoperativ. entnommen. Nach Erdffnung der
Einzelknopfndhte wurde die zuvor praparierte Ldsion wiederum mit angelegtem 1/10mm
Papier bildlich festgehalten. Danach wurde die GroRe des Defekts erneut berechnet.

Untenstehend sind die Ergebnisse tabellarisch und graphisch wiedergegeben.

Tier-Nr. GroRe Tier-Nr. GroRle
GefaBwanddefekt 7 Tage GefaBwanddefekt 7 Tage
postoperativ postoperativ
31 1,18 mm? 46 0,83 mm?
32 1,88 mm? 47 0,44 mm?
33 0,66 mm? 48 0,50 mm?
34 0,98 mm? 49 1,26 mm?
35 1,18 mm? 50 0,34 mm?
36 1,56 mm? 51 1,04 mm?
37 0,55 mm? 52 0,59 mm?
38 2,01 mm? 53 0,58 mm?
39 1,11 mm? 54 0,34 mm?
40 1,11 mm? 55 0,94 mm?
41 0,59 mm? 56 0,98 mm?
42 0,59 mm? 57 0,84 mm?
43 1,11 mm? 58 0,52 mm?
44 1,06 mm? 59 1,12 mm?
45 1,66 mm? 60 0,55 mm?

Tabelle 8: Defektgréfien eine Woche postoperativ bei den Tieren der zweiten Versuchsreihe
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Abbildung 38: Graphische Darstellung der nach GréfSe sortierten Defekte eine Woche postoperativ bei den Tieren der
zweiten Versuchsreihe

Abbildung 37: GefdSwanddefekte unterschiedlicher Gréfse und Konfiguration eine Woche postoperativ
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Im Folgenden werden Auffdlligkeiten und Veranderungen bei der Beurteilung der mit den
GefaBwanddefekten praparierten Aortenabschnitte wiedergegeben. Dabei werden diese

unterteilt in klinisch, angiographisch und histologisch sichtbare Verdanderungen.

3.2.3 Klinische Verdnderungen

3.2.3.1 Defektgréfsen im zeitlichen Verlauf

Zu den klinisch sichtbaren Veranderungen zdhlen die erfassten Unterschiede in GroRe und
Ausdehnung der Lasionen. Nach Ausmessung der unterschiedlichen Defekte und dem
Vergleich mit den jeweils korrespondierenden Defekten eine Woche postoperativ zeigte sich,
dass es in fast allen Fallen zu einer Reduktion der Defektflache kam. In lediglich einem Fall
erwies sich die Defektflache nach der Auswertung in der Grof3e als unverandert. Die starkste
Verkleinerung betrug 1,68mm?2. Durchschnittlich reduzierte sich die DefektgroRe um
0,75mm?. Prozentual betrug die gréRte Flachenreduktion 76,4%, durchschnittlich waren es
42,8%.

Nachfolgend werden die errechneten GroRen der Defekte unmittelbar nach Setzen sowie eine
Woche postoperativ gegenibergestellt. Weiterhin werden die Verdnderung mittels

Diagrammen und Graphiken veranschaulicht.
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Tier- Nr. GroBe Tier-Nr. GroRe
GefaBwanddefekt GefaBwanddefekt
Intraoperativ 7 Tage Intraoperativ 7 Tage
postoperativ postoperativ
31 1,90 mm? 1,18 mm? 46 1,09 mm? 0,83 mm?
32 3,09 mm? 1,88 mm? 47 0,70 mm? 0,44 mm?
33 1,39 mm? 0,66 mm? 48 1,58 mm? 0,50 mm?
34 0,98 mm? 0,98 mm? 49 2,01 mm? 1,26 mm?
35 1,65 mm? 1,18 mm? 50 0,69 mm? 0,34 mm?
36 2,32 mm? 1,56 mm? 51 2,24 mm? 1,04 mm?
37 1,73 mm? 0,55 mm? 52 1,78 mm? 0,59 mm?
38 2,89 mm? 2,01 mm? 53 1,55 mm? 0,58 mm?
39 1,19 mm? 1,11 mm? 54 1,44 mm? 0,34 mm?
40 2,49 mm? 1,11 mm? 55 1,22 mm? 0,94 mm?
41 1,30 mm? 0,59 mm? 56 1,09 mm? 0,98 mm?
42 2,27 mm? 0,59 mm? 57 2,09 mm? 0,84 mm?
43 1,46 mm? 1,11 mm? 58 1,16 mm? 0,52 mm?
44 1,47 mm? 1,06 mm? 59 2,40 mm? 1,12 mm?
45 1,91 mm? 1,66 mm? 60 1,43 mm? 0,55 mm?

Tabelle 9: Gegeniiberstellung der unmittelbar intraoperativ und eine Woche postoperativ gemessenen Defektgréfsen bei den
Tieren der zweiten Versuchsreihe

DefektgroRen

Tier-Nr. 31-60

H intraoperativ 1 Woche postoperativ

Abbildung 39: Graphische Gegendliberstellung der DefektgréfSen intraoperativ und eine Woche postoperativ bei den Tieren
der zweiten Versuchsreihe
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Abbildung 41: Defektfléichenreduktion absolut (links) und prozentual (rechts) innerhalb einer Woche

Abbildung 40: Préparierter Gefdfwanddefekt intraoperativ (links) und eine Woche postoperativ (rechts) in der Aorta
desselben Tieres
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3.2.3.2 Defektflidchenkonfiguration im zeitlichen Verlauf

Die bereits im vorigen Abschnitt ersichtlich gewordene Defektflachenreduktion bei den
Praparaten der zweiten Versuchsreihe soll nun in diesem Teil der Ergebnisauswertung
genauer betrachtet werden. Besonderes Augenmerk gilt dabei der Konfiguration des
,Restdefekts” nach einer Woche gegenliber dem intraoperativ dokumentierten
,Initialdefekt”.

Aufgefallen dabei ist, dass sich bei starker Flachenreduktion vor allem proximale und distale
Anteile des ehemaligen Defekts zurlickbildeten, laterale Anteile dagegen weniger. Beim
Vergleich der Flachen von , Initialdefekt” und , Restdefekt” ergab die Auswertung in 17 Fallen
eine Konfigurationsanderung. Sechsmal anderte sich die Konfiguration von vertikal zu
rundlich, ebenfalls sechsmal von rundlich zu horizontal und finfmal von vertikal zu horizontal.
Nachfolgend werden beispielhaft die Bilder einiger Defekte im Verlauf dargestellt sowie die

Defektkonfiguration und eine eventuelle Konfigurationsanderung tabellarisch festgehalten.

Abbildung 42: Intraoperative Situation (links): Zu sehen ist der ca. 2,24mm? grofSe vertikal konfigurierte Defekt.
Postoperativ (rechts): Eine Woche nach Defektsetzung ist ein deutlich kleinerer Defekt mit einer GréfSe von ca. 1,04mm?
zu sehen, dessen Konfiguration sich hin zu einem rundlichen Defekt verdndert hat
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Abbildung 44: Der intraoperativ noch als ,,vertikal” eingestufte Defekt (links) ist eine Woche postoperativ zu einem Defekt
rundlicher Konfiguration geschrumpft (rechts)

Abbildung 43: Weiteres Beispiel fiir eine Konfigurationsinderung der Lésionsfldche: Intraoperativ (links) vertikaler Defekt,
eine Woche spdter (rechts) ist der Defekt kleiner und deutlich abgeflacht
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Tier- | Defektkonfiguration | Konfigurations- | Tier- | Defektkonfiguration Konfigurations-

Nr. 7 Tage anderung Nr. 7 Tage anderung
postoperativ postoperativ

31 rundlich Nein 46 rundlich Nein

32 horizontal Ja 47 horizontal Nein

33 horizontal Nein 48 horizontal Ja

34 rundlich Nein 49 rundlich Nein

35 horizontal Nein 50 rundlich Nein

36 rundlich Nein 51 rundlich Ja

37 horizontal Ja 52 horizontal Ja

38 horizontal Ja 53 horizontal Ja

39 horizontal Nein 54 horizontal Ja

40 rundlich Ja 55 horizontal Nein

41 rundlich Ja 56 rundlich Ja

42 horizontal Ja 57 horizontal Ja

43 horizontal Ja 58 horizontal Nein

44 rundlich Ja 59 rundlich Ja

45 rundlich Nein 60 horizontal Ja

Tabelle 10: Anderung der Defektflichenkonfiguration nach einer Woche bei den Tieren der zweiten Versuchsreihe
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3.2.3.3 Ablagerungen im Defektbereich

Weiterhin wurden im Rahmen der Beurteilung klinischer Veranderungen die Fotos der
GefdlBpraparate unmittelbar post explantationem ausgewertet. Dabei wurde auf das
Vorkommen von Thrombusmaterial im Bereich der gesetzten GefaBwanddefekte geachtet
und diese - falls vorhanden - weiter unterteilt in stationdre Thromben und
Abscheidungsthromben. Die Unterteilung wurde durch die &duRere Formgebung der
Ablagerung sowie durch empirische Einschatzung vorgenommen und von einem zweiten
unabhangigen Untersucher beurteilt.

Bei den 30 Tieren der ersten Versuchsreihe konnte in 13 Fallen Thrombusmaterial im Bereich
des GefaRwanddefekts identifiziert werden. Sieben davon wurden zur Kategorie der
stationdren Thromben, sechs dagegen den Abscheidungsthromben zugeordnet. In den
ubrigen Fallen konnten klinisch keine Thromben nachgewiesen werden.

Nachstehend werden die Ergebnisse noch einmal tabellarisch wiedergegeben.

Tier- Stationarer bzw. Tier-Nr. Stationarer bzw.
Nr. Abscheidungsthrombus Abscheidungsthrombus

1 Ja 16 Ja

2 Ja 17 Nein

3 Nein 18 Nein

4 Nein 19 Ja

5 Ja 20 Nein

6 Nein 21 Ja

7 Ja 22 Nein

8 Ja 23 Ja

9 Ja 24 Ja

10 Nein 25 Nein

11 Nein 26 Nein

12 Nein 27 Nein

13 Ja 28 Nein

14 Ja 29 Nein

15 Nein 30 Nein

Tabelle 11: Klinischer Nachweis von Thrombusmaterial bei den Tieren der ersten Versuchsreihe unmittelbar post
explantationem
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3.2.4 Angiographische Veriinderungen
Im Folgenden werden die Ergebnisse der ICG-Angiographien, die (iber den Bildschirm am
Mikroskop live mitverfolgt und dariber hinaus fiir die weitere Bearbeitung aufgezeichnet

wurden, systematisch dargestellt und ausgewertet.

