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“This is very nice work, but it is simply ridiculous to bring a microscope into the

operating room.”

- Anmerkung eines fiihrenden Chirurgen eines renommierten Instituts,
nachdem J. Jacobson die Bedeutung des Mikroskops fiir die Rekonstruktive
Chirurgie im Rahmen der amerikanischen Jahrestagung fiir Chirurgie

erlautert hatte (Kriss et Kriss, 1998).
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1 Einleitung

1.1 Freie mikrovaskuldare Transplantate in der Rekonstruktiven

Chirurgie

1.1.1 Geschichte und Hintergrund

Die Rekonstruktive Chirurgie befasst sich mit der operativen Wiederherstellung
von Gewebestrukturen und der Deckung von Defekten, die aufgrund von
Tumorerkrankungen oder Traumata, seltener auch durch angeborene
Fehlbildungen, entstanden sind. Fir die Rekonstruktion stehen in diesem
Teilbereich der Chirurgie eine Vielzahl von Techniken und Verfahren zur
Verfiigung, die entsprechend ihrer Vor- und Nachteile zum Einsatz kommen. Dabei
gilt es, zuvor verloren gegangenes oder geschadigtes Gewebe in Form und
Funktion wiederherzustellen bzw. idealerweise durch gleiches Gewebe zu
ersetzen. Hinsichtlich Transplantationsform und angewandter chirurgischer
Technik lassen sich die Lappenplastiken vereinfacht in gestielte (Nah- und
Fernlappenplastik) und freie mikrovaskuldre Transplantate unterteilen (Miloro et

Peterson, 2012; Gujer et al., 2013).

Als Orientierung fiir die zu wahlende Art der operativen Defektdeckung dient das
didaktische Konzept der Rekonstruktiven Leiter, welches eine Einteilung der
wesentlichen rekonstruktiven Methoden nach zunehmender Komplexitat
vornimmt (Abb. 1). Basierend auf dieser Einteilung soll das einfachste Verfahren
gewahlt werden, mit dem sich die rekonstruktive Zielsetzung realisieren lasst.
Auch wenn von diesem Grundsatz heutzutage vor allem durch die
Weiterentwicklungen im Bereich der Mikrochirurgie abgewichen wird, um
sinngemafd eine hohere “Sprosse“ der Rekonstruktiven Leiter zu erreichen und
dadurch ein adaquates Resultat zu ermoglichen, bleibt dieses Konzept prinzipiell
weiterhin giiltig (Janis et al,, 2011). Das “Rekonstruktive Dreieck” von Mathes &
Nahai sowie der “Rekonstruktive Aufzug“ von Gottlieb & Krieger stellen
Weiterentwicklungen dieses Konzepts dar, an dessen oberster Stelle der technisch
anspruchsvolle freie Gewebetransfer samt mikrochirurgischer Anastomosierung

des zugehorigen Gefafs- und Nervenstiels steht. Beide oben genannten
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Einleitung

Modifikationen vernachldssigen den Aspekt der Komplexitat. Die Auswahl des
operativen Verfahrens soll demnach priméar in Abhdngigkeit des angestrebten
rekonstruktiven = Gesamtergebnisses (und unter Beriicksichtigung von
Funktionalitit und Asthetik) erfolgen und nicht die Defektdeckung allein zum Ziel
haben (Gottlieb et Krieger, 1994; Mathes et Nahai, 1997; Hayden et Nagel, 2013).

Auch in der Mikrochirurgie wurde ein analoges Konzept der Leiter von Tintle

beschrieben (Tintle et Levin, 2013).

Freie
Lappenplastik

Freies mikrovaskuldres
Transplantat \

l

Gewebeexpansion

Lokoregionale
Lappenplastik

'

Fernlappenplastik

Haut-
transplantation
(Spalt-/Vollhaut)

Lappenplastiken

l

Mikrochirurgie
Lokale -

Lappenplastik i

l

Direkter
Wundverschluss

Haut-
transplantation

l

Gewebeexpansion Primdrer
Wundverschluss

l

B €

Abb. 1: Das Konzept der Rekonstruktiven Leiter. (4) Die Rekonstruktive Leiter, als Orientierung
fiir die Art der Defektdeckung, bildet unterschiedliche rekonstruktive Verfahren nach aufsteigender
Komplexitit ab. (B) Das Rekonstruktive Dreieck (Mathes et Nahai, 1997) und (C) der
Rekonstruktive Aufzug (Gottlieb et Krieger, 1994) gewidhren als Modifikationen dieses Konzepts

dem Chirurgen mehr Freiheit in der Wahl des geeigneten Verfahrens.

Fir die Hebung eines freien mikrovaskuldren Transplantats und dessen
konsekutive Integration in der Defektregion sind genaue anatomische Kenntnisse
der Entnahmestelle und die Beherrschung mikrochirurgischer Techniken von
essentieller Bedeutung. Anders als bei einem gestielten Transplantat wird das freie
mikrovaskuldare Transplantat als zusammenhidngende Gewebeeinheit an seiner
Entnahmeregion einschliefdlich versorgender Blutgefifde vollstindig abgesetzt.

Anschliefend erfolgt am Ort der Defektdeckung die Inkorporation des autologen

12



Transplantats und der Anschluss der Gefafde mittels mikrochirurgischer
Anastomose. Der mikrovaskuldren Chirurgie kommt im Rahmen dieser operativen
Prozedur eine bedeutende Rolle zu. Sie ermoglicht eine physiologische
Gewebeperfusion, die fiir die Einheilung des Transplantats unabdingbar ist, und
schafft somit die Grundvoraussetzung fiir einen komplikationsfreien

postoperativen Verlauf (Wong et Wei, 2010; Wolff et Holzle, 2017).

Der freie Gewebetransfer, wie er heutzutage zu komplexen rekonstruktiven
Zwecken angewandt wird, ist das Resultat kontinuierlicher Weiterentwicklung.
Erst durch entscheidende Fortschritte im Bereich der Technik und
Transplantationschirurgie wurde diese Evolution ermdglicht (Fang et Chung,
2014). Obwohl plastische Operationen bereits im Zeitraum 3000 - 500 v. Chr. in
Indien und Agypten durchgefiihrt wurden und lokale Lappenplastiken im Verlauf
zum Einsatz kamen, erfolgte die Erstbeschreibung des sog. Indischen Lappens auf
Sanskrit erst sehr viel spater gegen Mitte des 16. Jahrhunderts. Es dauerte bis Ende
des 18. Jahrhunderts, bevor das Wissen iiber die technische Durchfiihrung der
paramedianen Stirnlappenplastik (Abb. 2) die westliche Welt erreichte und als
erstes gestieltes Transplantat Eingang in die rekonstruktive Nasenchirurgie fand
(Mazzola, 2007; Oo et Park, 2011; Mazzola et Mazzola, 2014). Nach diesem Vorbild
entstanden weitere gestielte Nah- und Fernlappenplastiken, welche noch bis Mitte
des 20. Jahrhunderts das rekonstruktive Standardverfahren zur Defektdeckung
darstellten (Wong et Wei, 2010). Die Rekonstruktion komplexerer Gewebsdefekte,
wie sie beispielsweise im Rahmen des ersten und zweiten Weltkriegs entstanden,
blieb jedoch eine grofde Herausforderung innerhalb der chirurgischen Disziplinen.
Hierbei erwiesen sich die gestielten Lappenplastiken hinsichtlich des

rekonstruktiven Anspruchs an Form und Funktion als limitierender Faktor.
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Abb. 2: Paramediane Stirnlappenplastik zur Rekonstruktion der Nase als Beispiel einer
gestielten Lappenplastik. (A) Erstbeschreibung einer Rhinoplastik mithilfe des sog. Indischen
Stirnlappens in Europa, veréffentlicht in der Oktoberausgabe des Gentleman’s Magazine 1794 in
London (Mazzola, 2007). (B) Die Mobilisierung des paramedianen Stirnlappens erfolgt gestielt an
der A. supratrochlearis samt Begleitvene. Der Defekt im Bereich der Stirnhaut wird nach der
Rekonstruktion durch zwei seitliche Verschiebelappen und eine fortlaufende Verzahnung der Haut
am Haaransatz gedeckt. Abbildungen aus Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie nach Hausamen et

al. (Hausamen et al., 2012).

Die Entwicklung der Mikrochirurgie Anfang des 20. Jahrhunderts und im weiteren
Verlauf der mikrovaskuldren Chirurgie schufen erstmals die Voraussetzungen fiir
den freien Gewebetransfer. Dabei gelten die Arbeiten des franzésischen Chirurgs
Alexis Carrel zur vaskuldren Anastomosierung und Transplantationschirurgie als
wegweisend. Nachdem er zwischen 1902 und 1909 zusammen mit dem
Physiologen Charles Guthrie zahlreiche Organe an Hunden transplantiert und

14



Techniken zur vaskuldren Anastomosierung entwickelt hatte, wurde er 1912 mit
dem Nobelpreis fiir Medizin und Physiologie ausgezeichnet (Carrel et Guthrie,
1906; Carrel, 1908; Carrel et Guthrie, 2001). Es folgte 1921 in Stockholm die
Konstruktion eines monookuldren Mikroskops eigens fiir operative Eingriffe durch
den schwedischen Hals-Nasen-Ohren-Arzt Carl-Olof Nylén, der als Vater der
Mikrochirurgie angesehen wird. Sein Kollege Gunnar Holmgren entwickelte diese
Idee weiter und erschuf 1922 ein binokulares Operationsmikroskop. Aufgrund des
dennoch stark eingeschrankten Sichtfeldes, der geringen Brennweite und
Lichtstarke, sowie mangelnder Stabilitét, blieb der Einsatz des Gerats zunachst auf
die HNO-Chirurgie beschrankt (Nylen, 1954; Mudry, 2000). 1953 prasentierte die
Firma Zeiss auf dem HNO-Weltkongress in Amsterdam schliefdlich das erste
moderne Operationsmikroskop, welches durch seinen hohen klinischen Nutzen
zunehmend Einzug in andere Fachbereiche hielt und sich immer grofier
werdender Beliebtheit erfreute (Minderjahn et Dahm, 1979; Tamai, 2009; Steel et
Cope, 2015; Gudziol et al., 2017).

In den 50er Jahren erkannten Julius Jacobson und Ernesto Suarez die Bedeutung
des binokuldaren Operationsmikroskops fiir die Durchfiihrung mikrochirurgischer
Anastomosen und pragten als Pioniere erstmals den Begriff der mikrovaskuldren
Chirurgie. Fortan war es moglich auch Gefaf3e geringerer Dimension, d.h. mit
einem Gefafddurchmesser von weniger als 2,5 - 3 mm, zu anastomosieren
(Jacobson JH, 1960; Daniel, 1979). Zahlreiche Arbeiten zZur
Transplantationschirurgie und zum freien mikrovaskuldren Gewebetransfer
folgten. Dabei konnten vor allem mit Hilfe der tierexperimentellen Forschung
wichtige Erkenntnisse gewonnen werden, die den Weg fir die klinische
Anwendung ebneten (Goldwyn et al,, 1963; Krizek et al., 1965; Buncke et al., 1966;
Buncke et Schulz, 1966; Strauch et Murray, 1967; Zhang et al., 2001).

Die erste freie mikrovaskuldre Rekonstruktion am Menschen erfolgte 1959 in New
York durch Bernard Seidenberg. Dieser stellte mit Hilfe eines
Jejunumtransplantats die Kontinuitit des zervikalen Osophagussegments nach
zuvor erfolgter Tumorresektion wieder her (Seidenberg et al., 1959). 1969
transplantierten Donald McLean und Harry Buncke in Kalifornien einen
mikrovaskuldren Omentumlappen zur Deckung eines grofd3flachigen Skalpdefekts,

welcher vorab im Zuge der Resektion eines Plattenepithelkarzinoms entstanden
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war (McLean et Buncke, 1972). Dieser Eingriff entsprach am ehesten unserer
heutigen Vorstellung eines freien mikrovaskuldren Gewebetransfers. Nahezu
zeitgleich berichtete Kiyonori Harii in Tokyo iiber die erste klinisch erfolgreiche
Transplantation eines Hautlappens zur Therapie einer Alopezie (Harii et al., 19744,
1974b). Harii und sein Team leisteten auch in den Folgejahren einen grofien
Beitrag zur Entwicklung der mikrovaskuldren Transplantationschirurgie. Der
Australier Ian Taylor beschrieb 1975 das freie Fibulatransplantat als erstes
mikrovaskuldres Knochentransplantat, wahrend kurz darauf der Amerikaner
William Panje 1976 {ber seine Erfahrungen hinsichtlich des Einsatzes
verschiedener freier Lappenplastiken zur Rekonstruktion von Defekten in der
Mundhohle berichtete (Daniel et Taylor, 1973; Taylor et al., 1975; Panje et al,
1976). Als einer der letzten groflen Meilensteine erfolgte 1981 durch den
chinesischen Chirurg Goufan Yang die Erstbeschreibung des Radialistransplantats,
dessen Anwendung im deutschsprachigen Raum durch Wolfgang Miihlbauer grofie
Popularitat erlangte (Miihlbauer et al, 1981; Yang et al, 1997). Der sog.
Radialislappen (Abb. 3) zahlt noch heute zu den am haufigsten verwendeten freien

mikrovaskuldren Lappenplastiken (Zhang et al., 2015; Wolff et Holzle, 2017).

Vena mediana antebrachii

A. radialis und Begleitvenen

R. superf. nervi radialis

i # brachioradialis =
Fascia antebrachii

A M. flexor carpi radialis M. flexor pollicis longus

Abb. 3: Der Radialislappen als Beispiel eines freien mikrovaskulidren Transplantats. (4)
Anatomie des radialen Unterarmlappens. (B) Intraoperative Aufnahme nach der Hebung des
fasziokutanen Transplantats und vor Absetzen des arteriovendsen Gefafdstils. Modifiziert nach

Wolff & Holzle und Roenneberg (Roenneberg, 2013; Wolff et Holzle, 2017).

Der Einsatz freier mikrovaskuldrer Transplantate ist heutzutage nicht mehr aus

der Rekonstruktiven Chirurgie weg zu denken. Sie revolutionierten die operative

16



Behandlung von Tumorerkrankungen und Traumata und stellen mittlerweile eine
verldssliche und effektive Methode zur Wiederherstellung von reseziertem oder
traumatisch-geschadigtem Gewebe dar. Besonders in Bezug auf komplexere
rekonstruktive Eingriffe bildet das freie mikrovaskuldare Transplantat in vielen
chirurgischen Fachbereichen die unverzichtbare Grundlage. Angesichts des breiten
Spektrums chirurgischer Fachdisziplinen mit rekonstruktivem Schwerpunkt, seien
an dieser Stelle nur exemplarisch die Plastische Chirurgie und die Mund-Kiefer-
Gesichtschirurgie genannt (Steel et Cope, 2015; Zhang et al, 2015). Mit
Erfolgsraten von mittlerweile 90-96% ist der freie Gewebetransfer eines der
zuverlassigsten und am haufigsten angewandten rekonstruktiven Verfahren
(Khouri et al., 1998; Wolff et al.,, 2008; Kruse et al., 2010; Al-Dam et al.,, 2014;
Miicke et al,, 2016).

1.1.2 Klinische Anwendung

Seit der Entwicklung des freien mikrovaskuldaren Transplantats zum Goldstandard
der rekonstruktiven Defektdeckung wurden zahlreiche Indikationen fiir dessen
klinische Anwendung in verschiedenen chirurgischen Fachdisziplinen
beschrieben. Neben der Brust- und Extremitatenrekonstruktion ist insbesondere
der Einsatz zur Wiederherstellung von Defekten im Kopf- und Halsbereich hervor
zu heben (Las et al., 2016). Wie eingangs beschrieben, werden solche Defekte zum
Grofdteil durch Traumata verursacht oder entstehen im Rahmen von

Tumorerkrankungen nach Resektion des entarteten Gewebes.

Trotz bemerkenswerter Fortschritte in der Radio- und Chemotherapie von
Tumoren im Kopf-Hals-Bereich stellt die operative Resektion mit konsekutiver
Rekonstruktion der Ursprungsgewebe, im Sinne einer Defektdeckung zur
Wiederherstellung von Funktion und Morphologie, weiterhin den wesentlichen
therapeutischen Aspekt der Tumorbehandlung in der Mund-, Kiefer- und
Gesichtschirurgie dar (Wolff et al, 2012a; Sakuraba et al, 2013). Dies gilt
hinsichtlich der Dignitat vor allem fiir maligne Tumoren mit erhohter Invasivitat
und fortgeschrittenem Tumor-Staging (T3- und T4-Stadium).

Die Behandlung erfolgt festgelegt zunehmend multidisziplindr im Rahmen eines
sog. Tumorboards. Dabei wird auf Grundlage der diagnostischen Daten die

Behandlungsstrategie, sei es mit kurativer oder palliativer Zielsetzung, sowie der
17
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Einsatz additiver Therapiemafdnahmen im zeitlichen Verlauf diskutiert. In Hinblick
auf den freien mikrovaskuldren Gewebetransfer ist u.a. der Zeitpunkt der
Bestrahlung relevant, bzw. die Tatsache, ob eine solche vorab stattgefunden hat
(Hanasono et al., 2009b). In der Regel folgt die Bestrahlung zeitnah auf den
operativen Eingriff. Es wurden jedoch in den letzten Jahren auch vermehrt
alternative multimodale Behandlungsstrategien in der Literatur beschrieben, die
eine praoperative Radiotherapie bei bestimmten Entitdten empfehlen (Davis et al,,
2015; Kawano et al.,, 2016; Nemeth et al., 2017). Die Vor- und Nachteile einer
neoadjuvanten Radiotherapie werden dabei kontrovers diskutiert und das Risiko-
Nutzen-Profil bleibt schwer abzuschiatzen (Nemeth et al, 2017). So wird
insbesondere die mikrovaskuldre Rekonstruktion durch eine vorausgehende
Bestrahlung erschwert, da sich die Gefafle fiir den Anschluss eines freien
mikrovaskuldaren Transplantats im bestrahlten Operationsfeld schlechter
darstellen lassen und die Durchblutung des Gewebes kompromittiert sein kann
(Hanasono et al, 2009a; Zhou et al, 2017). Diese Situation stellt eine
Herausforderung fiir den erfolgreichen freien Gewebetransfer dar und verlangt
seitens des Operateurs ein hohes Mafd an rekonstruktiver Erfahrung und
mikrochirurgischer Fertigkeit (Wolff et al., 2012b; Zhang et al., 2015; Rostetter et
al., 2016; Fernstrom et al., 2017; Halle et al,, 2017; Yi et al., 2017).

Der Erfolg einer Rekonstruktion mittels freiem mikrovaskularem Transplantat
wird von zahlreichen Faktoren beeinflusst. So kommen neben einer perioperativen
Bestrahlung weitere Aspekte zum Tragen, welche zu postoperativen
Komplikationen und konsekutiv zu einem Verlust des Transplantats fiihren
konnen. Dazu zahlt u.a. das Vorliegen systemischer Komorbidititen, wie
beispielsweise kardiopulmonale, vaskuldre oder metabolische Erkrankungen, die
innerhalb der Patientenkohorte mit zunehmendem Alter haufig anzutreffen sind.
(Las et al., 2016; Miicke et al., 2016). Obwohl bei dlteren Patienten vermehrt mit
dem Auftreten peri- und postoperativer Schwierigkeiten gerechnet werden muss,
scheint das Alter der Patienten als alleiniger unabhangiger Faktor hingegen keine
entscheidende Rolle zu spielen (Kesting et al., 2011b). Einige Studien haben sogar
gezeigt, dass dltere Patienten von einer Rekonstruktion mittels freiem

mikrovaskulirem Transplantat hinsichtlich ihrer Uberlebensrate und
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Lebensqualitdt besonders profitieren (Miicke et al., 2010b; Peters et al., 2015;
Segna et al,, 2018). Die Konstitution und Compliance der Patienten sowie deren
Gefaf3status bleiben jedoch wichtige Faktoren fiir das erfolgreiche Gelingen einer
Transplantation. Des Weiteren lasst sich unter den Ursachen fiir eine
kompromittierte Gewebeperfusion eine grobe Einteilung in vaskuldr- (Thrombose,
Endotheldefekte) und extravaskuldr-bedingt (Hamatom, Verdrehen oder
Abknicken des Gefafdstamms) vornehmen, auf die im Folgenden noch naher
eingegangen wird (Harashina et al., 1977; Talbot et Pribaz, 2010; Liu et al.,, 2012).
Diese Faktoren gilt es frihzeitig im Rahmen eines perioperativen Monitorings zu
erkennen, um ggf. Modifikationen im therapeutischen Setting vornehmen und die
Vitalitat des Transplantats gewahrleisten zu konnen. Dadurch wird die Erfolgsrate
des freien Gewebetransfers gesteigert und folglich die Re-Explorationsrate
aufgrund postoperativer Komplikationen verringert, welche aktuell bei 6-14%
liegt (Partsafas et al., 2004; Bui et al., 2007; Pattani et al., 2010; Kesting et al,,
2011a; Wu et al., 2014; Chiu et al., 2017).

1.2 Physiologie des freien mikrovaskularen Transplantats

1.2.1 Anatomischer Aufbau und Vaskularisierung

Fiir den erfolgreichen freien Gewebetransfer sind genaue Kenntnisse tiber die
Anatomie von Entnahme- bzw. Empfangerregion und die vaskuldare Architektur
des Transplantats unabdingbar. Idealerweise sollte das freie mikrovaskuldre
Transplantat eine ausreichend starke Vaskularisierung aufweisen und in seiner
Dimension dem zu ersetzenden Gewebe entsprechen. Dies ermoglicht u.a. ein
natiirlich asthetisches Ergebnis nach Rekonstruktion. Ferner sollte die Hebung und
Integration des Transplantats am Ort der Defektdeckung nach Moglichkeit im Zuge
eines einzigen operativen Eingriffs zu realisieren sein (Fujioka, 2012; Fujioka,

2014).

Es existiert eine Vielzahl an freien Lappenplastiken, die sich hinsichtlich ihrer
Gewebezusammensetzung unterscheiden lassen (Abb. 4). Ein fasziokutanes
Transplantat verfiigt lediglich {iber einen Haut-, Fett- und Faszienanteil und eignet
sich zur Deckung oberflachlicher Defekte sowie als intraoraler Schleimhautersatz
(Zhang et al, 2015; Wolff et Holzle, 2017). Bei den myofasziokutanen
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Transplantaten wird hingegen zusatzlich ein Teil des Muskels zusammen mit der
Hautinsel gehoben, wodurch ein volumindserer Lappen fiir die Deckung tief
reichender dreidimensionaler Defekte entsteht (Kesting et al, 2011a). Zur
komplexen Rekonstruktion kombinierter Knochen-Weichgewebsdefekte werden
sog. osteomyokutane Lappen bevorzugt, die sich wiederum aus einem Knochen-,
Muskel-, Fett- und Hautkompartiment zusammensetzen(Wong et Wei, 2010; Liang
et al, 2018). Dementsprechend kann eine Lappenplastik insgesamt bis zu vier
verschiedene Gewebetypen beinhalten. Dies eréffnet dem Operateur in Bezug auf
Form und Funktion vielfaltige Gestaltungsmoglichkeiten bei der Defektdeckung.
Die Auswahl der geeigneten Lappenplastik hdangt letztlich vom Ausmaf und der
Lokalisation des jeweiligen Defekts ab. Als prominentes Beispiel fiir einen
fasziokutanen Lappen sei an dieser Stelle das mikrovaskulire Radialis-
Transplantat genannt (Benateau et al, 2002). Das vaskularisierte
Fibulatransplantat reprasentiert hingegen eine haufig fiir umfangreichere
Rekonstruktionen angewandte osteomyokutane Lappenplastik. Aufgrund des
vergleichbaren Querschnitts von Fibula und Mandibula und der zur Verfiigung
stehenden Knochenstrecke, eignet es sich besonders fur die
Unterkieferrekonstruktion in der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie (Reuther et
Kiibler, 1999; Miicke et al., 2013a; Battaglia et al,, 2017). Weitere gangige freie
Lappenplastiken sind der ALT (Anterolateral Tigh Flap) und der DIEP (Deep
Inferior Epigastric Perforator Flap).

e — —=—g

A B C

Abb. 4: Unterschiedliche Gewebezusammensetzung der freien mikrovaskuliaren
Transplantate. (4) Das fasziokutane Transplantat besteht aus Haut und subkutanem Fettgewebe
(1). (B) Das myofasziokutane Transplantat besteht aus Haut, subkutanem Fettgewebe und einem
Muskelanteil (2). (C) Das osteomyokutane Transplantat besteht aus Haut, subkutanem Fettgewebe,
Muskel und einem Knochensegment (3). Alle freien Transplantate werden iiber einen Gefaf3stiel

versorgt, der sich aus einer Arterie und einer zugehorigen Vene zusammensetzt.
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Eine entscheidende Bedeutung kommt der vaskuldren Architektur des
mikrovaskuldaren Transplantats zu (Abb. 5). Sie schafft die Voraussetzung fiir eine
ausreichende Durchblutung und die damit einhergehende regelrechte Einheilung
am Ort des Defektes (Pabst et al, 2018). Die Gefafdversorgung eines freien
Transplantats unterscheidet sich grundlegend von der Vaskularisierung einiger
gestielter Lappenplastiken. So verfiigt das freie mikrovaskuldre Transplantat in
der Regel iiber einen ausreichend langen Gefaf3stiel (= Pedikel) mit arteriellem und
venosem Hauptgefaf3, die zusammen, im Sinne eines arteriovendsen Kreislaufs, die
Versorgung des transferierten Gewebes vorerst sicherstellen. Hierbei gelangt
oxygeniertes nahrstoffreiches Blut iiber den arteriellen Schenkel in den Lappen,
wahrend der Abtransport anfallender metabolischer Stoffwechselprodukte liber
den venodsen Schenkel erfolgt. Im Laufe der ersten postoperativen Wochen wird
das vaskuldare System dann zunehmend durch einsprossende Gefdfie aus dem
Wundbett der Empfangerregion verstirkt und teilweise sogar ersetzt.
Verschiedene Studien beschreiben eine Autonomisierung des Transplantats
friihestens ab dem siebten postoperativen Tag (Black et al., 1978; Oswald et al.,
1988; Miicke et al, 2011). Abhdngig von Grofle, Schichtstirke und
Gewebezusammensetzung der Lappenplastik und Konstitution des Patienten kann

dieser Zeitpunkt variieren (Pabst et al,, 2018).
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A

——
Haut
Fett

Muskel

Arterie

Freier Lappen Perforatorlappen

Abb. 5: Verschiedene Vaskularisierungstypen lokaler und freier Lappenplastiken. (4) Die
vaskuldre Versorgung des Random-pattern flap erfolgt durch mehrere kleine Gefidfle und somit
nicht lber eine definierte Arterie. (B) Der Axial-pattern flap wird iiber eine definierte Arterie
versorgt. Der iiberwiegende Anteil der myofasziokutanen Transplantate weist eine solche
definierte Arterie auf. () Die Gefaflversorgung des freien Lappens wird bei der
Transplantathebung unterbrochen und am Zielort durch mikrovaskuldre Anastomosierung
wiederhergestellt (Pfeil). (D) Perforanslappen werden durch sog. Perforansgefafie (Pfeil) versorgt,
welche der Tiefe des Gefafdsystems entspringen und durch den Muskel ziehen. In der Regel
verfligen die unterschiedlichen Lappenplastiken auch iiber Begleitvenen, welche jedoch zur
Vereinfachung in dieser Zeichnung nicht dargestellt wurden. Modifiziert nach Fujioka und Fichter
(Fujioka, 2014; Fichter, 2015).

