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1. Einleitung

Die Koronare Herzerkrankung (KHK) ist die h&ufigste Todesursache in den Industriestaaten
der westlichen Welt (6 Millionen Erkrankte in der BRD, 125.000 Todesfélle pro Jahr)
[Siewert 2001]. Die Ursache liegt in einer arteriosklerotischen Verengung der Koronararterien
durch subintimale atheromatdse Plaques. Familidre Belastung, arterieller Hypertonus,
Hyperlipiddmie, Diabetes mellitus, sowie Nikotinabusus stellen die wichtigsten
Risikofaktoren fur die Pathogenese der KHK dar. Durch gezielte Beeinflussung der
Risikofaktoren kann die Manifestation der KHK vermieden oder die Progression der
Erkrankung verhindert werden.

Fir die symptomatische Therapie der KHK mit signifikanten Stenosen stehen interventionelle
MaRnahmen mit Hilfe spezieller Katheter und die operative Myokardrevaskularisation zur
Verfligung.

Die Etablierung neuer minimal invasiver Methoden wie Operationen am schlagenden Herzen
unter Verzicht auf die Herz-Lungen-Maschine (HLM) [Baumgartner 1999, Detter 2002 (a)]
und die Verkleinerung des operativen Zugangsweges [Detter 2001, Reichenspurner 1998,
Ribakove 1998] stellt hohe technische Anforderungen an die Chirurgen. Der Erfolg der
Operation ist von der Qualitat der Anastomose abhédngig. Im Falle eines Bypassverschlusses
bestent das Risiko eines Myokardinfarktes mit irreversibler FunktionseinbuRe des
Herzmuskels oder sogar letalem Ausgang. Auch bei den technisch anspruchsvollen neuen
Operationsverfahren besteht das Risiko einer iatrogen erzeugten Stenose im Bereich der
Bypassanastomose oder eines Bypassverschlusses. Vor allem die endoskopische
Bypassoperation mit Hilfe von computer-assistierten chirurgischen Robotersystemen
reprasentiert ein noch neues chirurgisches Feld, mit der Notwendigkeit einer genauen
Validierung des Operationserfolges [Boehm 1999, Boyd 2000, Detter 2001, Detter 2002,
Loulmet 1999, Mohr 2001, Reichenspurner 1999]. Eine mdglichst objektive
Qualitatskontrolle von Koronarbypéassen sollte mdglichst schon im Operationssaal erfolgen,
um im Falle einer Verengung bzw. eines Bypassverschlusses sofort therapieren zu kdnnen

und dem Patienten so eine belastende Reoperation zu ersparen.

Daher ist eine optimale, moglichst schon intraoperative Qualitatskontrolle des
Operationserfolges erforderlich, um Stenosen und Verschlisse rechtzeitig zu erkennen und

unmittelbar therapeutisch intervenieren zu kénnen.

Derzeit stehen eine Reihe technischer Hilfsmittel fur die Beurteilung der Koronargefalie und

die objektive Qualitatskontrolle von Koronarbypéssen zur Verfugung. MaRgeblich fur den



Operationserfolg ist die Durchblutung des Herzmuskelgewebes distal der Bypassanastomose.
Die Durchblutung des Herzmuskelgewebes kann dabei durch die Ermittlung folgender

Parameter abgeschétzt werden:
*  Visualisierung und Quantifizierung des Stenosegrades
*  Visualisierung und Quantifizierung der Myokardperfusion

e Quantifizierung des Blutflusses

1.1 Qualitatskontrolle in der Koronarchirurgie

Das Standardverfahren fir die Darstellung von Stenosen und die Bestimmung des
Stenosegrades ist die Koronarangiographie. Das Koronarsystem kann prae-und postoperativ
in unterschiedlichen Projektionen untersucht werden, die Myokardperfusion selbst kann

jedoch nicht dargestellt werden.

Computertomographie und Magnetresonanztomographie sind auch in der Lage,
Koronarstenosen zu erkennen. Sie werden jedoch hauptsachlich fir die Beurteilung der

Myokardperfusion sowie der Herzfunktion eingesetzt.

Weitere Verfahren fir die Bestimmung der Myokardperfusion in-vivo sind die

Myokardszintigraphie, die Kontrastechokardiographie und die Thermographie.

Eine in tierexperimentellen Studien anerkannte Technik fir die Quantifizierung der
Myokardperfusion stellt die Mikrospharenmethode dar. Eine Anwendung dieser Tecchnik in-
vivo am Menschen verbietet sich, da zur Quantifizierung der Perfusion das Organ explantiert
und entsprechend eines vorab festgelegten Schnittmusters prépariert werden muss, um den

Spharengehalt im Gewebe zu bestimmen.

Die quantitative Messung des Blutflusses ist mit der Transit-Time-Flow-Measurement

Methode mdglich.

In Tabelle 1 sind die verschiedenen Methoden zusammenfassend aufgelistet.



Tabelle 1: Ubersicht iiber die verschiedenen Methoden zur Beurteilung des Stenosegrades,
der Myokardperfusion und der Quantifizierung des Blutflusses unter Bertcksichtigung der
intraoperativen Anwendung

Stenose- | Myokard- |Fluss- Intra- Prae-/Post-

grad perfusion |messung |operativ |operativ
Koronarangiographie + - - (+) +
Computer-Tomographie (+) + - - +
Magnetresonanz-Tomogrophie (+) + - - +
Myokardszintigraphie - + - - +
Kontrastechokardiographie - + - + +
Thermographie - (+) (+) + -
Transit-Time-Flow-Measurement - - + + -
Mikrosphéren (tierexperimentell) - + + - -

1.1.1 Koronarangiographie

In der morphologischen Diagnostik der KHK sowie im Rahmen der postoperativen
Kontrolle von Koronarbypéssen stellt die Koronarangiographie nach wie vor das
Standardverfahren dar. Die bildliche Darstellung der Koronararterien einschlie3lich ihrer
Kollateralen erfolgt dabei durch eine selektive Angiographie zur Beurteilung der
Koronaranatomie. Durch intrakoronare Kontrastmittelinjektionen ist es mdglich, alle
Abschnitte des Koronarsystems bis zu einer minimalen Gréf3e von ca. 0,3mm Durchmesser
darzustellen [Hombach 2001].

Fur die Sondierung der Koronargefasse werden von Sones und Judkins zwei
unterschiedliche Zugangswege vorgeschlagen:

Bei der Technik nach Sones erfolgt die Katheterisierung tUber die A. brachialis. Der Sones
Katheter wird direkt in das GefaR eingefiihrt und wird sowohl fur die Sondierung beider
Koronararterien als auch fur die Laevokardiographie eingesetzt [Sones 1959].

Die Judkins-Technik ist derzeit die Standard-Technik fur die Sondierung der linken und
rechten Koronararterie. Dabei wird der Judkins-Katheter perkutan in Seldinger-Technik mit
Hilfe eines Fuhrungsdrahtes oder einer zuvor platzierten arteriellen Schleuse Uber die
Femoralarterie eingefiihrt und bis in die Koronararterien vorgeschoben [Judkins 1967].




Die  selektive  Darstellung der  Koronargefdle erfolgt durch  mehrfache
Kontrastmittelinjektionen unter Rontgendurchleuchtung in unterschiedlichen Projektionen.
Der klinische Wert dieser Methode ist unbestritten. Jedoch ist die Koronarangiographie ein
invasives  Verfahren und der Patient ist durch Ro6ntgenstrahlung  sowie
kontrastmittelassoziierte Nebenwirkungen zusatzlichen Risiken ausgesetzt. Kontrastmittel-
induzierte Unvertraglichkeitsreaktionen sind mit 1-2% relativ selten, jedoch sind
Komplikationen wie anaphylaktoide Reaktionen, Herzrhythmusstérungen, hamodynamische
Effekte mit Kardiodepression, thrombotische Komplikationen, sowie
Nierenfunktionsstérungen bis zum Nierenversagen nicht zu vernachldssigen [Grossman
1996, Johnson 1993, Laskey 1993]. Durch die Arterienpunktion konnen auch
Nachblutungen, Durchblutungsstérungen, Gefalverschlisse sowie GeféaRverletzungen wie
Dissektionen auftreten [Krakau 1999]. Als Spéatfolge kann es bei ca. 20% der Patienten zu
Hamatomen kommen, die in 1-2% der Falle chirurgisch ausgerdumt werden mussen.

Die Durchfiihrung einer intraoperativen Koronarangiographie im  chirurgischen
Operationssaal ist meist nicht realisierbar, da geeignete Kathetermessplatze dort nicht zur
Verfligung stehen. Daher wird die Koronarangiographie meist nur zur prdoperativen
Diagnostik und postoperativ bei speziellen Fragestellungen zur Kontrolle der
Koronarbypésse eingesetzt.

Die Koronarangiographie gibt Aufschluss Uber die Offenheit des Koronarbypass sowie die
Qualitat bzw. Glte der Anastomose, ermdoglicht jedoch keine Aussage (ber die
Myokardperfusion.

1.1.2 Computer-Tomographie

Die Elektronenstrahl-Computer-Tomographie (EBCT) ermdglicht als eine von der
konventionellen Computer-Tomographie abgeleitete Technik die dreidimensionale
Darstellung tomographischer Schichtbilder bei kurzen Bildaquisitionszeiten.

Die EBCT wird fur die Bestimmung der Myokardperfusion eingesetzt. Als Indikator dient
jodhaltiges Kontrastmittel, das tber eine Anflutung in den Koronarien und dem Myokard zu
einer Dichteanhebung fiihrt. Uber eine EKG-Triggerung konnen Bilder zum gleichen
Zeitpunkt im Herzzyklus generiert werden. Aus dem zeitlichen Verlauf und der Intensitét der
kontrast-induzierten Dichtedanderungen (Dichte-Zeit-Kurven) kénnen Rickschliisse uber die
lokale Myokardperfusion gezogen werden.
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Die EBCT ermdglicht auch eine nicht-invasive Darstellung der Koronargefédle. In einer
Publikation von Achenbach et al. konnten jedoch 25% der Koronargefalie wegen schlechter

Bildqualitat nicht ausgewertet und 15% nicht dargestellt werden [Achenbach 1998].

Eine neue Dimension der Bildqualitat wird durch die Mehrzeilenspiral-CT (MSCT) erreicht
[Achenbach 2001, Nieman 2001]. Wahrend mit nativen Scans lediglich verkalkte Plaques
nachgewiesen und quantitativ erfasst werden konnen, bilden kontrastverstarkte MSCT-
Untersuchungen das Lumen der KoronargefélRe ab. Durch schnellere Bildaquisition, héhere
raumliche Auflésung in der Bildebene, ein niedrigeres Bildrauschen und die Verminderung
von Bewegungsartefakten durch das retrospektive EKG-Gating ist die MSCT dem EBCT
eindeutig Uberlegen [Becker 2000]. Auch die Offenheit von Bypassgefalen kann nicht-
invasiv kontrolliert werden [Knez 1998].

Obwohl die MSCT der konventionellen Koronarangiographie hinsichtlich ortlicher- und
zeitlicher Auflosung unterlegen ist, sind die fehlende Invasivitat sowie die Mdglichkeit der

dreidimensionalen Rekonstruktion ein bedeutender Vorteil dieser neuen Methode.

1.1.3 Magnetresonanz-Tomographie

Die Magnetresonanz(MR)-Tomographie ist mittlerweile ein etabliertes Verfahren fir die
Darstellung der Herzmorphologie und Herzfunktion [van Geuns 2000, Manning 1993,
Regenfus 2000, Stuber 2001]. Durch Entwicklung ultraschneller Aufnahmesequenzen ist es
mdoglich, nach Kontrastmittelgabe die Myokardperfusion zu beurteilen [Al-Saadi 2000]. Die
Vorteile der MRT liegen in der weitreichenden Verfligbarkeit, der fehlenden
Strahlenexposition, der frei berechenbaren Schichtfilhrung sowie der Visualisierung
verkalkter Segmente. Auch Koronargefae und Stenosen kdnnen dargestellt werden [Kim
2001]. Allerdings wird die enge Rohre bei einer Untersuchungszeit von 30-70 Minuten nicht
von allen Patienten toleriert. Ferner sind distale und Kkleinere Geféssabschnitte nur

eingeschrankt beurteilbar.

1.1.4 Myokardszintigraphie

Als  myokardszintigraphische ~ Verfahren  kénnen  die  Single-Photon-Emissions-
Computertomographie (SPECT) und die Positronen-Emissions-Tomographie (PET) zur
Beurteilung der Koronardurchblutung, der Myokardperfusion und des Myokardstoffwechsels

eingesetzt werden [Berman 1994, Marwick 1993]. Bei dieser Technik wird die Auswirkung
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einer Stenose auf das vom jeweiligen Gefal} abhangige Myokardareal beurteilt, die Stenose

selbst kann jedoch nicht direkt dargestellt werden.

Bei der SPECT werden Gammaquanten, die beim Zerfall radioaktiver Tracersubstanzen wie
Thallium-201 oder Technetium-99m-MIBI entstehen, registriert. Als Detektor dient ein
Natrium-Jodid-Kristall, der schrittweise um den Patienten rotiert. Thallium-201 dient in der
frihen Phase nach Injektion zur Ischdmiediagnostik, in der spdten Phase zur
Vitalitatsdiagnostik  [Brown 1991]. Technetium-99m-MIBI wird ausschlieRlich zur

Ischdmiediagnostik eingesetzt.

Die PET misst die Vernichtungsstrahlung, die bei der Begegnung von Elektron und Positron
als zwei entgegengesetzt abgestrahlte Gammaquanten entsteht. Als Tracersubstanzen dienen
hier Rb-82 und N-13-NHj3 fur die Messung der Myokardperfusion und F-18-FGD zum
Vitalitdtsnachweis.

1.1.5 Kontrastechokardiographie

Bei der Kontrastechokardiographie kann die myokardiale Perfusion durch Injektion von
Echokontrastmittel bestimmt werden. Dabei werden Gas-enthaltende Mikrobl&schen injiziert,

die zu einer starken Reflexion des Ultraschalls fihren.

Das Konzept der Kontrastechokardiographie wurde bereits 1968 von Gramiak und Shah
entwickelt und erstmalig zur Abschétzung einer Trikuspidalinsuffizienz und Verbesserung der
Shuntdiagnostik eingesetzt [Gramiak 1968]. Zwolf Jahre spater erreichten De Maria und seine
Mitarbeiter durch linksatriale oder direkte intrakoronare Injektion von Echokontrastmitteln
eine Zunahme der myokardialen Echogenitat, wodurch die Bestimmung der myokardialen
Perfusion ermdglicht wurde [De Maria 1980]. Zunachst war die topographische Detektion
regionaler Perfusionsdefekte des Myokards nur durch direkte intraarterielle Injektion des
Kontrastmittels moglich [Armstrong 1982, Tei 1983]. Die Entwicklung von transpulmonalem
Kontrastmittel, welches die Lungenstrombahn passieren kann, ermoglichte die Bestimmung
der myokardialen Perfusion durch intravendse Injektion von Echokontrastmittel [Grayburn
1995, Porter 1995, Skyba 1996].

Mit Hilfe der Intensitometrie lasst sich der zeitliche Ablauf der echokontrastinduzierten
myokardialen  Helligkeitsdnderung erfassen und quantifizieren. Durch  digitale
Bildverarbeitungstechniken, Optimierung des Signal-Rausch-Verhéltnisses durch Harmonic
Imaging (Detektion der Oberschwingung mit der doppelten Eingangsfrequenz) und EKG-

getriggerter Beschallung ist es mdglich, qualitativ hochwertige Signalintensitatsdénderungen
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uber dem Myokard nach Echokontrastmittelgabe zu messen [Leischik 1997]. Dies erlaubt
auch nach intravendser Applikation eine ausreichende myokardiale Kontrastierung und damit
die Bestimmung myokardialer Perfusionsdefekte bei Koronararterienstenosen und
Verschlissen [Firschke 1997, Meza 1996, Porter 1996]. Eine quantitative Analyse der
Myokardperfusion bei definierten Stenosen wurde von Leistad beschrieben [Leistadt 2001,
Masugata 2001]. Die Vorteile der Kontrastechokardiographie liegen in der kostenginstigen,
schnellen, nicht-invasiven Evaluierung der Myokardperfusion und der Myokardkontraktilitét
ohne Strahlenbelastung. Die Untersuchung kann am Patientenbett durchgefihrt werden und
ermoglicht eine sofortige Analyse der Untersuchungsbefunde ohne Zeitverzug. [Elhendy
2005]. Die Nachteilte der Kontrastechokardiographie liegen in der schwierigen Triggerung
der Bildsequenzen bei einer Herzfrequenz Uber 100/min, z.B: im Rahmen einer
Stressechokardiographie und der Notwendigkeit einer speziellen Ausbildung der Untersucher.
Ferner fuhrt eine zu hohe Konzentration an Kontrastmittel, wie sie nach Bolusgaben
vorkommen kann, zu einer Verschattung des Gewebes, die eine Beurteilung der Perfusion
einschrankt. Ein weiterer Nachteil liegt in der Uberschatzung der Myokardperfusion in den
appikalen Segmenten und der schlechteren Bildqualitdt in den basalen Segmenten [Muro
2003].

1.1.6 Thermographie

Die Thermographie (TCA) ist eine intraoperative Technik zur bildlichen Darstellung von
Temperaturen, mit der die Durchblutung von Gewebe anhand von Temperaturunterschieden

dargestellt werden kann.

Dabei wird unsichtbare Infrarotstrahlung mit Hilfe spezieller Warmedetektoren registriert und
in elektrische Energie transformiert. Das Signal lasst sich mit Hilfe moderner Videotechnik
auf einem Bildschirm in schwarz-weil3 (S/W) und/oder in Farbe darstellen. Jedem Grauwert
bzw. jeder Farbe kann eine Temperaturstufe (sog. Isotherm) zugeordnet werden, wodurch
indirekt die Myokardperfusion quantifiziert werden kann.

Moderne Thermovisions-Systeme (wie z.B. AGEMA Thermovision) bestehen aus
elektronisch gekuhlten Kamerasystemen, einem Steuergerat zur Transformierung der
Kamerasignale in Videosignale, einem Videosystem mit hochauflosendem Monitor und
einem computerisierten Bildverarbeitungssystem zur digitalen Bildverarbeitung und
quantitativen Analyse der Temperaturmessungen.

Senyk et al untersuchten 1971 erstmals die Mdoglichkeiten der Kardiothermographie wéhrend
Herzoperationen [Senyk 1971]. Sie konnten am freigelegten Herzen minderperfundierte
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Areale nachweisen, sowie nach erfolgter Revaskularisation deren Reperfusion durch einen
Temperaturanstieg in diesem Gebiet dokumentieren.

Die thermographische Darstellung des koronaren Blutflusses sowie die Anwendbarkeit der
Thermographie zur intraoperativen Bypasskontrolle wurden in spéteren experimentellen
Studien von mehreren Arbeitsgruppen untersucht. In allen Untersuchungen zeigte sich eine
deutliche Abhéngigkeit der epimyokardialen Temperatur vom koronaren Blutfluss. Die
Anatomie der oberflachlichen Koronararterien war in den Kardiogrammen allerdings nur in
Umrissen erkennbar [Daniel 1979, Malm 1977, Papp 1982, Robicsek 1978, Tzivoni 1982].
Akute und chronische koronare Minderperfusion und besonders akute, experimentell erzeugte
Myokardinfarkte konnten als kéltere Zonen, entsprechend dem regionalen Perfusionsausfall,
in den Thermogrammen der Herzoberflache abgegrenzt werden [Kyo 1985, Papp 1985]. Die
thermographische Beurteilung der Bypass-Durchgéangigkeit erfolgte durch die Betrachtung
des regional perfundierten epikardialen Areals eines jeden Bypass-Grafts. Die erzielte
Bildqualitat ermdglichte jedoch noch keine genaue Beschreibung der Bypass- und der
Koronararterienanatomie.

Erst die Einfuhrung und die Kombination neuer Techniken, wie z.B. die Entwicklung
hochsensibler Kamerasysteme und der computerisierten digitalen Bildverarbeitung, erdffnete
die Perspektive einer erfolgversprechenden Anwendung in der Herzchirurgie [Mohr 1997].
Die Thermographie hat bisher aus mehreren Grinden keine routineméaBige Anwendung in der
Herzchirurgie gefunden: Eine genaue angiographische Darstellung der Bypass-Grafts bzw.
der Koronararterien war aus technischen Griinden durch unzureichende Bildqualitat bisher
nicht realisierbar. Andererseits verféalschte die zusétzlich zur Kardioplegie verwendete externe
Kihlung des Herzens den Aussagewert der thermographischen Messungen. Insbesondere ist
bei Operationen am schlagenden Herzen aufgrund der niedrigen Temperaturunterschiede nur
eine eingeschrankte Beurteilung moglich.

1.1.7 Transit-Time-Flow-Measurement Methode

Eine Mdoglichkeit der intraoperativen Validierung von koronaren Bypassgefalien stellt die

Flussmessung mit der Transit-Time-Flow-Measurement (TTFM) Methode dar.