3.2.4.1 Ausgangszustand

Nach sorgfaltiger Freilegung der Aorta im Retroperitonealraum und vor Anlegen der
Gefaliclips wurde bei allen Tieren eine ICGA im Ausgangszustand durchgefiihrt.

In allen Fallen zeigte sich hier eine normale Kontrastierung ohne Auffalligkeiten. Auch die
farbliche Darstellung der Latenzzeiten erwies sich als unauffallig. Bei der Flussbestimmung
zeigten sich im Kurvendiagramm regelhaft zwei Peaks, wobei der zweite kleiner als der erste

ausfiel. Danach war eine kontinuierliche Abflutung des Fluoreszenzsignals zu beobachten.

Abbildung 45: Beispiel einer normalen und im Ausgangszustand durchgefiihrten ICGA, dargestellt in Graustufen (links) und
farbcodiert (rechts) Anm.: Alle weiteren Angiographiebilder in Kapitel 3.2.4, mit Ausnahme der intraoperativen
Beispielfotos am Kapitelende, entstammen von demselben Versuchstier
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Abbildung 46: Bestimmung der Flussgeschwindigkeiten im Ausgangszustand nach Setzen von ROI’s (links) und
dazugehériges Kurvendiagramm (rechts)

3.2.4.2 Intraoperativ unmittelbar nach Defektsetzung
Nach Setzen des GefaRwanddefekts und Wiederverschluss der Aorta wurde bei allen Tieren

eine weitere ICGA durchgefiihrt, deren Auswertungen im Folgenden dargelegt werden sollen.

An den GefdBwanddefekten konnten mithilfe der farbkodierten Aufnahmen punktuelle
Veranderungen dargestellt werden, die einer geringeren Durchflussgeschwindigkeit
entsprachen (s. Abb. 48). Auch im Bereich der Gefdlnaht konnten vereinzelt
Flussveranderungen durch die Farbkodierung ermittelt werden.

Neben den farbkodierten Darstellungen wurden Verdnderungen zum jeweiligen
Ausgangszustand verglichen und auch mit Hilfe der Kontrastaufnahmen sichtbar. Dabei
konnten nicht nur Kontrastanderungen, welche in Auspragung und Ausdehnung variierten, im
Bereich des gesetzten Defekts dargestellt werden. Dariber hinaus konnten auch
Verdanderungen des GefdaBdurchmessers erfasst und somit Rickschlisse auf die
Durchlassigkeit gezogen werden. In 48 Fillen zeigte sich hierbei eine Kontrastminderung im
Vergleich zur Voraufnahme, in 4 Fdllen dagegen eine Kontraststeigerung im Bereich der
GefaBwandldsion. Dabei kam es in einem Fall mit gleichen Anteilen sowohl zu
Kontraststeigerung als auch Kontrastminderung in den Aufnahmen. Bei 8 Tieren konnten

keine Veranderungen der Kontrastierung ausgemacht werden. Beziglich des
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GefaRdurchmessers wurde in 26 Versuchen eine mehr oder weniger stark ausgepragte
Stenosierung der Aorta beobachtet, in 7 Versuchen eine Dilatation im Bereich des gesetzten
Defekts. Bei insgesamt 7 Versuchstieren konnte eine komplette Okklusion mit Hilfe der
Aufnahmen nachgewiesen werden.

In den Kurvendiagrammen, die nach Markierung durch ROI’s berechnet wurden, fanden sich
im Vergleich zu den Voraufnahmen an korrespondierenden Stellen insgesamt wenige
Veranderungen. In manchen Fallen konnte jedoch eine langsamere Abflutung des
Fluoreszenzsignals beobachtet werden.

Nachstehend werden alle Beobachtungen nochmals - den jeweiligen Versuchstieren

zugeordnet - tabellarisch aufgelistet.

Versuchsreihe 1 Versuchsreihe 2

Tier- Sichtbare Tier- Sichtbare Tier- Sichtbare Tier- Sichtbare
Nr. Veranderungen Nr. Veranderungen Nr. Veranderungen Nr. Veranderungen

1 N 16 A 31 VA 46 N

2 N 17 & 32 N 47 N

3 T™A 18 ) 33 N 48 NS

4 N 19 SA 34 N2 49 Nz

5 N 20 NS 35 NZ 50 N

6 N 21 ) 36 N2 51 N

7 J 22 TA 37 N2 52 Nz

8 < 23 ) 38 ) 53 N

9 $S* 24 N 39 N% 54 &

10 J 25 ™A 40 N2 55 <

11 N2 26 N 41 S 56 NS
12 N 27 ™A 42 s 57 J

13 &S 28 /TS 43 < 58 Nz

14 NN 29 ) 44 S 59 NS
15 Ss* 30 Ss* 45 s 60 N2

Tabelle 12: Angiographisch sichtbare Verdnderungen unmittelbar nach Wiederverschluss der Aorta durch Einzelknopfnéhte;
Zeichenerkldrung: 1~ =Kontraststeigerung, {,=Kontrastminderung, <>=keine Kontrastdnderung, S=Stenosierung,
A=Dilatation, *=Okklusion
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Abbildung 48: ICGA nach Gefdfswanddefektsetzung: Initiale Kontrastzunahme im Bereich des Defekts (links) und
Farbwechsel im Sinne einer Flussminderung in der farbkodierten Darstellung (rechts)
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Abbildung 47: Bestimmung der Flussgeschwindigkeiten proximal und distal des gesetzten Gefdfswanddefekts (links) mit
korrespondierendem Kurvendiagramm (rechts)
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3.2.4.3 Zweiteingriff eine Woche postoperativ
Sieben Tage nach Defektsetzung wurden die Tiere der zweiten Versuchsreihe re-

laparatomiert. Anschliefend wurde erneut eine ICGA vorgenommen.

Hier ergab die Auswertung der Angiographien folgende Ergebnisse: In 19 Fallen wurden keine
sichtbaren Veranderungen der Kontrastierung dokumentiert, in 11 Versuchen konnte
dagegen noch immer eine Kontrastminderung festgestellt werden. Stenosen und Dilatationen
zeigten sich jeweils in nur einem Fall. Okklusionen wurden nicht beobachtet, sodass bei allen
30 Tieren der zweiten Versuchsreihe die Durchgangigkeit der Aorta eine Woche postoperativ
nachgewiesen werden konnte.

Weiterhin zeigten die farbkodierten Aufnahmen unauffallige Darstellungen, vergleichbar zu
denen im Ausgangszustand. In nur wenigen Fallen wurden noch punktuelle Farbunterschiede
im Bereich des GefaRwanddefekts beobachtet. Auch die Kurvendiagramme zeigten keine
systematischen Verdanderungen in ihren Verldufen und waren vergleichbar mit denen der
Voraufnahmen.

Nachstehend werden auch hier die Ergebnisse noch einmal in Tabellenform wiedergegeben.
Zur Veranschaulichung sind im Anschluss Momentaufnahmen der intraoperativ

durchgefiihrten ICGAs als Beispielfotos dargestellt.

Tier-Nr. Sichtbare Tier-Nr. Sichtbare Tier-Nr. Sichtbare
Veranderungen Veranderungen Veranderungen

31 A 41 N2 51 &
32 J 42 & 52 N

33 & 43 & 53 J

34 & 44 N2 54 &
35 & 45 N2 55 &
36 & 46 & 56 N
37 J 47 & 57 &
38 & 48 N2 58 &
39 & 49 & 59 &
40 < 50 N2 60 N

Tabelle 13: Angiographisch sichtbare Verdnderungen bei den Tieren der zweiten Versuchsreihe eine Woche postoperativ;
Zeichenerkldrung: \,=Kontrastminderung, <>=keine Kontrastdnderung, S=Stenosierung, A=Dilatation
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Abbildung 49: Beispiel einer ICGA sieben Tage postoperativ: Zu sehen sind nur minimale Verdnderungen sowohl in der
Kontrastaufnahme (links) als auch in der farbcodierten Aufnahme (rechts) im Vergleich zum Ausgangszustand
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Abbildung 50: Bestimmung der Flussgeschwindigkeiten proximal und distal des sieben Tage zuvor gesetzten
Gefdfswanddefekts (links) mit korrespondierendem Kurvendiagramm (rechts)
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Abbildung 52: Beispiele intraoperativ beobachteter Kontrastierungen: Kontraststeigerung (links), Kontrastminderung
(Mitte), keine Kontrastdnderung (rechts)

Abbildung 51: Vergleich des Gefdfsdurchmessers vor und nach Defektsetzung: Stenosierung im Bereich der
Gefdfwandldsion (links), Dilatation im Bereich der GefdfSwandldsion (rechts)
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Abbildung 53: Angiographisch sichtbarer kompletter Verschluss des GefdfSes nach Defektsetzung (rechts);
korrespondierende ICGA im Ausgangszustand (links)
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3.2.5 Histologische Veriinderungen

Weiterhin zdhlt zu den sichtbaren Verdnderungen die Beurteilung und Auswertung der
gesetzten Lasionen im Rahmen histologischer Untersuchungen. Dabei wurde insbesondere
auf das Ausmal des GefaBwanddefekts sowie auf Ablagerungen von Thrombusmaterial im
Defektbereich geachtet. Darliber hinaus werden in diesem Kapitel auch weitere histologische
Auffilligkeiten, sowie zu Beginn das Vorgehen bei zwei fiir Vergleichszwecke dienende

Praparate beschrieben.

3.2.5.1 Vergleichspréparate zur Dokumentation

Neben den 60 Tieren, bei denen im Rahmen der beiden Versuchsreihen die
GefaRwandldsionen gesetzt wurden, gab es auBerdem zwei Vergleichstiere mit anderer
Vorgehensweise im Operationsablauf.

In einem Fall wurde nach normaler Vorbereitung, Narkose, Aortenpraparation und -eréffnung
auf der gegeniberliegenden Seite kein Defekt gesetzt. Es wurden lediglich Fotos zur
Dokumentation angefertigt und nachfolgend die Aorta wie gewohnt verschlossen.

Beim zweiten Vergleichstier wurde wie Ublich vorgegangen und ein Defekt gesetzt.
AnschlieBend wurde auch hier die langs ertffnete Aorta wie gewohnt verschlossen. Der
operierte Aortenbereich wurde nun aber im weiteren Verlauf nicht mehr durchblutet. Die
Gefaliclips wurden belassen und der mit der GefdaBwandlasion praparierte und durch Naht
wieder verschlossene Aortenabschnitt entnommen und fixiert.