1.2.2 Rheologie und Perfusionsverhalten

Die Wissenschaft der Hamatorheologie befasst sich mit den Flief3eigenschaften
und dem Verformungsverhalten von Blut und dessen zellularen Bestandteilen.
Dabei konnen Flissigkeiten aus rheologischer Sicht in newtonsche und nicht-
newtonsche Fluide unterteilt werden, die sich in Anbetracht ihrer Viskositat stark
voneinander unterscheiden. Wahrend das Fliefdverhalten eines newtonschen

Fluids in einer Rohre mit definiertem Durchmesser und definierter Liange als

22



laminar und dessen Viskositat als konstant angenommen werden kann, weist ein
nicht-newtonsches Fluid wie Blut hingegen ein viskoelastisches Verhalten auf
(Merrill, 1969; Thurston, 1972). Dies bedeutet, dass sein Fliefdverhalten sowohl
Eigenschaften einer Fliissigkeit als auch eines Festkorpers in sich vereint. Das
nichtlineare Stromungsverhalten fiihrt zu einer inkonstanten spezifischen
Viskositiat, welche in entscheidendem Mafé von den intravaskular auftretenden
Schergeschwindigkeiten und der Belastungsdauer abhangt. Bei gesteigerten
Schergeschwindigkeiten, die tiiber einen langeren Zeitraum einwirken, kann
dadurch die Viskositat gesenkt werden. Unabhdngig davon weisen Vertreter
beider Fluid-Klassen ein umgekehrt proportionales Verhaltnis von Temperatur
und Viskositit auf. Die Aggregation und Verformbarkeit der zelluldren
Blutbestandteile sind weitere rheologische Parameter, welche die Himodynamik
und dadurch konsekutiv die Perfusion des Gewebes beeinflussen. Insbesondere im
Bereich der Mikrozirkulation ermdglicht diese biomechanische Eigenschaft den
Erythrozyten und Leukozyten eine reibungslose Passage der kleinsten kapillaren
Gefaf3lumina (Eppihimer et Lipowsky, 1996). Der schwedische Arzt und Pathologe
Robin Fahraeus postulierte 1931 den sog. Fahraeus-Lindqvist-Effekt, durch den
ein scheinbares Absinken der Viskositat in Mikrogefifen von 7 bis 10um
Durchmesser erklart werden kann (Fahreus et Lindqvist, 1931). Er konnte
ebenfalls zeigen, dass sich die Viskositat bei Beeintrachtigung dieser rheologischen
Parameter durch pathophysiologische Vorgiange verandert (Copley, 1989;
Goldsmith et al.,, 1989; Sriyab, 2014).

Die Hamodynamik wird jedoch nicht allein durch die viskoelastische
FliefReigenschaft des Blutes determiniert. Zusatzlich bestimmen verschiedene
allgemein-physiologische Parameter wie der lokale Blutdruck, das Blutvolumen,
der Hamatokritwert und die Gefafd3geometrie und -elastizitat die Perfusion. Gemaf3
des Hagen-Poiseuilleschen Gesetz, welches den Volumendurchfluss in einem Rohr
mit definierter Lange und definiertem Radius beschreibt, spielt neben der
Viskositat vor allem der Gefafddurchmesser eine entscheidende Rolle fiir die

Durchblutung (Baskurt et Meiselman, 2003):

m-r*-Ap

V= 8:-n-l
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V beschreibt hierbei den Volumenfluss in m3/s, r den Radius, Ap reprisentiert die
Druckdifferenz zwischen Rohranfang und -ende, n entspricht der Viskositat und [

ist die Lange.

Daraus lasst sich folgende Formulierung fiir den Gefafdwiderstand R ableiten:

Der Gefafdwiderstand ist als Stromungswiderstand zu verstehen, den das Blut bei
der Passage eines Gefafdes liberwinden muss. Obwohl die Viskositit eines nicht-
newtonschen Fluids keine Konstante darstellt und die Gefafdwand nicht starr wie
ein Rohr ist, lisst sich festhalten, dass Anderungen im Gefifiradius den
Gefallwiderstand massiv beeinflussen. Eine Halbierung des Radius resultiert
aufgrund der vierfachen Potenz in einem sechszehnfach-erhéhten Widerstand. Der
Aspekt des Stromungswiderstands beeinflusst seinerseits die
Stromungsgeschwindigkeit, welche sich als einer von drei Faktoren auch im
pathophysiologischen Konzept der Virchowschen Trias wiederfindet (Virchow,

1989).

1.2.3 Ursachen und mogliche Folgen einer kompromittierten Perfusion

Eine gestorte Durchblutung des freien mikrovaskuldaren Transplantats kann viele
verschiede Ursachen haben und birgt langfristig die Gefahr eines
Transplantatverlusts. Dabei wird die Gewebeperfusion sowohl von vaskuldren als
auch von extravaskuldren Faktoren beeinflusst (Miicke et al., 2018). Je nach Grofde
und Zusammensetzung des Transplantats kann eine leicht kompromittierte
Durchblutung anfangs noch toleriert werden, ohne dass irreversible
Gewebeschaden auftreten (Desyatnikova et al., 2001). Persistiert diese allerdings

liber einen langeren Zeitraum, ist die Vitalitiat des Transplantats gefahrdet.

Die  Kenntnis der im  vorangegangenen  Abschnitt  aufgefiihrten
hamatorheologischen und hidmodynamischen Aspekte ist fiir die Hebung des
freien mikrovaskuldren Transplantats hilfreich (Guthrie, 1908; Lucas, 2017).

Bereits wahrend der rekonstruktiven Planung sollten einige perfusionsrelevante
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Parameter durch klinische und bildgebende Untersuchungen tberpriift werden,
um postoperative Komplikationen zu vermeiden und den Erfolg des freien
Gewebetransfers zu sichern. Die prdaoperative Erhebung des Gefafdstatus mittels
CT-Angiographie erlaubt im Vorfeld eine Aussage dartiber, ob und in welchem
Umfang das vaskuldre System der Spender- und Empfangerregion intakt sind und
geeignete Transplantat- bzw. Anschlussgefafde zur Verfiigung stehen (Clemenza et
al., 2000). Andere weniger invasive Mafdnahmen zur praoperativen Evaluation des
Gefaf3status sind die MR-Angiographie und die farbkodierte Doppler-Sonographie
(Futran et al, 1998; Holzle et al, 2011). Dabei gilt es zu beachten, dass die
versorgenden Gefifde, die mit dem Transplantat gehoben werden, idealerweise
einen tubereinstimmenden Durchmesser mit den Gefafden der Defektregion
aufweisen sollten (Ryan et al, 1988; Monsivais, 1990). Zudem muss die
Durchgangigkeit sowohl der Transplantat-, als auch der Anschlussgefifie
gewahrleistet sein (Rab et al.,, 2008). Andernfalls kann es zu einer rheologischen
Kompromittierung des Transplantats mit konsekutiver Mangelperfusion und
Nekrose kommen. Dies trifft insbesondere auf den vendsen Schenkel zu, der im
Vergleich haufiger komplikationsbehaftet ist (Novakovic et al., 2009; Liu et al,,
2012). Kommt es hier zu einer relevanten Behinderung des Blutflusses, bezeichnet
man dies als vendse Insuffizienz oder Stauung, welche sich klinisch durch ein
blaulich-livides, gestautes Transplantat aufdert und ein frither Indikator fiir einen

bevorstehenden Lappenverlust sein kann (Zhang et al., 2015; Miicke et al., 2018).

Eine haufig anzutreffende extravaskuldre Komplikation, die ebenfalls die vendse
Drainage des Transplantats beeintrachtigt, stellt die Kompression der Gefafde dar.
Diese kann einerseits durch Formation eines Hamatoms oder postoperatives
Anschwellen der rekonstruierten Korperregion bedingt sein. Andererseits kann
ein Abknicken oder Verdrehen des Gefaf3stiels (sog. “Kinking“ oder “Twisting")
ursachlich sein (Pohlenz et al., 2012). Aufgrund des hohen Anteils an elastischen
Fasern in der venodsen Gefaffwand reicht ein geringer Druckanstieg im
umliegenden Gewebe aus, um insbesondere die Vene zu komprimieren. Das
kontinuierliche Aufrechterhalten eines systolischen Blutdrucks von ungefahr 100

bis 120 mmHg ist daher anzuraten (Chiu et al., 2017). Ein krampfartiges Verengen
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der Gefafie fiihrt ebenfalls zu einer Beeintrachtigung der Blutzirkulation und wird

als Vasospasmus bezeichnet.

Als vaskuldre Faktoren einer kompromittierten Perfusion kénnen pathologische
Veranderungen der Gefaffwand und des Endothels zu einer Thrombosierung und
Stenosierung der Gefafde flihren. Derartige Verdnderungen stellen teilweise das
Resultat vorbestehender systemischer Stoffwechselerkrankungen dar, wie
beispielsweise eines mit Mikro- und Makroangiopathie assoziierten Diabetes
mellitus, konnen aber auch als atherosklerotische Umbauprozesse im zeitlichen
Verlauf entstanden sein (Wolff, 2017). Dabei dehnt sich die innere Schicht der
Gefafdwand lumenwarts aus und bewirkt eine progrediente Einengung des inneren
Gefafddurchmessers. Des Weiteren sind Endothelldsionen und Veranderungen der
vaskuldren Architektur bei vorbestrahlten Patienten meist auf chronische
Entziindungsreaktionen der Intima als Folge einer Radiotherapie zurtick zu fiihren.
Eine erfolgte Bestrahlung hat einen insgesamt negativen Einfluss auf die
Regenerationsfahigkeit des vaskuldren und bindegwebigen Systems und stellt
einen relevanten unabhidngigen Risikofaktor dar (Rudolph et al., 1982; Zhou et al,,
2017). Erh6hte Thrombosierungsraten der Anschlussgefdfie werden u.a. mit einer
strahlungsbedingten Beeintrachtigung der Fibrinolyse in Verbindung gebracht,
sofern die Gefafde innerhalb des Bestrahlungsfeldes lagen (Tall et al., 2015). Zudem
kann in einigen Fallen ein Mangel an Protein C als Ursache fiir die Formation eines
Thrombus angenommen werden (Ayala et Blackwell, 1999). Dartiberhinaus
scheint die  Konfiguration des  Endotheldefekts  hinsichtlich  der
Thrombosierungsgefahr ebenfalls eine Rolle zu spielen (Miicke et al., 2017b). Der
Verschluss der ableitenden Drainagevene durch einen Thrombus ist einer der
haufigsten Griinde fiir ein vends gestautes Transplantat und die damit

einhergehende Reexploration (Yang et al., 2017).

Ferner kann es im Rahmen der mikrovaskuldren Anastomosierung durch
fehlerhaft ausgefiihrte mikrochirurgische Techniken zu einer Stenosierung der
arteriellen und vendsen Gefiafe kommen (Hayhurst et O'Brien, 1975; Krapohl et
al., 2003). Dabei verschlechtert sich die Transplantatperfusion in Abhdngigkeit

vom Auspragungsgrad der Stenose, welche durch den zuvor beschriebenen
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Zusammenhang zwischen Gefafddurchmesser und Stromungswiderstand auf
mikrovaskuldrer Ebene zu erkldren ist. Bis zum Zeitpunkt der vaskuldren
Autonomisierung hangt die Versorgung des Transplantats entscheidend von der
Durchgdngigkeit der mikrovaskuldr anastomosierten Gefidfde ab. Eine etwaige
Stenosierung der zu- und abfiihrenden Gefafie des Transplantats sollte daher
unbedingt vermieden werden. Die Qualitat der mikrovaskuldren Anastomose
hangt in groflem Mafde von der Erfahrung und den mikrochirurgischen Fahigkeiten
des Operateurs ab, welche interindividuell erheblich variieren kénnen. Daher wird
der Erfolg des freien Gewebetransfers mafdgeblich von der mikrochirurgischen
Praparation der Gefifde und der angewandten mikrovaskuldren Technik zur
Anastomosierung bestimmt (Demir et al., 2013; Chiu et al, 2017; Pabst et al,
2018). Prinzipiell sollte aus mikrochirurgischer Sicht, neben der Ubereinstimmung
des Durchmessers, ein Abknicken des Gefafdstiels durch beispielsweise
fehlerhaftes Einlagern des Transplantats, eine zu stark auf den Gefifden lastende
Zugspannung und das Einstllpen von Teilen der Adventitia in das Gefaf3lumen
wahrend der mikrochirurgischen Naht vermieden werden (Bodor et al., 1997;
Pabst et al., 2018). Verursachte Defekte im Rahmen der technischen Durchfiihrung,
wie beispielsweise eine Beschdadigung des Endothels durch das Nahtmaterial,
erhohen die Gefahr eines thrombotischen Gefafdverschlusses und einer
konsekutiven Transplantatnekrose (Tonken et al., 1995). Neben dem sog. “Milking
Test® kann die Verifizierung der Durchgangigkeit einer mikrovaskuldren
Anastomose intraoperativ mit Hilfe der Indocyaningriin-Videoangiographie und
der Mikro-Doppler-Sonographie erfolgen (Holm et al,, 2009; Miicke et al., 2010a).
Ist die Durchgangigkeit der Anastomose schlussendlich gewadhrleistet, spielen
Schwankungen in der Perfusionsgeschwindigkeit nach heutigem Kenntnisstand

eine untergeordnete Rolle (Bodor et al., 1997).

1.3 Monitoring freier mikrovaskularer Transplantate

Obwohl der freie mikrovaskuldre Gewebetransfer heutzutage mit einer hohen
Erfolgsrate assoziiert ist, weist das Patientenkollektiv, entsprechend der
zugrundeliegenden Komorbiditaten, vermehrt kardio-pulmonale, vaskulare oder
andere kompromittierende Risikofaktoren auf, welche das rekonstruktive

Ergebnis negativ beeinflussen konnen (Ayala et Blackwell, 1999; Kesting et al.,
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2011b; Srikanthan et al.,, 2013). Ein strukturiertes pra-, intra- und postoperatives
Monitoring des freien mikrovaskularen Transplantats ist daher nétig, um die
verldssliche und frithe Detektion einer Mangelperfusion bzw. eines drohenden
Transplantatverlusts zu ermoglichen und den Erfolg des freien Gewebetransfers in
dieser risikobehafteten Patientenkohorte zu steigern. Zudem hat das rechtzeitige
Erkennen jeglicher zirkulatorischer Komplikationen, wie beispielsweise einer
vaskuldren Stenosierung der Transplantatgefafie, unmittelbare Auswirkungen auf
die chirurgische Reexplorationsstrategie und -erfolgsrate (Perng et al, 2018).
Erfolgt die Detektion friihzeitig, kann eine erneute mikrovaskulare
Reanastomosierung zum Erfolg fithren. Verzdgert sich die Reexploration zeitlich
oder verlauft die Reanastomosierung nicht erfolgreich, stirbt das Gewebe ab und
ein neues freies mikrovaskulares Transplantat muss gehoben werden (Bianchi et
al., 2009; Luu et Farwell, 2009; Novakovic et al., 2009; Wong et Wei, 2010; Pohlenz
et al,, 2012). Transplantatnekrosen und daraus resultierende Zweiteingriffe fiihren
in der Konsequenz zu einem verlangerten Krankenhausaufenthalt der Patienten
(Farwell et al., 2002; Miicke et al.,, 2018). Aus diesem Grund muss das post-
operative Monitoring, wie bereits 1975 von Chreech und Miller konstatiert, sicher,
reproduizierbar und verlasslich sein (Grabb et Myers, 1975). Dank ihrer breiten
Anwendbarkeit stellen die klinische Observierung der Transplantatfarbe, des
Hautturgors, der Temperatur und der Rekapillarisierungszeit sowie die
Durchfiihrung eines Pinprick-Tests und der Einsatz eines Gefaf3dopplers nach wie
vor in vielen Institutionen den Goldstandard des Monitorings freier Transplantate
dar (Disa et al,, 1999; Perng et al,, 2018). Allerdings wurden in den letzten Jahren
alternative, technisch-anspruchsvollere Monitoringmoéglichkeiten entwickelt und
klinisch erprobt. Zu diesen im Vergleich aufwindigeren, objektiven Verfahren
zdhlen u.a. die simultane nicht-invasive Laser-Doppler-Flussmessung und
Gewebespektroskopie, die Messung der Gewebeoxygenierung, die Infrarot-
Thermografie und die Indcyaningriin-Videoangiographie (Holm et al., 2009; Miicke
et al,, 2010a; Miicke et al., 2014; Um et al., 2014; Hitier et al., 2016; Just et al., 2016;
Koolen et al,, 2016; Mericli et al.,, 2017; Micke et al., 2017a; Teven et al,, 2017; Smit
et al., 2018). Der technische Mehraufwand dieser Methoden steht den restriktiven
Arbeitszeiten im klinischen Alltag gegeniiber und ist bei der Auswahl des

geeigneten Monitoringverfahrens zu bertiicksichtigen (Patel et al., 2017). Zusatzlich
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sollten die Validitat, Spezifitdt und Sensitivitat dieser Verfahren ausreichend sein,
um ein gutes Kosten-Nutzen-Verhaltnis zu erreichen.
Im Folgenden soll auf die drei Monitoringmethoden naher eingegangen werden,

die im Rahmen dieser Arbeit intraoperativ zum Einsatz kamen.

1.3.1 Ultraschall-Durchflussmessung

Ein Ultraschall-Durchflussmesser registriert unterschiedliche
Stromungsgeschwindigkeiten des Blutes anhand akustischer Wellen und errechnet
daraus das korrelierende Durchflussvolumen. Dieses Verfahren beruht auf dem
Prinzip der Laufzeitdifferenzmessung einzelner Dopplerimpulse und nutzt
zusatzlich den Dopplereffekt, durch den es zu einer Frequenzverschiebung der
ausgesandten Schallsignale kommt. Dabei resultiert durch eine veranderte Distanz
zwischen Sender und Empfanger entweder eine zeitliche Stauchung oder eine
Dehnung der akustischen Wellen. Innerhalb eines liquiden Messmediums bedeutet
dies, dass sich das Schallsignal in Flussrichtung schneller als in entgegengesetzter

Richtung, ausbreitet (Fichter, 2015; Pafitanis et al., 2017).

Aus einer Vielzahl verschiedener Ultraschall-Durchflussmesser hat sich fiir den
mikrochirurgischen Bereich der Einsatz eines sog. “clamp-on transit time
flowmeter” (Transit Time Perivascular Flowmeter TS420, Transonic Systems Inc.,
Thaca, New York, USA) bewahrt. Dieser Ultraschall-Durchflussmesser bietet den
Vorteil einer non-invasiven Erfassung des Durchflussvolumens, indem die
zugehorige Sonde der dufleren Gefafdwand anliegt, diese jedoch nicht beschadigt
oder einengt. Die “V“-Sonde (Flow Probe 1,5mm, Katalognummer MA1PRB,
Transonic Systems Inc, Thaca, New York, USA) verfligt tlber zwei
Ultraschallwandler und einen auf der gegeniiberliegenden Seite befindlichen
Reflektor (Abb. 6). Beide Wandler emittieren ein Ultraschallsignal, welches auf der
gegeniiberliegenden Seite durch den Reflektor “V“-formig auf den jeweiligen
Wandler zurtlickgeworfen und verarbeitet wird (Nakayama et al.,, 2001; Bonde et
al., 2006; Selber et al., 2013; Fichter, 2015). Die Messung der Laufzeitdifferenzen
und der Frequenzabweichungen der Schallsignale erfolgt kontinuierlich und gibt
Auskunft iber die mittlere Stromungsgeschwindigkeit des Blutes. AnschliefRend
kénnen die Durchflussvolumina pro Zeiteinheit durch Multiplikation der mittleren

Flussgeschwindigkeit (v,) mit dem Gefafddurchmesser (d) errechnet werden.
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Dieser Zusammenhang lasst sich durch die Kombination folgender

mathematischer Gleichungen darstellen:

m-d?

Formel A: A=

Formel B: v, = %- J,v(r,2) - dA

Formel A beschreibt die Berechnung des Gefaf3querschnitts und beinhaltet den
Gefafddurchmesser. Dabei stellt A die Querschnittsfliche und d den Durchmesser
dar. Formel B beschreibt die Berechnung der mittleren Flussgeschwindigkeit fiir
eine laminare Stromung. v, steht fiir die mittlere Strémungsgeschwindigkeit, A fiir
die Querschnittsflache, d fiir den Durchmesser und v(y, z) fiir die Geschwindigkeit
an den Stellen v, y und z des Querschnitts. Durch die laminare Strémung ergibt
sich ein spezifisches Stromungsprofil, welches durch unterschiedliche
Geschwindigkeiten an verschiedenen Stellen charakterisiert ist. Im Zentrum des
Gefafdes ist die Flussgeschwindigkeit hoher als in der Peripherie nahe der
Gefafdwand. Ferner wirkt sich die fiir Blut spezifische Reynolds-Zahl auf das
Stromungsprofil aus, welche das Verhaltnis von Tragheits- und Zahigkeitskraften
eines Mediums beschreibt (Zuck, 1971). Auch wenn Blut als ein nicht-newtonsches
Fluid streng genommen durch sein viskoelastisches Fliefverhalten keine laminare
Stromung aufweist (Merrill, 1969; Thurston, 1972), dient diese Formel
naherungsweise zur Berechnung der mittleren Flussgeschwindigkeit innerhalb
eines Blutgefafies.

Mit Hilfe des Querschnitts und der mittleren Flussgeschwindigkeit lasst sich der

Volumenstrom Q errechnen:
Q=vy-A

Das Durchflussvolumen wird bei der Messung in ml/min ausgegeben (Woodcock,

2013).
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Wandler Wandler

Reflektor
A B

Abb. 6: Funktionsweise eines perivaskularen Ultraschall-Durchflussmessers am Beispiel des
“clamp-on transit time flowmeter“. (4) Ansicht der “V“-Flussonde von frontal. Die welligen Pfeile
verdeutlichen die gegenlaufig ausgesandten Ultraschallsignale, die durch den Reflektor auf die
jeweiligen Wandler reflektiert werden. (B) Ansicht der Flusssonde von schrag-seitlich. Modifiziert

nach Fichter (Fichter, 2015).

Klinisch kommt die Ultraschall-Durchflussmessung u.a. zur Uberpriifung der
Gefafddurchgangigkeit nach mikrovaskuldrer Anastomosierung zum Einsatz, um
bei kompromittierter Durchblutung ggf. eine mikrochirurgische Revision
einzuleiten und somit konsekutive Transplantatschdden zu verhindern (Pafitanis
et al., 2017). Im tierexperimentellen Versuch ermdoglicht dieses non-invasive
Monitoringverfahren die direkte Blutflussmessung an arteriellen und venosen
Mikrogefafden. Bodor et al. untersuchten 1997 mit dem “clamp-on transit
flowmeter*” den hamodynamischen Einfluss unterschiedlicher
Blutflussgeschwindigkeiten auf die Thrombogenese im epigastrischen Lappen der
Ratte (Bodor et al,, 1997). Gimbel et al. beschrieben 2009 die Detektion einer
partiellen und kompletten vendsen Obstruktion mittels Ultraschall-Flussmessung
in einem Kaninchenmodell (Gimbel et al., 2009). In einer weiteren Studie von Zhu
et al. aus dem Jahr 2016 wurde diese Monitoringtechnik zur experimentellen
Uberpriifung einer erfolgreichen Thrombolyse und der Ermittlung der

Thrombolysezeit an den Femoralgefafsen der Ratte eingesetzt (Zhu et al., 2016).
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1.3.2 Gewebe-Photospektrometrie

Hinsichtlich der Vielfalt an mittlerweile auf dem Markt etablierten
Monitoringtechniken ldsst sich vereinfacht eine Einteilung in zwei Hauptgruppen
vornehmen. Dabei bilden Verfahren zur Evaluation der Gewebeperfusion und
hdmodynamischer Parameter die eine Gruppe. Die andere Gruppe umfasst
unterschiedliche Verfahren, die in erster Linie die Oxygenierung des Gewebes und
den Hamoglobingehalt des Blutes erfassen. Die Gewebe-Photospektrometrie ist
durch eine Kombination zweier optischer Messtechniken in der Lage, sowohl die
Gewebeperfusion als auch die Gewebeoxygenierung zu evaluieren und
nummerisch sowie graphisch darzustellen (Holzle et al., 2005; Holzle et al., 2006).
Technisch wird dies durch eine gemeinsame Anwendung von Laser-Doppler-
Flussmessung und Gewebespektrometrie in der Messsonde ermoglicht, welche die
relevanten Parameter sowohl in einer oberflachlichen Gewebeschicht, als auch in

bis zu 15mm Tiefe misst (Abb. 7).

Hb
SO, Velocity

Laserlicht Weilllicht

Gewebe

Abb. 7: Funktionsweise der Gewebe-Photospektrometrie am Beispiel der 02C-Messsonde.
Die Messsonde kombiniert das Prinzip der Gewebespektrometrie und der Laser-Doppler-
Flussmessung und emittiert sowohl Weifdlicht als auch Laserlicht. Dies ermdglicht die simultane
non-invasive Detektion des Durchflussvolumens (Flow), der Blutflussgeschwindigkeit (Velocity),
der Hamoglobinkonzentration (Hb) und der Hamoglobinoxygenierung (SOz). Modifiziert und

vereinfacht nach Krug (Krug, 2006).
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Dabei fungiert im Rahmen der Gewebespektrometrie eine in der Sonde befindliche
Halogenlampe als Weifdlichtquelle, welche kontinuierlich ein bestimmtes
Lichtspektrum in das Gewebe emittiert. Dieses sog. Weifdlicht trifft in der
Gefaflbahn auf die Erythrozyten und wird gestreut. Zusatzlich kommt es in
Abhangigkeit der Sauerstoffsattigung zu einer Absorption des Lichts durch das im
Blut enthaltene Hamoglobin. Folglich werden die Lichtstrahlen abgeschwacht und
mit veranderter Wellenldnge (und somit verdndertem Farbspektrum) auf den
Sondendetektor reflektiert. Im Anschluss erfolgt die Berechnung der
Hamoglobinoxygenierung (SO2) auf Grundlage der gemessenen
Wellenldngendifferenzen und die Erfassung der relativen
Hamoglobinkonzentration (Hb) mithilfe der registrierten Lichtabsorption.

Fir die Evaluation der Gewebeperfusion kommt die sog. Laser-Doppler-
Spektroskopie zum Einsatz, welche den optischen Doppler-Effekt zur Bestimmung
des Durchflussvolumens (Flow) und der Stromungsgeschwindigkeit (Velocity) des
Blutes nutzt. Laserstrahlen einer spezifischen Wellenldnge treffen im Gewebe auf
bewegte Erythrozyten und fiihren je nach deren Flief3geschwindigkeit und
Blutfluss zu Frequenzabweichungen, welche auch als Doppler-Shift bezeichnet
werden (Loeffelbein, 2003; Krug, 2006; Fichter, 2015).

Auf diese Weise gelingt im Rahmen des perioperativen Monitorings die simultane
non-invasive  Bestimmung des Durchflussvolumens (Flow) wund der
Blutflussgeschwindigkeit (Velocity), sowie der Himoglobinkonzentration (Hb) und

-oxygenierung (SO2) (Holzle et al., 2005; Holzle et al., 2006).