Die TTFM-Methode ist eine Ultraschallanwendung, die intraoperativ die direkte Bestimmung
des Bypassflusses mit hoher Genauigkeit erlaubt. Die Durchfluss-Sonden bestehen aus zwei
piezoelektrischen Kristallen und einem Reflektor, der den Kristallen gegentberliegend
angeordnet ist. Ein Ultraschallstrahl wird in einem Winkel von 60° entgegen der Richtung des

Blutstromes abgestrahlt. Nach Passage durch das Bypassgefdal? wird der Ultraschallstrahl
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reflektiert und von einem zweiten Kristall empfangen. Dabei wird die Zeit zwischen
Aussendung und Empfang des Ultraschallstrahles bei entgegen dem Blutstrom gerichteter
Durchlaufrichtung ermittelt. Ein zweiter Ultraschallstrahl in Richtung des Blutstromes wird
von der zuvor als Empfanger fungierenden Ultraschallsonde ausgesandt und nach Reflexion
von dem urspringlich als Sender arbeitenden Piezokristall empfangen. Dabei wird die
Durchlaufzeit in Richtung des Blutflusses ermittelt. Da die Durchlaufzeit des
Ultraschallstrahles entgegen der Blutstromrichtung langer als die mit der Blutstromrichtung
ist, lasst sich eine zeitliche Differenz ermitteln, die der Durchflussmenge proportional ist

(Abb. 1).
Flussmesskopf

N
S\

e Gefal
Reflektor

Abb. 1: Prinzip der Transit-Time-Flow-Measurement (TTFM)-Methode

Lundell und Mitarbeiter untersuchten in vitro die Zuverlassigkeit der Transit-Zeit-Methode
[Lundell 1993]. Bei verschiedenen, definierten Flussraten in einem Kkalibrierten
Pumpensystem ergab sich in 4mm Schlauchsystemen im Vergleich zu den Ergebnissen mit
der Transit-Zeit-Messmethode eine Variabilitdt zwischen 1,5 und 11,2% und ein
Korrelationskoeffizient von 0,99. In einer anderen Validierungsstudie wurden Flisse in
vendsen Bypassgefallen und der A. mammaria mit der Transit-Zeit-Methode gemessen und
die Ergebnisse mit der Exsanguination der BypassgefaRe verglichen [Laustsen 1996]. Auch
hier ergab sich eine sehr gute Korrelation von 0,99 beim Vergleich von beiden Methoden.
Jaber und Mitarbeiter zeigten, dass mit der TTFM-Technik hochstgradige Bypassstenosen
(>90%) bestimmt werden kdénnen, im Erkennen von mittel- bis hochgradigen Stenosen (50-
85%) war die Methode jedoch unzuverlassig [Jaber 1998]. In einer Studie an 72 Patienten
konnte Hol et al. mit der Blutflussmessung nach der TTFM-Methode jedoch im Vergleich zur
intraoperativen  Koronarangiographie weder signifikante Stenosen im Bereich der
BypassgefaRe noch komplette Bypassverschlisse erkennen [Hol 2001].

Damit wurde die Aussagekraft diese Technik zur friihzeitigen Erkennung von Bypassstenosen
und Verschlissen in Frage gestellt. Darlber hinaus kann mit der TTFM-Technik nur der
Bypassfluss gemessen werden, eine Beurteilung der Durchblutung des Gewebes ist durch die

fehlende Mdglichkeit der Bildgebung nicht maoglich.
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1.1.8 Mikrospharen

Die Mikrospharenmethode ist eine anerkannte Methode fur die Quantifizierung der
Organperfusion in tierexperimentellen Studien. Eine Anwendung in-vivo am Menschen
verbietet sich, da fir die Quantifizierung der Perfusion das Organ explantiert und
entsprechend eines vorab festgelegten Schnittmusters prépariert werden muss, um sie
Konzentration der Sphadren in den einzelnen Gewebearealen Fluoreszenzspectrometrisch

bestimmen zu konnen.

Die Methode beruht auf dem Prinzip, dass biologisch inerte Mikrosphdren mit dem arteriellen
Blut in die Peripherie transportiert werden, wo sie aufgrund ihres Durchmessers im
prakapillaren GeféalRbett festgehalten werden (trapping). Durch linksatriale Injektion der
Mikrospharen wird eine homogene Verteilung im Blut sichergestellt [Buckberg 1975]. Die
Anzahl der im Organ festgehaltenen Mikrospharen ist dabei dem BlutfluR direkt proportional.
Nach der Euthanasie des Versuchstieres kann der BlutfluB im Organ zum Zeitpunkt der
Injektion der Spharen durch die Messung des an die Sphéren gebundenen Indikators bestimmt
werden [Rudolph 1967]. Dafur werden die Organe nach einem festgelegten Schema
geschnitten, die Gewebeproben gewogen und der Sphdrengehalt der einzelnen Areale
bestimmt. Eine arterielle Referenzblutprobe, die in den ersten 3 Minuten nach
Sphareninjektion mit konstantem, definiertem Fluss aus der Aorta entnommen wird,
ermoglicht die Berechnung des Blutflusses in den einzelnen Gewebeproben. Das Referenzblut
ist dabei als ,,kinstliches Organ® zu interpretieren, dessen Blutfluss bekannt ist, und dessen

Spharengehalt bestimmt werden kann.

1967 wurden erstmals radioaktive Mikrosphdren zur Messung der Organdurchblutung
eingesetzt [Rudolph 1967]. Radioaktive Mikrosphédren sind mit y-Strahlen emittierenden
Radionukliden markiert, die mit einem y-Counter detektiert werden konnen. Nachteile der
radioaktiven Mikrospharen sind die kurze Halbwertszeit, die Strahlenbelastung sowie die
hohen Kosten. Aufgrund der Radioaktivitat sind die Sphéren genehmigungspflichtig und
unterliegen den Bestimmungen des Atomgesetzes und der Strahlenschutzverordnung.

Um die oben genannten Nachteile zu eliminieren, wurde nach nicht-radioaktiven Indikatoren
fur die Sphdaren gesucht. 1988 setzte Hale farbstoffhaltige Mikrosphéren ein [Hale 1988], die
jedoch wegen einer Uberlagerung der Farbspektren nicht in einem Experiment kombiniert

werden konnten.

1993 verwendete Glenny erstmals Mikrospharen mit fluoreszierenden Farbstoffen [Glenny

1993]. Durch ein jeweils charakteristisches Exzitations- und Emissionsmaximum wird eine
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Uberlagerung vermieden, wudurch mehrere Farbstoffe in einem Experiment appliziert werden
kdénnen. Um die Intensitat der Fluoreszenzfarbstoffe zu messen, missen die Sphéren aus der
arteriellen Referenz- und der Gewebeprobe isoliert und der Farbstoff herausgeldst werden.
Dadurch ist diese Technik mit einem erheblich htheren Arbeitsaufwand verbunden und bei
der Rilckgewinnung aus den Organproben konnen Spharen verloren gehen bzw.
Fluoreszenzfarbstoffe zerstort werden [Austin 1993, Glenny 1993, Thein 2000]. Die Messung

der Fluoreszenzintensitat erfolgt nach dem Prinzip der Fluoreszenzspektrometrie.

1.1.9 Kiriterien fir die Entwicklung eines neuen Verfahrens fir die Qualititskontrolle in der

Koronarchirurgie

Obwohl eine Vielfalt an technischen Mdoglichkeiten fir die Beurteilung des Stenosegrades,
der Myokardperfusion und der Quantifizierung des Blutflusses in Koronargefassen zur
Verfligung steht, sind nur die wenigsten Techniken fiir einen intraoperativen Einsatz im
Rahmen koronarchirurgischer Eingriffe einsetzbar.

Fir die Verbesserung der Qualitatskontrolle in der Koronarchirurgie ist jedoch insbesondere
eine intraoperative Kontrolle der Bypassfunktion von groRBer Bedeutung, da hierbei Stenosen
und Verschliisse unmittelbar diagnostiziert werden kdnnen und eine sofortige operative
Intervention erfolgen kann. Um eine optimale Qualitatskontrolle in der Koronarchirurgie zu

ermoglichen, sollten moglichst viele Parameter bestimmt werden kénnen:

» die Visualisierung von Stenosen und die Quantifizierung des Stenosegrades
* die Visualisierung und Quantifizierung der Myokardperfusion und

e Quantifizierung des Blutflusses

Dabei sollte mdglichst sowohl eine Beurteilung der nativen Koronargefasse als auch der
Bypésse moglich sein, um den Erfolg der Operation direkt beurteilen zu kdnnen.

Die Fluoreszenzangiographie ist ein bildgebenden Verfahren, das vor allem in der
Ophthalmologie fur die Diagnostik der Vaskularisation des Augenfundus eingesetzt wird.
Eine Modifizierung dieser Technik soll es erméglichen, die Koronargefale und die Qualitat
einer Bypassanastomose nach den oben genannten Kriterien intraoperativ zu beurteilen. Im
folgenden soll dieses System fiir die Visualisierung und Quantifizierung der Perfusion von

Herzmuskelgewebe eingesetzt und evaluiert werden.
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1.2 Die Fluoreszenzangiographie

Die Fluoreszenzangiographie (FA) ist ein bildgebendes Verfahren zur Darstellung von
Geféallen und der Durchblutung von Gewebe. Bei diesem Verfahren wird ein fluoreszierender
Farbstoff in die Blutbahn injiziert und am Zielort durch Beleuchtung mit einer Infrarot-
Lichtquelle zur Fluoreszenz angeregt. Der Spektralbereich der Lichtemission ist im
Allgemeinen zu langeren Wellenldngen hin verschoben (Stokessche Regel). Dadurch ist es
mdoglich, das meist sehr intensive kurzwelligere Anregungslicht mit geeigneten Langpass-
Filtern abzublocken und so eine Uberstrahlung des Fluoreszenzsignals zu unterdriicken. Die
in der FA am hdufigsten verwendeten Fluoreszenzmarker sind die Kklinisch zugelassenen
Farbstoffe Fluoreszein und Indocyaningriin (ICG). lhre relevanten Eigenschaften und

Kenndaten sind in Tabelle 2 zusammengestellt.

Tabelle 2: Kenndaten der am haufigsten eingesetzten Fluoreszenzfarbstoffe

Farbstoff Anregungs- Fluoreszenz- Eliminierung HWZ
wellenlange maximum
Indocyaningrin 805 nm 830 nm hepatisch 3 min
Fluoreszein 488 nm 515 nm renal 5h

HWZ = Halbwertszeit

1.2.1 Fluoreszein

Fluoreszein wurde 1871 von Bayer entwickelt. Die erste medizinische Anwendung geht auf
Paul Ehrlich zuriick, der 1881 die Kammerwasserproduktion im Auge von Kaninchen mit
Fluoreszein untersuchte. Davis und Novotny publizierten die ersten Untersuchungen zur
Fluoreszenzangiographie der Retina [Novotny 1961]. Wichtige Grundlagearbeiten aus der

Anfangsphase stammen von Wessing [Wessing 1969].

Fluoreszein ist ein wasserléslicher Fluoreszenz-Farbstoff mit einem Molekulargewicht von
376 Dalton. Das Absorptionsmaximum liegt zwischen 465 nm und 495 nm (Plasma), das
Emissionsmaximum zwischen 510 nm und 530 nm [Grotte 1985]. Fluoreszein ist im Blut zu
40 bis 90% an Albumin gebunden, der freie Anteil diffundiert rasch in alle intra- und
extrazellularen Gewebe [Lund-Anderson 1982]. Eine mehrmalige Applikation von
Fluoreszein in kurzen Abstanden ist aufgrund der relativ langen Halbwertszeit von ca. 5

Stunden nicht mdglich.

Fluoreszein ist gut vertraglich, milde Nebenwirkungen wie Ubelkeit sind jedoch bei bis zu
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20% der Patienten beobachtet worden. Das Risiko lebensbedrohlicher Nebenwirkungen wie
schwere Schockzustdnde und Herzstillstand liegt bei 1:1900, das eines Todesfalles wird mit
1:222.000 angegeben [Lipson 1989].

1.2.2 Indocyaningriin (ICG)

Historischer Rickblick

ICG wurde 1956 bei Kodak (Kodak Research Laboratories) fiir die kardiologische Diagnostik
entwickelt [Fox 1956]. Damals wurde ein Farbstoff fur Indikator-Verdinnungskurven zur
Bestimmung des Herzzeitvolumens gesucht, der im Infrarotbereich fluoresziert und somit im
Gegensatz zu den herkdmmlichen Stoffen unabhéngig vom Sauerstoff-Sattigungsgrad des
Hamoglobins war [Fox 1957]. Hepatologen zeigten groflRes Interesse an diesem Farbstoff, da
ICG ausschlieRlich tber die Leber eliminiert und weder renal noch systemisch ausgeschieden
wird [Caesar 1961]. Dartiber hinaus weist ICG keine enterohepatische Rezirkulation auf
[Caesar 1961, Wheeler 1958]. Der Farbstoff wurde daher zur Messung des hepatischen
Blutflusses [Caesar 1961, Winkler 1960] und fur die Bestimmung der Leberfunktion [Leevy
1967, Ott 1998, Paumgartner 1975, Wheeler 1958] angewendet.

1973 kam ICG in der Ophthalmologie zur Diagnose von pathologischen Verénderungen der
choroidalen und retinalen Gefalte zur Anwendung und wurde fir die klinische Untersuchung

zugelassen (ICG Pulsion, Miinchen).

Chemische und pharmakologische Eigenschaften von ICG

ICG ist ein wasserloslicher Fluoreszenz-Farbstoff mit einem Molekulargewicht von 775
Dalton. Die Strukturformel ist der Abbildung 2 zu entnehmen. ICG ist l6slich in Wasser,
Methanol und Ethanol. Der Farbstoff darf nicht mit salzhaltigen Lésungen wie Kochsalz oder
Ringerlosung verdinnt werden, da es sonst zu Ausféllung kommen kann.

Im Blut bindet ICG sofort an Plasmaproteine. Es ist fast vollstdndig an Globuline (80%),
davon hauptsachlich Alpha;-Lipoprotein, und an Albumin (20%) gebunden, verbleibt dadurch
vorwiegend intravasal und verteilt sich gleichmaRig im zirkulierenden Blut [Fox 1956]. Durch
ausschliessliche Elimination Uber die Leber wird eine Kumulation im Korper verhindert
[Cherrick 1960]. ICG hat eine effektive Halbwertszeit von 2,4 min [Ott 1998] und wird
biphasisch abgebaut. Mehr als 90% der applizierten Dosis wird in der ersten Phase nach 3 bis
4 Minuten eliminiert. Dadurch ist eine mehrmalige Applikation des Farbstoffes in kurzen

Zeitintervallen problemlos moglich.
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Abb. 2. Strukturformel von ICG

ICG ist nicht-toxisch und gut vertraglich [Cherrick 1960, Hope-Ross 1994, Paumgartner
1975]. Bei Dosierung entsprechend der Herstellerangaben (0,1 bis 0,3 mg/kg Korpergewicht,
ICG Pulsion, Minchen) sind Nebenwirkungen sehr selten [Cherrick 1960, Paumgartner
1975]. Diese Nebenwirkungen sind hauptsdachlich auf eine Verunreinigung durch
Natriumjodid zurlckzufiuhren. Der Reinheitsgrad von ICG betrdgt nach Herstellerangaben
zwischen 84% und 90% (ICG-PULSION®, FLUKA). Benya berichtet ber leichte
Nebenwirkungen wie Halsschmerzen und Hitzewallungen bei einem von 42.000 Féllen.
Schwere  Unvertraglichkeitsreaktionen wie anaphylaktischer Schock, Hypotension,
Tachykardie, Dyspnoe und Urtikaria wurden nur in einzelnen Fallen beobachtet [Benya
1989]. Bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz kdnnen trotz ausschliel3lich
hepatischer Elimination hdufiger Nebenwirkungen auftreten [Benya 1989]. In einer Studie
von Meijer et al. wurde eine Dosis von 2,0 mg/kg KG gut toleriert und fihrte trotz
hepatischen Abbaus nicht zu einer Verminderung des Galleflusses [Meijer 1988]. Die tagliche
Gesamtdosis sollte jedoch nach Herstellerangaben 5 mg/kg Korpergewicht nicht
uberschreiten.

ICG ist in wassrigen Losungen nicht stabil. Die Stabilitdt h&ngt einerseits von der ICG-
Konzentration [Gathje 1970, Landsman 1976, Sutterer 1966], andererseits vom Ldsungsmittel
ab [Gathje 1970]. Die Degradation verlauft in konzentrierten Lésungen [Barbier 1964, Fox
1960], bei niedrigeren Temperaturen [Ott 1998] und in Dunkelheit [Gathje 1970] langsamer,
weshalb ICG gekihlt und lichtgeschutzt gelagert werden sollte. Die Angaben ber den Zerfall
von ICG in waéssrigen Losungen variieren von nicht signifikanten Veranderungen [Gathje
1970] bis hin zum totalen Abbau [Hollins 1987] innerhalb von 24 h. Die Lésungen kdnnen
mit humanem Serumalbumin (0,25%) [Barbier 1964, Gathje 1970] stabilisiert werden und
sind auch in Methanol und gallehaltigen Losungen stabil [Ott 1998]. In Methanol konnte ein
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Abbau von ICG uber 48 h weder in Dunkelheit noch bei Tageslicht beobachtet werden. In
Wasser erwies sich Indocyaningriin auch in Dunkelheit als instabil (Verlust von ungefahr
35% innerhalb 48 h). Jedoch ist innerhalo von 3h der Abbau von ICG nahezu
vernachlassigbar (< 5%) [Ott 1998].

Physikalische Eigenschaften von ICG

Das Absorptionsmaximum von ICG ist abhangig von der Farbstoffkonzentration und den
Eigenschaften des Losungsmediums. In Wasser und Methanol liegt das Absorptionsmaximum
bei 780 nm, in Albumin bei 800 nm und in Plasma bei 805 nm [Gathje 1970, Gentile 1985,
Landsman 1976, Sutterer 1966, Tripp 1973]. Das Absorptionsspektrum von ICG in Plasma ist
in Abbildung 3 dargestelit.
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660 720 780 840
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Abb. 3: Absorptionsspektrum von ICG in Plasma

Das Fluoreszenzmaximum von ICG liegt in Abhangigkeit vom Ldsungsmedium zwischen
810 und 834 nm [Benson 1978, Hollins 1987, Mordon 1998]. Die jeweiligen Flureszenz-

sowie Absorptionsmaxima fur die einzelnen Medien sind in Tabelle 3 zusammengefasst.

Tabelle 3: Physikalische Eigenschaften von ICG

Lésungsmedium Absorptionsmaximum Fluoreszenzmaximum
(Aex=Anregungswellenlange)
Wasser 780 nm 810 nm (Aex=780 nm)
Methanol 780 nm 823 nm (Aex=750 nm)
Albumin 800 nm 825 nm (Aex=780 nm)
Plasma 805 nm 830 nm (Aex=780 nm)
Vollblut 805 nm 834 nm (Aex=720 nm)
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Die Fluoreszenzquantenausbeute (®f) von ICG ist sehr gering, d.h. der grofite Teil des
absorbierten Lichts wird in Wéarme umgewandelt und nur ein kleiner Teil der angeregten
ICG-Molekile relaxiert unter Emission von Fluoreszenz. Die Fluoreszenzquantenausbeute

liegt in Wasser bei 0,01 und in Plasma bei 0,04.

1.2.3 Anwendung von ICG und Fluoreszein in verschiedenen Fachgebieten

1.2.3.1 Ophthalmologie

In der Ophthalmologie ist die Fluoreszenzangiographie eine bewdéhrte Methode zur
Untersuchung von physiologischen und pathologischen Kreislaufverhéltnissen von Aderhaut,
Netzhau und Sehnerv. Bei der Untersuchung werden 5ml Fluoreszein (Fluoresceine 20%
Faure) oder 35 bis 50mg ICG (ICG-PULSION®) (iber eine periphere Vene injiziert. Ein
Laser-Ophthalmoskop mit einer integrierten Funduskamera, die Uber spezielle Filter verfigt,
fotografiert Einstrom und Abstrom des Fluoreszenzfarbstoffs. GeféaRanomalien wie
Mikroaneurysmen, beginnende Proliferationen, harte oder weiche Drusen, sowie
Pigmentepitheldefekte oder fokale Hyperpigmentierungen, die ophthalmoskopisch nicht
erkennbar sind, koénnen durch Hyop- bzw. Hyperfluoreszenz im Vergleich zu einem
Normalbefund dargestellt werden.

Aufgrund der unterschiedlichen physikalischen und chemischen Eigenschaften der beiden
Farbstoffe Fluoreszein und ICG kann eine kombinierte Untersuchung mit beiden Lésungen

bei der Differentialdiagnostik hilfreich sein.

Durch die fast vollstdndige Proteinbindung ist die extravasale Konzentration von ICG
geringer als die von Fluoreszein. In der Frihphase verbleibt ICG durch die hohe
Proteinbindung sowohl in der Retina als auch in der Choroidea intravasal und lagert sich erst

in der Spatphase nach 20-30 Minuten extravasal an [Meyer-Riinseberg 1995].

Wahrend Fluoreszein unmittelbar nach Fullung der Choriokapillaris aus den fenestrierten
Kapillaren exsudiert, verhindern tiefergelegene grossere Gefélie der Aderhaut das Austreten
von Fluoreszein. In der Retina verbleibt der Farbstoff durch vollstdndige
Endothelzellabdichtung (Blut-Retina-Schranke) ebenfalls intravasal. Neovaskularisationen
zeigen hingegen immer eine erhéhte Durchldssigkeit fir Fluoreszein.