Die Auswertung der Vergleichsprdparate zeigte keine Atypien oder Auffalligkeiten, sodass sie
als Referenz fiir die histologische Aufarbeitung der anderen Praparate herangezogen werden

konnten.
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Abbildung 54: Vergleichsprdparat ohne Gefdfswandldsion. Besonders in der AusschnittsvergréfSerung (rotes Rechteck) ist
der intakte dreischichtige Wandaufbau bestehend aus Intima, Media und Adventitia zu erkennen. Bis auf einen kleinen
Bereich lassen sich endothelial und intraluminal keine Ablagerungen und kein Thrombusmaterial finden.
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Abbildung 55: Vergleichsprdparat mit Wandldsion ohne nachfolgende Durchblutung, das unmittelbar nach Geféfsnaht
entnommen wurde. Zu sehen ist ein weitreichender Defekt bis in die Tunica adventitia vordringend.

£
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3.2.5.2 Ablagerungen im Defektbereich

Insgesamt zeigten sich bei 46 Versuchstieren, davon 21 aus der ersten Versuchsreihe und 25
aus der zweiten Versuchsreihe, Ablagerungen thrombotischen Materials im Bereich des
GefaBwanddefekts. Diese unterschieden sich in Grofle und Auspragung und reichten dabei
von nur geringfligig aufgebauten Ablagerungen bis hin zu weit nach intraluminal reichenden
vor allem aus Erythrozyten bestehenden Koageln. Die Zusammensetzung der Thromben war
stets gemischt. Neben Erythrozyten konnten auch immer diverse Leukozyten und vereinzelt
Thrombozyten nachgewiesen werden. Weiterhin wurden in wenigen Fallen lokale
Thrombozytenaggregationen an einer Neointima dokumentiert.

Nachfolgend ist der histologische Schnitt eines typischen Thrombus in verschiedenen

VergrofRerungen dargestellt.
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Abbildung 56: Zu sehen ist die vollstindige GefdfSwand mit Intima, Media und Adventitia. In der Ausschnittvergréfierung
(rotes Rechteck) ist ein intraluminal liegender Thrombus erkennbar, der an den Bereich des gesetzten GefdfSwanddefekts
anhaftet.
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Abbildung 57: Bei stdrkerer VergréfSerung Idsst sich die Zusammensetzung des Thrombus genauer beurteilen: Zu erkennen
sind reichlich Erythrozyten mit vereinzelten Leukozyten und Thrombozyten.

-67-



- Ergebnisse -

3.2.5.3 Defektausdehnung in die Tiefe

Neben der Zusammensetzung des gefundenen Thrombenmaterials an den
GefaRwanddefekten wurden auch diese selbst beziglich ihrer Ausdehnung histologisch
untersucht. Wie bereits mithilfe der intra- und postoperativen Bildaufnahmen festgestellt,
war die GrolRe der gesetzten Defektflachen uneinheitlich. Auch waren die Defekte in Bezug
auf ihre Ausdehnung in die Tiefe uneinheitlich. So konnten Lasionen gefunden werden, die nur
bis zum inneren Mediafach reichten. Daneben gab es aber auch Lasionen, die sich in alle
Mediafacher ausdehnten bis hin zur dulReren Membrana elastica externa. In einigen
Praparaten lielen sich dariiber hinaus auch Lasionen darstellen, die bis in die Schicht der
Adventitia reichten.

Im Anschluss sind histologische Aufnahmen verschieden stark ausgepragter

GefalBwandlasionen in unterschiedlichen VergréRBerungen dargestellt.
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Abbildung 58: Beispiel einer geringen Ldsionstiefe: Zu sehen ist der dreischichtige Wandaufbau der Aorta mit intakter
Tunica media und Tunica adventitia. In der Ausschnittsvergréferung (rotes Rechteck) ist zudem die Ablagerung von
Thrombusmaterial im Bereich der zuvor entfernten Tunica intima sichtbar.
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Abbildung 59: Beispiel einer Ldsion, die alle Mediafdcher erreicht: Gut sichtbar ist die beschédigte Tunica media sowie die

noch intakte und fortlaufende Membrana elastica externa. Weiterhin ist im Bereich der Defektsetzung intraluminal
Thrombusmaterial nachweisbar.
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Abbildung 60: Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Abschnittes des zuvor gezeigten Prdparates, die den Thrombus
sowie neugebildete Neointima zeigt.
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Abbildung 61: Beispiel einer ausgeprdgten Ldsionstiefe: Erkennbar ist ein ausgedehnter GefdfSwanddefekt bis weit in die
Schicht der Adventitia vordringend. Rechts ist der vollstidndige Abbruch der Tunica media zu erkennen, daneben
Ablagerungen thrombotischen Materials, die den Bereich des ehemaligen Defekts ausfiillen.
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3.2.5.4 \Veriinderungen im zeitlichen Verlauf

Weiterer Schwerpunkt bei den histologischen Auswertungen waren die Veranderungen im
Bereich der Lasionen bei den Tieren der zweiten Versuchsreihe, die nach Defektsetzung noch
fiir sieben Tage beobachtet wurden.

Hier konnte gezeigt werden, dass es zur Bildung eines Neoendothels und einer Neointima
kam. Die Zellen des Neoendothels stellten sich mikroskopisch flach oder isoprismatisch mit
apikalen Mikrovilli dar. Untereinander bildeten sich Zellverbande mit tight junctions und gap
junctions. Elektronenmikroskopisch wurden in basalen Zellkompartimenten Aktinfilamente
deutlich, die Cisternen des rauen endoplasmatischen Retikulums waren erweitert.
Basallaminae konnten lokal gefunden werden, waren jedoch nicht durchgéngig. Das
Neoendothel bildete somit eine inkomplette Endothelbarriere zum Blut.

Die Neointima wies inhomogene Zelltypen auf. Gefunden wurden Myofibroblasten,
Makrophagen, Schaumzellen, vereinzelt auch neutrophile Granulozyten. Die Myofibroblasten
stammten dabei aus lasionsnahen Mediafachern oder sind aus transformierten Stammzellen
der Adventitia hervorgegangen. Makrophagen, die sich aus Monozyten entwickelten, und
neutrophile Granulozyten gelangten aus dem Blut in die Neointima. Die Anordnung der Zellen
war retikuldr, die Zelllage einfach oder mehrfach. Neben apoptotischen Zellen konnten
Mitosen beobachtet sowie die Bildung von Proteoglykanen, kollagenen und elastischen Fasern
nachgewiesen werden.

Neben Neoendothel und Neointima wurde im Bereich des Lasionsgrundes je nach Tiefe der
Lasion ein Fibrinnetz unterschiedlicher Dicke gefunden, das liber Makrophagen abgebaut und
anschlieBend aufgelést wurde. Uberdies zeigte die Adventitia Zellen mit phanotypischer
Zelltransformation in Myofibroblasten. Diese Reaktion war unterschiedlich stark ausgepragt
und schien keinen Bezug zu GrofRe und Tiefe der Lasion zu haben. Bei groRflachigem
Lasionsgrund konnte diese zelluldre Reaktion lokal auch ganz fehlen. Es wurden
unterschiedliche Mengen von Erythrozyten in der Adventitia gefunden, in zwei Praparaten
waren zudem Thrombozytenaggregationen vorhanden. Neovaskularisationen und zelluldre
entziindliche Reaktionen konnten nicht nachgewiesen werden. Bezliglich der Media war der
Erhalt von Myozyten in Idsionsbenachbarten Fachern unterschiedlich. Es wurden
Zelluntergange mit cytoplasmatischen Vakuolen bis zu Apoptosen beobachtet. Daneben gab
es teils leere Facher mit kollagenem Bindegewebe und Proteoglykanen, Reste von elastischen

Membranen sowie Mitosen und Myoblastenreaktionen.
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Abbildung 62: Aortenpréparat eines Tieres aus der zweiten Versuchsreihe: Gut sichtbar in der AusschnittsvergréfSerung
(rotes Rechteck) ist das entstandene Neoendothel mit darunterliegender Neointima im Lésionsbereich.
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Abbildung 63: Elektronenmikroskopische Aufnahme vom Lésionsgrund der Aorta eines Tieres aus der zweiten
Versuchsreihe mit neuentstandenem Neoendothel und darunterliegender Neointima.

-75-



- Ergebnisse -

. y » [2

.

Abbildung 64: Elektronenmikroskopische Aufnahme der Aorta eines Tieres aus der zweiten Versuchsreihe: Zu sehen ist der
Ldsionsgrund mit Neointima und verzweigtem Fibrinnetz, darunter Adventitia.
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3.2.6 Statistische Analysen

3.2.6.1 Korrelation der Beobachtungen zur Thrombusentwicklung zwischen Histologie,
Angiographie und klinischer Beurteilung

In der Analyse der verschiedenen Modalitdten Histologie, Angiographie und klinischer
Beobachtung mit Hilfe des Spearman Tests zeigte sich bei einem p = 0.05 bei zweiseitigem
Signifikanzniveau eine Korrelation zwischen klinischer Beobachtung und dem Ergebnis der
Angiographie (p = 0,015; Korrelationskoeffizient 0,44). Zwischen der Histologie und dem
klinischen Ergebnis konnte eine hochsignifikante Korrelation nachgewiesen werden (p <
0,001; Korrelationskoeffizient 0,87). Zwischen der Histologie und der Angiographie erreichte
die Korrelationsanalyse dagegen kein Signifikanzniveau (p = 0,27; Korrelationskoeffizient
0,15).

Aus den vorliegenden Ergebnissen lasst sich schlieBen, dass sowohl die klinische Beobachtung
und die Angiographie, als auch die Histologie mit der klinischen Beobachtung gut
Ubereinstimmen. Insbesondere mithilfe der Histologie als Goldstandard kann eine gute
Vorhersagbarkeit mit der klinischen Beobachtung gefunden werden, welche aus dem hohen
Korrelationskoeffizienten (87%) abgeleitet werden kann. In der Histologie und Angiographie
findet sich jedoch keine signifikante Korrelation, was durch die sensitive Methodik der
Histologie und die bisher experimentelle und untersucherabhdngige Angiographie erklart

werden kann.

