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JGbsis und Mitarbeiter zeigten 1977, dass der Redox-
Zustand von Cytochrom aag, einem Schilsselenzym des
aeroben Stoffwechsels, mit der Infrarot-Spektroskopie in
Myokard und Hirngewebe kontinuierlich gemessen
wqrden kann (1). Damit eréffneten sich neue Méglich-
keiten zur Untersuchung der zelluliren Hypoxie Es
sollen hier die Grundlagen dieser Methode, eine neue,
hochempfindliche ~ Apparatur und erste  damit
gesammelte klinische Erfahrungen beschrieben werden.
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In Zellen mit hohem Energiebedarf ist der wichtigste
Energieliferant die Atmungskette. Diese besteht aus
einer Reihe von Enzymen an der inneren Membran der
Mitochondrien, die den Elektronenfluss vom Krebs-
zyklus bis zum Sauerstoff katalysieren. Dieser Elektro-
nentransport ist mit der Bildung von Adenosintriphps-
phat (ATP) aus Adenosindiphosphat (ADP) und freiem
Phoshat gekoppelt (oxidative Phosphorylierung) (2). Das
letzte Enzym in der Atmungskette ist das Cytochrom
aa;, von dem die Elektronen unmittelbar an den
Sauerstoff abgegeben werden. Ist zu wenig Sauerstoff
vorhanden, so stauen sich die Elektronen und
Cytochrom aa liegt in reduzierter Form vor. In Organen
mit hohem Energiebedarf, wie Herz, Leber, Nieren, Hirn
und Muskulatur, ist die Konzentration von Cytochrom
aag besonders gross.
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Optische Eigenschaften von Cytochrom aa3

Seit den 50er Jahren ist bekannt, dass die reduzierten
Formen der Cytochrome zwischen 500 und 650 nm
spezifische Absorptionsmaxima haben, die im oxidierten
Zustand kleiner werden. Damit lassen sich bei Verwen-
dung der geeigneten Wellenldngen im sichtbaren Be-
reich die einzelnen Cytochrome spektrophotometrisch
voneinander unterscheiden und ihr Redox-Zustand
bestimmen. Dies ist jedoch nur in vitro und nicht in vivo
méglich, da sichtbares Licht in durchblutetem Gewebe
stark abgeschwécht wird.

Das Cytochrom aa3 besitzt im oxidierten Zustand ein
zusétzliches, allerdings relativ flaches  Absorptions-
maximum bei 830 nm. Daher kann neben oxidiertem
und  reduziertem Hamoglobin  mit  einem
Spektrophotometer mit mindestens vier Wellenldngen
im Infrarot-bereich in vivo gemessen werden.
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Absorptionsspektren im Infrarotbereich von oxidiertem
(—) und reduziertem (- - -) Cytochrom aa3 (3)
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Apparatur zur Infrarot-Spektrophotometrie
von Organen im Durchlicht

Das hier beschriebene Gerat wurde von M. Cope und D.
Delpy in London entwickelt und von der japanischen
Firma Hamamatsu hergestelit (4). Sie enthalt einen
Photonenzahler, der kleinste Lichtmengen bis zu einzel-
nen Photonen registriert, und ist deshalb empfindlicher
als dhnliche Vorrichtungen (5,6,7).
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Sechs Laser-Dioden mit Wellenldngen zwischen 775 und
905 nm werden mit einer Frequenz von 4 kHz sequen-
tiell angeregt. Die Lichtstrahlen werden Uber ein
Glasfaserbiindel zum Messobjekt, in unserem Fall meist
ein Kopf eines Neugeborenen, gefiihrt. Auf der gegen-
Uberliegenden Seite wird das durchgetretene Licht
aufgefangen und von einem zweiten Glasfaserbindel
Uber einen Filter in einen Photomultiplexer (PMT), der
auf 5 Grad gekdihit ist, geleitet. Das gefilterte und ver-
stirkte Licht gelangt schliesslich in einen Photonen-
zihler. Ein Computer steuert den ganzen Messvorgang,
fihrt die Korrekturen flr temperaturbedingte Aenderun-
gen der Lichtintensitét der einzelnen Laserdioden und fur
Streulicht aus und berechnet die Konzentrationen des
reduzieten und oxidieten Hamoglobins und des
oxidierten Cytochroms aaj,

Sicherheit :

Die Lichtintensitat auf der Hautoberfldche ist eine Gros-
senordnung unterhalb der nach IEC-Norm 825 erlaub-
ten. Hingegen besteht die Gefahr einer Netzhautschadi-
gung, wenn das Licht von vorne ins Auge fallt und durch
die Linse gebiindelt wird. Aus diesem Grunde werden
die Laserdioden automatisch abgeschaltet, sobald das
reflektierte Signal deutlich abfallt, d.h. wenn der Kontakt
zwischen Sender und Haut nicht mehr dicht ist.