Bei der FA mit nur einem Fluoreszenzfarbstoff wird ICG aufgrund seiner geringen
Nebenwirkungen und der raschen Clearance der Vorzug gegeben [Hope-Ross 1994, Kisor
1989, Probst 1970].
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1.2.3.2 Dermatologie

Die Durchblutung der Haut ist bei vielen Herzkreislaufstérungen und Hautkrankheiten
veréndert. Die quantitative und visuelle Darstellung der Kapillargefélie ist daher hilfreich, um
das Ausmal} der Erkrankung sowie den Verlauf und Erfolg der Therapie kontrollieren zu

kdnnen.

Der Farbstoff Fluoreszein wurde erfolgreich unter Verwendung eines Videomikroskops fir
die Darstellung der Mikrogefaidurchblutung im Bereich des Nagelfalzes eingesetzt
[Bollinger 1979]. In einer Studie von Bull et al. wurde diese Technik angewendet, um die
Mikrozirkulation der Haut bei bestimmten Hautkrankheiten wie z.B. der Psoriasis zu
untersuchen [Bull 1992]. Durch die lange Halbwertszeit von ca. 5 Stunden und die Diffusion
dieses Farbstoffes durch die GefalBwande sind die klinischen Anwendungsmaglichkeiten

jedoch eingeschrénkt [Barry 1985].

Bereits 1987 berichtete Moneta tber die Verwendung von ICG bei der Fluoreszenz-
Videomikroskopie von Kapillargefaen der Haut [Moneta 1987]. Mit dieser Technik konnten
Mikroangiopathien wie kapillare ~ Aneurysmen bei systemischer Sklerose oder
Systemerkrankungen wie dem Ehlers-Danlos Syndrom dargestellt werden [Bollinger 1991,
Superti-Furga 1992]. Auch zur Bestimmung der Mikrozirkulation an Lappenplastiken bei
Ratten wurde diese Technik eingesetzt [Eren 1995].

1.2.3.3 Allgemeinchirurgie / Gastroenterologie

Zum préaventiven Nachweis mdglicher Blutungen im Magen wurden mit Hilfe von ICG
Studien zur endoskopischen Beurteilung von BlutgefalRen mit Infrarotkameras durchgefthrt
[Gostout 1995, Kohso 1990]. Bei diesen Versuchen konnte durch die starke Absorption des
mit ICG versetzten Blutes eine negative Kontrastverstarkung bei der Darstellung erreicht
werden, so dass auch kleine BlutgefaRe sichtbar wurden, die mit herkdbmmlichen Endoskopen

nicht zu beobachten waren.

Die Durchblutung des Kolons von Hunden wurde mit Hilfe des Markers Fluoreszein
untersucht. Ziel der Untersuchung war es, experimentell zu bestimmen, wie die
Blutversorgung von Kolon und Rektum durch operative Eingriffe beeintréchtigt wird.
Gewebebereiche, die anhand der FA als schlecht durchblutet diagnostiziert wurden, konnten
bei der nachfolgenden histologischen Untersuchung mit nekrotischen Veranderungen
korreliert werden [Goldsmid 1993].
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Die Detektion von gastrointestinalen GefaRen wahrend endoskopischer Diagnostik oder
chirurgischer Eingriffe mit Hilfe 1CG-vermittelter Fluoreszenz-Videoskopie wurde von
Borotto et al. beschrieben [Borotto 1999]. Diese Technik konnte eine vielversprechende
Methode zum Nachweis verschiedener Erkrankungen des Gastrointestinaltrakts wie blutende
Geschwiire oder Angiodysplasien im Kolon darstellen. Uber eine spektrophotometrische
Clearance-Bestimmung im Blut kann ICG flr Leberfunktionstest und zur Bestimmung der

Leberparenchym Dysfunktion eingesetzt werden [EIl-Desoky 1999].

1.2.3.4 Herzchirurgie

In der kardiologischen Diagnostik wird ICG zur Bestimmung des Herzzeit- und Blutvolumens
eingesetzt [Bradley 1968, Fox 1957]. In der Intensivmedizin wird ICG zur invasiven
Bestimmung des Herzvolumens, des enddiastolischen Volumens im rechten VVorhof und der
rechten Herzkammer sowie des globalen enddiastolischen und intrathorakalen Blutvolumens
verwendet [Goedje 1998, Imai 1997, Lichtwarck-Aschoff 1996].

Mit Hilfe von Indikator-Verdunnungskurven unter Verwendung von ICG konnten Benchimol
und Mitarbeiter die Durchgangigkeit von aortokoronaren VVenenbypdssen postoperativ invasiv
beurteilen [Benchimol 1974]. Der Farbstoff wurde dabei Uber einen Sones-Katheter in die
Aorta ascendens, direkt in das Ostium der Venengrafts sowie in die entsprechende
Koronararterie appliziert. Durch kontinuierliche Blutentnahme aus der Arteria pulmonalis
konnten die Indikator-Verdunnungskurven ermittelt werden. Die Technik der Indikator-
Verdinnungskurve mit ICG wurde auch zur Bestimmung von intrakardialen Links-Rechts-
Shunts eingesetzt [Hillis 1985, Niggemann 1987].

Ferner wurde die Technik der Fluoreszenzangiographie (FA) mit dem Farbstoff ICG fur die
Darstellung und Beurteilung von KoronargefaRen und BypaRanastomosen eingesetzt [Detter
2002 (b,c)]. Die Technik der Fluoreszenzangiographie aus der Ophthalmologie wurde fur die
Anwendung in der Herzchirurgie modifiziert, um intraoperativ KoronargefédRe und
Bypallanastomosen beurteilen zu kénnen. Die fluoreszenzangiographische Validierung von
Koronarbypéassen erfolgte dabei in vivo im Groftierversuch am Hausschwein [Detter 2002
(b.o)l.

Eine bildgebende Darstellung der Durchblutung des Herzmuskelgewebes, sowie die
Quantifizierung der Myokardperfusion mit Hilfe der Fluoreszenzangiographie erfolgte jedoch

bislang noch nicht.
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1.3 Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war die Validierung der Fluoreszenzangiographie mit dem Farbstoff ICG zu
einem Klinisch einsetzbaren Verfahren fur die Beurteilung der Myokardperfusion im Rahmen
von Herzchirurgischen Eingriffen.

Um die Eignung der Fluoreszenzangiographie fir die Darstellung und Beurteilung der
Myokardperfusion in vivo zu beurteilen, haben wir folgende tierexperimentellen
Untersuchungen am Schweinemodell durchgefihrt:

Im ersten Versuchsabschnitt (Pilotstudie) wurde die Eignung der FA fir die Darstellung der
Myokardperfusion eruiert.

Zunachst wurde normal durchblututes Myokard untersucht (Nativbefund). AnschlieRend
wurde durch Drosselung des Blutflusses am zufuihrenden Koronargefal? die Durchblutung des
entsprechenden Myokardareals vermindert (pathologischer Befund). Durch Vergleich der
pathologischen Befunde mit den Nativbefunden wurden Kriterien fir die Beurteilung der
Myokardperfusion mittels FA erarbeitet und definiert, um minderperfundierte Areale klar von
gesundem Gewebe unterscheiden zu kdnnen.

Im zweiten Versuchsabschnitt (Validierungsstudie) wurde die Mdoglichkeit der
Quantifizierung der Myokardperfusion mit der FA untersucht.

Normalperfundierte und minderperfundierte Myokardareale wurden mit der FA untersucht.
Die Minderperfusion wurde durch standardisierte Reduzierung des messbaren Blutflusses mit
Hilfe der Transit-Time-Flow-Measurement Methode (TTFM) erreicht. Ziel war es,
minderperfundierte Myokardareale unter standardisierten Bedingungen maoglichst exakt zu
quantifizieren und mit der Flussreduktion zu korrelieren. Als Referenzverfahren fir die
Korrelation bei der Validierung der FA zur Quantifiziertung der Myokardperfusion wurde die

in Tierversuchen zugelassene Mikrospharentechnik eingesetzt.
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2 Material und Methoden

2.1 Modifizierung der Fluoreszenzangiographie fur die Anwendung in der

Herzchirurgie

Das Prinzip des fluoreszenzangiographischen Verfahrens ist in Abbildung 4 dargestellt: Der
Fluoreszenzfarbstoff wird systemisch intravends in die Blutbahn injiziert und das Herz mit
infrarotem (IR) Licht beleuchtet. Sobald der Farbstoff Gber den Blutkreislauf das beleuchtete
Gewebeareal erreicht, tritt eine breitbandige Fluoreszenz auf. Um dabei eine Uberstrahlung
der Fluoreszenz durch den remittierten Anteil des intensiven Anregungslichts zu vermeiden,
muss das Anregungslicht mit Hilfe eines Bandpassfilters im Beobachtungsstrahlengang
ausgefiltert werden. Hierfir ist die Kamera mit einem optischen Bandpassfilter ausgestattet,
der im Wesentlichen nur das Fluoreszenzlicht passieren lasst. Dieses Fluoreszenzlicht kann
mit Hilfe einer infrarotempfindlichen Videokamera detektiert werden. Dadurch wird das

Einstrémen des Farbstoffs in das Koronarsystem in Echtzeit dargestellt.

Kamera

Filter @

>

o — Fluoreszenz-
&Indocyanmgrun O licht

‘ 785 nm

Blutbahn

-

Monitor

Abbildung 4: Prinzip der Fluoreszenzangiographie

Fur unsere Anwendungen ist der Fluoreszenzfarbstoff ICG aus folgenden Griinden besser
geeignet als Fluoreszein: Aufgrund der deutlich geringeren Streuung und Absorption von

infrarotem Licht im Bereich von 700nm bis 900nm im Vergleich zu sichtbarem oder
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ultraviolettem Licht ist die langwellige Fluoreszenz von ICG vorzuziehen. Ferner werden
durch Einsatz langwelligen Lichts auch tiefer gelegene Gewebebereiche einer Untersuchung
zuganglich. Ein weiterer Vorteil von ICG als Diagnostikum sind seine geringen
Nebenwirkungen und die rasche Clearance, wodurch eine mehrmalige Gabe des Farbstoffes
innerhalb von kurzen Zeitabstdanden problemlos méglich ist. Ein eindeutiger Vorteil von ICG
gegenliber Fluoreszein, v.a. fur die Beurteilung der Myokardperfusion, ist der vorwiegend

intravasale Verbleib durch soforige, fast vollstandige Bindung an Plasmaproteine.

Das fir die Herzchirurgie modifizierte FA-System besteht aus einer Infrarot-Lichtquelle, einer
infrarotempfindlichen CCD-Videokamera sowie einer digitalen Aufnahme- und
Auswertungseinheit. Zur Erzeugung mdoglichst monochromatischen Lichtes im Bereich des
Absorptionsmaximums von ICG (in Vollblut 805nm) haben wir flr unsere Versuche 4 IR-
Laserdioden (Sony SLD201V-3) der Wellenldénge 785nm mit einer Lichtleistung von
insgesamt 100mW neben der CCD Kamera angebracht. Die Ubertragung des Lichts erfolgt
uber vier Glasfasern, deren homogen ausgeleuchtete Endflachen (Rechteckprofil bzw. ,,top
hat“) mit Hilfe einer Minioptik auf die zu untersuchende Gewebeoberflache abgebildet
werden. Die Beleuchtungsstarke auf der Gewebeoberflache betrug 3mW/cm?. Zur Detektion
der Fluoreszenz verwendeten wir eine infrarotempfindliche CCD-Videokamera (KamPro02,
EHD Imaging, Damme, Germany) (Abb.5). Um dabei eine Uberstrahlung der Fluoreszenz
durch den remittierten Anteil des intensiven Anregungslichts zu vermeiden, haben wir die
CCD Kamera mit zwei optischen Bandpassfiltern (Coherent IR Bandpass Interference Filters,
CWL 830nm FWHM 40nm und CWL 850nm FWHM 70nm) ausgestattet, dessen
Transmissionsspektrum auf das Emissionsspektrum von ICG (Emissionsmaximum bei etwa
830nm) abgestimmt ist und der eine groRe optische Dichte im Bereich der
Anregungswellenldnge der Laserdioden aufweist. Die bildgebende Darstellung erfolgte in
Echtzeit Gber einen hochauflésenden Monitor (Sony PVM 1443MD). Die FA-Bilder wurden
in einer ersten Pilotstudie mit einem digitalen Videorecorder (Sony GV-D900E) zur spéateren
Auswertung aufgezeichnet. Nach dieser ersten tierexperimentellen Studie wurde der Monitor
durch ein spezielles Computersystem fir die digitale Bilderfassung und Auswertung der
Daten in der Validierungsstudie ersetzt.

Die quantitative Auswertung erfolgte mit Hilfe eines Computersystems und Uber eine daftr
entwickelte Software (LLS GmbH, Ulm, Germany). Das Computersystem war mit einer
Framegrabberkarte (Matrox Meteor Il, Matrox Electronic Systems Ltd., Quebec, Kanada)
ausgestattet, mit der die Bildsequenzen erfasst, digitalisiert und abgespeichert werden

konnten. In Abbildung 5 ist der experimentelle Aufbau des FA-Systems dargestelit.
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Abb. 5: Aufbau des Fluoreszenzangiographie- Systems: Das System besteht aus einer Infrarot
Lichtquelle, einer infrarotempfindlichen CCD  Videokamera, einem speziellen
Computersystem fir die digitale Bilderfassung und die Auswertung der Daten, sowie einem
digitalen Videorecorder.
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2.2 Darstellung der Myokardperfusion am Schweineherzmodell (Pilotstudie)

Das bildgebende Fluoreszenzangiographie-System wurde erstmalig in vivo im Tierversuch

fir die Darstellung der Myokardperfusion eingesetzt (Pilotstudie).

Die geplanten Tierversuche wurden am deutschen Hausschwein durchgefihrt, da es aufgrund
einer dem Menschen entsprechenden HerzgroRe und Anatomie besonders gut geeignet ist.
Gegenstand der Pilotstudie war es, die Eignung des Verfahrens fir die Darstellung der
Myokardperfusion an normal durchblutetem sowie an pathologischem Myokard zu testen.
Pathologisch durchblutetes Herzmuskelgewebe wurde durch willkirliche Drosselung des
Blutflusses am zufiihrenden Koronargefa erzeugt. Der Schweregrad der Minderperfusion
wurde durch Vergleich mit dem Nativbefund subjektiv visuell eingeschétzt. Kriterien fur die
Einschéatzung der Myokarddurchblutung und die Beurteilung von pathologisch perfundierten
Myokardarealen wurden ermittelt. Im Rahmen der Pilotstudie wurden folgende
Fragestellungen untersucht:

* Ist die FA eine geeignete Methode zur Beurteilung der Myokardperfusion?

* Sind minderperfundierte Myokardareale eindeutig abgrenzbar?

Fur die Beantwortung der einzelnen Fragestellungen wurden 2 Versuchsgruppen gebildet:

In der ersten Gruppe (Pilotstudie 1) wurde die normale Myokardperfusion bei gesunder, nicht
eingeengte linker Herzkranzarterie im Bereich der LAD dargestellt und die chronologische
Abfolge der Durchblutung mit der FA dokumentiert.

In der zweiten Gruppe (Pilotstudie 2) wurden willklrlich Stenosen unterschiedlichen
Schweregrades sowie komplette GefaRokklusionen in unterschiedlichen Bereichen der LAD
angelegt. Die minderperfundierten Myokardareale distal der Stenose wurden auf den
fluoreszenzangiographischen Bildern visuell beurteilt und mit normal perfundiertem Myokard

verglichen.

Alle tierexperimentellen Untersuchungen der Pilotstudie wurden nach entsprechender
Genehmigung der Tierschutzkommissionen der Universitdt Tubingen und des
Regierungsprésidiums Tibingen sowie unter Einhaltung der "Principles of Laboratory
Animal Care" und des "Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” (NIH,
Publikation 86-23, Uberarbeitete Fassung 1985) in der experimentellen Chirurgie der

Eberhard-Karls-Universitat Tbingen durchgefiihrt.
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2.2.1 Narkoseverfahren

Die nuchternen Tiere (42-68kg) wurden vom Tierarzt unter Prdmedikation mit Atropin
(0,05mg/kg KG) und Stresnil (4mg/kg KG) direkt in den Operationssaal geliefert. Die
Narkoseeinleitung erfolgte mit Diazepam (1mg/kg KG) und Ketamin (7mg/kg KG) i.v. Uber
eine Venenverweilkaniile in die Ohrvene. Nach endotrachealer Intubation wurden die Tiere in
Rickenlage auf dem Operationstisch fixiert. Die volumenkontrollierte Beatmung erfolgte mit
einem Servo 900B (Siemens-Elema, Solna, Sweden) mit einer Sauerstoffkonzentration (O)
von 40-50% bei einer Atemfrequenz von 10-12 Hiben/min. Die Narkose wurde mit einem 1-
2% Isofluran-Luftgemisch (Forene, Abbott, Wiesbaden), Fentanyl (6ug/kg KG/h) und
Pancuronium (0,1mg/kg KG/h) als Inhalationsnarkose aufrechterhalten. Herz- und
Atemfrequenz wurden Uber EKG-Elektroden auf einem Monitor kontinuierlich berwacht.
Zur Sicherstellung einer adéquaten Oxygenierung wurden in regelméaBigen Abstédnden
arterielle Blutgasanalysen durchgefuhrt. Der Flussigkeitsverlust wurde durch Gabe von
kristalloiden und kolloidalen Infusionslésungen ausgeglichen. Am Ende des Versuches

wurden die Tiere durch Injektion von T6 euthanasiert.

2.2.2 Chirurgische MaBnahmen

Der Thorax wurde durch eine mediane Sternotomie ertffnet. Das Perikard wurde langs
inzidiert und das Herz mit Perikardnéhten exponiert, um die LAD (Left Anterior Descending
coronary artery) in ihrem Verlauf optimal darzustellen. Die Abbildung 6 zeigt einen
entsprechenden Situs mit Exposition der Vorderwand des Herzens mit der LAD und ihren

Seitenéasten.

2.2.3  Versuchsprotokoll

Die tierexperimentellen Untersuchungen wurden an 14 deutschen Hausschweinen beiderlei
Geschlechts durchgefiihrt.

Die FA erfolgte am schlagenden Herzen. Hierflir wurde das CCD Kamerasystem am
Operationstisch fixiert und rechtwinklig im Abstand von ca. 25cm Uber der Herzoberflache
positioniert und fokussiert (Abb. 6). Fir die FA verwendeten wir initial die vom Hersteller
empfohlene Dosis von 0,3mg/kg KG. Die Dosis konnten wir nach einer Optimierung des
Kamerasystems auf 0,06mg/kg KG reduzieren. Dies entspricht einer ICG Konzentration von

1,2uM bei einer Blutmenge von 65ml/kg KG beim Schwein. Die FA Bilder wurden tber



30

einen hochauflésenden Monitor in Echtzeit dargestellt und mit einem digitalen Videorecorder
(Sony GV-D900E) aufgezeichnet.

Abb. 6: Exposition der Vorderwand des Herzens mit der LAD und ihren Seitenasten (a). Das
CCD Kamerasystem wurde am Operationstisch fixiert und rechtwinklig im Abstand von ca.
25cm uber der Herzoberflache positioniert und fokussiert (b).

In der ersten Gruppe (n = 6) wurde die Myokardperfusion bei nativer LAD dargestellt und die
chronologische Abfolge der Durchblutung mit der FA dokumentiert.

In der zweiten Gruppe (n = 8) wurden willkirlich Stenosen unterschiedlichen Schweregrades
sowie komplette GefaRokklusionen in unterschiedlichen Bereichen der LAD angelegt. Die
Stenosen wurden durch evertierende U-Néhte erzeugt und mit einem Tourniquet
unterschiedlich stark angezogen.

Nach Erhebung des fluoreszenzangiographischen Ausgangsbefundes (1. Untersuchung)
erfolgte eine erneute FA nach Anlage der Stenose (2. Untersuchung). Die Auswertung
erfolgte anhand der digital aufgezeichneten FA-Bilder. Dabei wurde durch direkten Vergleich

der entsprechenden Myokardareale die Myokardperfusion subjektiv beurteilt.
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2.3 Tierexperimentelle  Validierung der Fluoreszenzangiographie fur die
Quantifizierung der Myokardperfusion (Validierungsstudie)

Gegenstand der Validierungsstudie war die Quantifizierung der Myokardperfusion bei
Stenosen unterschiedlichen Schweregrades mit der FA. Durch Einsatz eines Computersystems
(LLS GmbH, Ulm, Germany) mit einer digitalen Bildverarbeitung wurde eine quantitative
Auswertung ermoglicht.

Die Untersuchungen erfolgten unter standardisierten Bedingungen am deutschen
Hausschweinen. Normal perfundierte und minderperfundierte Myokardareale wurden mit der
FA untersucht. Die Minderperfusion wurde durch Drosselung des Blutflusses unter Kontrolle
der Ultraschall-Flussmessung (TTFM-Methode) erzeugt. So wurden Stenosen definierten
Schweregrades sowie komplette GefaRokklusionen im proximalen Bereich der LAD angelegt
und jeweils die Myokardperfusion beurteilt.

Die Validierung der FA erfolgte durch eine Korrelation mit der Fluoreszenz Mikrosphéren-
Methode und der TTFM-Methode.

Im Rahmen der Validierungsstudie zur Quantifizierung der Myokardperfusion wurden
folgende Fragestellungen untersucht:

* Ist die Perfusion minderperfundierter Myokardareale quantifizierbar?

» Wie Kkorreliert die FA mit der Mikrospharen-Methode?