3.2.6.2 Prddiktoren einer Thrombosierung in der linearen Regressionsanalyse

In Tabelle 14 werden die Ergebnisse der univariaten Regressionsanalyse in der Ubersicht
dargestellt. Hier zeigte sich, dass sowohl die DefektgrofRe, als auch die vertikale
Defektkonfiguration einen signifikanten Einfluss auf die Ausbildung eines Thrombus nach
Defektsetzung hatten. Insbesondere die vertikale Defektkonfiguration geht mit einem hohen
Risiko (Hazard Ratio; HR) einher, da sich ein 16-faches Risiko aus der Analyse fiir diese

Konfiguration ergibt.
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Hazard 95%-
Variable Ratio Konfidenzintervall p-Wert
DefektgroRRe 0,46 0,22 bis 0,99 =0,048
Defektkonfiguration:
Rundlich 0,22 0,04 bis 1,1 =0,066
Horizontal 0,55 0,12 bis 2,55 =0,441
Vertikal 16,00 1,66 bis 154,6 =0,017

Tabelle 14: Univariate Analyse zur Identifikation von Variablen, die eine Thrombosierung nach mikrochirurgischer
Defektsetzung beeinflussen

In der multivariaten Regressionsanalyse unter Einschluss der vertikalen Defektkonfiguration
und der DefektgroRe zeigte sich eine zweiseitige Signifikanz fir die vertikale
Defektkonfiguration (p = 0,03; HR 13,18; Konfidenzintervall von 1,28 bis 135,3), jedoch nicht
fir die DefektgroRe (p = 0,12; HR 0,51; Konfidenzintervall von 0,22 bis 1,187). Hieraus geht
hervor, dass die vertikale Defektkonfiguration ein unabhangiger Risikofaktor zur

Thrombusbildung bei mikrovaskuldren Prozeduren darstellt.
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Tier-Nr. Thrombus sichtbar Defekt- Defekt-
Klinisch Angiographisch | Histologisch grofie konfiguration

1 Ja Ja Ja 1,95 mm? vertikal
2 Ja Ja Ja 2,66 mm? vertikal
3 Nein Nein Ja 1,98 mm? vertikal
4 Nein Ja Nein 4,07 mm? rundlich
5 Ja Ja Ja 3,53 mm? rundlich
6 Nein Nein Nein 2,68 mm? rundlich
7 Ja Ja Ja 0,76 mm? rundlich
8 Ja Nein Ja 2,51 mm? horizontal
9 Ja Ja Ja 2,29 mm? horizontal
10 Nein Ja Nein 3,12 mm? rundlich
11 Nein Nein Nein 2,74 mm? horizontal
12 Nein Nein Nein 3,31 mm? horizontal
13 Ja Ja Ja 3,01 mm? vertikal
14 Ja Ja Ja 3,29 mm? horizontal
15 Nein Ja Nein 1,20 mm? rundlich
16 Ja Ja Ja 1,89 mm? rundlich
17 Nein Nein Ja 1,16 mm? vertikal
18 Nein Nein Nein 2,26 mm? vertikal
19 Ja Nein Ja 3,91 mm? vertikal
20 Nein Ja Nein 4,31 mm? rundlich
21 Ja Ja Ja 1,16 mm? horizontal
22 Nein Nein Nein 3,14 mm? horizontal
23 Ja Ja Ja 1,22 mm? vertikal
24 Ja Ja Ja 1,67 mm? vertikal
25 Nein Nein Nein 3,75 mm? rundlich
26 Nein Ja Nein 1,44 mm? rundlich
27 Nein Nein Nein 5,18 mm? horizontal
28 Nein Ja Nein 5,36 mm? horizontal
29 Nein Nein Nein 2,07 mm? horizontal
30 Nein Ja Nein 1,93 mm? rundlich

Tabelle 15: Zusammenfiihrung und Gegendiiberstellung der mithilfe der verschiedenen Methoden gefundenen Ablagerungen
sowie DefektgrofSe und -konfiguration der Tiere der ersten Versuchsreihe
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Tier- Thrombus vorhanden Defektgrofie Defektkonfiguration
Nr. Angio- Histo- Intra- 7 Tage post- Intra- 7 Tage post-
graphisch logisch operativ operativ operativ operativ
31 Ja Ja 1,90 mm? 1,18 mm? rundlich rundlich
32 Ja Ja 3,09 mm? 1,88 mm? vertikal horizontal
33 Ja Nein 1,39 mm? 0,66 mm? horizontal horizontal
34 Nein Ja 0,98 mm? 0,98 mm? rundlich rundlich
35 Ja Ja 1,65 mm? 1,18 mm? horizontal horizontal
36 Ja Ja 2,32 mm? 1,56 mm? rundlich rundlich
37 Ja Nein 1,73 mm? 0,55 mm? rundlich horizontal
38 Ja Ja 2,89 mm? 2,01 mm? vertikal horizontal
39 Nein Nein 1,19 mm? 1,11 mm? horizontal horizontal
40 Ja Ja 2,49 mm? 1,11 mm? vertikal rundlich
41 Ja Ja 1,30 mm? 0,59 mm? vertikal rundlich
42 Ja Ja 2,27 mm? 0,59 mm? rundlich horizontal
43 Nein Nein 1,46 mm? 1,11 mm? vertikal horizontal
44 Ja Nein 1,47 mm? 1,06 mm? vertikal rundlich
45 Ja Nein 1,91 mm? 1,66 mm? rundlich rundlich
46 Nein Nein 1,09 mm? 0,83 mm? rundlich rundlich
47 Nein Nein 0,70 mm? 0,44 mm? horizontal horizontal
48 Nein Nein 1,58 mm? 0,50 mm? vertikal horizontal
49 Ja Ja 2,01 mm? 1,26 mm? rundlich rundlich
50 Nein Nein 0,69 mm? 0,34 mm? rundlich rundlich
51 Ja Ja 2,24 mm? 1,04 mm? vertikal rundlich
52 Nein Ja 1,78 mm? 0,59 mm? rundlich horizontal
53 Nein Nein 1,55 mm? 0,58 mm? rundlich horizontal
54 Nein Nein 1,44 mm? 0,34 mm? rundlich horizontal
55 Nein Nein 1,22 mm? 0,94 mm? horizontal horizontal
56 Ja Ja 1,09 mm? 0,98 mm? vertikal rundlich
57 Ja Ja 2,09 mm? 0,84 mm? rundlich horizontal
58 Ja Ja 1,16 mm? 0,52 mm? horizontal horizontal
59 Ja Ja 2,40 mm? 1,12 mm? vertikal rundlich
60 Nein Nein 1,43 mm? 0,55 mm? vertikal horizontal

Tabelle 16: Zusammenfiihrung und Gegendiiberstellung der mithilfe der verschiedenen Methoden gefundenen Ablagerungen
sowie DefektgrofSe und -konfiguration intraoperativ und eine Woche postoperativ der Tiere der zweiten Versuchsreihe;
Anm.: Eine klinische Beurteilung zur Thromboseentstehung ist fiir diese Versuchsreihe aufgrund der 7-tagigen
Nachbeobachtungszeit entfallen
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4 Diskussion

4.1 Material und Methodik

4.1.1 Die Bauchaorta der Ratte als mikrochirurgisches Gefdfsmodell

Die Ratte ist in der Wissenschaft und Forschung in vielerlei Hinsicht ein seit langem etabliertes
Tiermodell, welches zunehmend auch in der Lehre fur das Erlernen und die Weiterentwicklung
mikrochirurgischer Fahigkeiten angewandt wird (Shurey et al., 2014). So erwiesen sich die
grofRen arteriellen Gefde der Ratte, wie z.B. die Aorta und A. femoralis, auch in der
vorliegenden Arbeit als geeignetes Modell flir mikrovaskuldres Arbeiten und heben damit
erneut die Bedeutung dieses Versuchstieres fiir verschiedenste Fragestellungen in der
experimentellen Mikrochirurgie hervor. Nicht zuletzt wegen der physiologischen und
anatomisch-histologischen Ahnlichkeiten, sondern vor allem aufgrund der realistischen
GroRRenverhéltnisse gibt das GefaRsystem der Ratte hervorragende Moglichkeiten zur
Vorbereitung auf patienten- und praxisorientiertes mikrochirurgisches Arbeiten. Besonders
hervorzuheben ist in diesem Zusammenhang die Anwendung der bereits unter 1.3.1.
beschriebenen Perforanslappen, bei denen kleinste GefalRe mikrochirurgisch anastomosiert
werden missen. Auch das Narkoseverfahren mittels intravendser Ketamin-Xylazin Anasthesie
(Ritschl et al., 2015) zeichnete sich durch gute Standardisierung und Steuerbarkeit aus.
Dariiber hinaus beinhaltet dieses Narkoseverfahren den groRBen Vorteil gegeniber der
intraperitonealen Narkose, durch die Einlage des i.v.-Katheters das mikrochirurgische
Handling an kleinen vendsen GefaRen zu erlernen bzw. fortzuentwickeln. Weiterhin kann die
geringe Zahl der intra- und postoperativen Komplikationen - trotz des langen und invasiven
Eingriffs - im Rahmen der durchgefiihrten Experimente als Hinweis flr ein sicheres und
effektives methodisches Arbeiten herangezogen werden und bestatigt damit die Ratte als

ausgezeichnetes Versuchstier in der mikrochirurgischen Forschung und Lehre.
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4.1.2 Anwendung und Nutzen des OPMI® Pentero® fiir mikrochirurgische Fragestellungen

Das in der vorliegenden Arbeit unter 2.2.2 beschriebene und fir die Durchfiihrung der
Experimente verwendete Operationsmikroskop hat vor allem aufgrund seiner integrierten
Kamera, die mittels der Infrarot- und FLOW 800-Funktion auch fluoreszenzgestitzte
Angiographien ermdglicht, Einzug in viele Fachbereiche der Medizin, besonders der
Neurochirurgie (Imizu et al., 2008; Murai et al., 2011; Murakami, Koyanagi, Kaneko, lihoshi, &
Houkin, 2011; T. Yamamoto et al., 2014), erlebt. Hierbei stehen Fragestellungen im
Vordergrund, die sich mit der vaskuldaren Durchgéngigkeit sowie den hamodynamischen
Gegebenheiten in bestimmten Gefallabschnitten beschaftigen. Die ICG-Angiographie mittels
OPMI® Pentero® erwies sich dabei als schnelle und verldssliche Alternative zu anderen
Verfahren wie der DSA oder der Dopplersonographie, die zudem kostengiinstig ist (Imizu et
al.,, 2008; Murai et al.,, 2011). Weiterhin konnten direkt Aussagen lUber hamodynamische
Veranderungen in operierten GefdaBabschnitten getroffen werden (Murakami et al., 2011).
Bereits Holm et al. zeigten im Rahmen einer klinischen Studie, dass sich die ICGA zur Detektion
von intimalen Ablagerungen und Thrombosen in mikrochirurgischen Gefdllanastomosen nach
freiem Gewebetransfer eignet. Mit einer Sensitivitat von 100% und Spezifitdit von 86%
gegeniber der intraoperativen Exploration als Standardreferenz erwies sich diese Methodik
als exzellente diagnostische Moglichkeit zur Darstellung der GefaRdurchgangigkeit (Holm,
Dornseifer, Sturtz, & Ninkovic, 2010). Auch in den vorliegenden Untersuchungen konnten
mithilfe der ICGA Riickschliisse auf die GefaBdurchlassigkeit gezogen werden (s. Tab. 12 bzw.
Abb. 53). Zudem erlaubte diese Methodik Aussagen uUber Verdanderungen des
GefaRdurchmessers zu treffen, welche im intraoperativen Setting oftmals nicht so eindeutig
zur Darstellung kamen. Bestatigt wurde dies auch im Rahmen einer Studie zur praoperativen
Diagnostik vor TEA bei Carotisstenosen, bei der die Lokalisation der Stenose sowie die Form
der assoziierten Plaque mittels ICGA genau visualisiert werden konnte (C. H. Lee, Jung, Yang,
Son, & Lee, 2012). Mithilfe der FLOW 800-Funktion war es abschlieBend auch moglich
Informationen Uber Flusseigenschaften und Stromungsverhaltnisse am operierten
Aortenabschnitt zu gewinnen und auszuwerten, die durch Miicke et el. bereits in
vorausgegangenen Studien untersucht wurden (Micke et al.,, 2013; Micke, Wolff,
Wagenpfeil, Holzle, et al., 2010). Starke Anderungen des Blutflusses an mikrochirurgisch
anastomosierten GefaRabschnitten kdnnen dabei eine Malperfusion mit der Moglichkeit eines

Verlustes des nachgeschalteten Gewebes nach sich ziehen, die vorher mithilfe anderer

-82 -



- Diskussion -

klinischer Tests nicht nachgewiesen werden konnten (Holm et al., 2009).