Das 02C® (engl. fiir “oxygen to see“; LEA Medizintechnik GmbH, Giessen,
Deutschland) ist ein Gerat, welches tliber eine solche Technik verfiigt und in vielen
chirurgischen Zentren klinisch zur Anwendung kommt. Die Angaben der
Parameter Hamoglobinkonzentration, Blutfluss und Stromungsgeschwindigkeit
erfolgen hierbei in arbitraren Einheiten, die der Hamoglobinoxygenierung in
Prozent. Der potenzielle Nutzen fiir das perioperative Monitoring wurde in
mehreren Studien untersucht und mit anderen Verfahren verglichen. Miicke et al.
beschrieben 2014 die Veranderung der mit dem O02C®-Gerdt gemessenen
Parameter im postoperativen Verlauf, um eine reduzierte

Transplantatdurchblutung und einen Abfall der Sauerstoffsittigung moglichst
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frithzeitig zu erkennen, sowie die Entwicklung der Parameter im zeitlichen Verlauf
zu charakterisieren (Miicke et al., 2014). 2016 verglichen Ludolph et al. die
Gewebe-Photospektrometrie = mit der Indocyaningriin-Videoangiographie
hinsichtlich ihrer Vor- und Nachteile sowie der Fahigkeit, die Perfusion des
Transplantats intraoperativ zu beurteilen (Ludolph et al, 2016). Fiir einige
Indikationen konnten bereits klinische Standardwerte etabliert werden, bei deren
Unterschreitung eine kritische Durchblutung mit hoher Wahrscheinlichkeit zu

erwarten ist (Rother et Lang, 2018).

1.3.3 Indocyaningriin-Fluoreszenzangiographie

Die  Fluoreszenzangiographie zdhlt zur Gruppe der bildgebenden
Monitoringverfahren und erméglicht sowohl die Visualisierung der vaskularen als
auch der mikrovaskularen Architektur eines Gewebes. Durch analytische
Softwaretools lassen sich qualitative und quantitative Aussagen beziglich der
Gewebeperfusion treffen (Miicke, 2012; Miicke et al., 2017a).

Das Verfahren beruht auf dem erstmals 1852 durch den irischen Physiker George
G. Stokes beschriebenen photophysikalischen Phanomen der Fluoreszenz, bei dem
bestimmte Farbstoffe zuvor mit Licht einer spezifischen Wellenldnge angeregt
werden und in der Folge selbst Licht emittieren (Stokes, 1852). Dabei weist das
von den Fluoreszenzfarbstoffen ausgesandte Licht, gegeniliber dem absorbierten
Anregungslicht, in der Regel eine Verschiebung der Wellenldnge hin zu einem
langwelligeren Spektrum auf. Dieser als Stokessche Regel bezeichnete Effekt
beruht auf einem geringfligigen Energieverlust im Rahmen der Absorption,
wodurch eine energiedarmere Lichtemission (langere Wellenldnge) resultiert. Fiir
die Anregung muss dementsprechend mehr Energie (kurzwelligeres Licht)
aufgewandt werden, als durch den Fluoreszenzprozess wieder abgegeben wird.
Die Differenzenergie geht wahrend des elektromagnetischen
Schwingungszustandes des Fluorenzfarbstoffes als Schwingungsrelaxation an die
Umgebung verloren. In Folge dessen liegt das Absorptionsmaximum von
Indocyaningriin im Blut, gebunden an Albumin, bei 800 nm bzw. im Blutplasma bei
805 nm, wohingegen das Fluoreszenzmaximum mit einer Wellenldnge von 810 nm
bis 834 nm angegeben wird (Benson et Kues, 1978; Desmettre et al., 2000). Durch

die unterschiedlichen Wellenldngen ist es moglich, unter Verwendung eines
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Lichtfilters ausschliefdlich das Fluoreszenzsignal zu erfassen und somit gezielt

bestimmte Strukturen, wie das Gefafdsystem, darzustellen (Miicke, 2012).

o
e OP-
el
/’/. ® Mikroskop

Fluoreszenzsignal

Arterie

Vene
Gewebe

Abb. 8: Funktionsweise der Indocyaningriin-Fluoreszenzangiographie am Beispiel eines OP-
Mikroskops. Das OP-Mikroskop emittiert Infrarotlicht (rot-transparent), welches die im Gewebe
befindlichen arteriellen und vendsen Gefafde erreicht, und regt die an Plasmaproteine gebundenen
ICG-Molekiile zur Fluoreszenz an. Das Fluoreszenzsignal (griiner Pfeil) wird daraufhin von einem

im Mikroskop integrierten Detektor erfasst und ermdglicht die Evaluation der Gewebeperfusion.

Fur den medizinischen Anwendungsbereich stehen mit den
Fluoreszenzfarbstoffen Indocyaningrin (ICG, Abb. 9) und Fluoreszein im
Wesentlichen zwei klinisch zugelassene Marker zur Verfiigung. Mit Hilfe einer
Infrarot-Lichtquelle (Wellenldnge 800 nm) kdnnen beide Stoffe nach intravendser
Applikation zur Fluoreszenz angeregt werden (Raabe et al., 2003; Miicke, 2012).
Aufgrund seiner einfachen, nicht-toxischen und strahlungsfreien Anwendung,
wurde insbesondere Indocyaningriin in den letzten zwei Jahrzehnten vermehrt als
Fluoreszenzmarker fiir bildgebende Verfahren in der Medizin eingesetzt
(Paumgartner, 1975; Hackethal et al., 2018).

Nachdem der Fluoreszenzfarbstoff ICG in den fiinfziger Jahren in einem
Forschungslabor der Firma Kodak (Kodak Research Laboratories, NY, USA)
zunachst fiir die Infrarotfotografie entwickelt worden war, folgten 1957 durch Fox

et al. erstmals klinische Studien zur Bestimmung des Herzzeitvolumens. Diese
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konnten u.a. zeigen, dass der Einsatz von ICG zur diagnostischen Bildgebung weder
von der Himoglobinkonzentration noch von dessen Oxygenierung beeinflusst wird
(Fox et al., 1957). Trotz der frithen klinischen Zulassung 1957, dauerte es weitere
zehn Jahre bis die erste Angiographie mittels ICG angewandt wurde (Alander et al,,
2012).

Nach intravenoser Applikation bindet ICG innerhalb weniger Sekunden an
Plasmaproteine, wobei f-Lipoprotein B mit 95% den Hauptanteil darstellt, und
verbleibt intravaskuldr (Zhai et al., 2017). In pharmakokinetischer Hinsicht weist
ICG die Besonderheit auf, dass es nach hepatischer Elimination unmetabolisiert
tiber die Galle ausgeschieden wird und folglich keinem enterohepatischen
Kreislauf unterliegt (Ott, 1998). Unter physiologischen Bedingungen findet kein
Ubertritt des ICG-Farbstoffes in Liquor oder Urin statt und die Aufnahme durch
andere Gewebe ist vernachlissigbar gering. Somit konnen etwaige Anderungen
der ICG-Konzentration bzw. der Fluoreszenzintensitat, im zeitlichen Verlauf einer
Messung, unmittelbar auf die bilidre, biphasische Ausscheidung zuriickgefiihrt
werden. Die relativ kurze Halbwertszeit von ICG von 3 - 4 min erlaubt das
mehrmalige aufeinanderfolgende Applizieren des Farbstoffes in kurzen
Zeitabstanden (Raabe et al.,, 2005; Holm et al., 2009).

ICG ist gut vertraglich und weist bei korrekter Anwendung und Dosierung sehr
selten Nebenwirkungen auf. Das Auftreten von Unvetraglichkeitsreaktionen,
welche von Urtikaria bis hin zum anaphylaktischen Schock reichen konnen, wurde
nur in Einzelfdllen beschrieben (Paumgartner, 1975; Benya et al,, 1989; Miicke,
2012). Zhai et al. berichteten 2017 iiber die Notwendigkeit eines aufmerksamen
Monitorings aller hdamodynamisch-relevanten Parameter bei intraoperativem
Einsatz von ICG, nachdem es im Rahmen einer koronaren Baypass-Operation zu
einer schweren hdmodynamischen Instabilitit mit Tachykardie und

Blutdruckabfall gekommen war (Zhai et al., 2017).
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Abb. 9: Strukturformel des Floureszenzfarbstoffes Indocyaningriin.

Heutzutage findet ICG im Rahmen der Fluoreszenzangiographie breite Anwendung
in der Medizin. Durch Einfiihrung diverser analytischer Visualisierungs-Tools in
Verbindung mit der ICG-Angiographie, wie beispielsweise dem im Pentero-
Operationsmikroskop der Firma Zeiss integrierten FLOW® 800 Software-Tool
(OPMI® Pentero® mit INFRARED® 800 und FLOW® 800, Carl Zeiss AG,
Oberkochen, Deutschland), wurde in den letzten Jahren eine objektive quantitative
und qualitative Evaluation der mikrovaskuldaren Perfusion in Echtzeit moglich
(Micke et al,, 2013b; Rother et Lang, 2018). Mit einer Sensitivitdt von 100% und
einer Spezifitat von tiber 86% stellt die ICG-Angiographie eine valide Alternative
zu anderen etablierten bildgebenden Verfahren dar und kommt in verschiedenen
medizinischen Fachbereichen zum Einsatz (Holm et al., 2010).

In der Hepatologie dient die ICG-Fluoreszenzangiographie im Rahmen der
Leberfunktionsdiagnostik zur Evaluation des hepatischen und portalen Blutflusses
und ermdoglicht beispielsweise das Erkennen einer zirrhotisch-bedingten
Perfusionseinschrankung oder eines portalen Hypertonus (Paumgartner, 1975;
Pind et al, 2016). Im Bereich der Ophthalmologie kommt die Indocyaningriin-
Videoangiographie (ICG-VA) bereits seit den siebziger Jahren fiir die Darstellung
der retinalen Gefdafe und zur Abklarung pathologischer Prozesse des

Augenhintergundes zum Einsatz (Bischoff et Flower, 1985).
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Abb. 10: Einsatz der ICG-Fluoreszenzangiographie in der Ophthalmologie. (4) Ergebnis der

Funduskopie bei Verdacht auf tuberkulése Choroiditis. (B) Die ICG-Angiographie des
Augenhintergundes zeigt diffus ausgedehnte und fleckige Hypofluoreszenzen im posterieren Pol.
Diese pathophysiologischen Veranderungen entsprechen klinisch einer aktiven Chorioretinitis mit

begleitender Vitritis. Modifiziert nach Agrawal et al. (Agrawal et al., 2013).

Ferner konnen in der Gefafdchirurgie arteriosklerotische und stenosierte
Gefafdabschnitte visualisiert und die residuale Gewebedurchblutung bei Patienten
mit peripherer arterieller Verschlusskrankheit (pAVK) bestimmt werden
(Roenneberg, 2013; Rother et Lang, 2018). Okawa et al. fiihrten bereits 2014
Endarteriektomien an Carotiden durch und iberpriiften anschlieffend die
Gefafddurchgangigkeit mithilfe der ICG-VA (Okawa et al., 2014). Zudem nutzten
2017 Rother et al. die ICG-VA fiir die intra- und postoperative Bewertung der
Mikrozirkulation nach tibialer Bypass-Operation (Rother et al., 2017).

Inzwischen findet die ICG-Videoangiographie auch in vielen neurochirurgischen
Zentren Anwendung, um intraoperativ, in Kombination mit einem analytischen
Visualisierungs-Tool, eine Beurteilung der Perfusion wichtiger zerebraler Gefafde
in Echtzeit und den Erfolg nach Clipping intrakranieller Aneurysmen beurteilen zu

konnen (Raabe et al.,, 2005; Riva et al,, 2018).
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Abb. 11: Einsatz der ICG-Fluoreszenzangiographie und des FLOW® 800-Tools in der

Neurochirurgie. (4) Die ICG-Angiographie zeigt eine eingeschrankte Perfusion der kortikalen
Oberflache mit zirkulatorischer Insuffizienz (weifer Pfeil). (B) Bei Einsatz des analytischen FLOW®
800-Visualisierungstools zeigt sich dies in der arteriellen Durchblutungsphase besonders deutlich

(blauer Bereich). Modifiziert nach Hackethal et al. (Hackethal et al., 2018).

In der Plastischen und Rekonstruktiven Chirurgie kommt das Verfahren der ICG-
Fluoreszenzangiographie zunehmend zur intraoperativen Evaluation der
Durchgangigkeit mikrovaskuldrer Anastomosen und zur postoperativen Kontrolle
freier Gewebetransplantate zum Einsatz (Holm et al.,, 2009; Miicke et al., 2010a;
Fichter, 2015). In verschiedenen tierexperimentellen Studien konnte zudem
gezeigt werden, dass die ICG-VA in der Lage ist, den Erfolg eines freien
mikrovaskuldaren Transplantats und das Auftreten von Nekrosen auf Grundlage

der Gewebeperfusion vorherzusagen (Giunta et al., 2005; Miicke et al., 2017a).
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1.4 Problematik und Zielsetzung der Arbeit

Die kontinuierliche und suffiziente Durchblutung des Transplantats ist fiir den
Erfolg des freien Gewebetransfers von essentieller Bedeutung (Wolff et al., 2008).
Diese erfolgt in der ersten postoperativen Woche fast ausschliefdlich tber die
mikrochirurgisch-anastomosierte Arterie und Vene, bis einsprossende Gefif3e im
Rahmen der Neoangiogenese schliefllich zu einer Autonomisierung des
Transplantats fithren (Black et al.,, 1978; Oswald et al., 1988; Miicke et al., 2011).
Kommt es in dieser sensiblen Phase zu einer Kompromittierung der Perfusion mit
Uberschreiten der kritischen Ischimiezeit, konnen Gewebenekrosen und ein
konsekutives Transplantatversagen resultieren. Ein solcher Verlust hat
weitreichende klinische Konsequenzen und sollte unbedingt vermieden werden
(Farwell et al.,, 2002; Miicke et al.,, 2018). Dennoch kommt es auch heute noch
immer wieder vereinzelt zu Transplantatmisserfolgen, weshalb der freie
Gewebetransfer weiterhin eine Herausforderung fiir die Rekonstruktive Chirurgie
bleibt. Zahlreiche Ursachen fiir eine kompromittierte Perfusion des
Gewebetransplantats konnten identifiziert werden. Als einer der haufigsten
vaskuldaren Griinde fiir eine gestorte Durchblutung des freien mikrovaskuldren
Transplantats gilt die Stenosierung der zu- und abfiihrenden Gefifde, welche u.a.
durch technische Fehler im Rahmen der Anastomosierung verursacht werden
kann (Miicke et al., 2010a). Obwohl der Einsatz freier Transplantate bereits seit
Langerem ein standardisiertes Verfahren in der Rekonstruktiven Chirurgie
darstellt, ist der genaue Einfluss unterschiedlicher mikrovaskuldrer
Stenosierungsgrade auf die lokale und distale Perfusion des Transplantats in der
Literatur kaum beschrieben und es fehlen objektive Studien. Hinsichtlich der
klinischen  Notwendigkeit, eine etwaige vaskulire Stenosierung der
Transplantatgefdafle moglichst friihzeitig zu erkennen und eine Reexploration
einleiten zu konnen, ist dartiberhinaus unklar, welche der zur Verfligung
stehenden Monitoringverfahren (oder Kombinationen) die hochste Detektionsrate
gewahrleisten. Besonders in Bezug auf die Stenosierung venoser Mikrogefifie
fehlen Untersuchungen, welche die prognostische Fahigkeit der ICG-Angiographie
evaluieren und mit anderen diagnostischen Verfahren vergleichen.

Vor diesem Hintergrund ergibt sich folgende Fragestellung, die durch die

vorliegende Arbeit mit Hilfe eines (in Analogie zu einem gemischten Transplantat)
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eigens etablierten Tiermodells in der Ratte und dreier verschiedener

Monitoringmodalitaten exploriert werden soll (Nasser et al., 2015):

1. Welchen Einfluss haben unterschiedliche Stenosierungsgrade der
zu- und abfiihrenden Gefafse auf die Perfusion proximal, lokal und

distal des mikrovaskuldren Transplantats?

2. Welche Modalitat ist hinsichtlich der intraoperativen Detektion
verschiedener Stenosegrade am besten geeignet? (Transit-

Flowmeter, O2C oder ICG-VA)

3. Ermoglicht eine Kombination mehrerer Monitoringverfahren eine

hohere Detektionsrate als eine Modalitat allein?

4. Konnen alle applizierten Stenosegrade gleichermafien zuverlassig

durch das intraoperative Monitoring detektiert werden?
5. Lassen sich arterielle und vendse Stenosen gleichermafden gut bzw.

frihzeitig mittels intraoperativer ICG-VA (anhand veranderter

Perfusionseigenschaften) erkennen?
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2 Material und Methodik

2.1 Versuchsmodell

In der vorliegenden Arbeit dient das mikrovaskuldre Gefaf3system der Ratte als
Versuchsmodell. Ratten lassen sich hinsichtlich ihrer anatomischen Verhaltnisse
und ihres kardiovaskularen Systems mit dem menschlichen Organismus
vergleichen und stellen im Rahmen mikrovaskuldrer Studien das am haufigsten
verwendete tierexperimentelle Versuchsmodell dar (Oesterwitz et al,, 1983; Zhang
et al.,, 2001; Miicke, 2012). Dieses bewadhrte und gut erprobte Modell erlaubt die
Simulation und anschlief3ende Untersuchung pathophysiologischer Vorgange auf
mikrovaskuldrer Ebene. Fiir die Evaluation der Auswirkung verschiedener
arterieller und vendser Stenosegrade auf das Perfusionsverhalten eines
mikrovaskuldren Transplantats wird im Speziellen auf ein bereits etabliertes
Hinterlaufmodell der Ratte zurtick gegriffen (engl. “hindlimb model in the rat)
(Nasser et al., 2015). Hierbei fungiert der murine Hinterlauf, in Analogie zu einem
freien Kompositlappen, als mikrovaskulares Transplantat, welches nach Ligieren
aller abzweigenden Gefafde ausschliefilich durch die A. und V. femoralis versorgt
wird. Somit ist es moglich, die Durchblutung eines freien Transplantats zu
simulieren und den unmittelbaren Einfluss einer reduzierten Durchgangigkeit der

zu- und abfiihrenden Gefiafe auf die Gewebeperfusion zu untersuchen.

2.2 Versuchsaufbau

2.2.1 Versuchstiere und Haltung

Als Versuchstiere kamen in der vorliegenden Studie 20 mannliche Wistar-Ratten
(Fa. Charles-River Laboratories, Sulzfeld, Deutschland) zum Einsatz, welche nach
Stellen eines Tierversuchsantrages gemafd § 8 des deutschen Tierschutzgesetzes
von der Regierung Oberbayern fiir dieses Versuchsvorhaben genehmigt wurden
(Az. 55.2-1-54-2532-85-15). Die Haltung der Ratten erfolgte gemafd der EU-
Richtlinie 2010/63 in Standardkafigen aus Makrolon Typ IV (Hohe: 20 cm - Breite:
35 cm - Tiefe 55 cm), in denen je nach individuellem Gewicht und Grofie 3-4
Ratten untergebracht wurden. Nach der Lieferung erhielten die Tiere im Zentrum
fir praklinische Forschung des Klinikums rechts der Isar eine mehrwdchige

Eingewohnungszeit und wurden unter Aufrechterhaltung einer konstanten
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Lufttemperatur und -feuchtigkeit in einem hierfiir speziell ausgestatteten
Kleintierhaltungsraum (mit kinstlicher zirkadianer Beleuchtung) gepflegt.
Autoklaviertes Futter in Form von Pellets und Trinkwasser (Wechsel zweimal

wochentlich) wurden den Tieren ad libidum bereitgestellt.

Abb. 12: Standardkifige aus Makrolon mit Holzgranulatstreu, Stroh und Papphausern. Die

Trink- und Futtervorrichtung befindet sich im Kafigdeckel, welcher zur besseren Darstellung des

Kafiginventars zuvor abgenommen wurde.

Die Kaifige beinhalteten neben Holzgranulatstreu und Stroh als Basis auch
Versteckmoglichkeiten wie Papphduser und Zellstoff, welches den Tieren die
Eingewohnung erleichtern sollte (Abb. 12). Der Gesundheitszustand und das
Korpergewicht der Ratten wurden wahrend der Eingewdhnungszeit und noch
einmal vor Beginn der Versuche tuberprift. Kurz vor experimenteller

Durchfiihrung der Versuche wogen die Tiere zwischen 300 und 550 g.
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Abb. 13: Die mannliche Wistar-Ratte als Versuchstier.

2.2.2 Vorbereitungen und Narkose

Fir die Einleitung der Narkose wurde im mikrochirurgischen Labor eine
Ganzkorperkammer und das volatile, bei Raumtemperatur leicht verdampfende,
Anasthetikum Isofluran (Isoflo® 100 %, Albrecht GmbH, Aulendorf, Deutschland)
verwendet (Abb. 14). Im Rahmen der weiterfiihrenden Anasthesie mittels Ketamin
(Ursotamin® 100 mg/ml, Serumwerk Bernburg AG, Bernburg, Deutschland) und
Xylazin (Rompun® 2 %, Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Deutschland) erfolgte
anschlief3end die genaue Erfassung des Koérpergewichts der Ratte zur Berechnung
der adiaquaten Dosis. Diese kombinierte Ketamin-Xylazin-Initialdosis wurde mit
Hilfe einer 1 ml-Mischspritze intraperitoneal appliziert und betrug 1 ml Ketamin
10 %/kg Korpergewicht und 0,3 ml Xylazin 2 %/kg Korpergewicht (Welberg et al,,
2006).

Nach maximaler Anflutung des Anasthetikums und Erreichen einer adidquaten
Narkosetiefe wurde zundchst die Nassrasur des linken medio-lateralen
Zervikalbereichs ventral sowie der Leistenregionen beidseits mit einem
Einmalrasierer durchgefiihrt. Fir das Anlegen eines Mikrokatheters und die
Durchfithrung der operativen Eingriffe wurde die Ratte auf einer Korkplatte in

Riickenlage positioniert, die beiden Hinterldufe mit leichten Gummiziigen in
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Abduktionsstellung fixiert und zum Schutz der Augen eine Dexpanthanol-Salbe
aufgetragen (Bepanthen®, Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Deutschland). Im
Verlauf der mikrochirurgischen Operation diente eine Wairmematte zur
Aufrechterhaltung der Kérpertemperatur und die Uberwachung von Atmung und
Puls erfolgte mit Hilfe eines Pulsoxymeters. Um eine ausreichende Narkosetiefe
auch Uber einen ldngeren Zeitraum zu gewahrleisten, wurde der Ratte vor
Versuchsbeginn ein Venenverweilkatheter gelegt, iiber den bedarfsweise

Narkosemittel nachgegeben werden konnten (siehe 2.2.3.1).

g Rompun 2%

2 injektionstos

Abb. 14: Verwendete Narkotika. (A) Die Aufnahme von Isofluran erfolgt mittels Kompresse und
dient zur Einleitung der Narkose. (B) Xylazin und (C) Ketamin werden fiir die weitere
Aufrechterhaltung der Narkose mit einer Mischspritze im korrekten Verhaltnis aufgezogen.

Abbildung modifiziert nach Wolff (Wolff, 2017).

2.2.3 Operative Eingriffe und Versuchsdurchfiihrung

2.2.3.1 Katheteranlage und Aufrechterhaltung der Narkose

Fiir die mikrochirurgische Anlage eines vendsen Verweilkatheters wurde die Haut
im linken Halsbereich ventral auf einer Strecke von ca. 2 - 2,5 cm, entlang des
Musculus sternocleidomastoideus, von kranial nach kaudal mit einem Skalpell

inzidiert. Als anatomische Orientierungspunkte fiir die Inzision dienten latero-
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kranial der Angulus mandibulae (Kieferwinkel) und medio-kaudal die Articulatio
sternoclavicularis, die den Ubergang der Clavicula zum Sternum marKiert.
Zundchst wurde der Hautschnitt makroskopisch mittels chirurgischer Schere und
Pinzette erweitert und die Praparation im Bereich des subkutanen Gewebes
vorsichtig in die Tiefe fortgesetzt. Nach Auffinden der Muskelfaszie des M.
sternocleidomastoideus und des M. sternohyoideus sowie der fibrosen Kapsel des
lateralen Schilddriisenpols erfolgte die weitere Darstellung der Vena jugularis
externa samt Begleitvenen unter mikroskopischer Vergrofierung. Mit Hilfe des
mikrochirurgischen Instrumentariums konnte die zervikale Gefafdscheide eréffnet
und die V. jugularis externa zirkular von Anhangsgewebe befreit werden. Wahrend
der gesamten Praparation wurde auf die Schonung der begleitenden nervalen
Strukturen geachtet (Mikami et al,, 2018).

Der freigelegte Abschnitt der V. jugularis externa wurde anschliefend sowohl
proximal als auch distal der geplanten Insertionsstelle des Katheters mit jeweils
einem Gefaf3clip abgeklemmt, sodass die Perfusion in diesem Bereich
unterbrochen war. Fiir die spatere Fixierung des Mikrokatheters (Premicath®,
Vygon GmbH & Co. KG, Aachen, Deutschland) wurde eine Ligatur mit einem
Ethilon® 8-0 Faden (Ethicon®, Norderstedt, Deutschland) um den proximalen
Gefafdanteil vorgelegt. Die Vene wurde weiter distal quer zu ihrem Verlauf inzidiert
und der Katheter bis zum proximalen Gefdficlip inseriert. Nach Entfernen des
proximalen Clips konnte der Mikrokatheter (Premicath® VYGON GmbH & Co. KG,
Aachen, Deutschland) weiter in die Vene vorgeschoben und durch Adaptieren der
vorgelegten Ligatur abschlief3end gesichert werden (Abb. 15) (Ritschl et al.,, 2015).
Der Operationssitus wurde kontinuierlich feucht gehalten und steril abgedeckt.
Der vendse Verweilkatheter ermdglichte intraoperativ sowohl die stetige
Verabreichung von Andsthetika zur Aufrechterhaltung der Narkose als auch die
wiederholte Injektion von Indocyaningriin als Fluoreszenzmittel im Rahmen der
Angiographie. Hierdurch stand das femorale Gefafibiindel der Leistenregion,
welches sonst haufig fiir die Katheteranlage in der Ratte bevorzugt wird, beidseits
fiir die Untersuchung der vorliegenden Fragestellung zur Verfiigung. Hierdurch
konnte im Sinne des 3R-Prinzips (Replace (Vermeiden), Reduce (Verringern),

Refine (Verbessern)) die bendtigte Tieranzahl halbiert werden.
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Abb. 15: Schrittweises Vorgehen bei der Anlage eines intravendsen Mikroverweilkatheters
zur intravaskuliren Applikation von Anisthetika. (A) Darstellung mehrerer konfluierender
Halsvenen lateral der Schilddriise. (B) Der mittig-oben liegende vendse Gefafdabschnitt wird
proximal und distal mit Gefaficlips abgeklemmt und die Durchblutung somit unterbrochen. (C)
Nach Venotomie und Vorlegen einer Ligatur erfolgt die Insertion des Katheters bis zum Gefaf3clip.
(D) Der Clip wird anschlieflend entfernt, der Katheter weiter vorgeschoben und mittels Ligatur
fixiert. Nach Versuchsende kann die Ligatur gelost, der Katheter zurilickgezogen, die Vene

mikrochirurgisch anastomosiert und die Wunde mit einer Hautnaht verschlossen werden.