Die tierexperimentellen Untersuchungen wurden nach entsprechender Genehmigung durch
die Tierschutzkommissionen der Regierung von Oberbayern sowie unter Einhaltung der
"Principles of Laboratory Animal Care" und des "Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals" am Institut fir chirurgische Forschung der Ludwig-Maximilians-Universitat
Minchen durchgefiihrt. Die Tiere wurden vom Lehr- und Versuchsgut der Ludwig-
Maximilians-Universitdt in OberschleiBheim bezogen und nach Anlieferung tierdrztlich
untersucht. Die Unterbringung erfolgte in der Tierhaltung des Instituts fiir Chirurgische

Forschung. Die Eingewdhnungszeit betrug mindestens zwei Tage.

2.3.1 Stenosemodell

2.3.1.1 Visuelle Stenosegraduierung als prozentuale Querschnittsminderung

In der Kklinischen Routine erfolgt eine Quantifizierung der Koronarstenosen durch visuelle

Beurteilung der Stenosen am Koronarangiogramm. Die koronarangiographische Befundung
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beurteilt den Stenosegrad durch Vergleich des Durchmessers des stenotischen
Geféssabschnittes mit dem Durchmesser der angrenzenden nicht erkrankten GefaRabschnitte.
Entsprechend der prozentualen Querschnittsminderung werden vier Grade der

Koronarstenosen unterschieden:

o Grad | 25-49%
o Grad Il 50-74% (signifikante Stenose)
o Grad 1l 75-99% (kritische Stenose)

o Grad IV 100% (kompletter Verschluss des Gefalies)
Bei Angabe des relativen Stenosegrades ist zu beachten, dass Durchmesser und
Querschnittsflache entsprechend der Kreisformel nicht linear sondern quadratisch
voneinander abhéngig sind.

A =1 (d/2)?
Graphisch veranschaulicht ergibt sich somit nicht eine Gerade, sondern eine Parabel. Somit
entspricht eine Halbierung des Durchmessers einer 75%igen Reduktion der
Querschnittsflaiche und damit definitionsgemal bereits einer kritischen Stenose. Bei einer
Viertelung des Durchmessers, d.h. einer Reduktion des Durchmessers um 75% liegt bereits
eine 90%ige Reduktion der Querschnittsflache vor.

2.3.1.2 Stenosegraduierung durch prozentuale Flussreduktion

Das Hagen-Poiseuillsche Gesetz dient der Bestimmung des Stromungswiderstandes sowie der
Berechnung der Viskositat und gilt nur fur laminare Stromungen. Nach dem Gesetz von
Hagen-Poiseuille &ndert sich die Stromstdrke (I=dV/dt) einer Flissigkeit durch ein
zylindrisches Rohr mit dem Radius r mit der 4. Potenz des Radius. Ubertragen auf das Modell
einer Koronararterie wirde dies bedeuten, dass sich der Blutfluss in Abhangigkeit vom
Gefassradius mit der vierten Potenz veréndert. Wird bei einem starren Gefdss der Radius
halbiert, so reduziert sich der Blutfluss auf ein Sechzehntel.

Da die Koronararterien nicht starr sind und in ihnen nicht immer eine laminare Stromung
herrscht, gilt dieses Gesetz nur als grobe Annéherung.

Ferner sind die Koronargeféasse sowie das Kapillarbett in der Lage, durch Vasodilatation den
Flusswiderstand zu senken. Damit kann die Zunahme des Flusswiderstands durch die Stenose
bis zu einem gewissen Grad entsprechend der koronaren Flussreserve ausgeglichen werden.

Stenosen innerhalb der koronaren Flussreserve filhren nicht zu einer Flussreduktion.
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2.3.1.3 Auswahl des Stenosemodells

Die Stenosegraduierungen in dieser Studie wurden auf der Basis einer Flussreduktion
vorgenommen, da wir durch FluBmessung nach der TTFM-Methode eine kontrollierte und
standardisierte Flussreduktion im Bereich der LAD vornehmen konnten. Die Determinierung
der Stenose durch eine prozentuale Durchmesserreduktion erschien flr unsere
Versuchsbedingungen als ungeeignet, da Stenosen innerhalb der koronaren Flussreserve nicht
zu einer Flussreduktion fihren, und damit die Myokardperfusion nicht vermindern. Ferner ist
eine standardisierte Reduktion des Gefaldurchmessers unter tierexperimentellen
Bedingungen schwieriger realisierbar als eine prozentuale Reduzierung des gemessenen
Flusses.

Fur unser Stenosemodell zur Quantifizierung der Myokardperfusion wéhlten wir deshalb eine
prozentuale Flussreduktion des zu Versuchsbeginn nach der TTFM-Methode bestimmten
Ausgangsflusses.

Die Stenose wurde durch eine zirkulé&re 4-0 oder 5-0 Prolene-Naht erzeugt und im proximalen
Bereich der LAD angelegt. Die Nahtenden wurden lateral des Gefdlles auf der selben Seite
ausgestochen und Uber ein Tourniquet mit einem von uns entwickelten ,,Screw-Occluder®
verbunden (Abb.7). Dieser besteht aus einem Metallring mit einem Gewinde fiir eine
Schraube. An der Schraubenspitze befindet sich eine Ose fiir die Nahtenden. Durch langsames
Drehen an der Schraube kann die Spannung des Fadens und dadurch der Grad der

Flussreduktion (Stenosegrad) erhoht werden (Abb.8).

Abb. 7: Herz mit Stenosenaht und TTFM-Sonde. Die Stenose wurde durch eine
GefalBumschlingung mittels Naht erzeugt (a). Die Nahtenden wurden tber ein Tourniquet mit
einem selbstgebauten ,,Screw-Occluder* verbunden (b).

Der Ausgangsfluss, sowie die prozentuale Flussreduktion wurden mit Hilfe der Transit-Time-
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Flow-Measurement (TTFM) Methode bestimmt. Dafir wurde eine 2 mm transit-time
Flussmesssonde (CardioMed Flowmeter, Medi-Stim AS, Oslo, Norway) unmittelbar distal der
Stenosennaht auf der LAD angebracht. Uber einen Monitor wurde die Flusskurve
kontinuierlich aufgezeichnet und der mittlere Fluss bestimmt (Abb.8).

Nach Messung des Ausgangsflusses wurde entsprechend der jeweiligen Stenose der Fluss um
25%, 50% und 75% reduziert. Abschlieend wurde das Geféss okkludiert und somit der Fluss
komplett unterbunden. Uber den gesamten Versuchszeitraum wurden die hamodynamischen
Parameter kontinuierlich berwacht und stabilisiert, um die Beziehung zwischen prozentualer
Flussreduktion und Ausgangsfluss konstant halten zu kénnen.

Abb. 8: Stenosemodell. Durch langsames Drehen an der Schraube des ,,Screw-Occluder*
kann die Spannung des Fadens und dadurch der Grad der Flussreduktion (Stenosegrad)
erhoht werden (a). Der Ausgangsfluss sowie die prozentuale Flussreduktion wurden mit Hilfe
der TTFM-Methode bestimmt und die Flusskurve auf einem Monitor kontinuierlich
aufgezeichnet (b).

2.3.2 Narkoseverfahren

Nach 12-stiindiger Nuchternheit wurden die Tiere am Operationstag gewogen. Die
Pramedikation erfolgte durch intramuskuldare Applikation von Atropin (0,02mg/kg KG),
Ketamin (10mg/kg KG) und Stresnil (8mg/kg KG). Die Narkose wurde durch intravendse
Injektion von Dormicum (0,1mg/kg KG) und Fentanyl (6ug/kg KG) Uber einen vendsen
Zugang (Abbocath 20G) in einer Ohrvene eingeleitet. Unter zusétzlicher Gabe von Etomidate
(0,2mg/kg KG) und Pancuronium (0,1mg/kg KG) wurden die Tiere in Rickenlage
endotracheal intubiert (Abb.9). Die volumenkontrollierte Beatmung erfolgte mit einem Servo

900B (Siemens-Elema, Solna, Sweden) bei einer Sauerstoffkonzentration (O2) von 40-50%
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mit einer Atemfrequenz von 10-12 Huben/min. Die Narkose wurde mit einem 1-2%
Isofluran-Luftgemisch (Forene, Abbott, Wiesbaden) in Kombination mit Muskelrelaxantien
(Pancuronium, 0,1mg/kg KG/h) als Inhalationsnarkose aufrechterhalten. Die vollstandige
Analgesie des Tieres wurde durch eine kontinuierliche Verabreichung von Fentanyl i.v.
(6ug/kg KG/h) erreicht. Zur Sicherstellung einer addquaten Oxygenierung wurden in
regelmaRigen Abstdnden bzw. bei jeder Perfusionsmessung arterielle Blutgasanalysen
durchgefiihrt. Zur Stabilisierung des Herz-Kreislaufsystems und zur Volumensubstitution
wurden kristalloide (NaCl, Glucose 5%, Tutofusin) und kolloidale (Haes) Infusionslésungen
infundiert. Das EKG wurde mit Hilfe eines 5-Kanal-Monitors kontinuierlich aufgezeichnet.

Am Ende des Versuches wurden die Tiere mit einer Uberdosis Kaliumchlorid euthanasiert.

Abb. 9: Versuchstier in Rickenlage fixiert nach endotrachealer Intubation unter
volumenkontrolierter Beatmung.

2.3.3 Chirurgische MaRnahmen

Nach chirurgischer Freilegung der rechten V. jugularis interna und der A. carotis interna
erfolgte die Insertion eines doppellumigen zentralen Venenkatheters (ZVK) sowie die
Einfiihrung einer 6F Schleuse (Abb. 10a). Uber den vendsen Zugang wurden Infusionen,

Heparin und der Fluoreszenzfarbstoff ICG verabreicht. Die arterielle Schleuse diente als
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Zugangsweg fir einen Pigtail-Katheter zur Gewinnung von Referenzblutproben aus der Aorta
abdominalis. Aus diesen Referenzproben wurde spater der Mikrospharengehalt bestimmt.

Ein arterieller 4F Katheter mit einem integrierten Thermistor wurde in die rechte A. femoralis
eingefihrt. Uber diesen erfolgte das kontinuierliche hamodynamische Monitoring von
Schlagvolumen  (SV), Herzeitvolumen (HZV), Herzindex (HI), systemischem
GeféaBwiderstand (SVR), sowie die arterielle Blutdruckmessung mit Hilfe des PiCCO Systems
(Abb. 10b) (Pulsion Medical Systems, Munich, Germany) basierend auf der arteriellen Puls-
Kontur-Analyse [Goedje 1998]. Wahrend des gesamten Versuchs wurden die
h&modynamischen Parameter kontinuierlich berwacht und gegebenenfalls stabilisiert, um

standardisierte Untersuchungsbedingungen zu gewéhrleisten. Die Gewinnung von Blut fir die

arterielle Blutgasanalyse erfolgte Uber einen der beiden arteriellen Zugangswege.

AbDb.10: Endotracheal intubiertes Versuchstier in Rickenlage nach chirurgischer Freilegung
der rechten V. jugularis interna und der A. carotis interna und Insertion eines doppellumigen
zentralen Venenkatheters (ZVK) sowie Winfuhren einer 6F Schleuse (a). Kontinuierliches
hamodynamische Monitoring mit Hilfe des PiCCO Systems (b).

Der Thorax wurde durch eine mediane Sternotomie erdffnet. Das Perikard wurde langs
inzidiert und das Herz mit Perikardnéhten exponiert, um die LAD in ihrem Verlauf
darzustellen. Fur die Bestimmung des LAD-Flusses wurde eine 2mm transit-time
Flussmesssonde (MediStim) im proximalen Bereich der LAD angebracht. Proximal der
Flusssonde wurde an der LAD eine spezielle Naht zur Erzeugung unterschiedlicher
Stenosegrade angelegt. Die exakte Reduzierung des Querschnittes erfolgte mit Hilfe der oben
beschriebenen Mikrometerschraube ("custom-designed screw occluder"). Der Grad der LAD-
Stenose wurde durch proportionale Reduktion des Blutflusses in Relation zum Ausgangsfluss
mit Hilfe des transit-time Flussmessgerates eingestellt und der Koronarfluss wéhrend der
Baselineuntersuchung, der verschiedengradigen Stenosen sowie der Okklusion gemessen. Fiir

die Applikation der Mikrospharen wurde ein Katheter direkt tber das linke Herzohr in den
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linken Vorhof (LA-Katheter) gelegt und mit einer Tabaksbeutelnaht fixiert. Die Gewinnung
der Referenzblutproben aus der Aorta abdominalis erfolgte, wie oben beschrieben, iber einen
Pigtail-Katheter.

Tabelle 4: Lokalisation und Funktion der MeRkatheter

Katheter Lokalisation Funktion
PiCCO Arteria femoralis HzV, HI, RR, SV, SVR, HF
Blutgasanalyse
ZVK Vena jugularis interna Infusionen, Heparin,
ICG
Pigtail Aorta abdominalis Referenzblut der Mikrosphéren
LA-Katheter Atrium sinistrum Mikrospharen-Applikation

HZV: Herzzeitvolumen, HI: Herzindex, RR: Blutdruck, SV:Schlagvolumen, SVR: Systemischer
GefaBwiderstand, HF: Herzfrequenz, ZVK: zentraler Venenkatheter, LA: linker Vorhof.

2.3.4 Versuchsprotokoll

Fur die Untersuchungen zur Myokardperfusion (Validierungsstudie) wurden 11
Hausschweine mit einem Gewicht von 28 bis 40 kg operiert.

Zunachst wurde der Ausgangsflu® an der nativen LAD mit der TTFM-Methode bestimmt und
diente als Bezugswert fiir die verschiedenen Stenosegrade. Fur die quantitative
Dokumentation der Myokardperfusion erfolgte die erste Mikrospharen Applikation. Die
Infrarot-Kamera wurde auf das Herz justiert und die erste FA durchgefiihrt (Baseline).

Im Anschluss an die Baseline Untersuchung (1.Untersuchung) wurden verschiedene
Stenosegrade der LAD mittels Naht nach der oben beschriebenen Technik erzeugt. Dabeli
wurde der FluR der LAD um 25%, 50% und 75% des Ausgangswertes reduziert. Es erfolgte
jeweils eine FA zur Darstellung der verminderten Myokardperfusion (2. bis 4.Untersuchung)
und die Verabreichung der Mikrosphéren zu den einzelnen Flussreduktionen (Stenose 1-3).
AbschlieRend wurde die LAD komplett okkludiert (Okklusion). Das Ischamieareal wurde mit
Hilfe der FA dargestellt (5.Untersuchung) und erneut Mikrosphédren appliziert. Das
Versuchsprotokoll ist schematisch in Tabelle 5 aufgelistet.

Nach Versuchsende wurde das Versuchstier in tiefer Narkose (Fentanyl Bolusgabe und
Isoflurane 4%) durch Injektion von 20ml einer 1M-Kaliumchloridlésung euthanasiert. Das
Herz wurde entnommen und in einer 10%igen Formalinlésung flr die weitere Verarbeitung

fixiert.
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Tabelle 5: Versuchsprotokoll

FluRreduktion Stenose Untersuchung Kontrolle
1.Untersuchung 0% Baseline FA FM 1
2.Untersuchung 25% Stenose 1 FA FM 2
3.Untersuchung 50% Stenose 2 FA FM 3
4.Untersuchung 75% Stenose 3 FA FM 4
5.Untersuchung 100% Okklusion FA FM 5

FA: Fluoreszenzangiographie, FM: fluoreszierende Mikrospharen

2.3.4.1 Bestimmung des Blutflusses im Myokard mit der Fluoreszenz-Mikrospharen-
Methode

Die Fluoreszenz-Mikrospharen-Methode ist eine anerkannte Methode zur Quantifizierung der
Organperfusion in tierexperimentellen Studien. Fir die Bestimmung der Myokardperfusion
werden fluoreszenzmarkierte Tréagermolekile direkt in den linken Vorhof injiziert. Dadurch
kann die Lungenpassage umgangen werden. Ferner kommt es durch die intraatriale
Applikation der Sphéren zu einer Durchmischung im linken Ventrikel, wodurch eine
homogene Verteilung im Blut sichergestellt wird. Die Sphéren werden mit dem Blutstrom
uber die Aorta in die Peripherie transportiert und dabei in die verschiedenen Organe
geschwemmt. Dort bleiben diese aufgrund ihrer Unverformbarkeit und ihres Durchmessers
(15um) im Kapillarbett hangen. Es besteht eine direkte Proportionalitdt zwischen dem
Mikrospharengehalt im Organ und dem BlutfluB, so dass durch Messung des in die Sphéren
inkubierten Indikators eine Aussage Uber die Perfusion getroffen werden kann. Fir die
Bestimmung des Blutflusses im Myokard wurde das Herz nach Versuchsende explantiert, in
Formalin fixiert und nach einem vorher festgelegten Schema geschnitten. Die Gewebeproben
wurden gewogen und der Spharengehalt der einzelnen Areale bestimmt.

Um jeder gemessenen Fluoreszenzintensitat bei der Berechnung der Myokardperfusion einen
entsprechenden Blutfluss zuordnen zu konnen, wird in den ersten 3 Minuten ab
Injektionsbeginn der Mikrosphdren aus der Aorta Referenzblut mit definiertem Fluss (in
unserem Versuch 3,18 ml/min) entzogen. Die Referenzspritze stellt also ein ,kunstliches
Organ® dar, dessen Blutfluss bekannt und dessen Fluoreszenzintensitat spéter gemessen
werden kann. Da die in einer Gewebeprobe gemessene Fluoreszenzintensitat dem Blutfluss in

der Gewebeprobe proportional ist, kann (ber folgende Gleichung der Blutfluss in jeder
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beliebigen Gewebeprobe zum Zeitpunkt der Injektion der fluoreszierenden Mikrosphéren

bestimmt werden:

Daraus ergibt sich der Blutfluss der Gewebeprobe:

Fly
= -V
M FIB B

Die Berechnung des regionalen Blutflusses pro Gramm Gewebe (Fg) erfolgte unter
Einbeziehung des Gewichtes der einzelnen Myokardproben nach folgender Formel:
Fl,, v
Flg ~
mM

F, =

Legende:
Flm = Fluoreszenzintensitat der Gewebeprobe

vm = Blutfluss der Gewebeprobe (ml/min)

Flg = Fluoreszenzintensitat der Blutreferenzprobe
vg = Blutfluss der Blutreferenzprobe (ml/min)

my = Gewicht der Gewebeprobe (g)

Technik der Fluoreszenz-Mikrospharen-Methode

Fur unsere Versuche verwendeten wir fluoreszierende Mikrosphéren mit einem Durchmesser
von 15 um (Molecular Probes, Eugene, Oregon). Die injektionsfertige Suspension, bestehend
aus 0,15 M NaCl mit einem Zusatz von 0,05 % Tween 20 und 0,02 % Thimerosal und enthé&lt
Sphéaren mit jeweils einem von sieben Fluoreszenzfarbstoffen (Blue, Blue-green, Yellow-
green, Orange, Red, Crimson, Scarlet). Da sich die Fluoreszenzspektren der einzelnen Farben
nicht Gberlagern, ist die wiederholte Bestimmung der regionalen Perfusion zu verschiedenen
Messzeitpunkten bei dem selben Versuchstier moglich (vgl. Tab. 6). Die einzelnen
Messzeitpunkte kénnen im Anschluss an das Experiment analysiert werden.

Der spektrale Abstand von Fluoreszenz- und Anregungswellenlénge betrdgt bei den einzelnen
Farbstoffen mindestens 10nm, wodurch gewahrleistet wird, dass nur das vom
Fluoreszenzfarbstoff emittierte Licht detektiert werden kann, ohne vom Anregungslicht
Uberlagert zu werden [Molecular Probes, 2001]. Aufgrund des Wellenldngenspektrums der
fluoreszierenden Mikrospharen ist auch eine Uberlagerung mit dem Farbstoff 1CG

(Emissionsmaximum 830 nm) ausgeschlossen.
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Tabelle 6: Wellenléangenspektren der einzelnen fluoreszierenden Mikrospharen

Farbstoff Exzitationsmaximum (nm)  Emissionsmaximum (nm)
Blue 356 424
Blue-green 427 468
Yellow-green 495 505
Orange 534 554
Red 570 598
Crimson 612 638
Scarlet 651 680

Ein Milliliter Suspension enthalt 1x10° Spharen. Fiir unsere Versuchsschweine mit einem
Gewicht von 28 kg bis 40 kg applizierten wir eine Mikrospharendosis von 4,55x10° Spharen
flr jede Injektion. Zur Vorbereitung wurden die Spharen fiinf Minuten durch mechanisches
Schiitteln auf einem Vortex (Genie 2, Bender& Hobein AG, Zurich, Schweiz) durchmischt.
AnschlieRend wurden sie fir finf bis zehn Minuten in ein Ultraschallbad (Sonorex TK52H,
Bandelin, Deutschland) gestellt und unmittelbar vor der Injektion noch einmal drei Minuten
auf dem Vortex durchmischt. Es wurden 5 ml der Suspension entnommen und mit 0.9% NacCl
auf 11 ml verdinnt. Ein Milliliter des Injektates wurde fir eine eventuelle nachtragliche
Bestimmung des Herzzeitvolumens zuriickbehalten. Die verbleibenden 10 ml wurden Gber
den Zeitraum von einer Minute manuell tber den LA-Katheter direkt in den linken Vorhof
verabreicht. Durch leichtes Schitteln wahrend der Injektion wurde eine Sedimentation oder
Aggregation  der  Mikrosphdaren  verhindert. Um  mdglichst  gleichbleibende
Versuchsbedingungen zu gewabhrleisten, erfolgte die Injektion in allen Versuchen durch die
selbe Person. Nach Ende der Injektion wurde der LA-Katheter mit NaCl gespult, damit alle
Spharen in den Blutkreislauf gelangten.