Daneben erwies sich auch die gute Auflosung der integrierten Kamera als sehr hilfreich. Mit
ihr konnte schnell und ohne Aufwand die intraoperative Situation mittels Foto oder Video
dokumentiert werden, was eine Bearbeitung und Auswertung im Nachhinein erheblich
erleichterte.

AbschlieBend ladsst sich zusammenfassen, dass sich das OPMI® Pentero® trotz der relativ
hohen Anschaffungskosten durch seine beschriebenen Eigenschaften als hervorragendes
Instrument fiir mikrochirurgisches Arbeiten auszeichnet. Besonders hervorzuheben ist dabei
die Moglichkeit zur ICG-Angiographie, die sich bereits in der Vergangenheit als einfach und
schnell durchzufiihrende, zudem kostengiinstige, vor allem aber effiziente Methode zur
Beurteilung des Blutflusses sowie zur Visualisierung der Gefdllpermeabilitdit bewahrt hat

(Imizu et al., 2008).

4.1.3 Schwdchen und Grenzen der angewendeten Methodik

Das fur die Experimente genutzte Material sowie die angewendete Methodik ist im Laufe der
Versuchsdurchfiihrung stets kritisch beobachtet worden. In diesem Kapitel soll nun auf
Limitationen und Schwéachen eingegangen und zudem Losungsansatze fir gefundene
Probleme erarbeitet werden.

Vor Beginn der Versuchsreihen sind fiir die Defektsetzungen in den Gefdlinnenwanden
einfache 15er-Skalpellklingen eigenstandig bearbeitet worden. Dabei wurden drei
verschiedene GroRen hergestellt, mit denen eine standardisierte Defektsetzung und
Unterteilung in drei DefektgroBen durch gleichmaRiges Abtragen der GefaRinnenwand
gelingen sollte. Jedoch erwies sich dieses Vorgehen als nicht praktikabel und bot das erhéhte
Risiko einer GefaBwandperforation, sodass auf die unter 2.1.3.2 beschriebene
Vorgehensweise zurlickgegriffen wurde. Zwar lieRen sich mit diesem Verfahren GréRe und
Ausdehnung der Defekte weniger exakt begrenzen. Dennoch konnte gezeigt werden, dass es
grundsatzlich moglich ist GefaRwandldsionen von intraluminal aus zu setzen ohne diese dabei
zu perforieren. Weiterhin bietet dieses Vorgehen den Vorteil gegeniiber standardisierten
LasionsgroBen und -tiefen, eine realitdtsnahere in-vivo Situation widerzuspiegeln. Fiir das
Setzen von standardisierten und vergleichbaren Ldsionen ware ein Instrument vonnéten,
welches anwenderunabhédngig eine in Umfang und Tiefe genau definierte Schnittfihrung
ermoglicht.

Dieses Vorgehen wiirde zudem die nachtragliche Defektausmessung als mogliche Fehlerquelle
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minimieren. Hierbei wurde wie in Kapitel 2.1.3.5 beschrieben der intramurale Defekt an der
eroffneten Aorta intraoperativ fotodokumentiert und durch Anlegen von 1/10mm Papier
nachtraglich berechnet. Jedoch kann hierbei nicht sicher ausgeschlossen werden, dass es
durch das Offenhalten mittels Zug am langs eréffneten Gefald aufgrund seiner Eigenelastizitat
zur artifiziellen VergroBerung des gesetzten Defekts kam. Ebenso ist eine exakte
Flachenberechnung der Defekte auf Grundlage zweidimensionaler Bilder wegen der
Eigenelastizitat und Formstruktur der Aorta als dreidimensionales Gebilde nicht méglich. Dies
gilt es zumindest fiir die unmittelbar intraoperativen Messungen an den nicht exzidierten
Aortenabschnitten zu bedenken.

Beziglich des methodischen Vorgehens der ICG-Angiographie konnte gezeigt werden, dass
eine Visualisierung von Ablagerungen und Thrombosen in kleinen GefaBen maoglich ist. Auch
konnten andere Verdnderungen am Gefdll durch den fluoreszierenden Farbstoff sichtbar
gemacht werden. Beispielsweise waren der Durchmesser des GefalRes und etwaige
Veranderungen nach Defektsetzungen mithilfe der ICGA besser beurteilbar und vergleichbar
gegeniber dem Ausgangszustand. Durch die Flow 800-Funktion konnten zudem die
vorherrschenden Stromungsverhdltnisse im GefalR beurteilt werden. Allerdings stiell diese
Methodik in Bezug auf einige Punkte an ihre Grenzen. So korrespondierte die vor GefdlRnaht
bestimmte Defektflache nicht immer mit der wahrend der ICGA sichtbaren Anreicherung.
Ursichlich dafiir kénnten Uberlagerungsphinomene sowie die gesetzten Nihte sein, welche
ebenfalls zu kleinen Ablagerungen an der GefalRinnenwand fiihren kénnen. Weiterhin konnte
bisher nicht immer ein eindeutiger Schluss aus den sichtbaren Veradnderungen gezogen
werden. Bezogen auf die Kontrastierung im Bereich der Lision konnte zwar bei jeder
dokumentierten GefidlRokklusion eine Kontrastminderung in den Aufnahmen ausgemacht
werden; bei einem Grofteil der ICG-Angiographien mit sichtbaren Kontrastminderungen
jedoch sind - wenn (berhaupt - Verdnderungen des GefdaRdurchmessers, besonders
Stenosierungen, detektiert worden. Eine genaue Schlussfolgerung auf das Auftreten von

GefaRverschlissen lieR sich also allein anhand des Kontrastverhaltens nicht ziehen.
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4.2 Ergebnisse

4.2.1 Verlaufsentwicklung ausgewdhlter Operationsdaten

Zunachst soll auf die dokumentierten Daten und Verldufe der durchgefiihrten Operationen
eingegangen werden.

Wie aus Tabelle 3 hervorgeht ist die Zeitdauer einiger ausgewahlter Operationsabschnitte bei
verschiedenen Versuchstieren in hohem MaRe voneinander abweichend. Als Beispiel soll hier
der Operationsschritt fur die Kanilierung der Vena femoralis dienen: Wurde bei den ersten
15 Versuchen noch eine Zeitdauer von durchschnittlich ca. 39 Minuten bendtigt, reichten fir
die letzten 15 Versuchstiere durchschnittlich etwa 12 Minuten aus, um den Femoralkatheter
mikrochirurgisch einzubringen. Ebenso ist fir die operativ anspruchsvolle Aortenfreilegung
und —praparation wahrend der ersten 15 Versuchsdurchfiihrungen durchschnittlich ein
Zeitrahmen von ca. 47 Minuten benétigt worden. Dagegen war bei den letzten 15
Versuchstieren lediglich eine Dauer von durchschnittlich ungefahr 20 Minuten notwendig.
Diese teils erheblichen Unterschiede in der Operationsdauer lassen sich einerseits auf die
bereits oben erwdhnten unterschiedlichen anatomischen Gegebenheiten der Versuchstiere
zuriickfihren. Andererseits sind hier vor allem der Ubungseffekt und das routinierte Arbeiten
durch die gewonnene Erfahrung der vorausgehenden Versuchsdurchfiihrungen von

Bedeutung und malgeblich fir den Zeitgewinn bei den letzteren Operationen verantwortlich.

Wie die Ergebnisse nun zeigen, haben haufiges und regelmafliges mikrochirurgisches Arbeiten
also entscheidenden Einfluss auf die Operationsdauer. Untermauert werden diese Ergebnisse
unter anderem durch eine Studie von Ko JW et al., bei der Assistenzarzte im Rahmen ihrer
Ausbildung ein mikrochirurgisches Trainingsprogramm absolvierten. Die Ergebnisse zeigten
nicht nur eine signifikante Abnahme der Operationsdauer verschiedener operativer Eingriffe
wie der Anastomosierung der Arteria femoralis bei der Ratte. Weiterhin wurde auch die
Qualitat der durchgefiihrten Eingriffe bewertet und nach Absolvierung des 8-woéchigen
Trainingsprogramms als signifikant besser eingestuft (Ko, Lorzano, & Mirarchi, 2015). Ahnliche
Ergebnisse verbunden mit weniger operativen Fehlern und Komplikationen zeigten Studien