2.2.3.2 Prdparation der Leistenregion und Darstellung der Femoralgefdfie

Fir die Versuchsdurchfiihrung wurden beide Leistenregionen nacheinander in
analoger Weise prapariert. Die Entscheidung, mit welcher Seite begonnen werden
sollte, erfolgte randomisiert. Zundchst wurde die rasierte Haut im Bereich der
Leiste ca. 2 - 3 cm mittels Skalpell inzidiert, wobei die Schnittfiihrung von medio-
kranial nach latero-kaudal entlang des Verlaufs des femoralen Gefafibiindels
vorgenommen wurde, um ein akzidentielles Durchtrennen der tiefer gelegenen
Strukturen zu vermeiden. Unter Zuhilfenahme einer chirurgischen Schere und
Pinzette erfolgte die makroskopische Praparation der Leistenregion durch

vorsichtiges Spreizen der Hautinzision und des Gewebes bis zum Auffinden des
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zwischen den Muskelfaszien befindlichen femoralen Gefafdbiindels. Im weiteren
Verlauf wurde der zwischen dem Ligamentum inguinale und dem Abgang der
epigastrischen Gefafde liegende Gefafdabschnitt mikrochirurgisch dargestellt, die A.
und V. femoralis voneinader separiert und von Anhangsgewebe zirkumferent
befreit. Flir das gewahlte Transplantationsmodell wurden zudem entlang dieses
Abschnittes alle seitlich abzweigenden Gefafie der Vene und Arterie mit einem
Ethilon® 8-0 Faden (Ethicon®, Norderstedt, Deutschland) ligiert, um die Perfusion
des distal gelegenen Hinterlaufs ausschliefdlich iiber das femorale Gefaf3biindel
erfolgen zu lassen (Abb. 16). Wie unter 2.1 beschrieben, ermdglichte dieses Modell
die Simulation der Durchblutugsverhatnisse eines freien mikrovaskuldren
Komposittransplantats und im Folgenden die Untersuchung der Auswirkung
unterschiedlicher arterieller und vendser Stenosegrade auf die distal gelegene
Gewebeperfusion sowie die lokale Durchblutung am “Gefafdstiel“ des

Transplantats.

Abb. 16: Darstellung des femoralen Gefif3biindels in der Leistenregion unter
mikroskopischer Sicht. (4) Die Hautinzision erfolgt in Verlaufsrichtung der femoralen Gefaf3e. (B)
Auffinden des femoralen Gefaf3-Nervenbiindels in der Tiefe nach makroskopischer Priaparation. Das
weifdlich-schimmernden Leistenband (mittig-rechts) dient als anatomischer medialer

Orientierungspunkt. (C) Mikrochirurgische Darstellung der Gefafe nach Separation von N., A. und
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V. femoralis (v.o.n.u.). Links im Bild ist der Abgang der epigastrischen Gefifde zu sehen. (D)

Darstellung nach Ligatur aller arteriellen und vendsen Seitendste der A. und V. femoralis.

2.2.3.3 Stenosierung der Gefifie

Das in diesem Versuchsaufbau verwendete Konzept der Stenosierung der
femoralen Gefafe basiert auf klinischen und hdamorheologischen Erkenntnissen
aus der kardiovaskularen Medizin (Leistad et al, 2001). Die rheologischen
Zusammenhange bedingen bei Verminderung des Gefafddurschnitts einen Anstieg
des Gefafdwiderstands und folglich ein Absinken des Durchflussvolumens
(ausfiihrlich beschrieben unter 1.2.2). In der klinischen Diagnostik erfolgt die
quantitative Beurteilung einer Stenose, beispielsweise im Rahmen der
Fluoreszenz-Angiographie, durch den Vergleich des Gefafddurchmessers am Ort
der Stenose mit dem Gefafddurchmesser im angrenzenden (nicht-stenosierten)
Gefaflabschnitt. Dabei muss beachtet werden, dass der Durchmesser und der
daraus errechnete Gefafdquerschnitt nicht in einem linearen Verhaltnis zueinander
stehen, sondern einen parabeldhnlichen Zusammenhang aufweisen (Miicke, 2012).
Anhand der Querschnittsformel fiir einen Kreis wird diese quadratische

Abhangigkeit deutlich:
I
— .2
A= 2 d

A beschreibt in dieser Formel die Querschnittsfliche und d den Durchmesser des
Kreises. Fiir die einheitliche Beurteilung der Relevanz einer vaskularen Stenose
erfolgte 1999 durch die American Heart Association (AHA) eine Kklinische
Einteilung auf Grundlage der Reduzierung des Gefafdquerschnitts in fiinf

verschiedene Stenosegrade (Scanlon et al., 1999):

Grad 0 0-24% (sehr geringgradig)

Grad 1 25-49%  (geringgradig)

Grad 2 50-74%  (mittelgradig bis signifikant)
Grad 3 75-99%  (hochgradig bis kritisch)
Grad 4 100 % (kompletter GefdfSverschluss)
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Unter Bertlcksichtigung des Hagen-Poiseuill'schen Gesetzes kommt es bei
gradueller Steigerung der Stenosierung bzw. mit zunehmender Verringerung des
Gefafdquerschnitts auch zu einem Anstieg des Flusswiderstands im Gefaf3. Sofern
durch die physiologischen Kompensationsmechanismen (Fahraeus-Lindqvist-
Effekt, post-stenotische Vasodilatation) keine ausreichende Gegenregulation
erreicht wird, ist in der Folge ein reduziertes Durchflussvolumen zu erwarten
(1.2.2). Besonders im Bereich des mikrovaskularen Gefafdsystems der Ratte ist
diese sog. Flussreserve nicht sehr ausgepragt, wodurch eine geringgradige
Gefafdverengung bereits zu einer relevanten Flusskompromittierung fithren kann

(Miicke, 2012).

Fir die experimentelle Umsetzung des Stenosierungskonzepts wurde das
Gefafdlumen der A. und V. femoralis mit Hilfe eines Ethilon® 9-0 monofilen Fadens
(Ethicon®, Norderstedt, Deutschland) unter Einhaltung eines randomisierten
Protokolls sukzessive verengt und somit eine variable Stenosierung der Gefafde um
25, 50, 75 und 100 % geschaffen (Abb. 17) (Nasser et al., 2015; Yamamoto et al.,
2017). Nach Berechnung der unterschiedlichen Gefaffdurchmesser, die fiir die
Querschnittsverringerung entsprechend der jeweiligen Stenosegrade bendtigt
wurden, erfolgte die metrische Uberpriifung der korrekten standardisierten
Applikation der Ligatur mittels 1/10 mm-Papier unter mikroskopischer Kontrolle.
So musste beispielweise fiir die Umsetzung einer 75 % Stenose der arterielle
Gefafddurchmesser von urspriinglich 1,2 mm auf 0,6 mm reduziert und somit

halbiert werden (Tab. 1).

Stenosegrad 0% 25% 50 % 75 % 100 %
Gefafddurchmesser [mm] | 1,20 1,04 0,85 0,60 0
Gefafdquerschnitt [mm?2] | 1,13 0,85 0,57 0,28 0

Tab. 1: Berechnung der adiaquaten Gefifddurchmesser fiir verschiedene Stenosegrade.
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Abb. 17: Stenosierung der A. femoralis. (A) Vorlegen eines 9-0 monofilen Fadens unterhalb des
arteriellen GefafSlumens. (B) Verengung des Gefifdlumens mittels Ligatur um 25 % des

urspriinglichen Querschnitts.
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2.2.3.4 Experimentelles Protokoll und Evaluation der Perfusion

Fir die Evaluation der Perfusion kamen drei unterschiedliche Monitoring-
Modalititen zum Einsatz: die Indocyaningriin-Videoangiographie (ICG-VA), die
Ultraschall-Durchflussmessung  (Transit Flowmeter) und die Gewebe-
Photospektrometrie (O2C = “oxygen to see”). Die Erfassung des Blutflusses erfolgte
gemdfd experimentellem Protokoll nach Darstellung der Femoralgefifde und

Ligatur der Seitendste (Abb. 18).

Gradder o 25% 50 % 75% 100% 0% 25% 50%  75%  100%
Stenose

02C 02C 02C 02C 02C 02C 02C 02C 02C 02C
Modalitdt  Flow Flow Flow Flow Flow Flow Flow Flow Flow Flow

Legende: O2C = Oxygen to see, Flow = Transit Flowmeter, ICG-VA = Indocyaningriin-Videoangiographie

Abb. 18: Ubersicht des Versuchsablaufs zur Evaluation der Perfusion mittels drei

unterschiedlicher Modalititen.

Zunachst wurden unter stabilen Kreislaufbedingungen mit allen drei Modalitiaten
Referenzmessungen an der A. und V. femoralis sowie am distalen Erfolgsorgan
durchgefiihrt, die im Weiteren als physiologische Basiswerte dienten (Abb. 19 4, B
und C sowie Abb. 20 A). Gemafd des Versuchsprotokolls folgten anschliefdend
nacheinander die Stenosierung der A. femoralis und der V. femoralis um 25, 50, 75
und 100 %, je nach randomisierter Festlegung links- oder rechtsseitig beginnend.
Dabei wurden nach jeder erneuten Reduktion des Gefafddurchmessers der
prastenotische, poststenotische und gegenlaufige (venose/arterielle) Blutfluss mit

Hilfe des Transit-Flowmeters gemessen und die spezifischen Perfusionsparameter
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am distalen Endorgan mittels O2C erfasst. Zusatzlich kam fiir die Erstellung einer
quantitativen und qualitativen Flussanalyse nach jeder Veranderung des
Stenosegrads die ICG-VA zum Einsatz. Zur genauen Dokumentation der Flusswerte
und Perfusionsparameter nach erfolgter Messung sowie zum Vermerk des
Zeitpunktes der ICG-Flussanalyse lag wahrend des Versuchsablaufs ein Protokoll

aus (Tab. 2).

Versuchsprotokoll - Evaluation der Perfusion Versuchsprotokoll - Evaluation der Perfusion
Ratte Nr.: Korperseite: OP-Datum: 02C detailliert:
GefiiB | Stenose l:cm‘.;r Transit Time Flowmeter 02C [Einheit I ‘A femoralis “V.femoralis
e (mifmin; 5 Weete) (30 sec)
A pra l A. post Vene 0% |25% |50% |75% [100% 0% [25% |50% (75% |100%
0% Stant S
(s.0)
3 | -
25% Start »
2 D
£ : (s.0.)
E 50% Start |
e
< S
75% Start: (s.0.)
r
ES
100% Start D
(s.0.)
IcG PR S
GefiB |Stenose| (1mn Transit ‘nmer ﬁlowme(or 02C (s.0.)
| 11-ach) (mifmin; 5 Werte) (30 sec) % |
Arterie V.pra V. post > B
0% 50.0% | so. 0% s.0.0% Start: 5.0.0% (s-0)
25% Stant. S
o 3 (s.0.)
e 50% Stan. T
g b)
K (s.0.)
S 75% Stant
100% Stan.

Anzahl der GefdBabginge
A. femoralis:
V. femoralis:

Tab. 2: Original Versuchsprotokoll fiir die Dokumentation der unterschiedlichen

Perfusionsparameter.

Flir die quantitative Messung des Blutflusses mittels Transit Flowmeter (Transit
Time Perivascular Flowmeter TS420, Transonic Systems Inc., Thaca, New York,
USA) wurde die zugehorige “V“-Flusssonde (Flow Probe 1,5 mm, Katalognummer
MA1PRB, Transonic Systems Inc., Thaca, New York, USA) so am Gefaf3 positioniert,
dass die beiden hellblauen “Fliigel“ auf der einen Seite des Gefdfies und der
metallene Reflektor auf der anderen zum Liegen kamen, ohne die Durchgangigkeit

des Gefdfllumens zu beeintrachtigen (Abb. 19 D, E und F). Die Evaluation des
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Durchflussvolumens erfolgte stets im feuchten Milieu, um fehlerhafte
Abweichungen im Verlauf der Messung zu vermeiden.

Die Erfassung der Gewebeperfusion am distalen Endorgan geschah mit Hilfe des
02C-Geréts (LEA Medizintechnik GmbH, Giessen) durch druckloses Auflegen der
Messsonde im rasierten Hautbereich der Innenseite des distalen Hinterlaufs der

jeweiligen Korperseite (Abb. 19 C).

Abb. 19: Evaluation der Perfusion mittels Ultraschall-Durchflussmesser und Gewebe-

Photospektrometrie. (A und B) Referenzmessung an der A. und V. femoralis mittels Ultraschall-
Durchflussmessung (Transit Flowmeter) und (C) am distalen Erfolgsorgan mittels Gewebe-
Photospektrometrie (02C) zur Erfassung der Flow-, Velo-, Hb-, und SOz-Basiswerte. (D) Ultraschall-
Durchflussmessung vor der kiinstlich erzeugten Stenose, (E) hinter der Stenose und (F) am

vendsen Gegengefafs.

Im Rahmen der ICG-VA wurde auf den zu Versuchsbeginn in der V. jugularis
angelegten Mikroverweilkatheter zuriickgegriffen, iiber den eine wiederholte
intravendse Applikation des ICG-Kontrastmittels problemlos méglich war. Fir die
Herstellung eines intravends applizierbaren Kontrastmittels musste zuvor das
fluoreszierende Farbstoffpulver (ICG-Pulsion®, Pulsion Medical Systems AG,
Miinchen, Deutschland) in destilliertem Wasser (Aqua ad iniectabilia®, B. Braun
Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) gelost und auf eine 1 ml-Spritze
aufgezogen werden (Abb. 21).

Im Anschluss erfolgte vor jeder Flussanalyse die Adjustierung des Kamerafokus

mittels im OP-Mikroskop (OPMI® Pentero® Carl Zeiss AG, Oberkochen,
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Deutschland) integrierter Autofunktion und die i.v. Injektion von 0,3 ml ICG-
Kontrastmittel, ohne dass die maximale Dosis von 0,3 mg/kg Koérpergewicht
tiberschritten wurde. Um ein Ausfallen des ICG-Farbstoffes zu verhindern und den
Katheter = gdngig zu  halten, musste der  Mikrokatheter = nach
Kontrastmittelapplikation mit 0,1 ml NaCl gespult werden. Die standardisierte
Aufnahmedauer der ICG-Fluoreszenzangiographie betrug 2 min und erfolgte bei
abgedunkeltem Raumlicht. Nach Abschluss der ICG-VA konnten mit Hilfe der
FLOW®800-Visualisierungssoftware (FLOW® 800, Carl Zeiss AG, Oberkochen,
Deutschland) manuell sog. ROIs (“Regions of Interest”) im Gefafdverlauf gesetzt
werden, auf deren Grundlage die graphische Darstellung der Flussanalyse erfolgte.
Die berechneten Flussdaten bezogen sich in diesem Setting ausschlief3lich auf den
Gefafdabschnitt, in dem die ROIs zum Liegen kamen. Zusatzlich wurden sowohl die
Anflutungszeit des Kontrastmittels farblich-codiert auf dem Bildschirm des OP-
Mikroskops wiedergegeben, als auch die maximale Intensitit des ICG-
Fluoreszenzsignals wahrend der arteriellen und vendsen Durchblutungsphasen

abgebildet (Abb. 20 v.o.n.u. B und C).
Nach einer zehnmintitigen Pause zur Kreislaufstabilisation und Abflutung des ICG-

Signals wurden die apparativen Messungen an den Femoralgefafden der anderen

Korperseite in analoger Vorgehensweise wiederholt und dokumentiert.
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Abb. 20: Flussanalyse der Femoralgefifie mittels ICG-Videoangiographie. (v..n.r.) (4)
Referenzmessung der A. und V. femoralis zur Erfassung des ICG-Basiswertes. (B) Stenosierung der
A. fem. um 75 %. (C) Stenosierung der V. fem. um 75 %. (v.o.n.u.) Die erste Aufnahme zeigt die
Anflutzeit des ICG-Kontrastmittels in Sekunden, die zweite Darstellung die maximale Intensitit des
Fluoreszenzsignals, welche durch die Infrarotkamera detektiert wurde. Durch das Positionieren
sog. ROIs (“Regions Of Interest“) nach der Angiographie ldsst sich durch die FLOW®800-Software in
diesen Bereichen eine Flussanalyse durchfiihren, welche die Evaluation der Perfusion graphisch

darstellt.
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4 ®
Ampuwa
Lasungsmittel zur Herstellung
Wasser fiir Injektionszwecke U

Anwendungen
| 1000 ml enthalten:
Wasser fiir Injektionszwec

Nur verwenden, wenn LO:
und Behaltnis unbeschad

Abb. 21: ICG-PULSION® und Aqua ad iniectabilia. (4) Aqua ad iniectabilia fiir die Herstellung von
parenteralen Injektionslosungen (Ampuwa®, Fresenius Kabi Deutschland GmbH, 61346 Bad
Homburg v.d.H., Deutschland). (B) ICG-Pulsion als Pulver in einer lichtgeschiitzten Ampulle (ICG-
Pulsion®, Pulsion Medical Systems AG, Miinchen, Deutschland). (€) 1 ml-Injektionsspritze mit
Markierung in 0,1 ml-Schritten und Kaniile. (D) Intravends applizierbares ICG-Kontrastmittel

aufgezogen fiir die Injektion via Mikroverweilkatheter.

2.2.3.5 Euthanasie der Tiere

Die Tiere wurden nach Beendigung der jeweiligen Versuchsreihe (100 %
Stenosierung der V. femoralis der zweiten Leistenregion) noch wahrend der
Narkose mittels Uberdosierung der Narkosemittel und durch Entbluten

euthanasiert (Close et al,, 1996, 1997).

2.2.3.6 Aufbereitung und Auswertung der Daten

Alle Messdaten wurden nach Versuchsbeendigung auf einem tragbaren
Speichermedium gesichert. Die Aufbereitung und Auswertung der gewonnen
Daten aus den ICG-Flussanalysen erfolgten nach Einsatz der FLOW®800-
Visualisierungssoftware gemafd eines eigens erstellten Protokolls (siehe Anhang

“Leitfaden zur Auswertung der ICG-Angiographie®, Abschnitt 7.2).
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Die mittels Ultraschall-Durchflussmessung (Transit Flowmeter) und Gewebe-
Photospektrometrie (02C) ermittelten Werte wurden ohne weitere Aufbereitung

der statistischen Analyse zugefiihrt.

2.3 Instrumente und technische Apparaturen

Die tierexperimentellen Untersuchungen zur Auswirkung unterschiedlicher
Stenosegrade der zu- und abfiihrenden Gefdfde auf die Gewebeperfusion des
distalen Erfolgsorgans fanden im mikrochirurgischen Labor der Abteilung fiir
Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie des Klinikums rechts der Isar der
Technischen Universitdt Miinchen statt. Der Arbeitsplatz wurde zu Beginn eines
jeden Versuchs mit den benétigten  Monitoring-Apparaturen  und
mikrochirurgischen Instrumenten hergerichtet. Anschlief3end erfolgte die

Durchfiihrung der Versuche unter sterilen Bedingungen.

2.3.1 Mikrochirurgisches Instrumentarium

Fir die operativen Eingriffe wurden unterschiedliche makro- und
mikrochirurgische Instrumente bendétigt. Die anfanglich makroskopische
Praparation der Halsregion (zur Anlage eines vendsen Katheters) sowie der
Leistenregion (zum Auffinden des femoralen Gefafdbiindels) wurde mit Hilfe einer
anatomischen und chirurgischen Pinzette, einer Schere und unterschiedlichen
Einmal-Skalpellen durchgefiihrt. Unter mikroskopischer Vergrofderung kam im
weiteren Verlauf der Operation ein mikrochirurgisches Instrumentarium der
Firma S&T (Spingler & Tritt, Neuhausen, Schweiz) zum Einsatz. Dieses bestand u.a.
aus einer Mikroschere, zwei unterschiedlichen Mikropinzetten mit abgewinkelten
und geraden Branchen, einem mikrochirurgischen Nadelhalter, einem
Gefafddilatator und einer Clip-Pinzette. Zusatzlich wurden Einzelklemmen, ein
venoser Mikrokatheter und weitere Hilfsmittel, wie bspw. Tupfer und
Kompressen, bei der operativen Versuchsdurchfiihrung verwendet.

Die Ligatur der Seitendste der A. und V. femoralis, die Sicherung des
Mikrokatheters sowie die sukzessive Einengung des Gefaf3lumens erfolgten mit
Hilfe von mikrochirurgischem Nahtmaterial der Firma Ethicon® (Ethilon® 8-0 und

9-0 monofiler Faden, Ethicon®, Norderstedt, Deutschland).
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Abb. 22: Mikrochirurgisches Instrumentarium. Im oberen Bildabschnitt zu sehen: Premicath®-
Mikroverweilkatheter mit Dreiwegehahn, 1ml-Spritze fiir die Anasthetika-Verabreichung und ICG-
Applikation, mikrochir. Gefafclips in untersch. Grofde und Ausfiihrung, Bepanthen®-Salbe fiir den
Augenschutz der Ratte, Einmalrasierer (v.Ln.r.). Im unteren Bildabschnitt zu sehen: kleine u. grofde
makrochir. Pinzette, Schere, Skalpell mit bauchiger Klinge, Approximatorpinzette fiir Gefaf3clips,
Mikronadelhalter, gerade u. gebogene Mikroschere, gerade u. abgewinkelte Mikropinzette,
Mikrogefafddilatator, kleine Mikropinzette, kleine Mikroschere, Mikro-Bipolar-Pinzette zur

Koagulation (v.Ln.r.). Rechts im Bild: mikrochir. Ethilon®-Nahtmaterial in untersch. Gréf3en.

2.3.2 Technische Apparaturen

Die heute auf dem Markt etablierten Monitoringtechniken lassen sich vereinfacht
in zwei Hauptgruppen einteilen. Dabei bilden Verfahren zur Evaluation der
Gewebeperfusion und hamodynamischer Parameter die eine Gruppe. Die andere
Gruppe umfasst unterschiedliche Verfahren, die in erster Linie die Oxygenierung
des Gewebes und den Hamoglobingehalt des Blutes erfassen. Die Funktionsweisen
der technischen Apparaturen zur Evaluation der Perfusion, welche im Rahmen der
vorliegenden Arbeit zur Anwendung kamen, wurden bereits eingangs ausfiihrlich
beschrieben (siehe 1.3) und sollen daher im Folgenden nur noch durch einige

technische Daten erganzt werden.
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2.3.2.1 Transit Flowmeter

Die Ultraschall-Durchflussmesung an den arteriellen und venésen Mikrogefafden
erfolgte mit dem clamp-on Transit Time Flowmeter® der Firma Transonic Systems
Inc. (Transit Time Perivascular Flowmeter TS420, Transonic Systems Inc., Thaca,
New York, USA), einem Prazisionsmessgerat flir physiologische und rheologische
Fragestellungen im Rahmen tierexperimenteller Forschung. Es existieren
unterschiedlich-gestaltete Sonden fiir die vaskuldre Flussmessung, die in
Abhdngigkeit der Dimension der Zielgefile und des bevorzugten
Anwendungsbereichs mit der Messstation kombiniert werden kénnen. Die sog.
“V“-Sonde (Flow Probe 1,5mm, Katalognummer MA1PRB, Transonic Systems Inc.,
Thaca, New York, USA) ermoglichte in der vorliegenden Arbeit die Durchfiihrung
der Blutflussmessungen durch druckloses Anliegen an der A. und V. femoralis,
ohne den Gefafddurchmesser zu kompromittieren und den Stenosegrad zu
verfdlschen. Die Durchflussmessungen erfolgten im “Measure-Mode“ (MEA) mit

einem Filter-Setting von 0,1 ml/min (Abb. 23).
a4 ‘ B

transonic

Abb. 23: Transit Time Perivascular Flowmeter TS420. (A) Messstation TS420 mit frontaler
Verbindungsstelle fiir die “V“-Sonde. (B) “V“-Flusssonde mit und ohne Verriegelung. Abbildungen

modifiziert nach www.transonic.com.

2.3.2.2 02C

Das 02C-Messgerat der Firma LEA Medizintechnik GmbH (LEA Medizintechnik
GmbH, Giessen, Deutschland) ermoglicht eine nicht-invasive simultane
Durchfithrung von Laser-Doppler-Flussmessung und Gewebespektrometrie zur

Evaluation der mikrovaskuliren Gewebeperfusion. Mit Hilfe der Messsonde
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werden relativer Blutfluss (Flow), Blutflussgeschwindigkeit (Velocity), relativer
Hamoglobingehalt (Hb) und kapillar-venése Sauerstoffsattigung des Hamoglobins
sowohl in einer oberflachlichen Gewebeschicht als auch in bis zu 15mm Tiefe
erfasst. Die Darstellung der gemessenen Parameter erfolgt metrisch (in Prozent

bzw. arbitraren Einheiten) und graphisch auf dem integrierten Bildschirm des

02C-Gerats in Echtzeit und kann tiber eine Tastatur gesteuert werden.

Abb. 24: 02C-Messgerit. (A) Messstation. (B) Metrische und graphische Bildschirmanzeige der

Perfusionsparameter. (C) Messsonde. Abbildungen modifiziert nach www.lea.de.
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2.3.2.3 OPMI Pentero®

Die operativen Eingriffe unter
mikroskopischer Vergréfderung und
die Durchfiihrung der Flussanalysen
mittels [CG-Angiographie erfolgten
mit Hilfe des OP-Mikroskops
Pentero® der Firma Zeiss (OPMI®
Pentero®, Carl Zeiss AG, Oberkochen,
Deutschland). Die integrierte
Infrarotkameratechnik und
FLOW®800-Visualisierungssoftware

(INFRARED® 800 und FLOW® 800,
Carl Zeiss AG, Oberkochen,
Deutschland) ermoglichten in
Kombination = mit  einer  ICG-
Kontrastmittelapplikation die

qualitative und quantitative

Erfassung der Perfusion, sowie das

Aufnehmen und Speichern von Abb. 25: OP-Mikroskop PENTERO® der Firma

intraoperativen Videos und Fotos. ZeiSS:

Diese konnten wahrend der Analyse in Echtzeit auf dem Bildschirm des OP-
Mikroskops iiberwacht und im Anschluss mittels Touch-Funktion modifiziert
werden. Die Ausrichtung des Tubus erfolgte gegengewichtsbalanciert und konnte
in beliebiger Position fixiert werden. Das Operationsfeld wurde durch zwei Xenon-
Lichtquellen ausgeleuchtet. Mit Hilfe einer automatischen Zoom- und Fokus-
Funktion am rechten Positionierungsgriff wurden die prazise Darstellung von
mikroskopischen Strukturen und das mikrochirurgische Arbeiten in einem stark
vergroflerten Sichtbereich erleichtert. Nach Versuchsbeendigung erfolgte die
FLOW®800-gestlitzte Auswertung der Flussmessungen am OP-Mikroskop. Die
weitere Aufbereitung und Auswertung der Analysedaten erfolgte im Anschluss

nach Ubertragung der Daten auf einem externen Computer.
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2.4 Statistische Methodik

Die Messdaten aller Versuchsreihen wurden zunachst gesammelt in das
Tabellenkalkulationsprogramm Microsoft Excel (Microsoft® Excel® for Mac,
Version 14.7.7, Microsoft Corporation) iibertragen und unter Verwendung eines
eigens-erstellten Tabellendesigns fiir die anschliefiende statistische Auswertung
aufbereitet. Im Rahmen der deskriptiven Statistik erfolgte die Bestimmung der
Mittel- bzw. Medianwerte und Standardabweichungen aller erhobenen Werte. Fiir
die statistische Auswertung der ICG-Flussanalyse-Daten erwiesen sich finf
Parameter als geeignet: die Bestimmung des ersten und zweiten Maximums des
ICG-Signals, der maximalen Anflutung bzw. Steigung bis zum ersten Maximum, des
maximalen Kurvengefalles und der Flache unter der Kurve (AUC = Area under the
curve) (Micke, 2012). Die graphische Illustration wurde in Form von
Liniendiagrammen und Boxplots realisiert. Im Rahmen der explorativen Statistik
erfolgte mit Hilfe der Software “Statistical Package for the Social Sciences” (SPSS
for MAC, release 21.0, 2015, SPSS Inc., Chicago, USA) eine Beurteilung der
unterschiedlichen Stenose-Konditionen und Klassifizierung der einzelnen
Parameter anhand einer Random-Forest-Analyse und eines Cohen-Kappa-Tests.
Die Random-Forest-Analyse beinhaltete 5000 binare Entscheidungsbaume, sodass
eine ausreichende Stabilitat des Vorhersagemodells gewahrleistet werden konnte.
Hierbei kam die Software “R“ (R Foundation for Statistical Computing, Version
3.5.0, Vienna, Austria) und die darin enthaltene Funktion “cforest()“ zum Einsatz,
welche bis auf die Anzahl der Entscheidungsbdume unverdndert in ihrer
Standardform angewandt wurde. Anschlief3end erfolgte eine Receiver Operating
Characteristic (ROC) curve Analyse zur Uberpriifung der Validitiat der Ergebnisse.
Flr alle statistischen Berechnungen galt ein Signifikanzniveau von p kleiner als
0,05. Werte unterhalb dieses Signifikanzniveaus wurden als statistisch nicht-
signifikant bezeichnet, alle dartiberliegenden Werte dementsprechend als

signifikant. Das Konfidenzintervall wurde mit 95 % angegeben.
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der deskriptiven Statistik

Im Rahmen der experimentellen Phase wurden insgesamt 20 Ratten erfolgreich an
den Hinterldufen (beidseits) operiert. Die intraoperative, intravendse Applikation
des ICG-Fluoreszenzfarbstoffes wurde ohne Auftreten von allergischen Reaktionen
oder etwaigen Zwischenfalle gut toleriert und alle Tiere tliberlebten die operative
Versuchsdurchfiihrung. Die Mittelwerte der untersuchten Versuchsparameter
werden samt ihres jeweiligen Werteintervalls, welches sich vom Minimum zum
Maximum erstreckt, durch die entsprechenden Tabellen (Tab. 3 - Tab. 6)
wiedergegeben. Zur deutlicheren Illustration erfolgte die graphische Aufbereitung
der Versuchsergebnisse in Form von Boxplot- und Linien-Diagrammen (Abb. 26 -
Abb. 31). Insgesamt wurden 520 Flussmessungen mittels Transit-Flowmeter sowie
520 Perfusionsanalysen mit Hilfe der ICG-Videoangiographie und
korrespondierendem FLOW®800-Softwaretool an jeweils 40 Femoralarterien und

-venen durchgefiihrt und ausgewertet.