Die Gewinnung der arteriellen Referenzblutprobe erfolgte mit Hilfe einer mechanischen
Abzugspumpe (Model 640A, Harvard Apparatus, South Natick, MA) bei einem konstanten
Zugvolumen von 3,18 ml/min Uber einen Zeitraum von 3 Minuten. In eine 50 ml
Perfusorspritze wurden 5 ml einer 3,13% Na-Citrat Losung vorgegeben, um eine Koagulation
des Blutes zu verhindern. Die Abzugspumpe wurde vor Injektionsbeginn der Sphéren
gestartet und der konstante Fluss des arteriellen Blutes im Entnahmekatheter kontrolliert. Fur
die weitere Verarbeitung wurde die Referenzblutprobe Uber einen Filter gespritzt, der auf
einer Absaugeinheit fixiert wurde. Durch zweimaliges Nachspulen der Perfusorspritze mit

physiologischer Kochsalzlosung wurde sichergestellt, dass alle Sphéren der Blutreferenz in
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der Filtereinheit aufgefangen wurden. Die Filtereinheit wurde bis zur Auswertung bei 4°C

lichtgeschutzt gelagert. Die einzelnen Versuchsschritte sind in Abbildung 11 dargestellt.

Absaugeinheit Blutreferenzprobe Mikrosphirenapplikation

Abb. 11: Ubersicht lber die einzelnen Versuchsschritte bei der Mikrospharen-Applikation
und Gewinnung der Referenzblutproben

Jedem Versuchstier wurden jeweils funf verschiedener Farben der fluoreszierenden
Mikrospharen injiziert. Auf diese Weise konnte die Myokardperfusion zu den verschiedenen
Versuchszeitpunkten (Baseline, 25%, 50%, 75%, 100% Flussreduktion) quantitativ
dokumentiert werden.

Zwischen den einzelnen Injektionen erfolgten Stabilisierungsphasen, um vergleichbare
h&modynamische Ausgangsbedingungen zu gewadhrleisten. Bei den unterschiedlichen
Stenosegraden wurden vor Injektionsbeginn stabile Flusswerte in den Koronargefassen sowie
stabile hamodynamische Parameter abgewartet, die Uber den gesamten Messzeitraum von 3
Minuten moglichst konstant gehalten wurden. Bei starkeren Schwankungen des Flusses oder
Instabilitdt der h&modynamischen Parameter wurde die Messung durch Injektion einer anders
farbigen Sphéreneinheit wiederholt. Die FA erfolgte jeweils unmittelbar im Anschluf? an die

Mikrospharenverabreichung, gegebenenfalls nach einer erneuten Stabilisierungsphase.
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Fur die Bestimmung des Blutflusses wurde das Herz nach Euthanasie des Versuchstieres
entnommen. Fett- und Bindegewebe, sowie groRe Gefalstamme wurden abprépariert, da
diese schlecht durchbluteten Gewebe den fiir dieses Organ zu ermittelten Blutfluss
verfalschen wirden [Warren 1975]. Das Organ wurde ber eine Woche in einer 10 %igen
Formalinlésung fixiert. Zur Auswertung der regionalen Perfusionsunterschiede wurde das
Herz nach einem geeigneten Schema in Myokardproben geschnitten. Das Dissektionsschema
wurde so gewdhlt, dass das gesamte LAD Stromgebiet distal der Stenose (ischdmisches
Myokard) sowie Referenzbereiche auBerhalb des stenosierten Areals (nicht-ischamisches
Myokard) beinhaltet waren. Hierfir wurde zunéchst die Vorderwand des linken Ventrikels
exzidiert (Abb. 12a). Durch drei Schnitte parallel zur Herzachse und vier Schnitte parallel zur
Herzbasis erhielten wir 20 annahernd gleich groRe Myokardareale mit einem Gewicht

zwischen 1,5 und 2,5 g (Abb. 12b). Die einzelnen Myokardareale wurden gewogen und bis

zur Bestimmung der Fluoreszenzintensitat lichtgeschitzt gelagert.

Abb. 12: Dissektionsschema des Herzens zur Auswertung der regionalen
Perfusionsunterschiede. Nach Exzision der Vorderwand des linken Ventrikels (a) wurden drei
Schnitte parallel zur Herzachse und vier Schnitte parallel zur Herzbasis angelegt (b).

Verarbeitung der Gewebeproben

Die Bestimmung des Mikrospharengehalts der Myokardproben erfolgte durch Messung der

Fluoreszenzintensitit nach dem Prinzip der Fluoreszenzspektrometrie.

Fur die automatische Verarbeitung der Gewebeproben wurde ein spezielles Robotersystem
(Zymark, Idstein) eingesetzt, mit dem die folgenden Verarbeitungsschritte vollautomatisch
durchgefiihrt wurden. Ein spezieller Roboter (Zymark, Idstein) wurde mit dem
automatisierten Fluoreszenzspektrometer LS50B (Perkin Elmer, Uberlingen) verbunden, mit

dem die Fluoreszenzintensitat der in den Myokardproben enthaltenen Mikrospharen bestimmt
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wurde (Abb. 13b). Die Verarbeitung der einzelnen Myokardproben erfolgte in speziellen
Filtrationssystemen, den Sample-Processing-Units (SPU, Abb.13a). Die SPU bestehen aus
einer Hulle mit einem einsetzbaren Filter, in dem die Gewebeprobe mit Kaliumlauge (KOH),
Tween 80 und Isopropanol 100% aufgeldst wurde. Das Digestat wurde anschlieend mittels

Unterdruck durch das Filtrationsgewebe gesogen.

Abb. 13: Die automatisierte Verarbeitung der einzelnen Myokardproben erfolgte in
speziellen Filtrationssystemen, den Sample-Processing-Units (a). Fur die Rickgewinnung der
fluoreszierenden Mikrospharen aus den Myokardproben wurde ein Laborroboter (Zymark,
Idstein) eingesetzt (b).

In Abhangigkeit vom Gewicht der Gewebeprobe wurden jedem Filter bis zu 15ml eines
Digestionsmediums, bestehend aus 15ml Kaliumlauge (4N KOH) mit 2% Tween 80,
zugesetzt. Das Gemisch wurde mit 1,5ml reinem Isopropanol Uberschichtet. Die Verdauung
der Gewebeproben erfolgte in einem Heizblock (Perkin Elmer, Uberlingen) bei einer
konstanten Temperatur von 60°C (ber einen Zeitraum von sechs Stunden. Nach diesem
Zeitraum wurde das Digestat mit Hilfe eine Saugvorrichtung unter Vakuum (-4 bar) durch das
Filtrationsgewebe gesaugt, wobei die jetzt von der Gewebeprobe isolierten Mikrosphéaren im
Filter zurtickgehalten wurden. AnschlieBend erfolgte die zweimalige Spilung mit jeweils
15ml eines Phosphatpuffers (pH 7,4). Hierdurch sollten an der Filterwand adhé&rente
Mikrospharen im Filtrationsgewebe aufgefangen und Rickstdnde der Digestionsflissigkeit
neutralisiert werden. Die Filter wurden durch einminitige Zentrifugation (2000 U/min)
getrocknet und wieder in den zugehorigen Filterhalter gestellt. Spilung, Waschung und
Zentrifugation wurden wiederholt.

Im Anschlul’ daran erfolgte das Herausl6sen der Fluoreszenzfarbstoffe aus den Mikrosphéren.
Hierzu wurden in die Filtereinheit fraktioniert 2ml eines organischen Ldsungsmittels

(Cellosolve-Acetat oder Ethoxy-Acetat) pipettiert. Der Ldsungsprozel3 wurde durch
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mechanisches Schitteln mit Hilfe eines Vortex forciert. Die Farbstofflosung wurde durch

Zentrifugation im Auffanggefal? der SPU gesammelt.

Fluoreszenzmessung

Die Quantifizierung der Myokardperfusion mit der MS-Methode erfolgte uber die
Bestimmung des Mikrospharengehalts der Myokardproben durch Messung der
Fluoreszenzintensitdt. Die Messung der Fluoreszenzintensitdt erfolgte mit dem
automatisierten Fluoreszenzspektrometer LS50B (Perkin Elmer, Uberlingen).

Es wurden ausschliellich Myokardproben aus dem dem Stromgebiet der stenosierten LAD
(ischamisches Myokard) entnommen und ausgewertet. Das entsprechende Myokardareal

wurde durch Interpretation der FA Bilder festgesetzt und das Herz analog dazu geschnitten.

2.3.4.2 Bestimmung des Blutflusses im Myokard mit der Fluoreszenzangiographie

Bei  Fluoreszenzverfahren hangt die  Fluoreszenzintensitdt immer von  der
Farbstoffkonzentration im betrachteten Volumen ab. Fir die Fluoreszenzintensitat im Falle
der FA st daher eine Abhahngigkeit von der 1CG-Konzentration im zirkulierenden
Blutvolumen zu erwarten. Diese l&sst sich als Funktion der Zeit aus der Blutmenge und der
als Bolus verabreichten ICG Konzentration ermitteln.

Der urspringlich nach Bolusinjektion vorliegende ,,Blutzylinder” mit einer konstanten ICG-
Konzentration (Abb. 14a) wird durch die Durchmischung bei der Herz-Lungen Passage zu
einer Normalverteilung. Der zeitliche Verlauf der ICG-Anflutung im Myokard ist durch diese
Normalverteilung vorgegeben und entspricht graphisch dargestellt der Form einer Gaussschen
Glockenkurve (Abb. 14b). Wahrend des weiteren Verlaufs geht die zeitliche Abhangigkeit der
ICG-Konzentration durch die zunehmende Vermischung wahrend der Zirkulation in einen
exponentiellen Abfall durch die hepatische Clearance Gber (Abb. 14c).
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Abb. 14: Modell fir die zeitliche Verteilungsfunktion des Farbstoffs ICG im Blut. Die Kurven
zeigen den Konzentrationsverlauf unmittelbar nach Bolusinjektion (a), nach Passage durch
rechtes Herz und Lunge (b), sowie die exponentielle Abnahme der ICG Konzentration durch
die hepatische Klearance (c).

Bei der Bildgebung wird die Fluoreszenzintensitdt durch auf dem Monitor sichtbare
Grauwerte représentiert, wobei helle Werte eine hohe Fluoreszenzintensitat anzeigen. Die
Quantifizierung der Myokardperfusion mit der FA erfolgte mit Hilfe eines Computersystems
und einer speziellen Software (LLS GmbH, Ulm, Germany) auf der Basis einer
Grauwertanalyse. Die Grauwerte wurden in einer vorher festgelegten ,,Region of Interest*
(ROI) im Bereich des ischamischen Myokards zeitabh&ngig gemessen. Dabei wurde im
Abstand von 0,04 s jeweils der Mittelwert und die Standardabweichung aller Pixel im ROI
ermittelt. An die so gewonnene Messkurve wurden die Parameter der oben beschriebenen
zeitlichen Verteilungsfunktion nach der Methode der kleinsten Abweichungsquadrate (,,least

square fit*), gewichtet mit den jeweiligen Standardabweichungen, angepasst.

Die Auswertung der Fluoreszenzintensitat fir die Quantifizierung der Myokardperfusion

erfolgte durch zwei verschiedene Methoden:

1. Quantifizierung tber Intensitatsdifferenzen

Die maximale Fluoreszenzintensitat in den einzelnen ROI’s wurde bestimmt. Um eine
Uberlagerung durch die Restfluoreszenz der vorangegangenen ICG-Applikation zu
vermeiden, wurde in dem entsprechenden ROI jeweils die Untergrundfluoreszenz von der
maximalen  Fluoreszenzintensitdat subtrahiert. Die so ermittelten Differenzen
représentieren somit die relative Fluoreszenzintensitdt zum jeweiligen Messzeitpunkt
(Abb. 15).

2. Quantifizierung tGber die Dynamik des Anstiegs der Fluoreszenzintensitat
Eine weitere Mdglichkeit zur Quantifizierung der Myokardperfusion ist die Bestimmung

des Fluoreszenzanstiegs pro Zeiteinheit wéhrend der Anflutungsphase von ICG
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(Dynamik der Fluoreszenzintensitat) in den entsprechenden ROI’s. Hierbei wurde das
An- und Abfluten des Fluoreszenzfarbstoffs im zeitlichen Verlauf gemessen. Die
Steigung aus der Zunahme der Fluoreszenzintensitat pro Zeiteinheit (Al/At) stellt ein Mal3
fur die Myokardperfusion dar (Abb. 15).
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Abb. 15: Die Auswertung der Fluoreszenzintensitat erfolgte Uber die Bestimmung von

Grauwertdifferenzen (Imax—Imin) Sowie des Fluoreszenzanstiegs pro Zeiteinheit (Al/At)
wahrend der Anflutungsphase von ICG

2.3.4.3 Vergleich der Fluoreszenzangiographie mit der Fluoreszenz-Mikrospharen-Methode

Um die Eignung der FA Technik zur quantitativen Bestimmung der Myokardperfusion bei
verschiedenen Koronarstenosen zu untersuchen, wurden die Daten der FA mit den Daten aus
der Perfusionsmessung mittels fluoreszierender Mikrosphéren verglichen. Fir den Vergleich
der Messergebnisse beider Methoden wurden alle Daten normalisiert, indem bei jedem Tier
die einzelnen Messwerte zu den entsprechenden Baseline-Werten ins Verhéltnis gesetzt
wurden. Durch diese Quotientenbildung konnten die Messwerte beider Techniken

miteinander korreliert werden.

Fur die Validierung der Myokardperfusion durch die FA wurde jedem Myokardareal des
Dissektionsschemas der Mikrosphéren-Technik das entsprechende ROI auf den FA-Bildern
zugeordnet, d.h. zu jedem ROI auf den FA-Computerbildern existiert eine korrespondierende
Myokardprobe aus den Mikrospharen-Perfusionsmessungen. Die Auswertung der
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Fluoreszenzintensitat fur die Baseline-Untersuchung sowie die verschiedenen Stenosegrade

erfolgte Uber beide oben beschriebene Techniken in den entsprechenden ROI’s.

2.3.4.4 Vergleich der FA und der MS mit der TTFM-Methode

Um den Zusammenhang zwischen den mit der TTFM-Methode bestimmten Flusswerten und
den Werten aus der Perfusionsmessung mittels fluoreszierender Mikrosphéren zu prifen,
wurden jeweils die auf die Baseline-Werte bezogenen Relativwerte (normalisierte Werte)
miteinander korreliert. Mit den nach der FA-Methode bestimmten relativen Perfusionswerten

wurde in analoger Weise verfahren.

2.4  Statistische Methoden

Die Zahlenwerte in Text, Tabellen und Abbildungen sind jeweils als Mittelwert (M) und
Standardabweichung (Std) angegeben.

Zur Uberprifung von Lageunterschieden von quantitativen Merkmalen zwischen den
Gruppen wurde die ANOVA Analyse herangezogen. Wurde die globale Nullhypothese
verworfen, wurde als Anschlusstest zur Uberpriifung, welche Mittelwerte sich unterscheiden,
der LSD Test verwendet.

Die quantitativen Werte aus den TTFM, MS und FA-Messungen wurde jeweils paarweise mit
einer linearen Regressionsanalyse ausgewertet und der Korrelationkoeffizient (r) bestimmt.
Ein p-Wert von p < 0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet.

Die statistische Analyse der Daten erfolgte mit Hilfe des Programms ,,SPSS for Windows*
(V. 10, Fa. SPSS Inc., Chicago, IHllinois, USA).
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3 Ergebnisse

3.1 Eignungstest der FA in vivo - Darstellung der Myokardperfusion am

Schweineherzmodell (Pilotstudie)

3.1.1 Darstellung der nativen Koronargeféafie und der Myokardperfusion (Pilotstudie 1)

Mit der FA erfolgte die Darstellung der Myokarddurchblutung bei insgesamt 6 Tieren. Die
fluoreszenzangiographischen Untersuchungen konzentrierten sich tberwiegend auf das
Koronargefallbett der LAD, da die LAD und ihre Seitenaste durch ihren Verlauf an der

Vorderwand des Herzens am besten erfasst werden konnten.

Bei allen 6 Tieren konnten die nativen KoronargefaRe einschlieflich ihrer Seitenaste mit der
FA auf dem Monitor dargestellt werden. Bereits 4-6 Sekunden nach intravendser ICG-Gabe
uber die Ohrvene konnte ein diffuses Fluoreszenzsignal Uber dem rechten Ventrikel
beobachtet werden. Das grofle Blutvolumen im rechten Ventrikel erzeugte ein starkes
Fluoreszenzsignal, das durch die dinne Wand des rechtsventrikularen Myokards detektiert
werden konnte. Ungefahr 7 Sekunden nach ICG-Gabe kam es zum arteriellen Anfluten des
Fluoreszenzfarbstoffes im Koronargefalisystem, wobei sich die Koronararterien als helle
GefélRe auf dunklem Untergrund darstellten. Im Anschluss daran konnte nach wenigen
Sekunden eine diffuse Fluoreszenz des gesamten Myokards beobachtet werden. Diese diffuse
Fluoreszenz im Kapillargebiet stellt einen Parameter fur die Myokardperfusion dar. Nach
weiteren 5 bis 10 Sekunden kam es zu einer Abschwéchung der Fluoreszenzintensitit im
arteriellen Stromgebiet bei gleichzeitiger Zunahme der Fluoreszenz in den vendsen GefaRRen.
Somit konnte die chronologische Abfolge der Durchblutung des Herzens sichtbar gemacht
werden (Abb. 16a-d). Die diffuse Fluoreszenz im Anschluss an die arterielle Phase

représentiert die Durchblutung des Kapillargebietes der Herzmuskulatur.

Aufgrund der kurzen Halbwertszeit des Fluoreszenzfarbstoffes war 3 bis 5 Minuten nach ICG
Applikation nur noch eine geringe Restfluoreszenz im Kapillarbett zu verzeichnen. Dadurch
war es moglich, den Fluoreszenzfarbstoff mehrfach in kurzen Zeitintervallen zu verabreichen,
ohne Qualitatsverlust der FA-Bilder.
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Abb. 16: Fluoreszenzangiographie eines Schweineherzens mit Darstellung der LAD und den
Seitenasten zu unterschiedlichen Zeitintervallen. Bereits 7 Sekunden nach intravendser ICG-
Gabe wird das arterielle Anfluten des Farbstoffes mit Darstellung der LAD und ihrer
Diagonalaste sichtbar (a). Nach weiteren 5 Sekunden kommt es zu einer Zunahme der
diffusen Fluoreszenz durch homogene Verteilung des Farbstoffs im kapillaren GefaRbett mit
Darstellung der Myokardperfusion (b). Im Anschluss daran kann die Passage des
Fluoreszenzfarbstoffes durch das vendse System bei gleichzeitiger Abnahme der Fluoreszenz
im arteriellen System beobachtet werden (c-d).

3.1.2 Darstellung der Myokardperfusion bei Stenosen und Okklusion der KoronargefaRe

(Pilotstudie 2)

Bei insgesamt 8 Tieren wurde die Myokardperfusion bei Stenosen sowie GefalRokklusionen in

unterschiedlichen Bereichen der LAD mit der FA dargestellt. Die Minderung der
Myokardperfusion wurde durch direkten Vergleich zwischen dem Ausgangsbefund und derm
pathologischen Befund bei stenotischem GefaR visuell subjektiv eingeschatzt. Bei den 8
Versuchstieren wurden insgesamt 14 Stenosen unterschiedlichen Schweregrades und 4
GeféaBokklusionen in unterschiedlichen Bereichen der LAD erzeugt. Distal der sichtbaren

Stenose kam es jeweils zu einem langsameren Anfluten des Fluoreszenzfarbstoffs. Ferner war
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eine Minderung der Fluoreszenzintensitdat im Kapillarstromgebiet im Vergleich zum
Ausgangsbefund zu beobachten (Abb.17).

Abb. 17: Exemplarische Darstellung einer hochgradigen Stenose der proximalen LAD mit der
FA (b). Die Auswirkung auf die Myokardperfusion lasst sich durch Vergleich mit dem
Nativbefund (a) erkennen. Distal der Stenose fallt im Vergleich zum Ausgangsbefund eine
verminderte Fluoreszenzintensitat im Kapillarstromgebiet auf.

Eine Okklusion der LAD oder des RD fiihrten zu einem totalen Perfusionsausfall des
korrespondierenden Myokardareals im LAD-Gebiet. In der FA stellte sich der
Perfusionsausfall als nicht fluoreszierende, dunkle Flache dar, die sich scharf vom Ubrigen gut
perfundierten Myokard abgrenzen liel3 (Abb.18). Nach Freigabe der LAD durch Lésen der
Umschlingungsnaht liel sich die Reperfusion des LAD-Stromgebietes verfolgen. Nach
wenigen Sekunden kam es wieder zu einer homogenen Zunahme der Fluoreszenzintensitat im

entsprechenden Myokardareal.

Abbildung 18 zeigt eine Okklusion der proximalen LAD mit komplettem Perfusionsausfall im
distalen LAD-Gebiet (a). Nach Offnen der Okklusion kommt es wieder zu einer homogene
Perfusion des entsprechenden Myokardareals (b).
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3.2 Tierexperimentelle  Validierung der Fluoreszenzangiographie fur die
Quantifizierung der Myokardperfusion (Validierungsstudie)

3.2.1 Voraussetzung fir die Auswertung der Validierungsstudie

Voraussetzung fur die Auswertung der Validierungsstudie waren standardisierte
Versuchsbedingungen sowie stabile hdmodynamische Verhaltnisse wahrend des gesamten

Versuchsablaufs.