von Selber JC, et al. (Selber et al., 2012).
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4.2.2 Intimadefekte und ihre Regeneration: Histomorphologische Aspekte und
therapeutische Unterstiitzungsmaéglichkeiten
Die Auswertungen der DefektgroRen zeigen sehr anschaulich, dass sich Intimaschaden
arterieller GefalRe im zeitlichen Verlauf zurickbilden (s. Tab. 9 bzw. Abb. 39). Die
durchschnittliche Flachenreduktion der gesetzten Defekte belief sich auf knapp 43% bei den
30 Tieren der zweiten Versuchsreihe. Fiir die Beobachtungszeit mit anschlielender Re-
evaluation wurde hierflr ein Zeitraum von sieben Tagen gewahlt.
Bereits um 1980 konnte in verschiedenen Arbeiten gezeigt werden, dass sich arterielle Intima-
und Endothelschaden im Laufe der Zeit zurickbilden. Hirsch et al. beschrieben 1977 in einer
Studie die Reparaturvorgange von akuten arteriellen Endotheldefekten in der
Kaninchenaorta. Dabei beobachteten sie eine stufenweise voranschreitende Erneuerung der
Gefallwand durch verschiedene Zelltypen wie Thrombozyten, Endothelzellen und Leukozyten.
Nach weniger als sieben Tagen kam es dabei regelmaRig zur kompletten Wiederherstellung
ohne verbleibende strukturelle Veranderungen der GefdaBwand (Hirsch & Robertson, 1977).
Schwartz et al. konnten dagegen erst innerhalb von zwei Monaten eine durchgingige
Endothelzellschicht nachweisen, die zudem noch UnregelmaRigkeiten in Form von
unvollstindig ausgebildeten tight junctions enthielt (Schwartz, Stemerman, & Benditt, 1975).
Zwei Jahre spater veroffentlichten Haudenschild et al. Ergebnisse zu Versuchen an der
Rattenaorta, bei denen die Endothelzellschicht mithilfe eines modifizierten Ballonkatheters
entfernt wurde. Im Rahmen der endothelialen Regeneration beschrieben sie die Migration
und nachfolgende Proliferation von Endothelzellen aus benachbarten unverletzten
Intercostalarterien, die GUber dem Defekt eine einheitliche Schicht bildeten. Diese Schicht
bildete sich ihren Beobachtungen zufolge mit einer Geschwindigkeit von ca. 0,07mm pro Tag
in zirkumferentieller bzw. ca. 0,42mm in axialer Richtung (Haudenschild & Schwartz, 1979). In
vielen Arbeiten wurden Uberdies weitere Studien prasentiert, die eine gleichmaRige
Regeneration von Intimadefekten durch Migration und Proliferation von Endothelzellen
zeigen (Prescott & Muller, 1983; Reidy & Schwartz, 1981; Reidy & Silver, 1985; Rekhter &
Mironov, 1990).
Neben dem Vorgang des Wiederaufbaus eines kinstlich gesetzten Defekts durch
Endothelzellen zeigten eine Reihe von Studien, dass es im Rahmen der Regeneration nicht zu
einer intimalen Verdickung oder Proliferation von glatten Muskelzellen kommt (Hirsch &

Robertson, 1977; Prescott & Muller, 1983; Ramsay, Walker, & Bowyer, 1982; Reidy &
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Schwartz, 1981; Reidy & Silver, 1985; Rekhter & Mironov, 1990). Jedoch ist bekannt, dass
Migration von glatten Muskelzellen aus der Tunica media in subendotheliale Bereiche von
GefaBRwanden und deren Proliferation entscheidende Faktoren fiir die Entstehung von
Atherosklerose sind (Capron & Bruneval, 1989; Reidy, 1985; Schwartz, Campbell, & Campbell,
1986; Stary, 1989). Dies beschrieben auch Schwartz et al. in einer Arbeit, die zeigte, dass
Areale mit proliferierenden glatten Muskelzellen in neu gebildeten Endothelzellschichten
entstehen (Schwartz et al., 1975). Auch neuere Studien belegen o.g. Tatsache der Migration
und Proliferation glatter Muskelzellen aus der Media und beschreiben dariber hinaus auch
eine phanotypische Modulation dieser Zellen (J. Chen, Xu, & Huang, 2014; Fuster et al., 2010;
Morrow et al., 2008).

Unter Berlicksichtigung der histologischen Auswertungen der Praparate von den Tieren der
zweiten Versuchsreihe, lasst sich als Ergebnis aus den Reparaturvorgiangen am gesetzten
GefaRinnenwanddefekt nach einer Woche eine inkomplette Endothelbarriere zum Blut
beschreiben. Auch Basallaminae konnten beim gebildeten Neoendothel gefunden werden.
Allerdings waren diese nur lokal vorhanden und somit nach einem Zeitraum von einer Woche
noch nicht durchgangig. Diese Beobachtungen bestatigen auch Ergebnisse von Yokoyama et
al., die nach Setzen von Intimadefekten mittels Ballonkatheter zwar eine Endothelzellschicht
sieben Tage spater zeigten. Durch den Nachweis von Kollagen Typ IV und Laminin mithilfe der
Immunfarbung konnte jedoch erst nach 21 Tagen eine kontinuierliche Basalmembran
ausgemacht werden (Yokoyama, Ishiwata, Aida, & Asano, 1994).

Neben der neugebildeten Endothelschicht konnte histologisch auch eine Neointima
nachgewiesen werden. Diese beinhaltete zwar ein inhomogenes Muster von Zelltypen, bei
einem GroBteil davon handelte es sich jedoch um Myofibroblasten aus ldsionsnahen
Mediafachern. Diese Ergebnisse wurden bereits in einer Vielzahl von Arbeiten bestatigt
(DeRuiter et al., 1997; Hu et al., 2002; Sartore et al., 2001; Simper, Stalboerger, Panetta, Wang,
& Caplice, 2002; Stenmark, Bouchey, Nemenoff, Dempsey, & Das, 2000; Thyberg, Hedin,
Sjolund, Palmberg, & Bottger, 1990; Wang et al., 2015; Zalewski, Shi, & Johnson, 2002). Da
eine UbermakRige Proliferation und Hyperplasie solcher glatten Muskelzellen zu Stenosen und
Gefalverschlissen mit nachfolgender Minderperfusion fiihren kann (Ross, 1993; Schwartz,
1997), kommt dem addquaten Umgang mit GefalRen in der Mikrochirurgie eine herausragende
Bedeutung zu.

Dennoch kann es bei einer Reihe von diagnostischen und therapeutischen MalRnahmen, wie
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z.B. der Thrombendarteriektomie, zu einer Schadigung der GefdBwand kommen. Dabei
konnen nicht nur Verletzungen der Endothelzellschicht, sondern auch Schaden in tieferen
Schichten der GefaRwand entstehen, sodass eine Reihe von Mechanismen erforscht und
Medikamente gesucht werden, die eine Ansammlung von glatten Muskelzellen nach
GefaRwandschaden verhindern kénnen. Ein Mechanismus dabei ist die Unterstiitzung und
Verbesserung der Bildung einer neuen Endothelzellschicht Giber einem GefalRwandschaden.
Studien legen nahe, dass durch Verringerung oxidativen Stresses die Reendothelialisierung am
Defekt positiv beeinflusst werden kann (Dussault, Dhahri, Desjarlais, Mathieu, & Rivard, 2014;
Rosenbaum, Chaudhuri, Abelson, Cross, & Graham, 2015). Auch Chen et al. zeigten, dass durch
Anwendung von Dehydroepiandrosteronen (DHEA) Entziindungsprozesse und oxidativer
Stress ausgehend von glatten Gefalmuskelzellen verringert werden kénnen (J. Chen et al.,
2014). In einer weiteren Arbeit wurde der Effekt von Sitagliptin als DPP-4-Inhibitor auf die
Neubildung von Endothelzellen untersucht. Dabei konnte dargelegt werden, dass durch
Rekrutierung von regenerativen Vorlduferzellen die lokale Endothelzellproliferation nach
GefaBwandschaden verbessert werden kann, ohne dabei die GefaRwandstruktur zu
beeinflussen (Brenner et al., 2014). Da auch durch das Anlegen von mikrochirurgischen
Nahten kleinste Intimaschdden gesetzt und somit Thrombosen an GefalRanastomosen
provoziert werden, untersuchten Jia et al. im Rahmen eines tierexperimentellen
Versuchsaufbaus den Effekt von SDF-la (stromal cell-derived factor-lalpha) auf die
Gefalldurchgangigkeit und Thromboseentstehung. Dabei ist bekannt, dass SDF-1a die friihe
Regeneration von geschadigter Intima durch Migration von Endothelzellen und Mobilisation
endothelialer Vorlauferzellen fordert, wobei dieser Mechanismus vermutlich Gber eine
erhohte Bildung von Stickstoffmonoxid vermittelt wird. Die Untersuchungsergebnisse zeigten
nun, dass, bedingt durch den lokalen Transfer von Plasmid-DNA verschlisselten SDF-1a Genen
in benachbarte Muskulatur von anastomosierten Gefdllen, sowohl die GefaRdurchgangigkeit
besser als auch das Thromboserisiko geringer war als in Vergleichsgruppen ohne SDF-1a
Transfer (Jia, Chen, Kang, & Chai, 2016). In einer weiteren tierexperimentellen Studie wurde
die Thrombusentstehung an einer GefdRanastomose durch partielles Anndhen der
Hinterwand provoziert. Eine daraus folgende Lappennekrose konnte anschliefend durch die
direkte Anwendung von Sildenafil oder Papaverin auf der Anastomose in einem Teil der Falle
verhindert werden, sodass von einem Nutzen bei der Applikation solcher antithrombotisch

wirksamen Pharmaka bei zu erwartender Thrombosierung auszugehen ist (Pingarron-Martin
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& Arias-Gallo, 2014). Auch eine praoperative prophylaktische Gabe von Antikoagulantien vor
mikrochirurgischer GefaBanastomosierung erwies sich in einer Untersuchung von Chung et al.
als hilfreich. Untereinander verglichen wurden dabei verschiedene Arzneimittelregime, das
Ergebnis der GefdaRdurchgangigkeit wurde mithilfe des ,milking tests” kontrolliert. Es zeigte
sich, dass die Kombination von Aspirin, Heparin und Tirofiban als GP-llb/llla-Inhibitor
(Glykoprotein-2b/3a-Hemmer) zu einer signifikanten Erhéhung der GefaRdurchlassigkeit nach
thrombogener arterieller und vendser Anastomosierung in den Femoralgefaen der Ratte
fiihrte (Chung et al., 2007).

Interessant sind in diesem Zusammenhang auch die Moglichkeiten der Diagnostik. Wie die
Versuche zeigen, stellt die ICGA eine einfach durchzufiihrende und nebenwirkungsarme
Methode zur intraoperativen Visualisierung von GefaBwandschdaden dar. Zwar ist eine genaue
Abgrenzung der Defekte nicht mdglich gewesen. Durch die im OP-Mikroskop integrierte
Infrarotquelle konnen aber selbst kleinste GefdRe dargestellt und somit eventuelle
Verschlisse oder Kaliberschwankungen erkannt werden. Diese Tatsache erweist sich vor allem
im klinischen Umgang mit Perforator Flaps als hilfreich, bei denen kleinste GefdRRe die
Lappenversorgung gewahrleisten missen. Zu diesen Schlussfolgerungen kommen auch
mehrere Arbeiten, bei denen die intraoperative Anwendung der ICGA zur Planung von
Flapdesign und Identifikation von Versorgungsgebieten genutzt wurde (Bigdeli et al., 2015;
Buehrer, Taeger, Ludolph, Horch, & Beier, 2015; Hayashi et al., 2015). Wie auch in dieser
Arbeit bestatigt werden konnte, wird die Durchfiihrung der ICGA in der Literatur als
verlasslich, schnell und einfach bewertet (Hayashi et al., 2015; Holzbach et al., 2012; Miicke,
Wolff, Wagenpfeil, Holzle, et al., 2010).