3.1.1 Flussmessungen mit dem Transit Flowmeter

Die Analyse der Flussmessungen unter Etablierung verschiedener arterieller und
venoser Stenosegrade zeigte in allen drei Untersuchungsregionen, d.h. pra- und
poststenotisch sowie im Bereich des korrespondierenden arteriellen oder vendsen
Gegengefafdes, einen annahernd linearen Abfall des Blutflusses (Abb. 26 und Tab.
3). Die medianen arteriellen Blutflusswerte im Bereich proximal der Stenose lagen
respektive unter 0%-, 25%-, 50%-, 75%- und 100%-Stenosierung bei 1,86 ml/min
(0,42-3,24), 1,39 ml/min (0,20-2,94), 0,92 ml/min (0,22-2,74), 0,36 ml/min (0,08-
1,66) und 0,00 ml/min (0,00-0,34). Im Gefafdabschnitt distal der Stenose lagen die
medianen arteriellen Blutflusswerte respektive unter 25%-, 50%-, 75%- und
100%-Stenosierung bei 1,18 ml/min (0,26-2,76), 0,70 ml/min (0,14-2,44), 0,20
ml/min (0,04-1,40) und 0,00 ml/min (0,00-0,30). Da es ohne vorherige
Etablierung eines Stenosegrades folglich unmoglich ist, einen poststenotischen
arteriellen Blutflusswert zu erheben, fungierte der o.g. Blutflusswert fiir 0%
Stenose als arterieller Basisreferenzwert. Wie eingangs unter 2.1 beschrieben

erfolgte der vendse Rickfluss im Hinterlauf der Ratte im Sinne eines
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mikrovaskuldren Transplantationsmodells ausschliefdlich tiber die V. femoralis
und betrug respektive unter 0%-, 25%-, 50%-, 75%- und 100%-Stenosierung der
A. femoralis 1,58 ml/min(0,46-2,86), 1,28 ml/min (0,26-2,34), 1,00 ml/min (0,24-
2,06), 0,46 ml/min (0,08-256) und 0,13 ml/min (0,00-1,16) (Abb. 26 A und C).

Die mittleren vendsen Blutflusswerte im Bereich proximal der Stenose lagen
respektive unter 0%-, 25%-, 50%-, 75%- und 100%-Stenosierung bei 1,58
ml/min(0,46-2,86), 1,22 ml/min (0,20-2,94), 0,85 ml/min (0,14-2,62), 0,29
ml/min (0,06-1,32) und 0,01 ml/min (0,00-0,70). Distal der Gefaf3stenose der V.
femoralis lagen die mittleren vendsen Blutflusswerte respektive unter 25%-, 50%-,
75%- und 100%-Stenosierung bei 1,05 ml/min(0,20-2,78), 0,69 ml/min (0,10-
2,48), 0,21 ml/min (0,04-1,28) und 0,01 ml/min (0,00-0,36). Die
Durchflussmessung in der korrespondierenden A. femoralis ergab respektive
unter 0%-, 25%-, 50%-, 75%- und 100%-Stenosierung der V. femoralis 1,86
ml/min (0,42-3,24), 1,46 ml/min (0,28-3,04), 1,13 ml/min (0,26-2,98), 0,85
ml/min (0,16-3,12) und 0,53 ml/min (0,08-2,34) (Abb. 26 B und D).
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Abb. 26: Deskriptive Ergebnisse der Flussmessung mittels Transit Flowmeter. Graphische
Darstellung des mittleren arteriellen und venésen Blutflusses in ml/min bei variierender arterieller

(A und C) und venoser (B und D) Stenosierung in Form von Liniendiagrammen und Boxplots.
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Stenose Arterie priastenot. Arterie poststenot. V. femoralis
[ml/min] [ml/min] [ml/min]
0% 1,86 (0,42-3,24) / 1,58 (0,46-2,86)
25% 1,39 (0,2-2,94) 1,18 (0,26-2,76) 1,28 (0,26-2,34)
50% 0,92 (0,22-2,74) 0,7 (0,14-2,44) 1,0 (0,24-2,06)
75% 0,36 (0,08-1,66) 0,2 (0,04-1,4) 0,46 (0,08-2,56)
100% 0,0 (0,0-0,34) 0,0 (0,0-0,3) 0,13 (0-1,16)
Stenose Vene priastenot. Vene poststenot. A. femoralis
[ml/min] [ml/min] [ml/min]
0% 1,58 (0,46-2,86) / 1,86 (0,42-3,24)
25% 1,22 (0,2-2,94) 1,05 (0,2-2,78) 1,46 (0,28-3,04)
50% 0,85 (0,14-2,62) 0,69 (0,1-2,48) 1,13 (0,26-2,98)
75% 0,29 (0,06-1,32) 0,21 (0,04-1,28) 0,85 (0,16-3,12)
100% 0,01 (0,0-0,7) 0,01 (0,0-0,36) 0,53 (0,08-2,34)

Tab. 3: Mittlere Flusswerte einschliefdlich Intervall bei variierenden Stenosegraden der A.

und V. femoralis.

3.1.2 Perfusionsevaluation mittels simultaner Laser-Doppler-Flussmessung und

Gewebespektrometrie

Die mittels simultaner Gewebespektrometrie und Laser-Doppler-Flussmessung
(0O2C®) untersuchten Parameter zeigten allesamt, sowohl in den oberflachlichen (S
fir engl. “superficial“) als auch den tiefer gelegenen (D fiir engl. “deep®)
Gewebeschichten des Hinterlaufs, einen kontinuierlichen Abfall der Werte bei
zunehmender Stenosierung der A. femoralis (Abb. 27 A, C und E). Unter Zunahme
der venodsen Stenosierung der V. femoralis konnte ein Anstieg der
Sauerstoffsattigung (SOz D) und der Hamoglobinkonzentration (Hb D) in den
tieferen Detektionsebenen verzeichnet werden (respektive von 58,0 AU (21,0-
88,0) auf 64,0 (0,0-96,0), 70,5 (36,0-118,0) und schlief’lich 76,0 (32,0-124,0)). Alle
anderen Parameter zeigten wahrend der Stenosierung der Vene einen Werteabfall

in den oberflachlichen und tiefer gelegenen Gewebeschichten (Abb. 27 B, D und F).
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Abb. 27: Deskriptive Ergebnisse der Perfusionsevaluation mittels simultaner Laser-Doppler-
Flussmessung und Gewebespektrometrie. Graphische Darstellung der unterschiedlichen
Parameter bei variierender arterieller (4, C und E) und vendser (B, D und F) Stenosierung in Form

von Liniendiagrammen und Boxplots.
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Param. Gefif} 0% 25% 50% 75% 100%
S0z S A. fem. 18,5 26,0 16,5 13,0 7,5
(1,0-55,0) (1,0-60,0) (1,0-54,0) (1,0-54,0) (0,0-68,0)
V. fem. 18,5 19,5 18,5 15,0 16,0
(1,0-55,0) (1,0-55,0) (0,0-57,0) (1,0-42,0) (1,0-43,0)
Hb S A. fem. 76,0 76,5 73,5 71,5 69,5
(51,0-89,0) (55,0-93,0) (61,0-90,0) (52,0-103,0) (58,0-93,0)
V. fem. 76,0 69,0 70,0 71,0 69,5
(51,0-89,0) (61,0-91,0) (60,0-97,0) (53,0-92,0) (49,0-99,0)
Velo S A. fem. 15,5 15,5 14,5 14,0 10,0
(9,0-51,0) (7,0-63,0) (6,0-55,0) (2,0-48,0) (1,0-28,0)
V. fem. 15,5 18,0 22,0 15,5 15,5
(9,0-51,0) (9,0-60,0) (8,0-59,0) (5,0-59,0) (1,0-45,0)
Flow S A.fem. 65,0 61,0 43,0 38,0 18,0
(4,0-309,0) (5,0-284,0) (2,0-231,0) (1,0-187,0) (1,0-132,0)
V. fem. 65,0 60,0 74,5 56,5 50,5
(4,0-309,0) (13,0-322,0) (6,0-306,0) (5,0-295,0) (1,0-297,0)
S0:D A. fem. 58,0 62,0 126,4 58,0 56,0
(21,0-88,0) (45,0-96,0) (40,0-84,0) (19,0-73,0) (0,0-87,0)
V. fem. 58,0 62,5 64,5 65,0 64,0
(21,0-88,0) (0,0-87,0) (47,0-99,0) (35,0-95,0) (0,0-96,0)
Hb D A. fem. 70,5 68,5 72,5 73,0 67,0
(36,0-118,0) (45,0-149,0) (49,0-137,0) (51,0-108,0) (46,0-101,0)
V. fem. 70,5 70,5 72,0 73,0 76,0
(36,0-118,0) (54,0-115,0) (52,0-155,0) (50,0-110,0) (32,0-124,0)
Velo D A. fem. 25,0 27,0 22,0 16,5 13,0
(10,0-54,0) (10,0-63,0) (10,0-55,0) (7,0-45,0) (6,0-22,0)
V. fem. 25,0 26,0 26,0 23,5 22,0
(10,0-54,0) (11,0-52,0) (9,0-61,0) (8,0-59,0) (6,0-36,0)
Flow D A. fem. 129,0 123,5 100,0 69,5 49,5
(28,0-269,0) (28,0-278,0) (25,0-267,0) (6,0-252,0) (4,0-118,0)
V. fem. 129,0 120,0 126,0 107,0 96,0
(28,0-269,0) (45,0-243,0) (13,0-265,0) (10,0-300,0) (4,0-242,0)

Abkiirzungen: SOz = Sauerstoffsattigung; Hb = Himoglobinkonzentration; Velo = Flussgeschwindigkeit; Flow =

Blutfluss; S = oberflachlich; D = tief; A./V. fem. = A. oder V. femoralis; Param = Parameter

Tab. 4: Mittlere perioperative Ergebnisse der simultanen Laser-Doppler-Flussmessung und

Gewebespektrometrie (02C®) einschliefilich Intervall bei variierender Stenosierung der A.

und V. femoralis.
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3.1.3 Perfusionsanalyse mittels Indocyaningriin-Videoangiographie und integrierter

FLOW 800° Software

Die quantitative Perfusionsanalyse mit Hilfe der ICG-Videoangiographie und
integrierter FLOW 800® Software zeigte einen akuten Abfall aller untersuchten
Parameter (erstes und zweites Maximum, maximaler Anstieg und Abfall sowie die
“Area under the curve“ (AUCIG)) in den prastenotischen Gefidfdabschnitten bei
75% und 100% Stenose der A. femoralis. Die Evaluation der im Bereich der
poststenotischen Gefafiregion erhobenen Werte ergab einen leichten v-féormigen
Abfall aller Parameter bei 25% Stenose der A. femoralis. Ab einem arteriellen
Stenosierungsgrad von 75% und dariiber war ein kontinuierlicher Abfall aller
Parameter zu beobachten, allerdings ohne je 0 arbitrare Einheiten (engl. arbitrary
units [AU]) zu erreichen. In den untersuchten Gefifdregionen der
korrespondierenden V. femoralis kam es unter 25% Stenosierung der A. femoralis
konsekutiv zu einem Anstieg aller Parameter, gefolgt von einem nahezu linearen
Abfall (Abb. 28 A und B; Abb. 29 4, C und E; Abb. 30; Tab. 5).

Im Rahmen der Etablierung vendser Stenosierungsgrade zeigten alle pra- und
poststenotisch erhobenen Parameter einen kontinuierlichen Abfall bei 50% und
75% Stenose der V. femoralis, nachdem zuvor unter 25% Stenose ein leichter
Anstieg verzeichnet wurde. Bei einem vendsen Stenosierungsgrad von 100% kam
es zu einem Anstieg des ersten und zweiten Kurvenmaximums. Die “Area under
the curve” (AUCICG) fiel unter 50%, 75% und schlief3lich 100% Stenose der V.
femoralis deutlich ab. Unabhdngig vom Grad der Stenose der V. femoralis waren
alle an der korrespondierenden A. femoralis erhobenen und evaluierten Parameter
vergleichbar mit denen der arteriellen Referenzmessung bei 0% Stenose der Vene

(Abb. 28 C und D; Abb. 29 B, D und F; Abb. 31; Tab. 6).
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Abb. 28: Deskriptive Ergebnisse der Perfusionsanalyse mittels ICG-Videoangiographie und
integrierter FLOW 800® Analysesoftware. Graphische Darstellung der unterschiedlichen
Parameter bei variierender arterieller (A und B) und vendéser (C und D) Stenosierung in Form von
Liniendiagrammen. Hierbei wurden das erste und zweite Maximum sowie die Flache unter der
Kurve (engl. area under the curve (AUC)) zeitgleich in drei unterschiedlichen Gefafiregionen (engl.
regions of interest (ROI)) bei variierender Stenosierung analysiert. Die Positionierung der ROIs
erfolgte standardisiert im pra- und poststenotischen Gefafsabschnitt sowie im korrespondierenden

arteriellen oder vendsen Gegengefaf3.
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Abb. 29: Deskriptive Ergebnisse der Perfusionsanalyse mittels ICG-Videoangiographie und

integrierter FLOW 800® Analysesoftware als Boxplots. Die zeitgleiche Analyse des ersten und

zweiten Maximums, des maximalen Anstiegs und Abfalls sowie der Area under the curve erfolgte

sowohl unter variierender arterieller (4, C und E) als auch venéser (B, D und F) Stenosierung in drei

spezifischen Gefdfiregionen (prastenotisch, poststenotisch und

am Korrespondierenden

Gegengefafd). Die ICG-Intensitat wurde fiir alle Parameter in arbitraren Einheiten (AU) registriert.
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Abb. 30: Perfusionsanalyse mittels ICG-Videoangiographie und integrierter FLOW 800%®
Software bei variierenden arteriellen Stenosegraden. (v..n.r.) Die erste Sdule zeigt die
intraoperative, farblich-kodierte Perfusionsanalyse mittels integrierter FLOW 800® Software. Die
zweite und dritte Sdule zeigt die ICG-VA in der arteriellen und vendsen Durchblutungsphase mit
jeweils drei definierten und durch farbige Quadrate gekennzeichneten Untersuchungsregionen
(prastenotisch, poststenotisch und am korrespondierenden GegengefafR). Die nicht-parametrische
Analyse der erfassten ICG-Intensitit bei variierender arterieller Stenosierung im zeitlichen Verlauf
wird in der vierten Sdule in Form eines Graphen dargestellt. Die farblich kodierten ROIs (Saule 3)

korrelieren mit den jeweiligen Kurvenverlaufen der entsprechenden Farbe.
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Abb. 31: Perfusionsanalyse mittels ICG-Videoangiographie und integrierter FLOW 800%®
Software bei variierenden venosen Stenosegraden. (v..n.r.) Die erste Sdule zeigt die
intraoperative, farblich-kodierte Perfusionsanalyse mittels integrierter FLOW 800® Software. Die
zweite und dritte Sdule zeigt die ICG-VA in der arteriellen und vendsen Durchblutungsphase mit
jeweils drei definierten und durch farbige Quadrate gekennzeichneten Untersuchungsregionen
(prastenotisch, poststenotisch und am korrespondierenden Gegengefif3). Die nicht-parametrische
Analyse der erfassten ICG-Intensitit bei variierender venoser Stenosierung im zeitlichen Verlauf
wird in der vierten Sdule in Form eines Graphen dargestellt. Die farblich kodierten ROIs (Saule 3)

korrelieren mit den jeweiligen Kurvenverldaufen der entsprechenden Farbe.
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1. Max 2. Max Max. Anstieg | Max. Abfall AUC
0% 469,6 465,7 0,46 -0,13 217,577
A. fem. (148,3-955,5) (142,2-894,3) (0,07-4,64) (-0,43-(-0,02)) | (19,490-478,345)
0% 98,1 194,6 0,05 -0,02 154,149
V. fem. (10,5-478,2) (29,6-526,7) (0,01-0,29) (-0,23-(-0,02)) | (28,280-306,007)
25% 517,5 480,8 0,35 -0,13 215,930
pristen. (91,5-999,6) (131,7-879,4) (0,07-1,2) (-0,25-(-0,4)) (35,245-479,599)
25% 439,7 422,2 0,29 -0,12 190,059
poststen. (98,1-872,8) (132,1-767,5) (0,06-0,89) (-0,31-(-0,0)) (31,886-425,727)
25% 91,9 2021 0,05 -0,02 139,254
V. fem. (15,6-572,5) (27,5-634,7) (0,01-0,26) (-0,16-(-0,01)) | (40,976-392,915)
50% 528,5 467,6 0,3 -0,14 190,432
prasten. (10,6-978,9) (0,0-859,5) (0,03-1,27) (-0,35-(-0,03)) | (0,0-456,781)
50% 479,3 434,3 0,35 -0,13 188,260
poststen. (9,7-948,6) (0,0-809,5) (0,03-1,15) (-0,32-(-0,01)) | (0,0-443,019)
50% 62,0 172,3 0,04 -0,02 134,757
V. fem. (14,2-300,9) (4,4-435,8) (0,02-0,35) (-0,15-(-0,01)) | (0,0-291,841)
75% 130,6 161,2 0,1 -0,74 103,051
prasten. (7,8-851,9) (13,5-766,2) (0,02-1,36) (-0,34-(-0,0)) (0,0-390,251)
75% 154,3 170,6 0,07 -0,05 93,534
poststen. (5,6-890,4) (16,9-785,2) (0,02-1,31) (-0,25-(-0,01)) | (4,546-391,633)
75% 43,2 80,8 0,03 -0,02 77,617
V. fem. (1,4-450,9) (18,5-560,1) (0,01-0,71) (-0,1-(-0,0)) (0,0-358,659)
100% 28,9 41,6 0,04 -0,03 26,762
prasten. (3,6-614,9) (7,3-625,4) (0,02-3,55) (-0,24-(-0,0)) (0,0-250,227)
100% 28,1 51,3 0,03 -0,02 37,925
poststen. (3,6-809,8) (12,7-809,1) (0,02-1,62) (-0,15-(-0,01)) | (4,322-341,961)
100% 21,8 64,9 0,02 -0,01 55,725
V. fem. (2,7-540,2) (4,9-581,1) (0,01-2,06) (-0,13-(-0,0)) (4,079-258,740)

Abkiirzungen: Max. = Maximum bzw. Maximal; A./V. fem. = A. oder V. femoralis; prasten. = prastenotisch;

poststen. = poststenotisch; AUC = Area under the curve

Tab. 5: Mittelwerte einschlief3lich Intervall der perioperativ mittels ICG-Videoangiographie

und integrierter FLOW 800® Software erhobenen Parameter bei variierender Stenosierung

der A. femoralis.
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1. Max 2. Max Max. Anstieg | Max. Abfall AUC
0% 98,1 194,6 0,05 -0,02 154,149
V. fem. (10,5-478,2) (29,6-526,7) (0,01-0,29) (-0,23-(-0,02)) | (28,280-306,007)
0% 469,6 465,7 0,46 -0,13 217,577
A. fem. (148,3-955,5) (142,2-894,3) (0,07-4,64) (-0,43-(-0,02)) | (19,490-478,345
25% 93,3 168,3 0,06 -0,02 155,149
prasten. | (30,2-497,8) (69,9-529,8) (0,02-0,82) (-0,18-0,0) (43,254-363,928)
25% 96,2 172,7 0,07 -0,03 156,840
poststen. | (23,0-508,9) (55,9-521,2) (0,01-0,8) (-2,28-0,0) (46,902-367,381)
25% 5121 4949 0,38 -0,15 213,213
A.fem. (32,5-1,099,3) (35,2-1,031,5) (0,04-1,99) (-0,36- (-0,02)) | (19,463-525,190)
50% 81,1 129,3 0,05 -0,03 119,085
prasten. | (14,3-467,3) (24,7-557,9) (0,02-0,68) (-0,16-0,0) (200,60-352,903)
50% 76,9 134,6 0,06 -0,03 121,906
poststen. | (14,4-461,1) (25,7-511,2) (0,02-0,81) (-0,13-0,0) (17,044-344,468)
50% 460,3 429,7 0,39 -0,13 198,450
A.fem. (22,4-1,129,6) (25,8-1,093,4) (0,08-1,43) (-0,47-(-0,04)) | (13,707-540,864)
75% 53,8 67,3 0,05 -0,03 84,866
prasten. | (10,0-496,2) (14,9-526,3) (0,01-0,89) (-0,13-(-0,01)) | (17,485-187,371)
75% 55,6 75,5 0,05 -0,02 87,259
poststen. | (2,9-342,5) (16,2-381,9) (0,01-0,8) (-0,3-(-0,01)) (19,028-242,499)
75% 415,2 404,6 0,29 -0,13 182,372
A. fem. (12,3-1,152,4) (21,5-1,085,2) (0,07-2,04) (-0,3-(-0,02)) (11,853-458,787)
100% 40,6 479 0,05 - 0,02 (-0,1-(- | 27,629
prasten. | (7,3-563,5) (11,2-594,5) (0,01-2,05) 0,01)) (6,832-390,336)
100% 45,7 62,8 0,04 -0,03 41,172
poststen. | (10,8-662,4) (15,6-663,1) (0,02-1,9) (-0,09-(-0,01)) | (6,997-414,640)
100% 464,1 450,2 0,38 -0,12 202,315
A. fem. (11,2-952,2) (17,4-1,158,7) (0,07-1,99) (-0,28-(-0,02)) | (8,092-504,540)

Abkiirzungen: Max. = Maximum bzw. Maximal; A./V. fem. = A. oder V. femoralis; prasten. = prastenotisch;

poststen. = poststenotisch; AUC = Area under the curve

Tab. 6: Mittelwerte einschlief3lich Intervall der perioperativ mittels ICG-Videoangiographie

und integrierter FLOW 800® Software erhobenen Parameter bei variierender Stenosierung

der V. femoralis.
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3.2 Ergebnisse der explorativen Statistik

Fur die explorative Statistik wurde die jeweilige Relevanz (engl. Importance) der
Untersuchungsmethoden (Flowmeter®, 02C® und ICG-VA) mit Hilfe einer Random
Forest Analyse kalkuliert und anschliefsend eine Receiver Operating Characteristic
(ROC) curve Analyse zur Uberpriifung der Validitit der Ergebnisse durchgefiihrt.
In Erginzung wurde abschlieffend mittels Cohens-Kappa-Analyse die
Ubereinstimmung der rechnerisch vorhergesagten und tatsichlich vorliegenden

art. sowie ven. Stenosierungsgrade evaluiert (Abb. 32; Abb. 33; Abb. 34; Tab. 7).

3.2.1 Random Forest Analyse

Im Rahmen der Random Forest Analyse wurde das Prinzip des maschinellsen
Lernens angewandt, um ein flexibles Vorhersage-Modell zu generieren, welches
die potentiell komplexen und interagierenden Zusammenhdnge zwischen den
Ergebnissen der drei Untersuchungsmodalitaten hinsichtlich des arteriellen oder
venosen Stenosegrads beurteilen und klassifizieren kann (Hothorn et al.,, 2006;
Hapfelmeier et al, 2014). Die Grundlage fiir dieses statistische Modell bilden
Algorithmen, die mit Hilfe der eingespeisten Versuchsdaten nach einer Art
Lernphase in der Lage sind, bestimmte Zusammenhange und komplexe Muster zu
verallgemeinern und dadurch kiinstliches Wissen zu generieren. Bei der Random
Forest Analyse “wachsen” wahrend des Lernprozesses zeitgleich und randomisiert
viele einzelne bindre Entscheidungsbaume, welche jeweils eine spezifische Klasse
reprasentieren. Im Sinne eines kumulativen Klassifizierungsverfahrens bestimmt
die haufigste Klasse in der Summe die gemeinsame endgiiltige Klassifizierung des
“Waldes“. Dadurch lassen sich grofle Datenmengen effizient analysieren und die
Diskrimination der unterschiedlichen Merkmale hinsichtlich ihrer Gewichtung
wird durch randomisierte Permutation sowie intelligentes Lernen ermdglicht. In
Bezug auf die Vorhersage bestimmter arterieller und vendser Stenosegrade
bedeutet dies, dass die pradiktive Wichtigkeit bestimmter
Untersuchungsparameter erkannt und in der Analyse berticksichtigt wird. Um die
Relevanz der drei Untersuchungsmodalitaten hinsichtlich ihrer Vorhersagekraft zu
vergleichen, erfolgte die graphische Anordnung der einzelnen Parameter
entsprechend ihrer Gewichtung (engl. Importance) (Abb. 32). Hierbei erhielten die

Ergebnisse aus den Flowmeter- und ICG-VA-Analysen eine hohe Gewichtung im
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Ergebnisse

Vergleich zu den nur schwach pradiktiven Ergebnissen aus der O2C-Analyse,
sowohl im vollstandigen (Abb. 32 A) als auch im reduzierten (Abb. 32 B) Modell

unter Ausschluss der 02C-Ergebnisse.
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Abb. 32: Random Forest Analyse. Anordnung der unterschiedlichen Parameter nach
entsprechender Gewichtung (Importance) im vollstindigen (4) und reduzierten (B)
Vorhersagemodell unter Ausschluss der 02C-Analysedaten. Die Bedeutung eines Parameters wird
als Differenz der pradiktiven Akkuranz vor und nach randomisierter Permutation der Messwerte
ermittelt. Ist ein Parameter von untergeordneter Relevanz fiir die Vorhersage des Outcomes, so

bleibt die pradiktive Akkuranz nach Permutation unverdandert und nimmt den Wert 0 an.
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3.2.2 Receiver Operating Characteristic (ROC) curve Analyse und

Modellkalibrierung

Zur Validierung des Vorhersagemodells wurde dessen diskriminatorische und
diagnostische Fahigkeit durch eine Receiver Operating Characteristic (ROC) curve
Analyse tiberpriift (Abb. 33). Dabei fungiert die Area under the curve (AUROC) der
Receiver Operating Characteristic (ROC) curve als reprasentativer Parameter fiir
die Einschatzung der Fahigkeit, wie exakt das Vorhersagemodell unterschiedliche
Versuchsmerkmale der jeweils korrekten Klasse zuzuordnen vermag. Dem
zufélligen Zuordnen von Merkmalen zu einer bestimmten Klasse wurde in der
vorliegenden Analyse ein Wert von 0,5 zugeteilt, wahrend eine gezielte und zu
100% korrekte Zuordnung einen Wert von 1 erhielt. Zusammengefasst ergaben
sich im Rahmen der ROC-Analyse fiir 0% und 100% Stenosegrad die besten
pradiktiven Werte. Unter Ausschluss der O0Z2C-Daten verbesserte sich die
diskriminatorische Fahigkeit fiir das reduzierte Vorhersagemodell sogar noch
leicht (AUROC = 0,999 fiir 0% und 0,980 fiir 100% Stenose) (durchgezogene Linien
in Abb. 33 A). Die exakte Diskrimination von 50% Stenosegrad gegeniiber allen
anderen Stenosegraden erwies sich als am schwierigsten, wenngleich auch hierfiir
ein hoher AUROC-Wert von 0,801 erreicht wurde.