3.2.1.1 Intraoperativ bestimmte TTFM-Flusswerte

Unser Stenosemodell basierte auf der prozentualen Flussreduktion des zu Versuchsbeginn mit
Hilfe der TTFM-Methode bestimmten Ausgangsflusses. Wéhrend der Flussreduktion um
25%, 50%, 75% und 100% wurde die Flusskurve kontinuierlich aufgezeichnet. Bei Erreichen
des jeweils angestrebten Flusswertes erfolgte die FA und anschliefend die Applikation der
MS. Wahrend der Untersuchung wurden die gewdahlten Flusswerte moglichst konstant
gehalten. In Tabelle 7 sind die intraoperativ erhobenen Flusswerte der einzelnen

Versuchstiere wahrend der einzelnen Untersuchungen aufgelistet.

Tabelle 7: Intraoperativ bestimmte Flusswerte in ml/min (TTFM-Methode)

Tier Baseline Stenose 1 Stenose 2 Stenose 3 Okklusion
1 21 14 8 4 0
2 32 23 14 7 0
3 24 20 15 7 0
4 40 29 19 9 0
5 24 18 12 6 0
6 40 32 23 11 0
7 40 24 17 8 0
8 25 17 12 6 0
9 22 16 11 5 0
10 25 19 12 6 0
11 28 20 14 7 0
MW = Std 30+7,0 21,8+5,0 149+ 3,6 72+17 0+0

MW=Mittelwert, Std=Standardabweichung

Der mittlere Ausgangsfluss (Baseline-Untersuchung) der Tiere 1 bis 11 lag bei 30 £ 7,0
ml/min. Die mittleren Flusswerte betrugen bei der 25%igen Flussreduktion (Stenose 1) 21,8 +
5,0 ml/min, bei der 50%igen Flussreduktion (Stenose 2) 14,9 £ 3,6 ml/min, bei der 75%igen
Flussreduktion (Stenose 3) 7,2 £ 1,7 ml/min und bei der Okklusion O ml/min (Abb. 19). Dies
entspricht einer tatsachlichen Flussreduktion von 0%, 27,5%, 50%, 76% und 100%, bezogen

auf den Ausgangsfluss bei der Baseline-Untersuchung. Die angestrebten Flusswerte wurden
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somit anndhernd erreicht und waren bei Ausgangsfluss (Baseline) und den einzelnen
Stenosegraden (25%, 50%, 75%, 100% Flussreduktion) signifikant unterschiedlich (p <
0,0001). Auch der Vergleich aller Untergruppen ergab signifikante Unterschiede (Baseline vs.
Stenose 1, 0 < 0,0001; Stenose 1 vs. Stenose 2, p = 0,001; Stenose 2 vs. Stenose 3, p = 0,001,
Stenose 3 vs. Okklusion, p = 0,001).
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Abb. 19: Mittlere Flusswerte sowie deren Standardabweichung bei Ausgangsfluss (Baseline)
und den einzelnen Stenosegraden (25%, 50%, 75% und 100% Flussreduktion)

3.2.1.2 Intraoperativ bestimmtes Herzzeitvolumen

Wiéhrend des gesamten Versuchsablaufes waren die gemessenen Herzzeitvolumina (HZV)
sehr konstant und lagen im Mittel zwischen 3,0 und 3,2 I/min. Vor jeder FA und Applikation
der MS wurde das Herzzeitvolumen bestimmt, gegebenenfalls stabilisiert und entsprechend
dem Ausgangswert konstant gehalten. Leichte Schwankungen der Herzzeitvolumina
beeinflussen gleichermallen die TTFM-Flusswerte wie die Perfusion des Myokards und
beeinflussen die Korellation somit nicht. In Tabelle 8 sind die intraoperativ gemessenen
Herzzeitvolumina der einzelnen Versuchstiere wéhrend der einzelnen Untersuchungen

aufgelistet.
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Tabelle 8: Intraoperativ bestimmte Herzzeitvolumina

Tier Baseline Stenosel Stenose2 Stenose3 Okklusion
1 3,1 3,0 3,1 3,0 2,9
2 2,6 2,3 2,0 2,0 2,1
3 2,8 2,6 2,6 2,9 2,6
4 4,5 4.6 4,6 4,5 3,7
5 41 4.0 4,7 49 5,0
6 4,2 3,5 3.4 3,4 3,3
7 3,5 3,2 3.4 2,9 3,1
8 3,3 3,4 3,2 3,3 2,3
9 2,6 2,7 2,5 2,5 2,9
10 2,9 2,6 3,0 2,9 3,2
11 19 1,8 1,9 1,8 1,8
MW + Std 3,2+0,8 3,1+0,8 3,1+0,9 3,1+0,9 3,0+0,8

MW=Muittelwert, Std=Standardabweichung

Das Herzzeitvolumen lag bei der Baseline-Untersuchung im Mittel bei 3,2 £ 0,8 I/min. Die
mittleren Herzzeitvolumina betrugen bei der 25%igen Flussreduktion (Stenose 1) 3,1 + 0,8
I/min, bei der 50%igen Flussreduktion (Stenose 2) 3,1 + 0,9 I/min, bei der 75%igen
Flussreduktion (Stenose 3) 3,1 £ 0,9 I/min und bei der Okklusion 3,0 + 0,9 I/min (Abb. 20).

Es waren somit kaum Unterschiede zwischen der Baseline Untersuchung sowie den

verschiedenen Stenosegraden zu verzeichnen (p = 0,978).
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Abb. 20: Mittleres HZV sowie deren Standardabweichung bei Ausgangsfluss (Baseline) und
den einzelnen Stenosegraden (25%, 50%, 75% und 100% Flussreduktion)
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Wie aus Abbildung 21 ersichtlich, ist das HZV bei den einzelnen Tieren individuell
verschieden. Die durch die Fehlerbalken in Abbildung 21 reprasentierte Standardabweichung
dokumentiert jedoch, dass das HZV im Versuchsverlauf nur geringe Schwankungen aufwies,

d.h. das HZV war wéhrend der einzelnen Tierversuche jeweils sehr konstant.

HZV (ml/min)
w
p
H

Abb. 21: Mittleres HZV sowie deren Standardabweichung der einzelnen Versuchstiere
wahrend des gesamten Versuches

3.2.1.3 Weitere intraoperativ bestimmte hamodynamische Parameter

Neben der Konstanz des Herzzeitvolumens sind die unten genannten h&modynamischen
Parameter von hoher Bedeutung zur Einhaltung standardisierter VVersuchsbedingungen.

In Tabelle 9 ist eine Ubersicht Uber alle intraoperativ gemessenen hamodynamischen
Parameter zusammengestellt. Analog zu den Herzzeitvolumina waren auch Herzindex,
Herzfrequenz, und das Schlagvolumen wéhrend des gesamten Versuchsablaufs konstant. Der
Herzindex lag bei allen Versuchen gemittelt zwischen 2,8 und 2,9 | m? min?, die
Herzfrequenz zwischen 67 und 70 Schlagen/min und das Schlagvolumen zwischen 47 und 55

ml. Auch der Blutdruck sowie der systemische GefalRwiderstand waren sehr stabil.
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Tabelle 9: Intraoperativ bestimmte hamodynamische Parameter

Baseline Stenose 1  Stenose 2  Stenose 3 Okklusion
HZV (I/min) 3,2+0,8 3,1+0,8 3,1+0,9 3,1+0,9 3,0+0,8
HI (I m?min™?) 29+05 28+05 29+06 28+07 28+07
HF (1/min) 69,7+78 67,1+82 666+83 690+85 693+115
SV (ml) 521+6,1 522+74 545+51 49,0+57 46,8+8,1
SD (mm Hg) 69,9+59 698+69 676+83 676+66 625+10,1
DD (mm Hg) 348+52 339+43 344+46 333+52 325+6,6
MD (mm Hg) 482+53 476+51 46,7+6,0 46,1+60 44174
SVR (dyn-sec:cm™) [892+180 939+194 889+197 918+220 910+ 232

Mittelwerte # Standardabweichung

HZV: Herzzeitvolumen, HI: Herzindex, HF: Herzfrequenz, SV: Schlagvolumen,

SD: Systolischer Blutdruck; DD: Diastolischer Blutdruck, MD: Mittlerer Blutdruck,
SVR: Systemischer GefalBwiderstand

Wie aus der Tabelle 10 ersichtlich, waren die intraoperativ bestimmten hd&modynamischen
Parameter bei den einzelnen Tieren individuell verschieden. Die geringe Standardabweichung
zeigt jedoch, dass diese hdmodynamischen Parameter im Versuchsverlauf nur geringe
Schwankungen aufwiesen, d.h. wahrend der einzelnen Tierversuche jeweils sehr konstant

waren.

Tabelle 10: Intraoperativ bestimmte hdmodynamische Parameter der einzelnen Tiere

Tier _IZ-II_ | HI_: SV SD DD MD SVR
(I m“min™) (1/min) (ml) (mmHg) (mmHg) (mmHg) (dyn-sec-cm™)
1 2,840,2 69+3,2 49.8+3,1 69,3+2,8 33,842,2 47,2424 961+34
2,0+0,1 58+3,1 38,8+7,0 61,7456 28,2427 40,2134 1135+114
3 2,240,1 5843,1 46,2456 65,025 345+2,1 47,7+2,3 1156+21
4 3,4+0,3 83+8,3 51,747,7 555451 24,0+£0,9 353+14 879+12
5} 4,1+0,4 74+11,3 63,8429 76,0+24 32,2+2,1 47,8+2,0 663+111
6 2,8+0,2 6349,3 55,3+3,3 65,8+2,1 37,3+2,2 49,5+2,2 913+38
7 2,7+0,2 70+5,6 453+3,3 70,742,3 41,2449 53,044,3 1123+171
8 3,0+0,3 63+3,1 50,2+2,4 59,749,1 31,5422 40,5+4,3 912+19
9 2,7+0,2 69+1,1 39,0424 66,842,9 31,7¢1,4 457425 923+16
10 2,840,2 72+2,2 41,0£3,0 71,843,3 35,0+1,3 48,8419 901+13
11 2,910,1 78+2,3 23,8+1,2 79,8+£3,7 40,3t1,2 55,8+2,6 1002+13

Mittelwerte # Standardabweichung

HZV: Herzzeitvolumen, HI: Herzindex, HF: Herzfrequenz, SV: Schlagvolumen,

SD: Systolischer Blutdruck; DD: Diastolischer Blutdruck, MD: Mittlerer Blutdruck,
SVR: Systemischer GefalRwiderstand
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3.2.2 Quantifizierung der Myokardperfusion mit der MS-Methode

Die Quantifizierung der Myokardperfusion mit der MS-Methode erfolgte (ber die
Bestimmung des Mikrosphdrengehaltes der Myokardproben durch Messung der
Fluoreszenzintensitdt nach dem Prinzip der Fluoreszenzspektrometrie. Fir die Bestimmung
der Myokardperfusion wurden die Myokardproben, die innerhalb des stenosierten LAD-
Stromgebietes (ischamisches Myokard; IM) lagen, ausgewahlt. In Tabelle 11 sind die
gemittelten Perfusionswerte der IM-Region zum Zeitpunkt der Baseline-Messung sowie der

einzelnen Stenosegrade flr die 11 Versuchstiere aufgelistet.

Tabelle 11: Gemittelte Perfusionswerte im ischdmischen Myokard bei den 11 Versuchstieren
zum Zeitpunkt der Baseline-Messung sowie der einzelnen Stenosegrade

Tier Baseline S1 S2 S3 Okklusion

(mmintgh  (MImin*g")  (MImintgh (MImintg?) (mlmintg?h
1 0,67 0,70 0,50 0,20 0,04
2 0,40 0,33 0,08 0,08 0,01
3 0,61 0,59 0,56 0,18 0,02
4 1,11 0,79 0,49 0,19 0,01
5 1,28 0,90 0,87 0,36 0,05
6 1,21 0,89 0,63 0,37 0,04
7 0,97 1,09 0,72 0,27 0,05
8 0,95 0,56 0,79 0,16 0,08
9 0,84 0,71 0,73 0,38 0,03
10 0,78 0,58 0,42 0,30 0,05
11 0,97 0,81 0,94 0,38 0,03

MW=+Std | 089+0,25 0,72+0,20 0,61+0,23 0,26+0,10 0,04+0,20

MW=Muittelwert, Std=Standardabweichung

Die mittleren Perfusionswerte der 11 Versuchstiere sind in Abbildung 22 graphisch
dargestellt. Wie aus der Graphik ersichtlich, kommt es wéhrend der einzelnen Stenosegrade
zu einer stetigen Abnahme der Myokardperfusion (p < 0,0001). Der Vergleich der
Untergruppen ergab bis auf einen Vergleich statistisch signifikante Unterschiede (Baseline vs.
Stenosel, 0 = 0,045; Stenose 1 vs. Stenose 2, p = 0,179; Stenose 2 vs. Stenose 3, p < 0,001,
Stenose 3 vs. Okklusion, p = 0,008).
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Baseline S1 S2 S3 Okklusion

Abb 22: Mittlere Perfusionswerte der MS sowie deren Standardabweichung zum Zeitpunkt
der Baseline-Messung sowie der einzelnen Stenosegrade
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3.2.3 Quantifizierung der Myokardperfusion mit der FA-Methode

3.2.3.1 Quantifizierung Uber Grauwertdifferenzen

Die erste Quantifizierung der Myokardperfusion erfolgte Uber eine Grauwertanalyse in den
entsprechenden ROI’s. Dazu wurde die Restfluoreszenz der jeweils vorangegangenen ICG
Applikation von der maximalen Fluoreszenzintensitét subtrahiert, um den durch die jeweilige
ICG Applikation induzierten Fluoreszenzanstieg zu bestimmen. Entsprechend der Hohe des
Fluoreszenzanstieges lassen sich so Unterschiede hinsichtlich der Myokardperfusion anhand
der Grauwertdifferenz  feststellen. Die Abbildung 23 zeigt exemplarisch die
Myokardperfusion wahrend der Baseline-Untersuchung sowie der verschiedenen Stenosen.

Baseline Stenose 1 Stenose 2

Stenose 3 Okklusion

Abb. 23: Fluoreszenzaufnahmen des Myokards bei Ausgangsfluss (Baseline) und den
einzelnen Stenosegraden (25%, 50%, 75% und 100% Flussreduktion)

Die so ermittelten Grauwertdifferenzen betrugen wéhrend der Baseline-Untersuchung im
Mittel zwischen 35 und 123 und waren bei den verschiedenen Stenosen entsprechend
geringer. Die genauen Werte sind der Tabelle 12 zu entnehmen. Je hoher der erzeugte
Stenosegrad war, desto geringer war die Fluoreszenzintensitdt und damit die
Grauwertdifferenz.
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Die mittleren Grauwertdifferenzen betrugen bei der 25%igen Flussreduktion (Stenose 1) 63 +
16, bei der 50%igen Flussreduktion (Stenose 2) 50 + 17, bei der 75%igen Flussreduktion
(Stenose 3) 42 £ 13 und bei der Okklusion 0.

Tabelle 12: Bestimmung der Myokardperfusion durch Grauwertdifferenz bei den einzelnen
Versuchstieren

Tier Baseline Stenose 1 Stenose 2 Stenose 3 Okklusion
1 35 19 16 - 0
2 88 55 21 21 0
3 97 72 62 66 0
4 123 64 39 38 0
5 110 67 64 55 0
6 92 70 62 42 0
7 83 63 60 47 0
8 85 57 47 25 0
9 90 76 52 42 0
10 85 68 56 49 0
11 65 87 68 31 0
MW = Std 87+ 22 63+ 16 50 + 17 42 +13 0+0

MW=Muittelwert, Std=Standardabweichung

Wie in Abbildung 24 ersichtlich, kam es korrespondierend zur Flussreduktion bei
Ausgangsfluss (Baseline) und den einzelnen Stenosegraden (25%, 50%, 75%, 100%
Flussreduktion) zu einer signifikanten Abnahme der Grauwertdifferenzen. Die Hohe der
Grauwertdifferenz stellt also ein MaR fir die Myokardperfusion dar. Entsprechend des
unterschiedlichen Perfusionszustandes wahrend der Baseline-Untersuchung und der einzelnen
Stenosegrade lassen sich signifikante Unterschiede hinsichtlich der Myokardperfusion anhand
der Grauwertdifferenzen feststellen (p < 0,0001). Auch bei Vergleich aller Untergruppen
ergaben sich Uberwiegend statistisch signifikante Unterschiede (Baseline vs. Stenose 1, p =
0,002; Stenose 1 vs. Stenose 2, p = 0,053; Stenose 1 vs. Stenose 3, p = 0,003; Stenose 2 vs.
Stenose 3, p = 0,257; Stenose 3 vs. Okklusion, p < 0,0001). Somit lasst sich die
unterschiedliche Myokardperfusion bei der Baseline-Untersuchung und den verschiedenen

Stenosegraden auf den FA-Bildern anhand der Grauwerte beurteilen.
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Abb. 24: Mittlere Grauwertdifferenzen sowie deren Standardabweichung bei Ausgangsfluss
(Baseline) und den einzelnen Stenosegrade (25%, 50%, 75% und 100% Flussreduktion)

3.2.3.2 Quantifizierung ber die Dynamik des Anstiegs der Fluoreszenzintensitat

Ein weiterer Ansatz zur Quantifizierung der Myokardperfusion wurde mit der Bestimmung
des Fluoreszenzanstiegs pro Zeiteinheit wahrend der Anflutungsphase von ICG (Dynamik der
Fluoreszenzintensitat) in den entsprechenden ROI’s untersucht. Hierbei wurde das An- und
Abfluten des Fluoreszenzfarbstoffs im zeitlichen Verlauf gemessen. Die Steigung aus der
Zunahme der Fluoreszenzintensitdt pro Zeiteinheit (Al/At) wurde als Mall fir die
Myokardperfusion angewandt.

Die Abbildung 25 zeigt ein Beispiel fiir den zeitlichen Fluorenszenzverlauf wahrend der

Baseline-Untersuchung sowie der verschiedenen Stenosegrade.
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Abb. 25: Zeitliche Abhangigkeit der Fluoreszenzintensitat bei Ausgangsfluss (Baseline) und
den einzelnen Stenosegraden (25%, 50%, 75% und 100% Flussreduktion)
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Der so ermittelte Fluoreszenzanstieg pro Zeiteinheit betrug wéhrend der Baseline-
Untersuchung im Mittel zwischen 6,8 und 36,3 und war bei den verschiedenen Stenosegraden

entsprechend geringer. Die einzelnen Werte sind in Tabelle 13 dargestellt.

Tabelle 13: Quantifizierung der  Myokardperfusion durch  Bestimmung des
Fluoreszenzanstiegs pro Zeiteinheit wahrend der Anflutungsphase von ICG bei den einzelnen
Versuchstieren.

Tier Baseline Stenose 1 Stenose 2 Stenose 3 Okklusion
1 6,8 4,5 1,2 - 0
2 22,7 12,5 11,2 4,7 0
3 19,2 12,1 10,3 11,6 0
4 36,3 21,8 6,6 4,1 0
5 34,5 19,2 14,1 4,6 0
6 34,2 23,5 14,0 6,7 0
7 25,0 12,0 12,2 8,7 0
8 19,6 11,4 11,3 3,8 0
9 24,3 15,3 15,3 8,7 0
10 18,1 13,0 8,5 8,6 0
11 15,2 22,1 12,4 8,3 0

MW + Std 23,3 48,6 15,2+5,5 10,6 +£ 3,8 70125 0+0

MW=Muittelwert, Std=Standardabweichung

Der mittlere Fluoreszenzanstieg pro Zeiteinheit betrug bei der Baseline-Untersuchung 23,3 +
8,6, bei der 25%igen Flussreduktion (Stenose 1) 15,2 + 5,5, bei der 50%igen Flussreduktion
(Stenose 2) 10,6 + 3,8, bei der 75%igen Flussreduktion (Stenose 3) 7,0 £ 2,5 und bei der
Okklusion 0.

Wie in Abbildung 26 ersichtlich, kam es korrespondierend zur Flussreduktion bei
Ausgangsfluss (Baseline) und den einzelnen Stenosegrades (25%, 50%, 75%, 100%
Flussreduktion) zu einer signifikanten Abnahme der Steigungswerte (p < 0,0001). Auch bei
Vergleich aller Untergruppen ergaben sich bis auf einen Vergleich statistisch signifikante
Unterschiede (Baseline vs. Stenose 1, p = 0,001; Stenose 1 vs. Stenose 2, p = 0,048; Stenose 2 vs.
Stenose 3, p = 0,119; Stenose 3 vs. Okklusion, p = 0,004).

Damit kann der Fluoreszenzanstieg pro Zeiteinheit als Mal} fir die Perfusion des Myokards

herangezogen werden.
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Abb. 26: Mittlerer Fluoreszenzanstieg pro Zeiteinheit sowie deren Standardabweichung bei
Ausgangsfluss (Baseline) und den einzelnen Stenosegraden (25%, 50%, 75% und 100%
Flussreduktion)
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3.2.4 Kaorrelation der Messdaten der verschiedenen Methoden

Fur die Validierung der mit der FA bestimmten Perfusionsdaten wurden die Ergebnisse der
FA- und der MS-Methode sowie die Flussdaten der TTFM-Methode miteinander verglichen.
Die Messwerte der drei Methoden wurden jeweils paarweise miteinander korreliert. Um die
Werte vergleichen zu kénnen, wurden alle Daten zum jeweiligen Baseline-Wert der einzelnen
Tiere normalisiert. Die Bestimmung der Myokardperfusion mit der FA erfolgte sowohl
anhand von Grauwertdifferenzen als auch durch Ermittlung des Fluoreszenzanstiegs pro

Zeiteinheit.