Als eine weitere vielversprechende, klinisch aber noch nicht etablierte Mdglichkeit der
Diagnostik, beschreiben Curaj et al. das Molecular Ultrasound Imaging mittels vaskuldren
Zelladhasionsmolekilen (VCAM). Diese nicht invasive Methodik erwies sich in einer Studie als
hilfreich fiir die genauere Beurteilung von zuvor gesetzten GefaRwanddefekten und

Uberwachung von endothelialen Reparaturvorgingen (Curaj et al., 2015).

4.2.3 Vergleich und Entwicklung verschiedener Modalitéten zur Thrombusdetektion in der
Mikrochirurgie

Wie der Vergleich der drei verschiedenen Modalitdten bestehend aus histologischer,

angiographischer und klinischer Beurteilung zur Erkennung von thrombotischen Ereignissen

in der Korrelationsanalyse von Kapitel 3.2.6.1 zeigt, trifft die klinische Befundung verlassliche
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Aussagen und weist mit einem Korrelationskoeffizienten von 87% eine gute Vergleichbarkeit
zum Goldstandard der Histologie auf. Unterstiitzend kann die ICG-Angiographie angewendet
werden, auch wenn hierbei verglichen zur Histologie keine signifikante Korrelation
nachgewiesen werden konnte (p-Wert > 0,05). Die ICGA ist dennoch ein probates Mittel, um
die nachfolgende Blutversorgung beispielsweise von Perforator Flaps zu bewerten (Vargas et
al., 2015).

Nach wie vor stellt die Lokalisierung mikrovaskuldarer Thromben eine nicht immer leicht zu
bewerkstelligende MalRnahme dar. Grinde hierfiir konnen beispielsweise das nur
voribergehende Auftreten solcher Mikrothromben sein (Pfeiler, Massberg, & Engelmann,
2014), sodass sie mitunter als Ursache fiir eine Minderperfusion nicht in Betracht gezogen
werden. So gibt es eine Reihe von weiteren Untersuchungsmethoden, die zum Ziel haben
Thrombosen frihzeitig zu erkennen. Coon et al. nutzten etwa ein ultraschallbasiertes System,
mit dem es moglich war den Blutfluss in Echtzeit an einer zuvor gesetzten Anastomose zu
beurteilen. Dabei wurde ein resorbierbarer Marker aus Polylactid-co-Glycolid (PLGA) wahrend
der OP an die Anastomose angebracht und mit einer Ultraschallsoftware gekoppelt, sodass
Flussanalysen am Ort der Anastomose durchgefiihrt und somit eventuelle Flussminderungen
aufgrund von Thrombosen detektiert werden konnten (Coon, Chen, Boctor, Prince, & Bojovic,
2015). Um klinisch noch nicht apparente Thrombosierungen friihzeitig zu entdecken, machten
sich Misirlioglu et al. bioelektrische Gewebseigenschaften zunutze: Ein verminderter
bioelektrischer Widerstand des Blutes ging dabei mit ischamischen Bedingungen im
untersuchten Lappen einher. In ihrer Studie konnte somit gezeigt werden, dass die Erfassung
des Gewebswiderstandes eines Lappens eine hilfreiche Unterstiitzungsmoglichkeit zur
Perfusionsbeurteilung darstellt und gegebenenfalls sogar frihzeitig Hinweise fir eine
Minderperfusion liefert, bevor klinische Zeichen sichtbar werden (Misirlioglu, Karaca, Avci, &
Akoz, 2011). Mit Hilfe eines Verfahrens, das die Oberflaichentemperatur eines
mikrochirurgisch versorgten Lappens beriihrungslos bestimmte, konnte in einer anderen
Untersuchung ein Trend beschrieben werden, der eine Korrelation zwischen gemessenem
Temperaturverlauf und GefaBverschluss mit konsekutiv moglichem Lappenverlust aufzeigte
(Papillion et al., 2009).

All diese Untersuchungen spiegeln folglich noch einmal die Bedeutsamkeit eines addquaten
mikrochirurgischen Umgangs mit GefdBen wieder, um die Wahrscheinlichkeit einer

Thrombusentwicklung bereits im Voraus zu minimieren.
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4.2.4 Prddiktoren und Vorbeugung von Thrombosierungen in der Mikrochirurgie

Um mogliche Einflussfaktoren zu identifizieren, die das Auftreten von thrombotischen
Ereignissen an mikrochirurgischen GefalStransplantaten beglnstigen kdnnen, wurden in
dieser Arbeit intimale DefektgroRen und —konfigurationen variiert und deren Stellenwert in
diesem Zusammenhang untersucht. Dabei zeigte sich erstmalig, dass besonders vertikale
Defektkonfigurationen mit einem hohen Risiko einer Thrombusentwicklung einhergehen (HR:
16,00).

Mogliche Ursache fiir die Entstehung solcher GefdaBinnenwandschaden kann die Anwendung
von Kathetern sein. Diese werden beispielsweise flr die Behandlung von atherosklerotisch
bedingten GefaRinsuffizienzen der unteren Extremitdt genutzt. Weiterhin werden sie aber
auch fir die Beseitigung von Thrombosen in GefaBen angewendet, die die Versorgung von
freien Gewebelappen gewdhrleisten missen (Rizis, Bibeau Poirier, Nikolis, Brutus, & Cordoba,
2011; Trussler, Watson, & Crisera, 2008; Tse, Ross, & Gan, 2003; Wheatley & Meltzer, 1996).
Um die Anwendung solcher Katheter und somit das Risiko eines Intimadefekts zu reduzieren,
sollten atherosklerotisch veranderte Arterien als Gefal3stiel fiir Lappen nach Moglichkeit
vermieden werden. Dies kann sowohl durch praoperativ durchgefiihrte diagnostische CT-
Aufnahmen gelingen (Adriaensen et al., 2004). Ebenso sollten ,zentrale”, also dem Rumpf
nahe liegende Lappen wie z.B. ALT-(Anterior Lateral Thigh) oder Latissimus Dorsi-Flap, flr eine
Rekonstruktion gewahlt werden (H. C. Chen et al., 2006; Kesting et al., 2011). AulRerdem
sollten Gefdlle von Patienten mit generalisierter Atherosklerose vor der Anastomosierung
vorsichtig mit Hilfe von Dilatatoren eingesehen werden, sodass eventuelle Plaques rechtzeitig
entdeckt und diese behutsam entfernt werden konnen. Falls es jedoch moglich ist die
atherosklerotische Plaque durch Kiirzen des Gefal3stiels zu beseitigen, sollte dieses Vorgehen
bevorzugt werden, um eine durch die Plagueentfernung gesetzte GefdaBwandldsion zu
vermeiden, zumal bis dato noch keine weitere Studie existiert, die die Entwicklung und den
Einfluss solcher Defekte auf die GefdlRpermeabilitdt in diesem Umfang untersucht. Gut
untersucht und damit in gewisser Hinsicht vergleichbar ist dagegen das Problem der
postoperativen Thrombosierung bei Patienten, die sich zuvor einer TEA der A. carotis
unterzogen haben (Painter, Hertzer, O'Hara, Krajewski, & Beven, 1987; Sharpe et al., 2009).
Fiir diese Patienten werden Thrombozytenaggregationshemmer oder Dextran Infusionen
empfohlen (Painter et al., 1987; Sharpe et al., 2009), wohingegen sich dieses Vorgehen bei

Patienten mit mikrochirurgischen Gewebetransplantaten als gefdhrlich erweisen kann, da es
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zur Himatombildung und folglich zum Lappenverlust kommen kann (Enajat, Aziz Mohammadi,
Debeij, van der Hulst, & Mureau, 2014; Kansy et al.,, 2015; Micke et al., 2011).
Dementsprechend wird an dieser Stelle erneut auf ein korrektes und sorgsames
mikrochirurgisches Handling hingewiesen, um Komplikationen aufgrund von weiteren
operativen MaBnahmen oder zusatzlichen Medikamenten zu vermeiden.

Neben der Defektkonfiguration wurde auch die DefektgroRe in mm? als moglicher Pradiktor
flr eine Thrombosierung untersucht. Zwar zeigte sich in der univariaten Regressionsanalyse
ein Einfluss der DefektgrofRe auf die Ausbildung eines Thrombus. Bei DefektgrofRen zwischen
0,76mm? und 5,36mm? konnte jedoch in der multivariaten Regressionsanalyse keine
statistische Signifikanz nachgewiesen werden. Somit konnte auch kein ,critical size defect”
angegeben werden, also eine bestimmte DefektgroRe ab der eine Thrombenbildung zu
erwarten gewesen ware.

Schlussfolgern lasst sich aus diesen Ergebnissen somit, dass die GroBe eines Intimadefekts
gegenilber der Konfiguration oder Ausrichtung in Bezug auf die Entstehung eines Thrombus
womoglich eine untergeordnete Rolle spielt. Dies gilt zumindest fiir die Rattenaorta mit den
in dieser Arbeit untersuchten GréRBenordnungen der Defekte und lasst sich damit noch nicht

gesichert auf die Situation im Menschen libertragen.

4.2.5 Weitergehende Uberlegungen und Ausblick

Wie im vorigen Kapitel ausgefiihrt worden ist, stellte sich bei dieser Arbeit heraus, dass die
vertikale Defektkonfiguration mit einer erhéhten Wahrscheinlichkeit flir eine
Thrombusentstehung einhergeht.

Nun ergab die Ergebnisauswertung fir die Tiere der zweiten Versuchsreihe nicht nur eine
Schrumpfung der Defektflaichen. Darliber hinaus zeigte sich, dass sich auch die
Defektkonfiguration innerhalb von einer Woche in knapp 57% der Falle veranderte. Auffallend
dabei war, dass sich ausschlielRlich vertikale und rundliche Defekte in ihrer Konfiguration hin
zu rundlichen bzw. horizontalen Konfigurationen anderten, sodass nach Auswertung der
,Restdefekte” ausnahmslos rundliche und horizontale Defektkonfigurationen auszumachen
waren. Somit wurde in keinem der 30 untersuchten Falle eine Woche nach urspringlicher
Defektsetzung eine vertikale Defektkonfiguration vorgefunden, die sich in dieser Arbeit als
potenziell thrombogener erwies als andere Konfigurationen.

Vor diesem Hintergrund stellt sich die Frage, ob der Organismus wahrend der

Reparaturvorgdnge an GefdBinnenwandldsionen gezielt potenziell schadlichere
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Defektkonfigurationen hin zu weniger folgenschweren Konfigurationen umformt, um die
Wahrscheinlichkeit einer Thrombosierung zu reduzieren. Um diese rein hypothetische
Annahme zu belegen, bedarf es allerdings noch weiteren Untersuchungen sowie einer
grofReren Fallzahl von Versuchsdurchfiihrungen mit genauem Augenmerk auf ebendieses
Phanomen.