Eine gute diskriminatorische Fahigkeit des Vorhersagemodells gewahrleistet
jedoch nicht automatisch akkurate Wahrscheinlichkeiten fiir die Vorhersage eines
spezifischen Stenosegrads bezogen auf die Summe aller Ereignisse. Daher wurde
eine Modellkalibrierung vorgenommen, welche die Ubereinstimmung zwischen
vorhergesagter Wahrscheinlichkeit eines Stenosegrads und tatsachlich
beobachteter Frequenz des Auftretens eben dieses Stenosegrads untersucht. (Abb.
33 B). Wie in der Graphik verdeutlicht, zeigte das Vorhersagemodell fiir die
Bedingungen 0%, 75% und 100% Stenosegrad eine gute Ubereinstimmung,
wahrend die Abweichung bei 25% und 50% Stenosierung am grofdten war. Die
Ubereinstimmung fiir diese beiden Stenosegrade verbesserte sich auch unter
hoherer relativer Frequenz nicht. Die Boxplots in Abbildung 34 verdeutlichen dies
noch einmal respektive fiir das vollstindige und reduzierte Vorhersagemodell

(Abb. 34 A und B).
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Abb. 33: Receiver Operating Characteristic curve Analyse (ROC-Analyse) und

Modellkalibrierung. Die durchgezogenen Linien entsprechen dem reduzierten, die gestrichelten
Linien dem vollstdndigen Modell. Die ROC curve wird aus mehreren Wertepaaren bestehend aus
Sensitivitat und 1-Spezifitat gebildet und gibt Auskunft tiber die diskriminatorische Fahigkeit des
Vorhersagemodells hinsichtl. seiner Klassifizierung (4). Im Rahmen der Modellkalibrierung wird
die Ubereinstimmung zwischen vorhergesagter Wahrscheinlichkeit eines Stenosegrads und

tatsdchlich beobachteter Frequenz des Auftretens eben dieses Stenosegrads tiberpriift (B).
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Abb. 34: Modellkalibrierung - Boxplots. Die Boxplots des vollstdndigen (4) und reduzierten (B)
Vorhersagemodells geben jeweils die Wahrscheinlichkeit fiir das Ubereinstimmen von
vorhergesagter und tatsachlich vorliegender Stenosierung an. Die grauen Boxplots reprasentieren
die gemeinsame Schnittmenge aus korrekt vorhergesagten Stenosegraden. Fiir 0%, 75% und 100%
Stenosegrad gibt es eine hohe Ubereinstimmung, welche sich im reduzierten Modell (B) noch

deutlicher zeigt.

3.2.3 Cohens weighted Kappa Analyse

In Erganzung zur ROC-Analyse und Modellkalibrierung wurde mittels Cohens
weighted Kappa Analyse die Ubereinstimmung zwischen rechnerisch
vorhergesagtem und tatsdchlich vorliegendem Stenosierungsgrad tiberpriift und
zudem die Auspragung der Diskrepanz berticksichtigt. So wurden Parameter mit
starker Abweichung bzw. niedriger Ubereinstimmung bei der Berechnung stirker
gewichtet als solche, die eine geringfligige Abweichung aufwiesen. Dabei betrugen
die ermittelten Werte fiir die Ubereinstimmung K = 0,815 und K = 0,823 respektive
fiir das vollstandige und reduzierte Modell (Tab. 7).
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Vorhergesagter Stenosegrad
0% 25% 50% 75% 100%
0% 40 0 0 0 0
< | 25% 1 28 9 2 0
3 % 50% 1 17 12(13) |10 (9) 0
é § 75% 0 1(0) 2 31(33) | 6(5)
S 2 |100% 0 0 0 7 (8) 33 (32)

Tab. 7: Kreuztabelle und Cohens weighted Kappa fiir die Uberpriifung der Reliabiltit von

Einschatzungen hinsichtl.

des

addquaten Stenosegrads.

Ubereinstimmung zwischen

rechnerisch ermitteltem und tatsachlich vorliegendem Stenosierungsgrad fiir das vollstandige und

reduzierte (Werte in Klammern) Modell unter Beriicksichtigung des Abweichungsgrades.
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Diskussion

4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden die experimentell erhobenen Daten zur
Auswirkung variierender arterieller und venodser Stenosegrade der zu- und
abfiihrenden Gefafde auf das Perfusionsverhalten in einem etablierten
mikrovaskuldren Transplantationsmodell der Ratte quantitativ und qualitativ
analysiert (Nasser et al.,, 2015). Hierbei erfolgte ein Vergleich dreier Monitoring-
Methoden (Flowmeter®, ICG-VA mit FLOW 800® und 02C®) hinsichtlich ihrer
Fahigkeit zur Evaluation der Gewebeperfusion eines freien Transplantats und
Detektion unterschiedlicher vaskuldrer Stenosegrade. Im Rahmen der Random
Forest Analyse und des daraus konsekutiv generierten Vorhersagemodells wurden
alle angewandten Untersuchungsmodalititen auf ihre jeweilige Validitat und
Importance tUberpriift. Eine vaskuldre Stenosierung der versorgenden
Transplantatgefiafie, welche in unserem tierexperimentellen Versuchsmodell
durch standardisiertes Ligieren des Gefafdlumens kiinstlich herbeigefiihrt wurde,
ist in der Regel als Resultat eines kontinuierlichen Prozesses mit variabler
zeitlicher Auspragung zu werten. Die zu Grunde liegenden physiologischen
Mechanismen und beeinflussenden Faktoren sind nicht ganzlich verstanden und
noch immer Gegenstand der aktuellen Forschung. Dennoch ist davon auszugehen,
dass der Vorgang der vaskuldren Stenosierung von einer partiellen Reduktion hin
zu einer vollstindigen Obstruktion des Gefafilumens voranschreitet, wenn auch
mit unterschiedlichem zeitlichen Verlauf und in Abhdngigkeit von dem jeweils
zugrunde liegenden pathogenetischen Ereignis (Ross, 1999). Eine vaskuldre
Thrombosierung oder die gefifdnahe Formation eines Hdmatoms mit
konsekutivem Druck auf das Transplantatgefafd sind Beispiele fiir solch
progrediente intra- und extravaskulire Verdnderungen, die mit einer
zunehmenden  Verengung des  Gefafdlumens einhergehen und die
Transplantatperfusion kompromittieren kénnen (Pohlenz et al.,, 2012; Ritschl et
al., 2018a). In Zeiten einer stetig alter werdenden Gesellschaft und eines zugleich
alteren Patientenkollektivs, welches vermehrt Komorbidititen und damit
einhergehende kardio-pulmonale, vaskulare oder andere kompromittierende
Risikofaktoren aufweist, kann der Erfolg eines rekonstruktiven Eingriffs mittels
lokaler und freier Gewebetransplantate zusatzlich erschwert werden. Ein
frithzeitiges, verlassliches, reproduzierbares und korrektes Erkennen einer
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kompromittierten Transplantatperfusion mit Hilfe unterschiedlicher Monitoring-
Techniken ist in diesem Zusammenhang von grofier Bedeutung (Miicke et al,
2017a). Trotz einer Vielzahl Kklinisch zur Verfligung stehender Monitoring-
Techniken zur Transplantatiiberwachung mangelt es bisher jedoch an methodisch-
komparativen Studien zur Uberpriifung ihrer diagnostischen Fahigkeit und
Validitat, eine unterschiedlich stark ausgepragte Stenosierung der zu- und
abfiihrenden Transplantatgefafde intraoperativ zu detektieren und somit ggf. eine
friihzeitige Revision zu ermoglichen. Obwohl die klinischen und technischen
Vorteile eines objektiven Monitorings evident sind, lag der Fokus der meisten
Studien in der Vergangenheit auf der qualitativen Analyse und Visualisierung des
Blutflusses entweder zur Evaluation der Transplantatperfusion oder der
Durchgangigkeit von mikrovaskuldaren Anastomosen (Holm et al., 2009; Miicke et
al,, 2013b).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass der kombinierte Einsatz von
Ultraschall-Durchflussmesser (Flowmeter®) und ICG-VA sowohl hinsichtlich der
intraoperativen Detektion unterschiedlicher Stenosegrade als auch zur
Uberwachung der Tranplantatperfusion der gemeinsamen Anwendung aller drei
Untersuchungsmodalitdten (unter Einbeziehung der 02C®-

Gewebephotospektrometrie) iiberlegen ist (Abb. 32 und Abb. 33).

4.1 Versuchsmodell und Methodik

4.1.1 Das Hinterlaufmodell der Ratte als Transplantationsmodell

Wie eingangs beschrieben stellt das mikrovaskuldare Gefafdsystem der Ratte
aufgrund seiner hohen anatomischen und physiologischen Kongruenz zum
menschlichen Organismus das am haufigsten verwendete und somit gut erprobte
tierexperimentelle Versuchsmodell hinsichtlich mikrochirurgischer
Fragestellungen dar (Oesterwitz et al., 1983; Zhang et al, 2001; Miicke, 2012)
(sieche 2.1). Die Simulation der Durchblutung eines freien mikrovaskuldaren
Transplantats gelingt durch den Einsatz eines von Nasser et al. beschriebenen
Hinterlaufmodells (engl. “hindlimb model in the rat“), welches sich ideal fiir die
Evaluation der Auswirkung verschiedener arterieller und vendser Stenosegrade
auf die Transplantatperfusion eignet (Nasser et al.,, 2015). Hierbei verfiigt der
isolierte murine Hinterlauf in Analogie zu einem freien Gewebetransplantat iiber
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ein versorgendes arterielles und ein ableitendes vendses Gefaf3, die A. und V
femoralis. Dies ermoglicht eine Durchblutungssituation, die der eines echten
mikrovaskuldren Transplantats dhnelt. Zudem ist die Lage der Femoralgefafde fiir
die gefafdnahe Applikation der invasiven Monitoring-Methoden gut zuganglich.
Trotz aller Vorteile dieses Versuchsmodells ist die klinische Ubertragbarkeit der
Ergebnisse limitiert. Insbesondere unter physiologischen Aspekten bestehen
Unterschiede zwischen dem Transplantationsmodell der Ratte und einem freien
mikrovaskuldaren Transplantat (Nasser et al, 2015). Wahrend die versorgenden
Femoralgefafde des murinen Hinterlaufs durchgehend in ihrer Kontinuitat erhalten
bleiben, erfolgt unter klinischen Bedingungen ein Absetzen der
Transplantatgefdffe am Entnahmeort und anschlieffend die mikrovaskulare
Anastomosierung an Anschlussgefafde in der zu rekonstruierenden Defektregion.
Es ist anzunehmen, dass die hieraus resultierende Ischamiezeit die
Transplantatphysiologie und den Gewebemetabolismus zusatzlich beeinflusst (Luo
et al., 2002). Obwohl das Hinterlaufmodell samtliche Umgehungskreislaufe durch
Ligieren der abzweigenden und einsprossenden Gefifddste eliminiert, unterliegt
die Durchgangigkeit des zu- und ableitenden Transplantatgefifdes gewissen
physiologischen Schwankungen. Dies kann trotz standardisierter Stenosierung der
Femoralgefafde folglich zu einer Abweichung des effektiv wirksamen Stenosegrads
fiihren und somit eine Fehlerquelle darstellen.

Die intraoperative Evaluation der arteriellen sowie vendsen Transplantatperfusion
nach zuvor erfolgter mikrovaskularer Anastomosierung der Gefdfde, sowohl
klinisch als auch experimentell, wiare der nachste Schritt und wird Gegenstand

zukinftiger Studien sein.

4.1.2 Stenosierung der A. und V. femoralis

Die vaskuldre Stenosierung der versorgenden Femoralgefafie erfolgte in unserem
tierexperimentellen Versuchsmodell, wie unter 2.2.3.3 beschrieben, entsprechend
eines randomisierten Protokolls durch standardisiertes Ligieren der Gefaf3lumina.
Um eine korrekte Applikation der Ligatur zu gewdahrleisten, wurde die fiir die
Etablierung eines spezifischen Stenosegrades erforderliche
Querschnittsverringerung des Gefiafslumens, nach vorheriger Berechnung des
jeweiligen Gefafddurchmessers, mittels 1/10 mm-Papier unter dem Mikroskop

metrisch iberpriift. Dies ermoglichte die Beobachtung und Evaluation von
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ausschliefdlich auf die Lumenverengung des stenosierten zu- oder ableitenden
Gefalles  zurlckzufiihrenden  konsekutiven =~ Veranderungen in  der
Transplantatperfusion. Im Gegensatz zu bereits vorliegenden tierexperimentellen
Studien, welche zumeist auf die Evaluation von Perfusionsveranderungen nach
zuvor erfolgter mikrovaskuldarer Anastomosierung der Transplantatgefafie
ausgerichtet sind, konnte in unserem Versuchsmodell der kompromittierende
Effekt durch eine mikrochirurgische Traumatisierung der zu- und ableitenden
Gefafde mit ggf. resultierendem Endothelschaden ausgeschlossen werden (Bodor et
al., 1997; Miicke, 2012). Zudem stellte die Einschrankung der Gewebeperfusion
des distalen Erfolgsorgans durch eine etwaige Kaliberabweichung der zu
anastomosierenden Gefaf3e (engl. missmatch), wie sie im klinischen Setting durch
ein mangelhaftes Angebot an Anschlussgefafen im Rahmen der mikrovaskularen
Anastomosierung auftreten kann, ebenfalls keinen Einflussfaktor dar (Ryan et al.,
1988; Monsivais, 1990).

Auch wenn das oben genannte Vorgehen im Rahmen der Gefafdstenosierung ein
standardisiertes und reproduzierbares Applizieren der Gefafligatur erméglicht,
stellt dieser Prozess dennoch eine mogliche Fehlerquelle dar. So kann es bereits
aufgrund einer geringen Abweichung vom adaquaten Gefafdquerschnitt durch
fehlerhaftes Anlegen der Ligatur zu einer signifikanten Verdnderung des
etablierten Stenosegrades und somit zu einer nachhaltigen Verfdlschung der
Ergebnisse kommen. Eine post mortem-Analyse der unterschiedlich stenosierten
GefiRabschnitte zur Uberpriifung der tatsiachlich durch die GefaRligatur
resultierenden Lumeneinengung konnte Aufschluss iiber die Abweichungen der
etablierten Stenosgrade sowie die Validitit des Stenosierungskonzepts geben.
Hierbei gilt es jedoch zu bedenken, dass die histologische Fixierung bspw. mittels

Formalin gleichermafien zu einer relevanten Kontraktur fithren kann.

4.1.3 Anwendung der unterschiedlichen Techniken zur intraoperativen

Blutflussmessung

Bei der intraoperativen Anwendung der unterschiedlichen Monitoring-Techniken
wurden der Schwierigkeitsgrad der Applikation und dabei auftretende potentielle
Storfaktoren beobachtet.

Die Evaluation der Perfusion mittels simultaner Laser-Doppler-Flussmessung und

Gewebespektrometrie (02C®) zeigte sich in diesem Zusammenhang als die am
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einfachsten applizierbare Messmethode. Durch Auflegen der 02C®-Messsonde auf
die Hautoberfliche im Bereich des zuvor rasierten Rattenhinterlaufs konnte die
Erhebung der unterschiedlichen Perfusionsparameter problemlos in kurzer Zeit
erfolgen. Es gilt jedoch zu beachten, dass es durch einen variierenden Druck beim
Anlegen der Messsonde zu einer Verfdlschung der in den oberfldachlichen
Gewebeschichten registrierten Messwerte kommen kann. Da diesem Verfahren
wie unter 1.3.2 beschrieben eine optische Messtechnik zur Registrierung von Licht
unterschiedlicher =~ Wellenldngen zugrunde liegt, koénnen abweichende
Raumbelichtungsverhiltnisse einen weiteren Storfaktor darstellen. Zudem wird
die an sich leichte Applikation der Messsonde insbesondere dann zusatzlich
erschwert, wenn am Ort der Messung keine ausreichend plane Auflageflache
gewahrleistet ist. In dem von uns gewahlten Versuchsmodell zeigte sich diese
Schwierigkeit im Bereich des distalen Erfolgsorgans, d.h. am Hinterlauf der Ratte,
und konnte die Erhebung der Parameter folglich beeinflusst haben. Eine kleiner
dimensionierte Messsonde wadre somit fiir die Anwendung auf unser
tierexperimentelles Versuchsmodell gegebenenfalls von Vorteil gewesen, stand
jedoch zum Zeitpunkt der Versuchsdurchfiihrung fiir die Verwendung des 02C®-
Gerétes nicht zur Verfiigung.

Die intraoperative Anwendung des auf dem Prinzip der Doppler-Flussmessung
basierenden Transit-Flowmeters erwies sich im Vergleich zur Gewebe-
Photospektrometrie als technisch anspruchsvoller. So erforderte die invasive
Positionierung der Flowmeter-Messsonde eine ausreichende Erfahrung im
mikrochirurgischen Umgang mit den Femoralgefafien der Ratte. Hierbei galt es vor
dem Hintergrund der zu untersuchenden Fragestellung v.a. eine etwaige
Kompromittierung des Blutflusses, beispielsweise durch fehlerhaftes Anlegen der
Messsonde mit daraus resultierender Einengung des Gefaf3lumens, zu vermeiden.
Trotz sorgfdltiger und korrekter Applikation der Flusssonde kann es in
Ausnahmefillen bereits durch eine geringfiigige Manipulation an der
Gefaflauflenseite zu einer vasospastisch-bedingten Verdnderung des
Gefafddurchmessers kommen, welche in der Konsequenz zu einer Abweichung des
jeweils etablierten Stenosegrads fiihrt. Eine weitere mogliche Fehlerquelle kann
durch das Auftreten von lufthaltigen Raumen zwischen Sonde und Gefafdwand

wahrend der Durchflussmessung entstehen. Um die Evaluation des
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Durchflussvolumens pro Zeiteinheit unverfdlscht zu ermdéglichen muss der
Gefafdabschnitt der Flusssonde im Bereich der Wandler sowie des Reflektors
idealerweise unmittelbar anliegen. Gelingt dies aufgrund eines abweichenden
Gefafdkalibers nicht, sollte ein fiir die Verwendung mit dieser Messtechnik
zugelassenes Gel appliziert werden. Zusammenfassend liefd sich die
Durchflussmessung mittels Transit-Flowmeter, unter der Voraussetzung einer
zuvor sorgfaltig erfolgten Gefafdpraparation und einer ausreichend vorhandenen
Erfahrung im mikrochirurgischen Umgang mit Gefaf3en, gut anwenden.

Der Einsatz der ICG-VA mit integrierter FLOW 800®-Analysesoftware zur
Perfusionsevalution erfolgte im Gegensatz zu den beiden o.g. Messmethoden erst
nach intravasaler Applikation des ICG-Fluoreszenzfarbstoffes und stellte im
Rahmen dieses Versuchsaufbaus das technisch anspruchsvollste und
zeitaufwendigste Messverfahren dar. Um eine addquate Perfusionsanalyse durch
das FLOW 800®-Tool im Anschluss an die ICG-VA zu gewdahrleisten, mussten die
i.v. Gabe des Fluoreszenzfarbstoffes via Mikrokatheter und der Aufnahmebeginn
der ICG-VA bei jeder Messung zeitlich aufeinander abgestimmt erfolgen. Im Falle
einer zeitlich verzogerten Registrierung des Fluoreszenzsignals durch die im OP-
Mikroskop integrierte Infrarotkamera unterldge die intravasale Konzentration des
ICG-Fluoreszenzfarbstoffs zum Zeitpunkt der Messung bereits einem
metabolischen Abbauprozess, in dessen Verlauf es kurz nach intravenoser
Verabreichung bedingt durch die Leberpassage sowie die renale Elimination zu
einer Ausscheidung des Farbstoffes aus dem Kreislaufsystem der Ratte kame.
Erfolgt dariiber hinaus im Rahmen einer Versuchsreihe eine wiederholte
Applikation von Fluoreszenzfarbstoff ohne die Einhaltung eines ausreichenden
zeitlichen Abstandes, fiihrt dies ebenfalls durch eine Akkumulation des ICG-
Farbstoffes im mikrovaskuldren Kreislauf der Ratte zu verfalschten Messwerten
und einer konsekutiv fehlerhaften Perfusionsanalyse. Hinsichtlich der kardialen
Vorlast kann es zudem durch haufig aufeinander folgende ICG-Gaben zu einer
ibermafdigen Volumenzufuhr mit dem Risiko einer Kkardiovaskuldren
Dekompensation = kommen. Daher wurde wahrend der gesamten
Versuchsdurchfithrung sorgfiltig auf die Einhaltung eines zuvor festgelegten
Zeitabstandes zwischen den Messungen geachtet. Die Platzierung der ROIs (engl.

region of interest) in den unterschiedlichen Gefdflabschnitten war problemlos
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iiber den Anzeigebildschirm des OPMI-Pentero® moglich und geschah ohne
physischen Kontakt zu den Femoralgefafien. Hierdurch lief sich im Gegensatz zur
perivasalen Applikation der Flowmeter-Messsonde ein kompromittierender
Einfluss auf die Gefafddurchgangigkeit oder den zu beobachtenden Blutfluss
ausschliefden. Durch die Integrierung der Infrarotkamera und der FLOW 800®-
Software in das OP-Mikroskop waren eine Neuausrichtung des Gerdtes oder
anderweitige Vorbereitung, mit Ausnahme der 1iv. Verabreichung des
Fluoreszenzfarbstoffes, fiir die Durchfiihrung der ICG-VA-Messung nicht

erforderlich.

4.2 Detektion unterschiedlicher Stenosegrade und intraoperative
Evaluation der Transplantatperfusion

Der Hauptfokus lag in der vorliegenden Studie auf dem Vergleich dreier
technischer Verfahren hinsichtlich ihrer Fahigkeit und Validitat, unterschiedlich
stark ausgeprigte Stenosegrade der zuftihrenden arteriellen sowie ableitenden
venodsen Transplantatgefafie bereits intraoperativ zu erkennen. Dabei wurden
sowohl unmittelbar an den Transplantatgefafien als auch im Bereich des distalen
Erfolgsorgans mit verschiedenen Modalititen Perfusionsanalysen und
Flussmessungen durchgefiihrt sowie die so erhobenen Parameter anschlief3end im
Rahmen eines statistisch generierten Vorhersagemodells auf Ihre Relevanz
Uberpriift. ~ Zahlreiche klinische sowie tierexperimentelle Studien zu
kardiovaskuldaren Pathomechanismen belegen, dass es ab einem signifikanten
Stenosegrad eines Gefafdes zu einer Verringerung des distalen Blutflusses kommt
(Schoenberg et al., 2000; Leistad et al,, 2001; Yang et al., 2017). Diese Erkenntnis
ist auch auf die rheologischen Gegebenheiten eines mikrovaskular
anastomosierten Transplantats tlbertragbar und stellt bspw. in Form einer
Mangelperfusion mit Gewebehypoxie eine haufige Ursache fiir ein
Transplantatversagen dar (Wong et Wei, 2010; Pabst et al., 2018). Im klinischen
Kontext kann die rechtzeitige intraoperative Detektion einer vaskularen Stenose
im Bereich des Transplantatpedikels, wie unter 1.3 beschrieben, eine konsekutiv
resultierende Einschrankung der Transplantatperfusion bereits friihzeitig
abwenden und somit das Ergebnis des rekonstruktiven Eingriffs mittels freiem

Gewebetransplantat steigern (Perng et al., 2018). Wie bereits von Nasser et al.
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konstatiert, gestaltet sich dies jedoch trotz diverser, aktuell zur Verfiigung
stehender Monitoringverfahren nach wie vor schwierig (Nasser et al., 2015). Im
Folgenden soll auf die intraoperative Detektionsfahigkeit der unterschiedlichen

Untersuchungsmodalitdten gesondert eingegangen werden.

4.2.1 Flowmeter und ICG-VA

Die Messung des Blutflusses mittels Ultraschall-Geraten kommt bereits seit vielen
Jahren in verschiedenen chirurgischen sowie internistischen Fachdisziplinen zum
Einsatz und hat sich klinisch bewahrt. Insbesondere bei der intraoperativen
Flussanalyse stellt der Ultraschall-Doppler das am haufigsten angewandte
Verfahren dar (Netuka et al., 2006). Die Anwendung auf mikrochirurgischer Ebene
erfolgte primdr zur intraoperativen Uberpriifung der Durchgingigkeit eines
Gefafdes nach zuvor erfolgter mikrovaskularer Anastomose (Nakayama et al., 2001;
Miicke et al., 2013b).

Im Kontext der vorliegenden Arbeit zeigte sich insbesondere die Ultraschall-
Durchflussmessung mittels Transit-Flowmeter als geeignetes Verfahren, um die
entsprechend etablierten Stenosegrade zuverlassig zu detektieren. Dies wird u.a.
durch die im Rahmen der Random Forest Analyse berechnete Importance
verdeutlicht (Abb. 32). Hierbei zeigten sich sowohl die Messungen an den
arteriellen als auch an den vendsen pra- bzw. poststenotischen Gefafdabschnitten
als relevant fiir die Pradiktion des entsprechenden Stenosegrades, mit leicht
hoheren Importance-Werten fiir die arteriellen Parameter. In Kombination mit der
ICG-VA lief? sich die Validitat der Vorhersage sogar noch steigern.