3.2.4.1 Korrelation der FA-Grauwertdifferenzen mit der MS-Methode

Die Ergebnisse der linearen Regressionsanalyse zwischen den mit der FA bestimmten
Grauwertdifferenzen und den mit der MS bestimmten Blutflusswerten von insgesamt 55
Messungen ist in Abbildung 27 dargestellt (y = 0,87x + 0,06). Es besteht eine sehr gute
Korrelation zwischen den beiden Techniken (r = 0,92, p < 0,0001).
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Abb 27: Die Graphik zeigt die gute Korrelation (r = 0,92, p < 0,0001) zwischen den
normalisierten Mikrospharenwerten (MS-Methode; x-Achse) und den normalisierten
Fluoreszenz-Grauwertdifferenzen (FA-Methode; y-Achse) der Baseline-Untersuchungen
sowie der einzelnen Stenosegrade (n=55). Die Daten wurden bei jedem Tier zu den Baseline-
Werten normalisiert.
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3.2.4.2 Korrelation des FA-Fluoreszenzanstiegs pro Zeiteinheit mit der MS-Methode

Die Ergebnisse der linearen Regressionsanalyse zwischen dem mit der FA bestimmten
Fluoreszenzanstieg pro Zeiteinheit und den mit der MS bestimmten Blutflusswerten von
insgesamt 55 Messungen ist in Abbildung 28 dargestellt (y = 0,92x + 0,02). Es besteht eine
sehr gute Korrelation zwischen den beiden Techniken (r = 0,93, p < 0,0001).
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Abb 28: Die Graphik zeigt die Relation zwischen den normalisierten Mikrospharenwerten
(MS-Methode; x-Achse) und dem normalisierten Fluoreszenzanstieg pro Zeiteinheit (FA-
Methode; y-Achse) der Baseline-Untersuchungen sowie der einzelnen Stenosegrade (n=55).
Die Daten wurden bei jedem Tier zu den Baseline-Werten normalisiert. Es besteht eine gute
Korrelation zwischen beiden Techniken (r = 0,93, p < 0,0001)
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3.2.4.3 Korrelation der FA-Grauwertdifferenzen mit der TTFM-Methode

Die mit der FA-Methode bestimmten Grauwertdifferenzen wurde mit den mit der TTFM-
Methode bestimmten FluBwerten bei allen Versuchstieren jeweils fiir die verschiedenen
Stenosierungen verglichen und alle Daten zum jeweiligen Baseline-Wert der einzelnen Tiere
normalisiert.

Die Ergebnisse der linearen Regressionsanalyse zwischen den mit der FA bestimmten
normalisierten Grauwertdifferenzen und den mit der TTFM-Methode bestimmten
normalisierten Flusswerten von insgesamt 55 Messungen sind in Abbildung 29 dargestellt

(y =0,92x + 0,09). Es besteht eine sehr gute Korrelation zwischen den beiden Techniken
(r=0,93, p <0,0001).
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Abb 29: Die Graphik zeigt die gute Korrelation (r = 0,93, p < 0,0001) zwischen den
normalisierten Flusswerten (TTFM- Methode; x-Achse) und den normalisierten maximalen
Fluoreszenz-Grauwertdifferenzen (FA-Methode; y-Achse) der Baseline-Untersuchungen
sowie der einzelnen Stenosegrade (n=55). Die Daten wurden bei jedem Tier zu den Baseline-
Werten normalisiert.
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3.2.4.4 Korrelation des FA-Fluoreszenzanstiegs pro Zeiteinheit mit der TTFM-Methode

Bei allen Versuchstieren wurde der mit der FA-Methode bestimmte Fluoreszenzanstieg pro
Zeiteinheit mit den mit der TTFM-Methode bestimmten Flusswerten verglichen (n = 55) und
alle Daten zum jeweiligen Baseline-Wert der einzelnen Tiere normalisiert.

Die Ergebnisse der linearen Regressionsanalyse zwischen den mit der FA bestimmten
normalisierten Fluoreszenzanstiegen pro Zeiteinheit und den mit der TTFM-Methode
bestimmten normalisierten Flusswerten von insgesamt 55 Messungen ist in Abbildung 30
dargestellt (y = 0,98x + 0,02). Es besteht eine sehr gute Korrelation zwischen den beiden
Techniken (r = 0,95; p < 0,0001).
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Abb 30: Die Graphik zeigt die Relation zwischen den normalisierten Flusswerten (TTFM-
Methode; x-Achse) und den normalisierten Fluoreszenzanstiege pro Zeiteinheit (FA-Methode;
y-Achse der Baseline-Untersuchungen sowie der einzelnen Stenosegrade (n=>55). Die Daten
wurden bei jedem Tier zu den Baseline-Werten normalisiert. Es besteht eine gute Korrelation
zwische beiden Techniken (r = 0,95; p < 0,0001).



68

3.2.4.5 Korrelation der MS-Perfusionswerte versus TTFM-Flusswerte

Bei allen Versuchstieren wurden die mit der MS-Methode bestimmten Perfusionswerte
wéhrend der verschiedenen Stenosierungen mit den mit der TTFM-Methode bestimmten
FluBwerten verglichen und alle Daten zum jeweiligen Baseline-Wert der einzelnen Tiere

normalisiert.

Die Ergebnisse der linearen Regressionsanalyse zwischen den mit der TTFM-Methode
bestimmten Flusswerten und den mit der MS-Methode bestimmten Blutflusswerten von
insgesamt 55 Messungen ist in Abbildung 31 dargestellt (y = 0,97x + 0,09). Es besteht eine
sehr gute Korrelation zwischen den beiden Techniken (r = 0,92, p < 0,0001).
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Abb 31: Die Graphik zeigt die gute Korrelation (r = 0,92, p < 0,0001) zwischen den
normalisierten Mikrospharenwerten (MS-Methode; x-Achse) und den normalisierten TTFM
Flusswerten (FA-Methode; y-Achse) der Baseline-Untersuchungen sowie der einzelnen
Stenosegrade (n=55). Die Daten wurden bei jedem Tier zu den Baseline-Werten normalisiert.
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4. Diskussion

Die Therapie der Koronaren Herzerkrankung durch die operative Myokardrevaskularisation
mittels Bypassanlage ist heute zu einem Routineverfahren in der Herzchirurgie geworden. In
der Bundesrepublik Deutschland werden jedes Jahr insgesamt ca. 68.000 koronare
Bypassoperationen in tber 70 herzchirurgischen Kliniken vorgenommen [Kalmar 2003].
Durch Etablierung technisch anspruchsvoller neuer Verfahren, wie minimal invasive
Methoden unter Verzicht auf die Herz-Lungen-Maschine (HLM) [Baumgartner 1999, Detter
2002 (a), Jansen 1998] und Verkleinerung des operativen Zugangsweges durch Minimierung
der Hautinzision [Detter 2001, Reichenspurner 1998, Ribakove 1998], werden hohe
Anspriiche an die Chirurgen gestellt. Auch die endoskopische Bypassoperation mit Hilfe von
computer-assistierten chirurgischen Robotersystemen stellt ein noch neues chirurgisches Feld
dar, welches einer genauen Validierung der Bypassanastomosen bedarf [Boehm 1999, Boyd
2000, Detter 2001, Detter 2002, Reichenspurner 1999]. Bei einer signifikanten Stenosierung
der Anastomose ist die Myokardperfusion des abhangigen Myokardareals beeintréchtigt. Bei
einem BypassverschluB bestent das Risiko eines Myokardinfarktes mit irreversibler
FunktionseinbuRe des Herzmuskels und sogar letalem Ausgang. Eine Stenose bzw. ein
BypassverschluR kénnen eine Indikation fir eine erneute operative Intervention darstellen.
Eine Reoperation ist jedoch flr den Patienten belastend und mit einer deutlich erhthten
Mortalitat behaftet. Daher ist eine moglichst friihzeitige Validierung des Operationserfolges
erforderlich. Eine intraoperative Qualitatskontrolle der Durchblutungssituation des
Herzmuskelgewebes ermdglicht die rechtzeitige Diagnose von Stenosen und Verschliissen

und damit eine fruhzeitige therapeutische Intervention.

Die Validierung der Myokardversorgung kann durch Ermittlung folgender Parameter

erfolgen:
*  Visualisierung und Quantifizierung des Stenosegrades
*  Visualisierung und Quantifizierung der Myokardperfusion

e Quantifizierung des Blutflusses
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4.1.  Techniken zur Beurteilung der Myokardperfusion

Derzeit steht eine Vielfalt an technischen Madglichkeiten fur die Beurteilung der
Myokardperfusion zur Verfligung.

Mit der Elektronenstrahl-Computer-Tomographie (EBCT), Spiralscannern der neuesten
Generation und der MR-Tomographie wurden beeindruckend scharfe und detailgetreue
Einblicke in das Herz ermdglicht. Die tomographischen Schichten werden einzeln oder nach
dreidimensionaler Rekonstruktion am Computer ausgewertet. Die EBCT wird fur die
Bestimmung der Myokardperfusion eingesetzt. Als Indikator dient jodhaltiges Kontrastmittel,
das Uber eine Anflutung in den Koronarien und dem Kapillarstromgebiet zu einer
Dichteanhebung fiihrt. Uber eine EKG-Triggerung kénnen Bilder zum gleichen Zeitpunkt des
Herzzyklus generiert werden. Aus dem zeitlichen Verlauf und der Intensitdat der kontrast-
induzierten Dichtedanderungen (Dichte-Zeit-Kurven) kodnnen Riickschlisse ber die lokale
Myokardperfusion gezogen werden. Ein intraoperativer Einsatz dieser Technik ist jedoch
nicht maoglich.

Die Magnetresonanz (MR)-Tomographie ist mittlerweile ein etabliertes Verfahren fir die
Darstellung der Herzmorphologie und Herzfunktoin [vun Geuns 2000, Manning 1993,
Regenfus 2000, Stuber 2001]. Durch Entwicklung ultraschneller Aufnahmesequenzen ist es
mdoglich, nach Kontrastmittelgabe die Myokardperfusion zu beurteilen [Al-Saadi 2000]. Die
Vorteile der MRT liegen in der weitreichenden Verflgbarkeit, der fehlenden
Strahlenexposition, dem Verzicht auf Rontgenkontrastmittel, der frei berechenbaren
Schichtfuhrung sowie der Visualisierung verkalkter Segmente. Allerdings wird die enge
Rohre bei einer Untersuchungszeit von 30-70 Minuten nicht von allen Patienten toleriert. Ein
intraoperativer Einsatz ist auch hier nicht mdglich. Ferner sind distale und Kleinere
GefalRabschnitte nur eingeschrénkt beurteilbar.

Als  myokardszintigraphische ~ Verfahren  kénnen die  Single-Photon-Emissions-
Computertomographie (SPECT) und die Positronen-Emissions-Tomographie (PET) zur
Beurteilung der Koronardurchblutung, der Myokardperfusion und des Myokardstoffwechsels
eingesetzt werden [Bermann 1994, Marwick 1993]. Bei dieser Technik wird die Auswirkung
auf das vom jeweiligen Gefall abhdngige Myokardareal beurteilt. Bei der SPECT dient
Thallium-201 in der frihen Phase nach Injektion zur Ischdmiediagnostik, in der spaten Phase
zur Vitalitatsdiagnostik [Brown 1991]. Technetium-99m-MIBI wird ausschlieRlich zur
Ischamiediagnostik eingesetzt. Als Tracersubstanzen bei der PET dienen hier Rb-82 und N-
13-NHj3 fiir die Messung der Myokardperfusion und F-18-FGD zum Vitalitdtsnachweis.
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Die Kontrastechokardiographie ist eine schnelle und einfache Methode zur Bestimmung der
Myokardperfusion. Dabei wird Echokontrastmittel mit Gas enthaltenden Mikrobldschen
injiziert, die zu einer starken Reflexion des Ultraschalls fuhren. Durch neuere Entwicklung
von transpulmonalen Echokontrastmitteln kann die Myokardperfusion auch nach intravengser
Injektion bestimmt werden [Grayburn 1995, Porter 1995, Skyba 1996, Mulvagh 2000, Wei
2002]. Mit  dieser Methode  konnen  myokardiale  Perfusionsdefekte  bei
Koronararterienstenosen und Verschliissen dargestellt werden [Meza 1996, Firschke 1997].
Eine weitere Methode fir die intraoperative Beurteilung der Myokardperfusion bietet die
Thermographie als Technik zur bildlichen Darstellung von Temperaturen. Die Durchblutung
von Gewebe kann anhand von Temperaturunterschieden ohne Kontrastmittel oder
Stahlenbelastung dargestellt werden. Die Anwendbarkeit der Thermographie zur
intraoperativen  Bypasskontrolle in der Koronarchirurgie wurde in verschiedenen
Arbeitsgruppen untersucht [Falk 1995, Lawson 1993, Merin 1995, Mohr 1997]. Die
thermographische Beurteilung der Bypass-Durchgangigkeit erfolgte am kardioplegierten,
hypothermen Herzen durch die Betrachtung der regionalen Perfusion des vom Bypass
versorgten Myokardareals. Durch die Temperaturdifferenz zwischen dem kalten Myokard und
der warmen Perfusion Uber den Bypass lasst sich eine ausreichende Aufldsung erreichen. Das
raumliche Auflésungsvermdgen dieses Verfahrens ist jedoch durch die Warmeleitung
begrenzt. Aufgrund der hohen Absorption des bei der Thermographie genutzten Spektrums
der elektromagnetischen Warmestrahlung durch das Gewebe ist mit diesem Verfahren auch
nur die direkte Darstellung der unmittelbaren Oberflache moglich. Tiefer gelegene Schichten
werden nur verzégert durch Warmeleitung sichtbar. Die Thermographie ist bei Operationen
am normothermen, schlagenden Herzen zwar mdglich [Suma 2000], aufgrund der geringen
Temperaturunterschiede und der Notwendigkeit der Oberflachenkihlung des Herzens ist die
Auflosung jedoch deutlich eingeschrankt und die Technik potenziell ungeeignet.

Die Mikrosphdrenmethode ist eine anerkannt Methode fir die Qunatifizierung der
Organperfusion in die tierexperimentellen Studien. Die Methode beruht auf dem Prinzip, dass
biologisch inerte Mikrosphdren mit dem arteriellen Blut in die Peripherie transportiert
werden, wo sie aufgrund ihres Durchmessers im prékapillaren Gefalibett festgehalten werden
(trapping). Durch linksatriale Injektion der Mikrosphéren wird eine homogene Verteilung im
Blut sichergestellt [Buckberg 197]. Die Anzahl der im Organ festgehaltenten Mikrosphéren
ist dabei dem Blutfluss direkt proportional. Nach der Euthanasie des Versuchstieres kann der
Blutfluss im Organ zum Zeitpunkt der Injektion der Spharen durch die Messung des an die
Spharen gebundenen Indikators bestimmt werden [Rudolph 1967].
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Als Indikator kénnen y-Strahlen imittierende Radionuklide oder Fluoresenzfarbstoffe dienen.
Radioaktiv markierte Mikrosphéren kdnnen mit einem y-Counter detektiert werden und
unterliegen den Bestimmungen des Amtomgesetzes und der Strahlenschutzverordnung.
Nachteile der radioaktiven Mikrosphéren sind die kurze Halbwertszeit, die Strahelnbelastung
sowie die hohen Kosten. Mikrospharen mit fluoreszierenden Farbstoffen kdnnen nach dem
Prinzip der Fluoresenzspektormetrie detektiert werden. Durch ein jeweils charakteristisches
Exzitations- und Emissionsmaximum der einzelnen Farbstoffe wird eine Uberlagerung
vermieden, so dass mehrere Farbstoffe in einem Experiment appliziert werden kdnnen. Um
die Intenstitat der Fluoresezenzfarbstoffe zu messen, mussen die Spharen aus der arteriellen
Referenz- und der Gewebeprobe isoliert und der Farbstoff herausgeldst werden. Dadurch ist
diese Technik mit einem erheblich hoheren Arbeitsaufwand verbunden und bei der
Rickgewinnung aus den Organproben konnen Spharen verloren gehen bzw.
Fluoreszenzfarbstoffe zerstort werden [Austin 1993, Glenny 1993, Theim 2000].

Obwohl viele verschiedene Techniken zur Beurteilung der Myokardperfusion bei
herzchirurgischen Eingriffen zur Verfligung stehen, sind nur die wenigsten intraoperativ
einsetzbar. Fir die Verbesserung der Qualitatskontrolle in der Koronarchirurgie ist aber
insbesondere eine intraoperative Kontrolle der Bypassfunktion von groRer Bedeutung, da
hierbei Stenosen und Verschliisse unmittelbar diagnostiziert werden konnen und eine
sofortige operative Intervention erfolgen kann.

Die Beurteilung der Myokardperfusion bietet neben der Visualisierung und Quantifizierung
des Stenosegrades sowie der Quantifizierung des Blutflusses die Moglichkeit, den Erfolg der
Operation direkt beurteilen zu kénnen.

Die Fluoreszenzangiographie (FA) ist ein bildgebendes Verfahren zur Darstellung von
GeféalRen und der Perfusion von Gewebe ohne Kontrastmitel und Strahlenbelastung. Bei
diesem Verfahren wird der fluoreszierende Farbstoff Indocyaningriin (ICE) in die Blutbahn
injiziert und am Zielort durch Beleuchtung mit einer Infrarot-Lichtquelle zur Fluoreszenz
angeregt. Sobald der Farbstoff Giber den Blutkreislauf das beleuchtete Areal erreicht, tritt eine
breitbandige Fluoreszenz auf. Dieses Fluoreszenzlicht wird mit einer CCD Videokamera in
Verbindung mit einem optischen Bandpassfilter detektiert, der das sehr intensive
Anregungslicht abblockt und so eine Uberstrahlung des Fluoresezenssignals unterdriickt.

ICG st ein nicht-toxischer, gut vertraglicher Farbstoff [Cherrick 1960, Paumgartner 1975,
Hope-Ross 1994]. Die nur leichten Nebenwirkungen von ICG wie Halsschmerzen und
Hitzewallungen [Benya 1989] sind meist auf eine Verunreinigung durch Natriumjodid
zurlickzufuhren und sehr selten [Cherrick 1960, Paumgartner 1975]. Garski beschrieb
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insgesamt nur vier Unvertraglichkeitsreaktionen von ICG nach insgesamt 240.000
Applikationen [Gaski 1978]. In einer Literaturlibersicht 34 Jahre nach Einfuhrung von ICG
wurde nur Uber 17 Unvertraglichkeitsreaktionen einschlieBlich zwei Todesfallen berichtet
[Benya 1989]. Beide Todesfélle traten bei schwerkranken Patienten auf, bei denen eine
Herzkatheteruntersuchung durchgefiihrt wurde. Schwere Unvertréglichkeitsreaktionen wie
anaphylaktischer Schock, Hypotension, Tachykardie, Dyspnoe und Urtikaria wurden bei
insgesamt sieben Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz beobachtet. Daher wird
empfohlen, die Applikation von ICG bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz zu
vermeiden [Benya 1989]. Auch im Rahmen einer prospektiven Studie zur
fluoreszenzangiographischen Untersuchung der Retina unter Applikation von ICG bei 1226
Patienten wurde nur ber acht Unvertraglichkeitsreaktionen berichtet, darunter nur eine
schwerwiegende Komplikation [Hope-Ross 1994].

Die FA mit dem Farbstoff ICG wurde bereits in verschiedenen Fachgebieten wie
Ophthalmologie [Regillo 1999, Slakter 1995, Yannuzzi 1992], Dermatologie [Bollinger 1991,
Eren 1995, Still 2001], Gastroenterologie [Gostout 1995, Kohso 1990, Borotto 1999] und
Kardiologie [Fox 1957, Goedje 1998, Benchimol 1974, Hills 1985] angewendet.

Die Technik der FA fiir die Darstellung und Beurteilung von Herzkranzgefaen und
Bypassanastomosen in der Herzchirurgie erfolgte nun erstmalig im Rahmen dieser Arbeit in
vivo im Grol3tierversuch am Hausschwein [Detter 2002 (b, ¢)].

Gegenstand der vorliegenden Dissertationsarbeit war es, die FA zu einem Klinisch
einsetzbaren Verfahren fir die Beurteilung der Myokardperfusion im Rahmen von
herzchirurgischen Eingriffen zu validieren. Im Tierversuch am Hausschwein wurde die FA
auf ihre klinische Wertigkeit fir eine Quantifizierung der Myokardperfusion getestet.
Pathologische Befunde wie Stenosen und Verschliisse von Koronargefaflen und die daraus
resultierende Auswirkung auf die Myokardperfusion wurden mit der FA beurteilt. Der
Vergleich und die Validierung der FA flr die Quantifizierung der Myokardperfusion erfolgte
mit der Fluoreszenz-Mikrospharenmethode. Die Ultraschall-Transit-Time-Methode (TTFM)

zur Messung des Koronarflusses diente der Einstellung des jeweiligen Stenosegrades.
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4.2. Eignungstest der FA in vivo- Darstellung der Koronarien und der
Myokardperfusion am Schweineherzmodell (Pilotstudie)

Mit der FA konnten die arteriellen Koronargeféalie, das Kapillarstromgebiet und das ventse
Koronargefallesystem als chronologische Abfolge der Durchblutung des Herzens bei allen
Tieren in guter Qualitat darstellen. Die Myokardperfusion liel sich als diffuse Fluoreszenz
des Kapillargebietes visualisieren.