Beruhend auf der Annahme, dass GefaBwandldsionen einen hohen Stellenwert beziiglich der
Entstehung von Gefallverschliissen besitzen, waren die Ergebnisse weiterer Untersuchungen
interessant, die sich auch mit der Situation in vendsen Gefallen beschaftigen. Aufgrund der
auBerst dinnen vendsen Wandstruktur ist eine intraluminale Defektsetzung mithilfe der in
dieser Arbeit verwendeten Technik aber nicht durchgefiihrt worden, da das Perforationsrisiko
wahrend der Versuchsdurchfiihrung zu hoch erschien. Dennoch waren diesbeziglich
Untersuchungsergebnisse relevant, da die ventdse Drainage bei Lappenplastiken ebenso
essentiell ist wie die arterielle Blutversorgung. Viele Studien zeigen sogar, dass der vendse
Gefdllverschluss die entscheidende Komponente fiir einen Misserfolg von freien
Gewebetransfers darstellt (Fujiki, Miyamoto, & Sakuraba, 2015; Lorenzo et al.,, 2011;
Muramatsu, Shigetomi, lhara, Kawai, & Doi, 2001; Sakurai et al., 2009).

Erschwerende Einflussfaktoren fiir Thrombosierungen in Venen stellen unter anderem
herabgesetzte Stromungsgeschwindigkeiten in diesen Gefdllen dar, die ebenso wie
Endothelalterationen und Viskositdtsveranderungen des Blutes von Rudolph Virchow bereits
Mitte des 19. Jahrhunderts beschrieben und als ,Virchow Trias“ bekannt wurden. In der
Mikrochirurgie spielt aber auch die Anastomosierung von vendsen GefdRBen eine
entscheidende Rolle, da diese als besonders anspruchsvoll gilt und Erfolgsraten von weniger
als 50% aufweist, wenn sie von Anfangern durchgefiihrt werden, wie Hui et al. im Rahmen
einer Untersuchung feststellen konnten (Cooley & Gould, 1992). Moglicherweise werden im
Zusammenhang mit der Anastomosierung thrombotische Prozesse auch durch
Lumeneinengungen beglinstigt, wie sie ebenfalls in dieser Arbeit in rund 43% der Félle mithilfe
der ICGA nachgewiesen werden konnten. Die nachfolgenden Verlaufsmessungen der
GefaRdurchmesser zeigten bei den Tieren der zweiten Versuchsreihe eine Woche spater eine
deutliche Abnahme dieser Stenosierungen. Cooley et al. postulierten in diesem Kontext, dass
durch postoperative, perivaskuldre Adhasionen im und um den Bereich der GefalRnaht
Zugkrafte auf die GefalRwand ausgelibt werden und dadurch der urspriingliche

GefaRdurchmesser nach einer Woche wieder erreicht werden konnte (Cooley & Gould, 1992).
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Diese Beobachtungen waéren also in Einklang mit den in dieser Arbeit beschriebenen
Ergebnissen zu bringen. Allerdings bedarf es auch hier weiteren Untersuchungen, die sich
genauer auf dieses Phanomen konzentrieren.

Neben GefaBthrombosierungen als solchen, stellt das immer héhere Patientenalter und
besonders das damit verbundene gehdufte Auftreten von generalisierter Atherosklerose die
mikrovaskuldre Chirurgie vor grofle Herausforderungen. Wie bereits in Teilen der Einleitung
beschrieben, stellt die Atherosklerose dabei einen der Hauptrisikofaktoren im Umgang mit
freien Gewebetransplantaten dar und kann sowohl die Empfangergefae als auch die Gefalle
im Lappen selbst betreffen (H. C. Chen et al.,, 2006; de Bree, Quak, Kummer, Simsek, &
Leemans, 2004). Deshalb ist bei der praoperativen Planung neben der Patientenselektion die
Auswahl des Lappens von groRer Bedeutung. Daflir sollten Transplantate mit konstanter
Anatomie und langem GefaRstiel von moglichst erfahrenen Operateuren gewahlt werden (H.
C. Chen et al., 2006; Kroll et al., 1996). Es empfiehlt sich weiterhin, nach Méglichkeit zentral
gelegene oder den oberen Extremitaten zugehdrige Lappen fiir die Transplantation zu wahlen,
da GefaRe dieser Korperregionen in der Regel seltener von Atherosklerose betroffen sind (H.
C. Chen et al., 2006). Beim intraoperativen Setting spielt die GefdRvorbereitung eine
entscheidende Rolle, da hier eine atraumatische Prdparation zur Vermeidung von
Intimaschaden besonders wichtig ist. Sollten intraluminal Thromben oder atherosklerotische
Plagues vorgefunden werden, kdnnen diese vorsichtig entfernt werden (H. C. Chen et al.,
2006). Auf Grundlage der in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse, sollte dabei aber
besonders auf die Vermeidung von langs konfigurierten Intimaldsionen geachtet werden. Fir
die Anastomosierung selbst gibt es eine Reihe von Empfehlungen bei atherosklerotisch
veranderten GefaRen. Beispielsweise sollte moglichst kleines Nahtmaterial mit runden Nadeln
verwendet werden, um GefaRwandschaden zu minimieren. Um ein potentielles Ablosen von
Plagues zu verhindern, sollten auRerdem nach Mdoglichkeit keine GefaRklemmen benutzt
werden, da diese zu Rissen in Plagueformationen fiihren kénnen. Zudem empfiehlt es sich die
Stichflihrung wahrend der Naht von innen nach aulRen durchzufiihren, da hierbei eine gute
Einsicht auf die GefaRinnenwand gewahrleistet wird (H. C. Chen et al., 2006). Postoperativ
spielt das Lappenmonitoring eine wesentliche Rolle. Wie bereits in Teilen der Einleitung
beschrieben stehen dabei die klinische Beurteilung und die Anwendung technischer
Hilfsmittel (z.B. Doppler Sonographie) im Vordergrund. Darliber hinaus sollte auch die

Hamodynamik des Patienten dahingehend reguliert werden, hypotone und hypovoldmische
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Zustdande moglichst zu vermeiden (H. C. Chen et al., 2006; Goldberg, Alpert, Lineaweaver, &
Buncke, 1991). Antikoagulantien kdnnen nach freiem Gewebetransfer angewendet werden,
auch wenn zum postoperativen Einsatz kein Konsens besteht (H. C. Chen et al., 2006; Conrad
& Adams, 2001; Johnson & Barker, 1992). Blutungen und Héamatombildung miissen dann als
mogliche Komplikationen bedacht und durch stindige Kontrollen friuhzeitig erkannt und
behoben werden. Mit den Ergebnissen aus dieser Arbeit kénnen somit nun auch tiefere
Einblicke gewahrleistet und weiterfiihrende Empfehlungen gegeben werden, um das
Management der Atherosklerose bei Patienten, die eine mikrochirurgische Rekonstruktion

bendtigen, zu verbessern.
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5 Zusammenfassung

Aufgrund der vielzahligen und komplexen Rekonstruktionsmoglichkeiten, hat der
mikrovaskuldre freie Gewebetransfer in einer Reihe von chirurgischen Disziplinen wahrend
der letzten Jahre zunehmend an Bedeutung gewonnen (Bui et al.,, 2007; Miicke, Wolff,
Wagenpfeil, Mitchell, & Holzle, 2010). Einige Einflussfaktoren flihren jedoch immer wieder zu
Komplikationen bis hin zum Lappenverlust, was die Anwendung des freien Gewebetransfers
beschrianken kann. Neben allgemeinen Risiken und vorausgegangenen Behandlungen im
Operationsgebiet, spielen dabei auch vaskuldare Faktoren, wie die Atherosklerose mit
konsekutiven GefdaRthrombosen, eine wesentliche Rolle (H. C. Chen et al., 2006; Miicke et al.,
2012).

Ziel der vorgelegten Arbeit war es, Einfluss und Auswirkungen von Intimaldsionen an
arteriellen GefaBRwanden zu untersuchen. Dafir wurden mikrochirurgisch Defekte in der
GefaRinnenwand der Aorta von 60 Wistar-Ratten gesetzt, von denen 30 Tiere dariber hinaus
noch fir einen Zeitraum von sieben Tagen lGberwacht und anschlieRend re-evaluiert wurden.
Besonderes Augenmerk dabei galt den unterschiedlichen Defektgrofen und
Defektkonfigurationen. Weiterhin wurde eine mogliche Thrombusentstehung an den
Lasionen mithilfe verschiedener Modalitaten untersucht. Dabei wurden klinische Beurteilung
und Indocyaningriin Angiographie (ICGA) sowohl untereinander als auch mit dem
Goldstandard der Histologie verglichen und Pradiktoren fir eine Thrombusentstehung
gesucht.

Die GroRen der ausgemessenen Defektflachen bewegten sich zwischen 0,69mm? bis 5,36mm?.
Ihrer Konfiguration entsprechend wurden die Defekte als vertikal, rundlich oder horizontal
klassifiziert. Die Histologie konnte insgesamt in 51,7% der Falle Thromben nachweisen, der
Vergleich mit der klinischen Beurteilung in der ersten Versuchsreihe ergab eine
hochsignifikante Korrelation (Korrelationskoeffizient 0,87, p < 0,001). Die Regressionsanalyse
identifizierte die vertikale Defektkonfiguration als unabhangigen Risikofaktor fir eine
Thrombusentstehung (HR 13,18, p = 0,03). Von 30 Versuchstieren, die nach einer Woche re-
evaluiert wurden, konnte in 96,7% der Falle im Verlauf eine Abnahme der DefektgroRRe
festgestellt werden. Eine Umwandlung der Defektkonfiguration hin zu potentiell weniger
thrombogenen Konfigurationen wurde dabei in 56,7% der Fille beobachtet.

Anhand der gewonnenen Daten lasst sich schlussfolgern, dass arterielle Endothelldsionen -
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insbesondere solche mit vertikaler Defektkonfiguration - im Rahmen mikrochirurgischer
Prozeduren aufgrund des hohen Risikos einer Thrombosierung vermieden werden sollten. Die
ICG-Angiographie kann dabei als Diagnostikum zusatzliche Informationen Gber Beschaffenheit
und Permeabilitdt des Gefalles geben. Darliber hinaus konnte mit dieser Arbeit einmal mehr
gezeigt werden, dass die Ratte als Versuchstier sowohl fiir die experimentelle Forschung als

auch fur mikrochirurgische Trainingszwecke von hoher Bedeutung ist.
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