Die Anwendbarkeit der ICG-VA und des zugehorigen FLOW 800®-Analysetools auf
mikrovaskulire Prozeduren sowie der Nutzen zur Uberpriiffung der
Gefafddurchgangigkeit anastomosierter Arterien wurde bereits durch Miicke et al.
in einem tierexperimentellen Modell beschrieben (Miicke et al., 2013b). Holm et al.
untersuchten durch intraoperativen Einsatz der ICG-VA am Menschen die Qualitat
der arteriellen und vendsen Anastomosen von Transplantatgefiaféen und konnten
zeigen, dass der distale Blutfluss in 22% der Falle durch technische Fehler im
Rahmen der mikrovaskuldren Anastomosierung kompromittiert war. Wurde auf
Grundlage der intraoperativen ICG-VA-Evaluation anschliefRend eine Revision der

Gefafdanastomose initiiert, konnte ein konsekutiver Transplantatverlust in 100%
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der Félle verhindert werden. Dies belegt eine hohe Sensitivitit der ICG-VA
hinsichtlich der Detektion signifikanter Gefafsstenosen (Holm et al., 2009).
Dennoch stellt die differenzierte Detektion unterschiedlich stark ausgepragter
Stenosegrade, wie unter 4.2 beschrieben, nach wie vor eine Herausforderung dar.
Nasser et al. beobachteten in ihrer Studie eine signifikante Veranderung des
Blutflusses erst ab 85% Stenose unter Verwendung des LifeCell SPY-Elite®
(LifeCell)-Systems, welches ebenfalls auf der Registrierung des ICG-
Fluoreszenssignals mittels Infrarotkamera basiert. Yamamoto et al. untersuchten
in einem ex vivo-Versuchsmodell die Detektionsfahigkeit der ICG-VA durch Einsatz
des HyperEye Medical Systems (HEMS®, HyperEye Technology, SANYO Co., Tokyo,
Japan) und beschrieben einen signifikanten Abfall der pra- sowie poststenotischen
Fluoreszenzintensitat ab 75% Stenose (Yamamoto et al., 2017). Im Gegensatz zu
den beiden o.g. Studien konnten im Rahmen dieser Studie mit Hilfe der FLOW
800®-Software bereits ein Abfall des ersten und zweiten Maximums der
Flusskurve bei 50% Stenose registriert werden. Die Durchfiihrung der ROC curve
Analyse gab Aufschluss dariiber, mit welcher Validitat die Detektion der jeweiligen
Stenosegrade erfolgte. Dabei erwies sich die korrekte Abgrenzung einer 50%-
Stenose gegeniiber der anderen untersuchten Stenosegrade als am schwierigsten
(Abb. 33). Nichtsdestotrotz wies die Area under the ROC curve (AUROC) als
aussagekraftiger Parameter fiir die Validitat der Detektion von 50% Stenosegrad
mit einem Wert von 0,801 immer noch eine hohe diagnostische Aussagekraft auf
(unter Ausschluss der 02C®-Werte). Die AUROC-Werte fiir 25% und 75%
Stenosegrad lagen sogar noch dartiiber (0.892 und 0.943 respektive unter
Ausschluss der 02C®-Werte).

Allgemein wird ab einer Stenosierung der zufiihrenden Transplantatgefifde um
75% eine relevante Beeinflussung der distalen Perfusion, der Funktion und der
Vitalitit des Transplantats angenommen. Yang et al. beschrieben in diesem
Zusammenhang ein durch poststenotische Stromungsturbulenzen bedingtes,
erhohtes Risiko fiir Mikroembolien im Bereich des distalen Erfolgsorgans anhand
eines Zerebralarterien-Stenosemodels (Yang et al, 2002). Schoenberg et al.
konstatierten eine Reduktion des mittleren poststenotischen Blutflusses um 50%
bei einer 90%-Stenose der Arteria renalis (Schoenberg et al, 2000). Dies

verdeutlicht erneut die Bedeutung einer friihzeitigen Detektion unterschiedlicher
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Stenosegrade fiir den Erfolg operativer Eingriffe mit mikrovaskularer
Rekonstruktion.

Auch die Evaluation der Ergebnisse aus den vendsen Flussanalysen mittels ICG-VA
zeigt eine  hohe  diagnostische Relevanz  dieses Verfahrens fiir
Perfusionseinschrankungen im vendsen Schenkel, verdeutlicht durch die
Importance der Parameter “ICGvenprelMax”, “ICGvenpre2Max” und
“ICGvenpremaxdecr” im Rahmen der Random Forest Analyse (Abb. 32). Dies ist
von grofder klinischer Bedeutung, da der Verschluss der Transplantatvene mit
konsekutivem vendsem Riickstau einer der Hauptgriinde fiir den postoperativen
Verlust freier Gewebetransplantate darstellt. Aufgrund des zeitlich verzogerten
Auftretens klinischer Anzeichen fiir einen bevorstehenden Transplantatverlust gilt
es eine solche Kompromittierung der venodsen Perfusion ebenfalls frithzeitig zu
detektieren (Miicke et al., 2018; Ritschl et al., 2018b).

In der vorliegenden Studie wurden jedoch Kkeine Langzeiteffekte der
Gefafdverengung auf die Transplantatphysiologie untersucht, da der Hauptfokus
auf der intraoperativen Detektion und den unmittelbaren Auswirkungen
unterschiedlicher Stenosegrade der zu- und abfiihrenden Gefifse auf die

Transplantatperfusion lag.

4.2.2 02C

In Erginzung zu den Dbereits oben diskutierten intraoperativen
Untersuchungsmethoden kam in dieser Studie ein weiteres Monitoringverfahren,
die Gewebephotospektrometrie mittels 02C®-Messeinheit, zum Einsatz. Anders als
bei der Ultraschall-Durchflussmessung und der ICG-VA erfolgte hierbei die
Erhebung der Perfusionsparameter durch Auflegen der Messsonde im Bereich der
Hautoberflache des murinen Hinterlaufs. Die Anwendung oberflichenbasierter
technischer Verfahren zur Evaluation der Transplantatperfusion ist im klinischen
Alltag prinzipiell einfacher und ermdoglicht in Kombination mit einer regelmafigen
klinischen = Observierung sowie der Durchfiihrung Kklinischer  Tests
(Rekapillarisierungszeit, Pinprick-Test und Erhebung des chirurgischen APGAR-
Score) ein objektiveres Transplantat-Monitoring (Disa et al., 1999; Ettinger et al,,
2016). Andererseits zeigen insbesondere die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit,
dass die mit Flowmeter® sowie ICG-VA unmittelbar an den pra- und

poststenotischen Gefiafdabschnitten erhobenen Flussanalysen iliber eine hohere
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diagnostische Aussagekraft verfiigen als die oberflichlich applizierte
Perfusionsevaluation am distalen Endorgan. Dies wird zudem durch eine
gesteigerte diskriminatorische Fahigkeit des Vorhersagemodells nach Ausschluss
der 02C-Daten verdeutlicht (durchgezogene Linien in Abb. 33 A). Dartiiber hinaus
reicht eine einzelne O02C-Messung fiir die Detektion eines spezifischen
Stenosegrades nicht aus. Es bedarf mehrerer Messwerte fiir die jeweiligen
Perfusionsparameter, um anschliefRend durch deren Evaluation eine korrekte
Tendenz ermitteln zu koénnen. Zusammenfassend ldsst sich hinsichtlich der
Anwendung der Gewebephotospektrometrie zur Perfusionsanalyse festhalten,
dass sich die physiologischen Folgen eines kompromittierten Blutflusses zumeist
zeitlich versetzt durch Veranderung der 02-Sattigung, der
Hamoglobinkonzentration, der Velocity und des Flows &dufdern und weitaus
schwieriger zu detektieren bzw. zu unterscheiden sind. Daher ist der
intraoperative Einsatz des O02C®-Monitoringverfahrens fiir die unmittelbare
Detektion unterschiedlicher arterieller sowie venodser Stenosegrade eher von
untergeordneter Bedeutung (Ritschl et al., 2018b). Im klinischen Kontext kann die
Gewebephotospektrometrie  weiterhin als ergdnzendes Hilfsmittel zur
Einschiatzung der Transplantatperfusion herangezogen werden, sollte aber im

Zweifel nicht den Ausschlag fiir eine Revision geben.

4.3 Moglichkeiten und Limitationen des intraoperativem Transplantat-
Monitoring im Rahmen der klinischen Anwendung

Der strukturierte Einsatz unterschiedlicher Monitoring-Verfahren ermdoglicht
heutzutage eine perioperative Objektivierung der Gewebeperfusion und kann
zudem durch Visualisierung wichtige Informationen iber die vaskuldre
Architektur einer Entnahmeregion bzw. eines freien mikrovaskuldren
Transplantats liefern (Chao et al,, 2013; Cervenka et Bewley, 2015; Karinja et Lee,
2018). Wie unter 1.3 beschrieben, dient das Transplantat-Monitoring im Rahmen
der perioperativen Diagnostik zur Darstellung der Vaskularisierung bzw.
Erhebung des Gefafdstatus (praoperativ), zur Reevaluation der Gefaf3- und
Transplantatperfusion nach erfolgter mikrovaskuldarer Anastomosierung im Zuge
des rekonstruktiven Eingriffs (intraoperativ) sowie anschlieRend zur Uberpriifung

der Vitalitat im klinischen Verlauf (postoperativ). Vor diesem Hintergrund kommt
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dem intraoperativen Einsatz der Monitoringverfahren eine besondere Bedeutung
zu, da hierbei eine etwaige Mangelperfusion des Transplantats frithzeitig und
verlasslich detektiert sowie ggf. in der Folge revidiert werden kann. Ein Verlust
des Transplantats soll somit abgewendet und der Erfolg des freien
Gewebetransfers gesteigert werden (Perng et al., 2018). Der diagnostische Nutzen
der intraoperativen Anwendung von Monitoringverfahren wurde insbesondere fiir
den Einsatz der ICG-VA belegt (Holm et al., 2009; Miicke, 2012; Bigdeli et al.,, 2016).
Die im vorherigen Abschnitt diskutierten Ergebnisse aus den ICG-VA-
Flussanalysen der vorliegenden Arbeit zur intraoperativen Detektion
unterschiedlich stark ausgepragter arterieller und vendser Stenosegrade
verdeutlichen diesen diagnostischen Nutzen zusatzlich. Wie unter 4.2.1 dargestellt,
erlaubt der kombinierte Einsatz von ICG-VA und Ultraschall-Durchflussmessung
gegeniiber der Gewebephotospektrometrie mittels 02C®-Gerdt eine wesentlich
validere Vorhersage des entsprechend etablierten Stenosegrads. Dies zeigt die im
Rahmen der statistischen Auswertung durchgefiihrte Random-Forest-Analyse,
welche sich, mit Bezug auf die untersuchte Fragestellung, insbesondere zur
Identifizierung von Parametern mit hoher diagnostischer Relevanz eignet und
bekannt fiir ihre herausragende Pradiktionsleistung ist (Hothorn et al., 2006;
Hapfelmeier et al, 2014). Das daraus resultierende Vorhersagemodell besitzt
zudem eine hohe Validitat. Es sollte jedoch beriicksichtigt werden, dass die
Ergebnisse dieser Studie aufgrund der vergleichsweise kleinen Versuchskohorte
nur eingeschrankt auf das klinische Setting iibertragbar sind und eine
Untersuchung von Langzeiteffekten fehlt. Im Gegensatz zum Hinterlaufmodell der
Ratte erweist sich die Physiologie freier mikrovaskuldrer Transplantate dariiber
hinaus als komplexer und es gilt, weitere auf die Perfusion einwirkende
Einflussfaktoren zu berticksichtigen (Yamamoto et al.,, 2017).

Trotz ihres hohen diagnostischen Nutzens weist auch die ICG-VA eine gewisse
Limitation auf. So ist die Detektion von vaskuldren Stenosegraden nur im Bereich
der mikrochirurgisch freigelegten und somit zuganglichen Gefafdabschnitte, nicht
aber im restlichen Transplantat moglich. Wie gezeigt werden konnte, gestaltet sich
zudem die frithzeitige Detektion von Stenosegraden kleiner 75% als schwierig.
Einen weiteren grof3en Nachteil der ICG-VA stellen unter betriebswirtschaftlichem

Aspekt die hohen Anschaffungskosten dar, insbesondere wenn es sich um ein im
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OP-Mikroskop integriertes System handelt (Yeoh et al., 2013). Basierend auf den
Erkenntnissen dieser Arbeit kann der Beitrag der ICG-VA zu einer reduzierten
Transplantatverlustrate und einem gesteigerten Reexplorationserfolg die
vermeintlichen Kosten rechtfertigen, da letztlich der klinische Nutzen tiberwiegt.
Es gilt jedoch zu beachten, dass im Rahmen der vorliegenden
Versuchsdurchfiihrung ausschliefflich Perfusionsanalysen mit der im OPMI®
Pentero® integrierten Infrarotkamera erhoben wurden (INFRARED® 800, Carl
Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland). Fiir ICG-VA-Systeme anderer Hersteller
konnen die Ergebnisse variieren. Der Vergleich unterschiedlicher ICG-VA-Systeme
hinsichtlich ihrer diagnostischen Fahigkeit und pradiktiven Akkuranz koénnte

Bestandpteil zukiinftiger Studien sein.

Abschliefend lasst sich auf Grundlage der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
konstatieren, dass ein zuverldssiges intraoperatives Transplantat-Monitoring zur
frihzeitigen Detektion einer kompromittierten Perfusion am ehesten durch einen
kombinierten Einsatz unterschiedlicher Untersuchungsverfahren zu gewahrleisten
ist. Dabei scheint die Kombination zweier Monitoringmethoden ausreichend zu
sein (bspw. ICG-VA + US-Durchflussmessung). Fiir die simultane, intraoperative
Anwendung der Gewebephotospektrometrie konnte in diesem Zusammenhang
nur ein geringer zusatzlicher Nutzen belegt werden. Die Invasivitat bestimmter
Monitoringverfahren stellt jedoch im Rahmen der postoperativen klinischen
Reevaluation der Gewebeperfusion eine Herausforderung dar, wodurch die
Relevanz nicht-invasiver Methoden wie der Gewebephotospektrometrie weiterhin
bestehen bleibt.

Akita et al. beschrieben in einer 2016 verdffentlichten Studie einen
vielversprechenden Ansatz, welcher die Einschatzung der Transplantatperfusion
im klinischen Alltag und somit das Transplantatmonitoring verbessern konnte.
Hierbei wurde die Erhebung der regionalen Sauerstoffsiattigung mit dem
Verfahren der ICG-VA kombiniert. Ein Sensor zur Messung der lokalen O2-
Sattigung wurde intraoperativ an einer zuvor mittels ICG-VA ermittelten Position
appliziert, die im Rahmen der Perfusionsanalyse bereits wiahrend des operativen
Eingriffs Kkritische Werte aufwies (Akita et al, 2016). Durch diese

Herangehensweise gelang es Atika et al. mit einem AUROC-Wert von 1,0 eine hohe
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diskriminatorische Aussagekraft fiir den von ihnen entwickelten O2-
Sattigungsindex zu erreichen. Es konnte zudem gezeigt werden, dass dieses
Vorgehen der simultanen Erhebung des Blutglukoseindex hinsichtlich der

Einschatzung der Transplantatperfusion iiberlegen war.

4.4 Ausblick

Mit fortschreitender Entwicklung neuer technischer Verfahren zur intraoperativen
Perfusionsevaluation wird es zukiinftig moglich sein, kompromittierte
Gefafdabschnitte und daraus resultierende Einschrankungen der
Transplantatperfusion noch frithzeitiger und zuverldassiger zu detektieren.
Kontaktlose und nach Maoglichkeit nicht-invasive Evaluationsmethoden sind
hierbei von besonderem Interesse, nicht zuletzt um den Anwendungsbereich
solcher Verfahren auch auf das postoperative klinische Monitoring erweitern zu
konnen. Die Ultraschall-Durchflussmessung mittels Transit-Flowmeter weist eine
hohe Validitat auf und gilt als zuverlassiges Verfahren fiir die Perfusionsevaluation
(Nakayama et al., 2001; Bonde et al.,, 2006; Gimbel et al., 2009; Ritschl et al,,
2018b). Gleichzeitig ist diese Technik, wie zuvor unter 4.1.3 dargelegt, aufgrund
ihrer Invasivitit nur auf intraoperative Prozeduren anwendbar. Eine
Weiterentwicklung dieses Verfahrens stellt der implantierbare Cook-Swartz-
Doppler dar, welcher intraoperativ als eine Art perivaskuldre Manschette um den
distalen Abschnitt des anastomosierten Transplantatgefafdes appliziert wird und
auch postoperativ die Uberwachung der Perfusion ermoglicht (Lenz et al., 2018).
Die Implantation dieses Dopplers erfordert jedoch technische Vorkenntnisse und
beansprucht zusatzliche Operationszeit (Um et al., 2014).

Da die vorliegende Studie auf einem Kleintiermodell basiert, sind die zuvor
diskutierten Erkenntnisse nur eingeschrankt auf den klinischen Kontext
tibertragbar und sollten mit Vorsicht interpretiert werden. Zudem erweist sich die
Transplantatphysiologie beim Menschen als komplexer im Vergleich zum
Hinterlaufmodell der Ratte (Yamamoto et al., 2017). Um die klinische Relevanz
und Ubertragbarkeit der Ergebnisse zu steigern, wire eine umfangreichere
tierexperimentelle Studie mit Einsatz unterschiedlicher Komposit-Transplantate
notwendig. Dennoch stellt das Gefafdsystem der Ratte im Rahmen mikrovaskularer

Studien das am haufigsten verwendete tierexperimentelle Versuchsmodell und
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somit den Goldstandard dar (Zhang et al., 2001). In einer Zeit, in der ethische
Fragestellungen hinsichtlich der klinischen Erprobung von Therapieansatzen und
des Einsatzes innovativer Techniken zunehmend kontrovers diskutiert werden,
bilden praklinische Studien weiterhin den ersten Schritt fiir die Gewinnung neuer
wissenschaftlicher Erkenntnisse. Vor diesem Hintergrund ware ein Vergleich des
implantierbaren Cook-Swartz-Dopplers mit anderen Monitoringverfahren zur
postoperativen Perfusionsevaluation als weiterfithrende Untersuchung in einer
umfangreicheren tierexperimentellen Studie denkbar. Hierbei konnte zudem die
diagnostische Fahigkeit verschiedener Untersuchungsmodalititen insbesondere
hinsichtlich einer etwaigen vendsen Transplantatkompromittierung, welche
ursdchlich fiir iber die Halfte aller Transplantatverluste zu sein scheint, evaluiert

und verglichen werden.
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5 Zusammenfassung

Der Einsatz freier mikrovaskuldrer Gewebetransplantate ist unverzichtbarer
Bestandteil der Rekonstruktiven Chirurgie und weist eine hohe Erfolgsrate auf
(Wolff et al.,, 2008). Kommt es jedoch im Anschluss an einen rekonstruktiven
Eingriff zu einer Kompromittierung der mikrovaskuldren Gewebeperfusion, so
besteht die Gefahr eines Transplantverlusts (Miicke et al, 2018). Stenotische
Bedingungen im Bereich des zufiihrenden arteriellen oder ableitenden vendsen
Gefafdes konnen, entsprechend ihrer Auspriagung, bereits zu einer konsekutiven
Minderperfusion des freien mikrovaskuldaren Transplantats fiithren. Die
Auswirkungen unterschiedlicher arterieller und vendser Stenosegrade auf die
Gewebeperfusion des distalen Erfolgsorgans sind jedoch im Detail nur
unzureichend untersucht und verstanden. Fiir das friihzeitige Erkennen und
Behandeln solch einer kompromittierten Transplantatperfusion ist ein
verldssliches Monitoring zudem unabdingbar (Perng et al, 2018; Ritschl et al,,
2018b). Obwohl inzwischen eine Vielzahl an Monitoring-Techniken zur
Transplantatiiberwachung existiert, steht ein methodischer Vergleich hinsichtlich
ihrer intraoperativen diagnostischen Fahigkeit aus.

In der vorliegenden Arbeit wurden gezielt unterschiedliche Stenosegrade (0%,
25%, 50%, 75% und 100%) nach randomisiertem Versuchsprotokoll an der A. und
V. femoralis im Rattenhinterlaufmodell generiert. Fir die intraoperative
Evaluation des Blutflusses kamen ein Ultraschall-Durchflussmesser (Flowmeter),
eine  Gewebephotospektrometrie (02C®) sowie eine Indocyaningriin-
Videoangiographie (ICG-VA) mit integriertem FLOW® 800-Softwaretool zum
Einsatz. Mit Hilfe einer Random Forest Analyse wurde die jeweilige Importance
der Monitoring-Methoden berechnet und ein Vorhersagemodell generiert. Die
Ergebnisse wurden anschlieRend zur Validierung und Uberpriifung der
diskriminatorischen Fahigkeit sowie Akkuranz des Vorhersagemodells durch eine
Receiver Operating Characteristic (ROC) curve analysiert.

Im Rahmen der Ergebnisprasentation wurde die Veranderung der Blutflusswerte
fir alle Untersuchungsmodalititen detailliert beschrieben und im Sinne der
deskriptiven Statistik graphisch aufbereitet. Unter allen drei Monitoring-Methoden
zeigte die Flowmeter-Analyse bei zunehmender Stenosierung am frithesten einen
linearen Abfall der Blutflusswerte an. Unabhdngig von A. und V. femoralis
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gestaltete sich die korrekte Detektion einer 50% Stenosierung am schwierigsten
verglichen mit den tUbrigen Stenosegraden. In Bezug auf alle generierten
Stenosegrade konnte die hochste diagnostische Validitdat durch Kombination der
Ultraschall-Durchflussmessung und Indocyaningriin-Videoangiographie erreicht
werden. Der kombinierte Einsatz dreier unterschiedlicher Monitoring-Methoden
hingegen brachte in diesem Versuchsmodell hinsichtl. des intraoperativen
Transplantatmonitorings und der frithzeitigen Detektion von arteriellen sowie
venosen Stenosegraden nur einen geringen Vorteil.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit legen nahe, dass die Ultraschall-
Durchflussmessung mittels Transit-Flowmeter® und die Indocyaningriin-
Videoangiographie mit integrierter FLOW® 800-Analysesoftware die hochste
Relevanz beziiglich einer friihzeitigen intraoperativen Detektion stenosierter
Transplantatgefifie besitzen. Im Falle einer kompromittierten Gewebeperfusion
des freien mikrovaskuldren Transplantats konnte der Einsatz dieser beiden
Monitoring-Modalitaten somit zu einem verbesserten klinischen Outcome fiihren.
Die simultane Gewebespektrometrie und Laser-Doppler-Flussmessung mittels
02C® war als einzige oberflachlich-applizierte Monitoring-Methode am wenigsten
in der Lage unterschiedliche Stenosegrade der A. und V. femoralis korrekt zu

detektieren.
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7 Anhang

7.1 Veroffentlichung von Teilen der Doktorarbeit

1. Detection and flow characteristics of vascular stenosis in free flaps: a
comparative analysis using flowmeter, laser-Doppler spectrophotometry,
and indocyanine green-videoangiography.

Miicke T, Hapfelmeier A, Schmidt LH, Fichter AM, Wolff KD, Ritschl LM.
Scientific Reports 2020 Jan,

2. Auswirkung verschiedener Stenosegrade auf den distalen Blutfluss und die
korrekte Detektion: eine multimodale Vergleichsstudie.

Ritschl LM, Schmidt LH, Fichter AM, Hapfelmeier A, Wolff KD, Miicke T.
69. Jahrestagung der Arbeitsgemeinschaft fiir Kieferchirurgie (AGKi),
Bad Homburg, Deutschland, 2019, 30.-31. Mai
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7.2 Leitfaden zur Aufbereitung und Auswertung der ICG-Rohdaten
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Leitfaden zur Auswertung der ICG-Flussanalysen
(ZEISS OPMI Pentero’ mit integriertem Flow800°-Tool)

Mittels der Indocyaningriin-Angiographie und des Flow800®-Tools, einer
im Zeiss-OP-Mikroskop integrierten Software, kénnen im
tierexperimentellen Versuch Blutflussanalysen an arteriellen und venésen
Gefafdabschnitten und freien mikrovaskuldren Transplantaten mit
unterschiedlichen Durchblutungssituationen vorgenommen werden.

Durch  die Blutflussanalysen koénnen diese unterschiedlichen
Durchblutungssituationen im jeweiligen = Gewebsabschnitt (unter
Betrachtung ausgewahlter Parameter) untersucht und die emittierten
Fluoreszenzintensitiaten erfasst sowie standardisiert ausgewertet werden.
Die Auswertung dieser Fluoreszenzintensititen wird durch eine vom
Flow800-Tool erstellte CSV-Datei und der zugehorigen TIF-Datei
ermoglicht, die in Zusammenschau alle noétigen Ergebnisse der
Blutflussanalyse enthalten. Hierbei haben sich fiir die spatere statistische
Verwendung vor allem die folgenden 6 Parameter als besonders relevant
erwiesen:

1. erstes Maximum

2. zweites Maximum

3. maximale Steigung bis zum ersten Maximum

4. maximale Steigung bis zum zweiten Maximum

5. maximale Abflutung nach dem ersten Maximum

6. Flache unter der Kurve (AUC = Area under the curve)

(Diese Messwerte werden nach der Korrektur des Hintergrundsignals
entsprechend aufgearbeitet und als Messpunkte statistisch bestimmt.)

Der folgende Abschnitt stellt einen Leitfaden zur Auswertung der ICG-
Flussanalysen dar.
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1. Die CSV-Datei der auszuwertenden Flussanalyse wird mit dem

128

Programm “Text Edit® geoffnet. Zundchst muss die CSV-Datei
dahingehend formatiert werden, dass die Daten nach dem Offnen in
Excel korrekt angezeigt werden und kein Formatierungsfehler
entsteht. Hierzu miissen in Text Edit alle “.“ durch “, ersetzt werden,
welches durch das Anwahlen der Flache “Bearbeiten” - “Suchen” -
“Suchen und ersetzen“ ermdoglicht wird. Nun die CSV-Datei speichern
und das Textprogramm schiefden.

Im Anschluss die CSV-Datei erneut mit dem Programm “Excel” 6ffnen
und die Messwerte der Floureszenzintensititen kopieren, um sie
dann in die zuvor individuell angelegte Tabelle zur weiteren
Auswertung einzufiigen. Diese Tabelle muss im Vorfeld so angelegt
worden sein, dass nach Einfligen der Messwerte alle oben genannten
Parameter berechnet bzw. ausgewertet werden kénnen.

11 Maxgesamt [x™]

1.Max, rausg.

max. Abflutung [m=y:x] Max. Abfl.
26 (nach 1. Maximum) Mittl. Abfl,
27 |y'-y' =y [intensity]

x*-x' = x [time]

» Beispiel eines Tabellenentwurfs zur Auswertung der ICG-Flussanalysen
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3. Nun empfiehlt es sich, fiir die standardisierte Auswertung und
spatere Berechnung der Area under the curve (AUC) ein
gemeinsames Zeitintervall festzulegen (beispielweise 90 sec/90.000
ms) und die Messreihen ausschlieflich auf dieses Zeitintervall mit
zugehorigen Intensity-Werten zu kiirzen. Des Weiteren sollte fiir die
spatere Berechnung der maximalen Steigung jeweils rechts neben
jeder “Intensity“-Spalte eine leere Spalte eingefiigt werden (siehe
Beispiel oben).

4. Als Nachstes muss fiir jede “Intensity“-Messreihe der Basiswert
(entspricht dem Hintegrundsignal) bestimmt werden, der spater fiir
die Berechnung der Parameter 1. Maximum, 2. Maximum und AUC
benotigt wird. Mit dem Basiswert kann im Weiteren auf zwei Arten
verfahren werden: Entweder der Basiswert wird gleich zu Beginn von
der gesamten Intensity-Messreihe subtrahiert, oder erst nach
Ermittlung und Berechnung des 1. und 2. Maximums und der AUC.
(Fir die Berechnung der maximalen Steigung und Abflutung ist dies
nicht relevant.) Erstere Variante gelingt mittels Markieren des

Basiswerts, Anwahlen der Fliache “Bearbeiten” -“Kopieren“, im
Anschluss Markieren der Messwerte in der Intensity-Spalte und
Anwahlen der Fliche “Bearbeiten - “Inhalte einfligen“ und

Auswahlen der Option “Subtrahieren®.