Allerdings kénnen mit der FA nur oberflichennahe Myokardschichten beurteilt werden
[Detter 2002 (b,c)], da uberlagerndes Fettgewebe sowie intramurale Gefdlverlaufe die
Fluoreszenzintensitat vermindern und damit die Beurteilung der KoronargeféalRe limitieren.
Ein nicht transmuraler Ischdmieschaden kann somit nicht zweifelsfrei ausgeschlossen werden.
Bei Perfusionsstorungen kann der Ischdamieschaden endokardial beginnen, da das
Kapillargebiet zuletzt die endokardnahen Schichten erreicht und damit die VVersorgung dieser
Region als erstes unterbleibt. Perfusionsdefekte im Rahmen eines nicht transmuralen oder
lediglich endokardialen Infarktes kénnen somit nicht sicher mit der FA ausgeschlossen
werden.

Bei der Applikation von ICG in der vom Hersteller empfohlenen Dosis (0,3mg/kg KG) traten
in unseren Versuchen keine Nebenwirkungen auf. Mit ICG steht ein klinisch zugelassener
Fluoreszenzfarbstoff zur Verfigung [Fox und Brooker 1956], der wegen seiner geringen
Dosierung und hohen Clearance-Rate [Ott 1998, Hope-Ross 1994, Kisor 1989, Probst 1970]
bei den verwendeten Beleuchtungsstarken keinerlei Nebenwirkungen durch phototoxische
Reaktionen erwarten l&sst [Abels 2000]. Durch weitere Optimierung des FA-Systems konnte
die vom Hersteller empfohlene Dosierung um den Faktor 5 auf 0,06mg/kg KG reduziert
werden. Dadurch konnte das ohnehin schon sehr geringe Risiko an Nebenwirkungen weiter
gesenkt werden. Die mehrmalige Applikation von ICG in kurzen Zeitintervallen mit
minimalem Qualitatsverlust der FA-Bilder durch die verbleibende Restfluoreszenz wurde
maoglich. Wegen der kurzen Halbwertszeit von ICG [Ott 1998] war 3 bis 5 Minuten nach
Applikation des Fluoreszenzfarbstoffes eine geringe Restfluoreszenz im GefaRsystem zu
verzeichnen. Bei mehrfacher Applikation von ICG in kurzen Zeitintervallen ist jedoch die
kumulierende Restfluoreszenz bei der Auswertung des Bildmaterials zu beriicksichtigen, die
maoglicherweise durch kapillare Leckagen infolge zunehmender ischdmischer Schadigung der
Gefale verursacht wird.

Die Auswirkungen einer Stenose auf die Perfusion des korrespondierenden Myokardareals
konnten direkt sichtbar gemacht werden [Detter 2002 c, Russ 2002]. In unseren Versuchen

liel3 sich eine Beeintrachtigung der Myokardperfusion distal der Stenose durch Unterschiede
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in der Fluoreszenzintensitat und der Fluoreszenzanstiegsgeschwindigkeit bei der Anflutung
des Farbstoffes darstellen. Minder- oder nichtperfundierte Myokardareale konnten anhand der
Fluoreszenzunterschiede voneinander abgegrenzt werden. Das minderperfundierte Gebiet hob
sich dabei als scharf begrenztes Areal von der normalperfundierten Umgebung ab. Wahrend
die Temperatur in den GefaRen bei der TCA durch Warmediffusion an die Umgebung
abnimmt, bleibt die ICG-Konzentration wéhrend der Passage durch das Myokard annahernd
konstant. Daher kann eine prazise Demarkation von ungeniigend perfundierten
Myokardarealen erreicht werden [Russ 2002]. Eine Okklusion der Gefél3e flihrte in unseren
Versuchen immer zu einem kompletten Perfusionsausfall des korrespondierenden
Myokardareals, welches sich scharf vom Gbrigen gut perfundierten Myokard abgrenzen lief3.
Funktionelle Auswirkungen konnen somit sofort erkannt werden [Detter 2002 c]. Dartber
hinaus lasst sich durch die Ausbreitung des Perfusionsdefizites die Lokalisation der Stenose
im entsprechenden versorgenden GefaR erschliel3en.

Da Stenosen zu einer Beeintrachtigung der Myokardperfusion distal der Stenose fiihren,
erscheint die Beurteilung der Myokardperfusion als indirekter Parameter fur den Stenosegrad
aussichtsreich zu sein. Funktionelle Auswirkungen einer Stenose konnen somit durch
Darstellung der Myokardperfusion mit der FA sofort erkannt werden, wodurch friihzeitig

potentielle Komplikationen als Folge eines Perfusionsdefizites vermieden werden kénnten.

4.3. Tierexperimentelle Validierung der Fluoreszenzangiographie fur die

Quantifizierung der Myokardperfusion (Validierungsstudie)

Samtliche Versuche wurden unter standardisierten Versuchsbedingungen unter standiger
Uberwachung und ggf. Stabilisierung der hamodynamischen Parameter durchgefiihrt. Die
gemessenen und stabilisierten hamodynamischen Parameter waren wéhrend des gesamten
Versuchsablaufs sehr konstant und wiesen nur minimale Schwankungen auf.

Entsprechend zunehmender Stenosegrade kam es bei allen elf VVersuchstieren zu einer stetigen
Abnahme der Myokardperfusion. Die mit der MS-Methode bestimmten normalisierten
Perfusionswerte zeigten bei den insgesamt 55 Messungen eine sehr gute Korrelation mit den
nach der TTEM-Methode bestimmten normalisierten Flussdaten. Somit konnten die durch die
TTFM-Methode kontrollierten und angestrebten Flusswerte sehr gut durch die
Perfusionsmessungen nach der MS-Methode reproduziert werden.

Bei der Quantifizierung nach der MS-Methode wurde nicht zwischen endokardialen,
myokardialen und epikardialen Segmenten unterschieden. Waéhrend fir die FA im

wesentlichen die Perfusionswerte der epikardialen Segmente bestimmt werden kénnen, da die
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maximale Eindringtiefe des verwendeten IR-Anregungslichtes und des induzierten
Fluoreszenzlichtes Kkleiner als 3 mm ist, représentieren die angegebenen MS-Perfusionswerte
einen Mittelwert. Bei der Auswertung zeigte sich jedoch eine gute Korrelation der mittleren
MS-Perfusionswerte mit denen nach der FA-Methode quantifizierten Daten.

Die Quantifizierung der Myokardperfusion mit der FA erfolgte auf der Basis einer
Grauwertanalyse, wobei jeder einzelne Grauwert eine Fluoreszenzintensitat repréasentiert. Die
Grauwertanalyse erfolgte in den definierten ROIs zeitabhangig nach zwei Methoden: Eine
Madglichkeit der Quantifizierung war die Grauwertdifferenzbildung vor Applikation und bei
Erreichen des Fluoreszenzmaximums nach ICG-Injektion in den ROIs. Alternativ erfolgte die
Quantifizierung der Myokardperfusion durch Bestimmung des Fluoreszenzastiegs pro
Zeiteinheit wahrend der Anflutungsphase von ICG, d. h., hier wurde das An- und Abfluten
des Fluoreszenzfarbstoffs im zweitlichen Verlauf gemessen.

Mit beiden Methoden konnte eine gute Quantifizierung der Myokardperfusion erzielt werden.
Die normalisierten Ergebnisse korrelierten sehr gut mit den Daten, die nach der MS-Methode
bestimmt wurden. Die Bestimmung des Fluoresezenzanstiegs pro Zeiteinheit ist jedoch
sensitiver, da hier sowohl die Differenz der Fluoreszenzintensitat als auch der zeitliche
Verlauf wadhrend des Anflutens des Fluoreszenzfarbstoffes beriicksichtigt  wird.
Beeintrachtigend fur die Auswertung der FA-Daten erwiesen sich die starke Herzbewegung
durch die Kontraktion des Myokards sowie die Atemexkursionen. Durch numerische
Anpassung einer analytischen Funktion an die Messwerte konnte jedoch erreicht werden, dass
derartige Bewegungsartefakte herausgemittelt werden konnten. Einen weiteren Storfaktor bei
der Kklinischen Auswertung stellen erhebliche Fettauflagerungen auf dem Myokard dar, die
aufgrund ihres hohen Streukoeffizienten sowohl die Penetration des Anregungslichtes als
auch die Emission des Fluoreszenzlichtes beeintrachtigen. Dadurch werden Kontrast und
Scharfe sowie die Fluoreszenzintensitat reduziert. Starke Fettliberlagerung kann ferner die
Penetration und Detektion des Fluoreszenzlichtes vermindern und dadurch die

Quantifizierung der Myokardperfusion limitieren.
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5. Zusammenfassung

Hintergrund der Studie und Fragestellung:

Die Koronare Herzerkrankung (KHK) ist die h&ufigste Todesursache in den Industriestaaten
der westlichen Welt. Fur die Therapie der KHK bei signifikanten Koronarstenosen stehen
interventionelle MalRnahmen mit Hilfe spezieller Katheter sowie die operative
Myokardrevaskularisation zur Verfligung. Das Ergebnis der Operation und damit das
Befinden des Patienten hangt erheblich von der Qualitdt der Anastomose ab. Ein
Bypassverschluss kann zu einem Myokardinfarkt mit irreversibler FunktionseinbuRBe des
Herzmuskels oder sogar letalem Ausgang fiihren. Daher ist eine mdglichst schon
intraoperative Qualitatskontrolle des Operationserfolges notwendig, um Stenosen und
Verschlusse rechtzeitig zu erkennen und unmittelbar therapeutisch intervenieren zu kdnnen.
Die Ermittlung des Stenosegrades des versorgenden GefaRes, der Myokardperfusion oder des
Blutflusses sind geeignete Parameter fur die Beurteilung des Operationsergebnisses. VVon den
verschiedenen Techniken, die zur Objektivierung und Kontrolle von Koronarbypassen und
der Beurteilung der Myokardperfusion zur Verfiigung stehen, sind derzeit nur die wenigsten
intraoperativ einsetzbar.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll die Technik der Fluoreszenzangiographie (FA) mit
dem Farbstoff ICG zu einem Kklinisch einsetzbaren Verfahren fur die Beurteilung der
Myokardperfusion im Rahmen von Herzchirurgischen Eingriffen validiert werden. Die
fluoreszenzangiographische Beurteilung von KoronargefaRen und Bypassen wurde bereits in
vivo im Groftierversuch am Hausschwein durchgefiihrt [Detter 2002 (b,c)]. Die bildgebende
Darstellung und Quantifizierung der Durchblutung von Herzmuskelgewebe mit Hilfe der FA

erfolgte bislang noch nicht.

Methoden:

Die FA ist ein bildgebendes Verfahren zur intraoperativen Darstellung von Geféalien und der
Durchblutung von Gewebe ohne Kontrastmittel und Strahlenbelastung. Bei diesem Verfahren
wird der fluoreszierende Farbstoff Indocyaningrin (ICG) intravends in die Blutbahn injiziert
und am Zielort durch Beleuchtung mit Infrarotlicht der Wellenldnge 785 nm zur Fluoreszenz
angeregt. Sobald der Farbstoff (iber den Blutkreislauf das beleuchtete Myokardareal erreicht,
tritt eine breitbandige Fluoreszenz auf, die mit Hilfe einer infrarotempfindlichen CCD-

Videokamera detektiert werden kann. Ein vor der Linse angebrachter optischer Bandpassfilter
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verhindert eine Uberstrahlung des Fluoreszenzsignals durch das sehr intensive
Anregungslicht. Die FA Bilder wurden Uber einen hochauflésenden Monitor in Echtzeit
dargestellt und mit einem digitalen Videorecorder aufgezeichnet.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die FA zu einem klinisch einsetzbaren Verfahren fur die
Visualisierung und Quantifizierung der Myokardperfusion validiert.

In einer Pilotstudie wurde das FA-System erstmalig in vivo am Schweinemodell fir die
Darstellung der Myokarddurchblutung eingesetzt.

Die Pilotstudie wurde an 14 deutschen Hausschweinen in zwei Gruppen durchgefthrt.

In der ersten Gruppe (Pilotstudie 1; n=6) wurden die nativen KoronargefaRe und die
Myokardperfusion dargestellt und die chronologische Abfolge der Durchblutung mit der FA
dokumentiert.

In der zweiten Gruppe (Pilotstudie 2; n=8) wurden Stenosen unterschiedlichen Schweregrades
sowie GefaBokklusionen in unterschiedlichen Bereichen der linken vorderen Koronararterie
(LAD = Left Anterior Descending coronary artery) angelegt und die Myokardperfusion mit
der FA dargestellt. Der Stenosegrad wurde durch direkten Vergleich zwischen
Ausgangsbefund und Perfusion bei stenotischem GefaR visuell subjektiv eingeschatzt.

In einer Validierungsstudie erfolgte die intraoperative  Quantifizierung der
Myokardperfusion bei definierten Stenosen vorgegebenen Schweregrades mit der FA unter
standartidierten Versuchsbedingungen. Als Referenzverfahren fiir die Korrelation mit der FA
diente die Fluoreszenz-Mikrosphéren Technik.

Als Stenosemodell wahlten wir eine prozentuale Flussreduktion des zu Versuchsbeginn
erhobenen  Ausgangsflusses. Nach Messung des Ausgangsflusses wurden durch
Verminderung des GefélRdurchmessers mit einer Naht vier verschiedene Stenosegrade im
proximalen Bereich der LAD erzeugt. Die exakte Reduzierung des Querschnittes erfolgte mit
einer Mikrometerschraube, wodurch der Fluss um 25%, 50%, 75% und 100% des
Ausgangswertes reduziert werden konnte. Der Ausgangsfluss sowie die prozentuale
Flussreduktion wurden mit Hilfe der TTFM-Methode bestimmt. Wahrend des gesamten
Versuchs wurden die h&modynamischen Parameter durch das PiCCO-System kontinuierlich
uberwacht und gegebenenfalls stabilisiert, um standardisierte Untersuchungsbedingungen zu
gewdhrleisten.

In der Validierungsstudie wurde bei 11 Hausschweinen die Myokardperfusion bei Stenosen
unterschiedlichen Schweregrades im Bereich der LAD mit der FA quantifiziert. Die
Quantifizierung der Myokardperfusion anhand des FA Bildmaterials erfolgte sowohl durch

eine Bildung der Intensitatsdifferenzen der Grauwerte vor und nach ICG Injektion in den
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ROI’s sowie durch Bestimmung des Fluoreszenzanstiegs pro Zeiteinheit wéhrend der
Anflutungsphase von ICG. Die Validierung der FA erfolgte durch eine Korrelation mit der

Fluoreszenz Mikrosphéaren-Methode sowie mit der TTFM Methode.

Ergebnisse:

In der Pilotstudie konnte gezeigt werden, dafl die FA ist ein hoch sensitives, einfach
anwendbares und reproduzierbares bildgebendes Verfahren zur intraoperativen Darstellung
der Myokardperfusion ohne Kontrastmittel und Strahlenbelastung ist.

In der Pilotstudie 1 konnten bei allen 6 Tieren die nativen Koronargefae einschlieBlich ihrer
Seitenéste mit der FA in guter Qualitat dargestellt werden. Die Koronararterien stellten sich
als helle Gefal3e auf dunklem Untergrund dar. Nach wenigen Sekunden lieR sich eine diffuse
Fluoreszenz im Kapillargebiet beobachten, die einen Parameter fiir die Myokardperfusion
darstellt. Nach weiteren 5 bis 10 Sekunden kam es zu einer Abschwéachung der
Fluoreszenzintensitat im arteriellen Stromgebiet bei gleichzeitiger Zunahme der Fluoreszenz
in den vendsen GefalRen. Somit konnte die chronologische Abfolge der Durchblutung des
Herzens sichtbar gemacht werden. Wegen der kurzen Halbwertszeit des
Fluoreszenzfarbstoffes war 3 bis 5 Minuten nach ICG Applikation nur noch eine geringe
Restfluoreszenz im GeféalRsystem zu verzeichnen. Dadurch war es moglich, den
Fluoreszenzfarbstoff mehrfach in kurzen Zeitintervallen ohne Qualitatsverlust der FA-Bilder
zu verabreichen.

In der Pilotstudie 2 (n=8 Tiere) kam es jeweils distal der sichtbaren Stenose zu einer
auffalligen Minderung der Fluoreszenzintensitat im Kapillarstromgebiet im Vergleich zum
Ausgangsbefund. Eine Okklusion der LAD fiihrte zu einem totalen Perfusionsausfall des
korrespondierenden Myokardareals im LAD-Gebiet, welches sich scharf vom ubrigen gut
perfundierten Myokard abgrenzen lie}. Der Perfusionsausfall stellte sich dabei als nicht
fluoreszierende, dunkle Flache dar. Nach Freigabe der LAD durch Ldsen der
Umschlingungsnaht lie} sich die Reperfusion des LAD-Stromgebietes durch Zunahme der
Fluoreszenzintensitit verfolgen. Nach wenigen Sekunden konnte wieder eine homogene
Perfusion des entsprechenden Myokardareals als helle Fluoreszenz beobachtet werden.

In der Validierungsstudie kam es korrespondierend zur Flussreduktion bei allen 11
Versuchstieren zu einer kontinuierlichen Abnahme sowohl der mit der FA gemessenen
Intensitatsdifferenzen als auch der Steigungswerte. Entsprechend des verschiedenen
Perfusionszustands wéhrend der Baseline-Untersuchung und der einzelnen Stenosegrade
lieBen sich signifikante Unterschiede hinsichtlich der Myokardperfusion anhand der
Intensitatsdifferenzen (p < 0,0001) und der Abnahme der Steigungswerte (p < 0,0001)
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feststellen. Damit konnen beide Methoden als Mald fur die Perfusion des Myokards
herangezogen werden. Sowohl die Hohe der Grauwertdifferenz (r=0,92, p<0,0001) als auch
der Fluoreszenzanstieg pro Zeiteinheit (r=0,93, p<0,0001) korrelierten dartber hinaus sehr gut
mit der durch die Mikrospharen-Methode quantifiziertenMyokardperfusion. Die Bestimmung
des Fluoreszenzanstiegs pro Zeiteinheit schien jedoch etwas sensitiver zu sein, da hier sowohl
die Differenz der Fluoreszenzintensitat als auch die Anstiegszeit wéahrend des Anflutens des

Fluoreszenzfarbstoffs beriicksichtigt wurde.

Schlussfolgerung:

Die FA ist ein hoch sensitives, einfach anwendbares und reproduzierbares bildgebendes
Verfahren zur intraoperativen Darstellung von Koronargefalien und Myokardperfusion ohne
Kontrastmittel und Strahlenbelastung. Mit der FA kann die Myokardperfusion anhand von
Intensitatsdifferenzen oder dem zeitlichen Verlauf des Fluoreszenzanstiegs quantifiziert
werden. Dies erlaubt die intraoperative Beurteilung der Durchblutung und ermdglicht eine

Quantifizierung von kleinsten Perfusionsunterschieden des Myokards.

Ausblick:

Die Quantifizierung der Einschrankung der Myokardperfusion mit der FA als indirekter
Parameter einer Koronarstenose konnte eine Mdglichkeit der Beurteilung von Bypassstenosen
darstellen. Das funktionelle Perfusionsdefizit laBlt sich quantifizieren und es konnen
Rickschlisse auf den Stenosegrad und damit auf die Qualitdt der Bypassanastomose
getroffen werden.

Dadurch kdnnten frihzeitig potentielle Komplikationen als Folge eines Perfusionsdefizits
erkannt und vermieden werden. In Zukunft konnte mit Hilfe dieses neuen Verfahrens die
intraoperative Qualitatskontrolle in der Koronarchirurgie verbessert werden.
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CCD
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DD
EBCT
EKG
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MD
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MRT
MS
MSCT
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altersbedingte Makuladegeneration

Charge Coupled Device
Computer-Tomographie

Diastolischer Blutdruck
Elektronenstrahl-Computer-Tomographie
Elektrokardiographie
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Fluoreszenzangiographie

Herzfrequeuz

Herzindex

Herz-Lungen-Maschine

Halbwertszeit

Herzzeitvolumen

Fluoreszenzintensitat

Indozyaningrin

Institut fur Lasertechnologien in der Medizin und Messtechnik
intravenos

Ischdmisches Myokard

infrarot

Korpergewicht

Koronare Herzerkrankung

Left Anterior Descending Artery / linke Herzkranzarterie
Mittelwert

arterieller Mitteldruck

Minimal Invasive Chirurgie
Magnetresonanz-Tomographie
Mikrospharen
Mehrzeilen-Spiral-Computer-Tomographie
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Positronen-Emissions-Tomographie
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PTCA

ROI
RR

SD

Std
SPECT
SPU
SV
SVR
B
TCA
TTFM
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perkutane transluminale Koronar-Angioplastie
Korrelationskoeffizient

Region of Interest

Blutdruck

Stenose

Systolischer Blutdruck
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Single-Photon-Emissions-Computer-Tomographie
Sample-Processing-Unit
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systemischer Gefasswiderstand

Temperatur

Thermographie
Transit-Time-Flow-Measurement

zentraler Venenkatheter
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