5. Zur Bestimmung der Zeitintervalle, in denen das 1. und 2. Maximum
sowie die maximale Steigung und Abflutung zu suchen sind, ist es
notig, den jeweiligen Graphen der zugehorigen Messung (mit den
Kurvenverlaufen) zu 6ffnen. Im Anschluss kann die Berechnung der
Parameter erfolgen.

500 - | N

@ 400 F
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N -/
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6. Das 1. und 2. Maximum wird in der Tabelle im jeweiligen Zeitintervall
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aufgesucht, in dem es anhand des Kurvenverlaufs im Graphen zu
vermuten ist. Dies gelingt einfach durch Markieren der zum
jeweiligen Zeitintervall zugehorigen Messwerte in der Tabelle und
Anwenden der Formel “MAX"“. Nach Abzug des Basiswerts von den
ermittelten Messwerten fiir MAX 1 und MAX 2 erhilt man dann das
eigentliche 1. und 2. Maximum.

Fiir die Berechnung der Area under the curve (AUC) bestimmt man
zundchst den kumulierten Basiswert (Anzahl der Messwerte, die in
dem AUC-Intervall liegen x Basiswert), und zieht diesen dann von der
Summe aller Messwerte im AUC-Intervall ab.

Bei der Bestimmung der maximalen Steigung und Abflutung macht
man sich eine zu Beginn separat eingefiigte Spalte zu Nutze. Hier
berechnet man einmalig fiir die ersten beiden Wertepaare mittels
einer Formel ((y2- y1):(x2- x)) die Steigung und kopiert diese Formel
mit der automatischen Ausfiillfunktion fiir die gesamte Messreihe
nach unten. Danach ist es wieder erforderlich, das entsprechende
Zeitintervall im Kurvenverlauf ausfindig zu machen, in dem man die
maximale Steigung und Abflutung vermutet (gleiches Vorgehen wie
fiir die Bestimmung des 1. und 2. Maximums unter Punkt 6). Durch
Markieren der zum jeweiligen Zeitintervall zugehdrigen
Steigungswerte in der Tabelle und Anwenden der Formel “MAX" fiir
die maximale Steigung bzw. “MIN“ fiir die maximale Abflutung erhalt
man die endgiltigen Werte. Das Vorzeichen fiir die maximale
Abflutung ist dabei negativ. Das Abziehen des Basiswerts ist in
diesem Fall nicht mehr notig.

Die weitere statistische Auswertung der gewonnen Daten erfolgt mit
einem Statistikprogramm (Bsp.: “SPSS“/ “r“/ u.a.).



7.3 Abbildungsverzeichnis

Abb. 1: Das Konzept der Rekonstruktiven Leiter. (A) Die Rekonstruktive Leiter, als
Orientierung fiir die Art der Defektdeckung, bildet unterschiedliche rekonstruktive
Verfahren nach aufsteigender Komplexitit ab. (B) Das Rekonstruktive Dreieck
(Mathes et Nahai, 1997) und (C) der Rekonstruktive Aufzug (Gottlieb et Krieger,
1994) gewdhren als Modifikationen dieses Konzepts dem Chirurgen mehr Freiheit in
der Wahl des geeigneten VerfaNIens. ... mmmsnsissssssssssssssssssssssssanss 12
Abb. 2: Paramediane Stirnlappenplastik zur Rekonstruktion der Nase als
Beispiel einer gestielten Lappenplastik. (A) Erstbeschreibung einer Rhinoplastik
mithilfe des sog. Indischen Stirnlappens in Europa, verdffentlicht in der
Oktoberausgabe des Gentleman’s Magazine 1794 in London (Mazzola, 2007). (B) Die
Mobilisierung des paramedianen Stirnlappens erfolgt gestielt an der A.
supratrochlearis samt Begleitvene. Der Defekt im Bereich der Stirnhaut wird nach
der Rekonstruktion durch zwei seitliche Verschiebelappen und eine fortlaufende
Verzahnung der Haut am Haaransatz gedeckt. Abbildungen aus Mund-, Kiefer- und
Gesichtschirurgie nach Hausamen et al. (Hausamen et al, 2012).......eoeeoreesecrnerrneenen 14
Abb. 3: Der Radialislappen als Beispiel eines freien mikrovaskuldren
Transplantats. (A) Anatomie des radialen Unterarmlappens. (B) Intraoperative
Aufnahme nach der Hebung des fasziokutanen Transplantats und vor Absetzen des
arteriovendsen Gefdfsstils. Modifiziert nach Wolff & Hélzle und Roenneberg
(Roenneberg, 2013; Wolff et HOIZIE, 201 7). c.cerreeresreerreerisseerssirissserissesisssesisssssssesissssssssssisssssns 16
Abb. 4: Unterschiedliche = Gewebezusammensetzung der  freien
mikrovaskuldren Transplantate. (A) Das fasziokutane Transplantat besteht aus
Haut und subkutanem Fettgewebe (1). (B) Das myofasziokutane Transplantat
besteht aus Haut, subkutanem Fettgewebe und einem Muskelanteil (2). (C) Das
osteomyokutane Transplantat besteht aus Haut, subkutanem Fettgewebe, Muskel
und einem Knochensegment (3). Alle freien Transplantate werden liber einen
Gefdfsstiel versorgt, der sich aus einer Arterie und einer zugehdérigen Vene
ZUSAITITICIISCLZL. ..covvereveiruserseessesisesasessssssesssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssesssses 20
Abb. 5: Verschiedene Vaskularisierungstypen Ilokaler wund freier
Lappenplastiken. (A) Die vaskuldre Versorgung des Random-pattern flap erfolgt
durch mehrere kleine Gefifde und somit nicht tiber eine definierte Arterie. (B) Der

Axial-pattern flap wird liber eine definierte Arterie versorgt. Der iiberwiegende
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Anteil der myofasziokutanen Transplantate weist eine solche definierte Arterie auf.
(C) Die Gefdfsversorgung des freien Lappens wird bei der Transplantathebung
unterbrochen und am Zielort durch mikrovaskuldre Anastomosierung
wiederhergestellt (Pfeil). (D) Perforanslappen werden durch sog. Perforansgefijfse
(Pfeil) versorgt, welche der Tiefe des Gefdfssystems entspringen und durch den
Muskel ziehen. In der Regel verfiigen die unterschiedlichen Lappenplastiken auch
liber Begleitvenen, welche jedoch zur Vereinfachung in dieser Zeichnung nicht

dargestellt wurden. Modifiziert nach Fujioka und Fichter (Fujioka, 2014; Fichter,

Abb. 6: Funktionsweise eines perivaskuldren Ultraschall-Durchflussmessers
am Beispiel des “clamp-on transit time flowmeter”, (A) Ansicht der “V*-Flussonde
von frontal. Die welligen Pfeile verdeutlichen die gegenldufig ausgesandten
Ultraschallsignale, die durch den Reflektor auf die jeweiligen Wandler reflektiert
werden. (B) Ansicht der Flusssonde von schrdg-seitlich. Modifiziert nach Fichter
(FICREET, 2015)..ceuieriiirisierisiirisssisssisisssssssesissssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssas 31
Abb. 7: Funktionsweise der Gewebe-Photospektrometrie am Beispiel der 02C-
Messsonde. Die Messsonde kombiniert das Prinzip der Gewebespektrometrie und der
Laser-Doppler-Flussmessung und emittiert sowohl Weifdlicht als auch Laserlicht. Dies
ermdglicht die simultane non-invasive Detektion des Durchflussvolumens (Flow), der
Blutflussgeschwindigkeit (Velocity), der Hdmoglobinkonzentration (Hb) und der
Hdmoglobinoxygenierung (S0:z). Modifiziert und vereinfacht nach Krug (Krug, 2006).

Abb. 8: Funktionsweise der Indocyaningriin-Fluoreszenzangiographie am
Beispiel eines OP-Mikroskops. Das OP-Mikroskop emittiert Infrarotlicht (rot-
transparent), welches die im Gewebe befindlichen arteriellen und vendsen Gefdfse
erreicht, und regt die an Plasmaproteine gebundenen ICG-Molekiile zur Fluoreszenz
an. Das Fluoreszenzsignal (griiner Pfeil) wird daraufhin von einem im Mikroskop
integrierten Detektor erfasst und erméglicht die Evaluation der Gewebeperfusion...35
Abb. 9: Strukturformel des Floureszenzfarbstoffes Indocyaningriin. ..................... 37
Abb. 10: Einsatz der ICG-Fluoreszenzangiographie in der Ophthalmologie. (A)
Ergebnis der Funduskopie bei Verdacht auf tuberkulése Choroiditis. (B) Die ICG-
Angiographie des Augenhintergundes zeigt diffus ausgedehnte und fleckige

Hypofluoreszenzen im posterieren Pol. Diese pathophysiologischen Verdnderungen
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entsprechen klinisch einer aktiven Chorioretinitis mit begleitender Vitritis.
Modifiziert nach Agrawal et al. (Agrawal et al, 2013). .....ocrossievonserissirsssserssisssssernsens 38
Abb. 11: Einsatz der ICG-Fluoreszenzangiographie und des FLOW® 800-Tools in
der Neurochirurgie. (A) Die ICG-Angiographie zeigt eine eingeschrdnkte Perfusion
der kortikalen Oberfldche mit zirkulatorischer Insuffizienz (weifSer Pfeil). (B) Bei
Einsatz des analytischen FLOW® 800-Visualisierungstools zeigt sich dies in der
arteriellen Durchblutungsphase besonders deutlich (blauer Bereich). Modifiziert
nach Hackethal et al. (Hackethal et Al., 2018).....eoveorsrovsrssrrssrssrsssssssssssssssssssssssssssssssasssans 39
Abb. 12: Standardkdfige aus Makrolon mit Holzgranulatstreu, Stroh und
Papphdusern. Die Trink- und Futtervorrichtung befindet sich im Kifigdeckel,
welcher zur besseren Darstellung des Kdfiginventars zuvor abgenommen wurde..... 43
Abb. 13: Die mdnnliche Wistar-Ratte als Versuchstier. ..............iinsicrene. 44
Abb. 14: Verwendete Narkotika. (A) Die Aufnahme von Isofluran erfolgt mittels
Kompresse und dient zur Einleitung der Narkose. (B) Xylazin und (C) Ketamin
werden fiir die weitere Aufrechterhaltung der Narkose mit einer Mischspritze im
korrekten Verhdltnis aufgezogen. Abbildung modifiziert nach Wolff (Wolff, 2017).. 45
Abb. 15: Schrittweises Vorgehen bei der Anlage eines intravenésen
Mikroverweilkatheters zur intravaskuldren Applikation von Andsthetika. (A)
Darstellung mehrerer konfluierender Halsvenen lateral der Schilddriise. (B) Der
mittig-oben liegende vendse GefdfSabschnitt wird proximal und distal mit GefdfSclips
abgeklemmt und die Durchblutung somit unterbrochen. (C) Nach Venotomie und
Vorlegen einer Ligatur erfolgt die Insertion des Katheters bis zum GefdfSclip. (D) Der
Clip wird anschliefsend entfernt, der Katheter weiter vorgeschoben und mittels
Ligatur fixiert. Nach Versuchsende kann die Ligatur geldst, der Katheter
zurtickgezogen, die Vene mikrochirurgisch anastomosiert und die Wunde mit einer
Hautnaht VerSCRIOSSEN WETAEN. .......ceoveveresrrissrississsssissssssssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssanss 47
Abb. 16: Darstellung des femoralen Gefdfsbiindels in der Leistenregion unter
mikroskopischer Sicht. (A) Die Hautinzision erfolgt in Verlaufsrichtung der
femoralen GefifSe. (B) Auffinden des femoralen Gefifs-Nervenbiindels in der Tiefe
nach makroskopischer Prdparation. Das weifdlich-schimmernden Leistenband
(mittig-rechts) dient als anatomischer medialer Orientierungspunkt. (C)
Mikrochirurgische Darstellung der GefifSe nach Separation von N, A. und V.

femoralis (v.o.n.u.). Links im Bild ist der Abgang der epigastrischen GefdfSe zu sehen.
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(D) Darstellung nach Ligatur aller arteriellen und venésen Seitendste der A. und V.
2L Te 7 RN 48
Abb. 17: Stenosierung der A. femoralis. (A) Vorlegen eines 9-0 monofilen Fadens
unterhalb des arteriellen GefdfsSlumens. (B) Verengung des Gefdfslumens mittels
Ligatur um 25 % des urspringlichen QUEIrSCANILES. .....comirsmceronsersssesinsissssesssessssesanss 51
Abb. 18: Ubersicht des Versuchsablaufs zur Evaluation der Perfusion mittels
drei unterschiedlicher MOAAlitAten....................conirosscrinsissssirississssirossissssissssssssisanss 52
Abb. 19: Evaluation der Perfusion mittels Ultraschall-Durchflussmesser und
Gewebe-Photospektrometrie. (A und B) Referenzmessung an der A. und V.
femoralis mittels Ultraschall-Durchflussmessung (Transit Flowmeter) und (C) am
distalen Erfolgsorgan mittels Gewebe-Photospektrometrie (02C) zur Erfassung der
Flow-, Velo-, Hb-, und SO:z-Basiswerte. (D) Ultraschall-Durchflussmessung vor der

kiinstlich erzeugten Stenose, (E) hinter der Stenose und (F) am vendsen Gegengefdyfs.

Abb. 20: Flussanalyse der Femoralgefifde mittels ICG-Videoangiographie.
(v.ln.r.) (A) Referenzmessung der A. und V. femoralis zur Erfassung des ICG-
Basiswertes. (B) Stenosierung der A. fem. um 75 %. (C) Stenosierung der V. fem. um
75 %. (v.o.n.u.) Die erste Aufnahme zeigt die Anflutzeit des ICG-Kontrastmittels in
Sekunden, die zweite Darstellung die maximale Intensitdt des Fluoreszenzsignals,
welche durch die Infrarotkamera detektiert wurde. Durch das Positionieren sog. ROIs
(“Regions Of Interest”) nach der Angiographie ldsst sich durch die FLOW®800-
Software in diesen Bereichen eine Flussanalyse durchfiihren, welche die Evaluation
der Perfusion grapRiSCR AQISEEIIL. ... eeeeseereerserereerserseesssesiseesssesasssssssssssssssssssssssssssssssesas 56
Abb. 21: ICG-PULSION® und Aqua ad iniectabilia. (A) Aqua ad iniectabilia fiir die
Herstellung von parenteralen Injektionslosungen  (Ampuwa®, Fresenius Kabi
Deutschland GmbH, 61346 Bad Homburg v.d.H., Deutschland). (B) ICG-Pulsion als
Pulver in einer lichtgeschiitzten Ampulle (ICG-Pulsion®, Pulsion Medical Systems AG,
Miinchen, Deutschland). (C) 1 ml-Injektionsspritze mit Markierung in 0,1 ml-
Schritten und Kandiile. (D) Intravends applizierbares ICG-Kontrastmittel aufgezogen
fiir die Injektion via MiKrOVErWeIlKAtRELET .............coeroveeoseerssirissserissssssssesisssssssesissssssssssassssens 57
Abb. 22: Mikrochirurgisches Instrumentarium. Im oberen Bildabschnitt zu sehen:
Premicath®-Mikroverweilkatheter ~mit Dreiwegehahn, 1ml-Spritze fiir die

Andsthetika-Verabreichung und ICG-Applikation, mikrochir. Gefdfsclips in untersch.
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Gréofse und Ausfiihrung, Bepanthen®-Salbe fiir den Augenschutz der Ratte,
Einmalrasierer (v.Ln.r.). Im unteren Bildabschnitt zu sehen: kleine u. grofSe
makrochir. Pinzette, Schere, Skalpell mit bauchiger Klinge, Approximatorpinzette fiir
Gefdfsclips, Mikronadelhalter, gerade u. gebogene Mikroschere, gerade u.
abgewinkelte Mikropinzette, Mikrogefdfsdilatator, kleine Mikropinzette, kleine
Mikroschere, Mikro-Bipolar-Pinzette zur Koagulation (v.Ln.r.). Rechts im Bild:
mikrochir. Ethilon®-Nahtmaterial in untersch. GrofSen. ... rneeonserisssesssesisssssanss 59
Abb. 23: Transit Time Perivascular Flowmeter TS420. (A) Messstation TS420 mit
frontaler Verbindungsstelle fiir die “V“-Sonde. (B) “V“-Flusssonde mit und ohne
Verriegelung. Abbildungen modifiziert nach Www.tranSonic.Com. ........owcomeerreeseernens 60
Abb. 24: 02C-Messgerdt. (A) Messstation. (B) Metrische und graphische
Bildschirmanzeige der Perfusionsparameter. (C) Messsonde. Abbildungen modifiziert
NACH WWW. LA AE. ..c.u.crerirvoeiriirissirissisissesissesisssesissssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssanes 61
Abb. 25: OP-Mikroskop PENTERO® der Firma Zeiss. .............cooconievonscrinsserinscsissserinss 62
Abb. 26: Deskriptive Ergebnisse der Flussmessung mittels Transit Flowmeter.
Graphische Darstellung des mittleren arteriellen und venésen Blutflusses in ml/min

bei variierender arterieller (A und C) und vendser (B und D) Stenosierung in Form

Abb. 27: Deskriptive Ergebnisse der Perfusionsevaluation mittels simultaner
Laser-Doppler-Flussmessung und Gewebespektrometrie. Graphische Darstellung
der unterschiedlichen Parameter bei variierender arterieller (A, C und E) und vendéser
(B, D und F) Stenosierung in Form von Liniendiagrammen und Boxplots...................... 68
Abb. 28: Deskriptive Ergebnisse der Perfusionsanalyse mittels ICG-
Videoangiographie und integrierter FLOW 800® Analysesoftware. Graphische
Darstellung der unterschiedlichen Parameter bei variierender arterieller (A und B)
und vendéser (C und D) Stenosierung in Form von Liniendiagrammen. Hierbei wurden
das erste und zweite Maximum sowie die Fldche unter der Kurve (engl. area under
the curve (AUC)) zeitgleich in drei unterschiedlichen Gefdfsregionen (engl. regions of
interest (ROI)) bei variierender Stenosierung analysiert. Die Positionierung der ROIs
erfolgte standardisiert im prd- und poststenotischen GefdfSabschnitt sowie im
korrespondierenden arteriellen oder vendsen Gegengefafs. .....uerimiesonserisssesanns 71
Abb. 29: Deskriptive Ergebnisse der Perfusionsanalyse mittels ICG-
Videoangiographie und integrierter FLOW 800® Analysesoftware als Boxplots.
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Die zeitgleiche Analyse des ersten und zweiten Maximums, des maximalen Anstiegs
und Abfalls sowie der Area under the curve erfolgte sowohl unter variierender
arterieller (A, C und E) als auch venéser (B, D und F) Stenosierung in drei spezifischen
Gefifsregionen (prdstenotisch, poststenotisch und am korrespondierenden

Gegengefdf3). Die ICG-Intensitdt wurde fiir alle Parameter in arbitrdren Einheiten

Abb. 30: Perfusionsanalyse mittels ICG-Videoangiographie und integrierter
FLOW 800® Software bei variierenden arteriellen Stenosegraden. (v.L.n.r.) Die
erste Sdule zeigt die intraoperative, farblich-kodierte Perfusionsanalyse mittels
integrierter FLOW 800® Software. Die zweite und dritte Sdule zeigt die ICG-VA in der
arteriellen und vendsen Durchblutungsphase mit jeweils drei definierten und durch
farbige Quadrate gekennzeichneten Untersuchungsregionen (prdstenotisch,
poststenotisch und am korrespondierenden Gegengefifs). Die nicht-parametrische
Analyse der erfassten ICG-Intensitdt bei variierender arterieller Stenosierung im
zeitlichen Verlauf wird in der vierten Sdule in Form eines Graphen dargestellt. Die
farblich kodierten ROIs (Sdule 3) korrelieren mit den jeweiligen Kurvenverldufen der
ENESPTECNENACI FATDC. ...couoeeoeriivvirisesrissirissssissesisssssssisisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssas 73
Abb. 31: Perfusionsanalyse mittels ICG-Videoangiographie und integrierter
FLOW 800° Software bei variierenden venésen Stenosegraden. (v.L.n.r.) Die erste
Sdule zeigt die intraoperative, farblich-kodierte Perfusionsanalyse mittels
integrierter FLOW 800® Software. Die zweite und dritte Sdule zeigt die ICG-VA in der
arteriellen und vendsen Durchblutungsphase mit jeweils drei definierten und durch
farbige Quadrate gekennzeichneten Untersuchungsregionen (prdstenotisch,
poststenotisch und am korrespondierenden Gegengefif3). Die nicht-parametrische
Analyse der erfassten ICG-Intensitdt bei variierender vendser Stenosierung im
zeitlichen Verlauf wird in der vierten Sdule in Form eines Graphen dargestellt. Die
farblich kodierten ROIs (Sdule 3) korrelieren mit den jeweiligen Kurvenverldufen der
ENESPTECNENACIL FATDC. ...couoeeeerierreerissrisserissssissesisssssssssisssssssssissssssssssissssssssssasssssssssssssssssssssanssssns 74
Abb. 32: Random Forest Analyse. Anordnung der unterschiedlichen Parameter
nach entsprechender Gewichtung (Importance) im vollstdndigen (A) und reduzierten
(B) Vorhersagemodell unter Ausschluss der 02C-Analysedaten. Die Bedeutung eines
Parameters wird als Differenz der prddiktiven Akkuranz vor und nach

randomisierter Permutation der Messwerte ermittelt. Ist ein Parameter von
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untergeordneter Relevanz fiir die Vorhersage des Outcomes, so bleibt die prddiktive
Akkuranz nach Permutation unverdndert und nimmt den Wert 0 an...........ccvcenene. 79
Abb. 33: Receiver Operating Characteristic curve Analyse (ROC-Analyse) und
Modellkalibrierung. Die durchgezogenen Linien entsprechen dem reduzierten, die
gestrichelten Linien dem vollstindigen Modell. Die ROC curve wird aus mehreren
Wertepaaren bestehend aus Sensitivitdt und 1-Spezifitdt gebildet und gibt Auskunft
liber die diskriminatorische Fdhigkeit des Vorhersagemodells hinsichtl. seiner
Klassifizierung (A). Im Rahmen der Modellkalibrierung wird die Ubereinstimmung
zwischen vorhergesagter Wahrscheinlichkeit eines Stenosegrads und tatsdchlich
beobachteter Frequenz des Auftretens eben dieses Stenosegrads tiberpriift (B)........ 81
Abb. 34: Modellkalibrierung - Boxplots. Die Boxplots des vollstindigen (A) und
reduzierten (B) Vorhersagemodells geben jeweils die Wahrscheinlichkeit fiir das
Ubereinstimmen von vorhergesagter und tatsdchlich vorliegender Stenosierung an.
Die grauen Boxplots reprdsentieren die gemeinsame Schnittmenge aus korrekt
vorhergesagten Stenosegraden. Fiir 0%, 75% und 100% Stenosegrad gibt es eine

hohe Ubereinstimmung, welche sich im reduzierten Modell (B) noch deutlicher zeigt.

7.4 Tabellenverzeichnis

Tab. 1: Berechnung der addquaten Gefdfddurchmesser fiir verschiedene
RY L2 LR | o [ L= N 50
Tab. 2: Original Versuchsprotokoll fiir die Dokumentation der
unterschiedlichen PerfusSionSparameter..............onieonsesisssesossesisssssssesissssss 53
Tab. 3: Mittlere Flusswerte einschliefdlich Intervall bei variierenden
Stenosegraden der A. und V. femMOTalis.............eeooeeeeeeeseeseerseeesersesasersessssesanens 67
Tab. 4: Mittlere perioperative Ergebnisse der simultanen Laser-Doppler-
Flussmessung und Gewebespektrometrie (02C®) einschliefSlich Intervall bei
variierender Stenosierung der A. und V. femoralis. ..., 69
Tab. 5: Mittelwerte einschliefdlich Intervall der perioperativ mittels ICG-
Videoangiographie und integrierter FLOW 800® Software erhobenen

Parameter bei variierender Stenosierung der A. femoralis..........................eu....... 75

137



Anhang

Tab. 6: Mittelwerte einschliefdlich Intervall der perioperativ mittels ICG-
Videoangiographie und integrierter FLOW 800® Software erhobenen
Parameter bei variierender Stenosierung der V. femoralis.....................vuvcerunnec. 76
Tab. 7: Kreuztabelle und Cohens weighted Kappa fiir die Uberpriifung der
Reliabiltdt von Einschdtzungen hinischtl. des addquaten Stenosegrads.
Ubereinstimmung zwischen rechnerisch ermitteltem und tatscchlich vorliegendem
Stenosierungsgrad fiir das vollstdndige und reduzierte (Werte in Klammern) Modell

unter Berticksichtigung des ADWeICAUNGSGTAUES........ocereereerreeeneerserssesssesseesssesssesssssssssanees 83

138



Danksagung

9 Danksagung

An dieser Stelle mochte ich mich bei all Jenen bedanken, die mich wahrend dieser
intensiven Zeit begleitet und bei der Fertigstellung meiner Dissertation unterstiitzt

haben.

Besonders hervorheben mdochte ich in diesem Zusammenhang meinen Doktorvater
PD Dr. Dr. Miicke, der mich in die Welt der Mikrochirurgie einfiihrte und mir die
vorliegende operativ-experimentelle Forschungsarbeit ermdoglichte. Meinem
Betreuer PD Dr. Dr. Ritschl danke ich fiir zahlreiche gemeinsame Stunden im
mikrochirurgischen Forschungslabor und die kontinuierliche Unterstiitzung bei

der Umsetzung meines Forschungsprojekts.

Mein Dank gilt auch den langjdhrigen Kollegen meiner mikrochirurgischen
Arbeitsgruppe PD Dr. Dr. Fichter und Dr. Wolff,, deren stetige Unterstiitzung, auch
tiber die Kellergewolbe der Langerstafle 3 hinaus, mir im Rahmen meiner
beruflichen Entwicklung eine grofde Hilfe war. Das Forschen in unserer
Arbeitsgemeinschaft hat mir viel Freude bereitet. Um es mit den Worten von
Konfuzius zu sagen: ,Nur durch die vereinten Krafte eines jeden einzelnen Zahnes
vermag ein Kiefer sogar Knochen zu durchbrechen.” In diesem Sinne bin ich stolz,

Teil dieses Teams zu sein.

Bedanken mdchte ich mich auch bei Univ.-Prof. Dr. Dr. Wolff fiir das mir
entgegengebrachte Vertrauen und Interesse an der Durchfiihrung der

mikrochirurgischen Operationen.

Nicht zuletzt den Kollegen des Zentrums fiir praklinische Forschung (ZPF) des
Klinikums rechts der Isar, durch die stets eine addquate Versorgung meiner
Versuchstiere gewahrleistet wurde, ist die erfolgreiche Fertigstellung dieser Arbeit

zu verdanken.

Fir die Durchfiihrung der Random Forest Analyse im Rahmen der explorativen,
statistischen Auswertung und einem damit verbundenen tieferen Einblick in die
Welt des maschinellen Lernens bedanke ich mich bei PD Dr. Hapfelmeier vom

140



Institut fiir Medizinische Informatik, Statistik und Epidemiologie der Technischen

Universitat Miinchen (TUM).

Zu guter Letzt mochte ich auch meinen Eltern, meiner Schwester und meiner
langjahrigen Freundin fir Ihren Zuspruch und Ihre fortwahrende Unterstiitzung

danken.

141