Berechnung von Konzentrationsidnderungen
von Cytochrom aag in vivo

Das Gesetz von Beer und Lambert formuliert die Bezie-
hung zwischen Absorption und Konzentration einer
Substanz:

log A = log(lin/low) = 8d-¢

A Absorption
lin einfallende Lichtintensitat

loyt austretende Lichtintensitét

a Absorptionskoeffizient
d optische Wegstrecke
¢ Konzentration

Diese Beziehung gilt fiir ideale Losungen. Ihre Anwen-
dung fiir Messungen in Organen bedarf einiger Annah-
men und Modifikationen.

1. Infrarotlicht nimmt im durchbluteten Gewebe pro cm
etwa eine Zehnerpotenz an Intensitét ab. Davon sind nur
etwa 7% durch die Absorption des Cytochroms aaj und
etwa 10% durch Absorption des Hamoglobins bedingt
(4).
Spektrophotometrische Messungen von Konzentra-
tionsveranderungen sind also nur mdglich, wenn man
annimmt, dass der {brige Intensitatsabfall konstant ist.
Mindestens fir Hirn, Haut und Knochen dirfte diese
Annahme zutreffen, fir Muskelgewebe ist sie fraglich
wegen des Myoglobins.

2. Um Cytochrom aaz vom oxidierten und reduzierten
Hamoglobin unterscheiden zu konnen, missen min-
destens vier verschiedene Wellenldngen verwendet
werden (8).

3. Die Absorptionskoeffizienten fiir Himoglobin wurden
in hamolysiertem und mit 100% Sauerstoff oder 100%
Stickstoff tonometriertem Blut bestimmt. Cytochrom aag

verdndert sein Absorptionsspektrum, wenn es aus den
Zellen herausgeldst und gereinigt wird. Sein Absorp-
tionskoeffizient muss deshalb in vivo in Abwesenheit des
interferierenden Hamoglobins bestimmt werden. Wray
und Mitarbeiter haben dieses Problem gelést, indem sie
bei Ratten das Blut durch Fluorocarbon, einen nicht

- absorbierenden Sauerstofftréger, ersetzten. und dann

das Absorptionsspektrum des Hirnes in Hypoxie und
Normoxie ermittelten (8).

4. Der optische Weg, den das Infrarotlicht im Gewebe
zurlicklegt, ist wegen der starken Streuung langer als die

kurzeste Distanz zwischen Eintritt und Austritt. Fir das
Hirn von Frihgeborenen wurde mit zwei verschie-denen
Methoden ein Korrekturfaktor von 4,3 ermittelt (8,9). Fir
gréssere Kinder und Erwachsene und fiir andere
Gewebe ist dieser Multiplikationsfaktor neu zu
bestimmen. : ‘
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Klinische Erfahrungen bei Neugeborenen

Die Infrarot-Spektroskopie wurde bisher vor allem bei
Neugeborenen in Intensivpflege angewandt (10,11). Die
in d_er Schlagengegend mit einer elastischen Binde be-
festigten Lichtleiter werden von den Kindern in der Re-
gel wahrend mehreren Stunden gut toleriert. Probleme
kbnneq auftreten, wenn ein Kind den Kop! heftig be-wegt
und die Lichtleiter verrutschen. Dies ist jedoch bei
Kindern, die maschinell beatmet und sediert oder cura-
risiert sind kaum der Fall.
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Autzeichnung bei einem Friihgeborenen wahrend zwei
spontanen Apnoen. Wahrend der Atemstillstiande falit
der transcutane Sauerstoffpartialdruck (tcPOp) und mit
Verzbgerung die Herzfrequenz (HF) und das oxidierte
Cytochrom aaj im Hirn (Cyt aa3) ab. Der transcutane
Kohlens4urepartialdruck (tcPCO;) steigt an und das
cerebrale Blutvolumen {cBV=Summe des oxidierten und
des reduzierten Hamoglobins) steigt nach einem initia-
len Abfall stark an. Alle erfassten Grdssen kehren nach
dem Ende der Apnoe wieder in den Ausgangsbereich
zurick.

Aehnliche reversible Abfille des oxigenierten Cyto-
chroms aag wurden bei Hypoxamien wiahrend Krdmpfen
oder wahrend intratrachealen Absaugens beobachtet.

Schiusstolgerung

Mit einem hochempfindlichen Laser-Spektrophotometer
kdnnen bei Neugeborenen wihrend kurzzeitigen
Hypoxamien reversible Abfille des oxidierten Cyto-
chroms aaz im Hirn nachgewiesen werden. Es bedarf
noch weiterer Grundlagenforschung, um diese Abfille
quantifizieren und lokalisieren zu kénnen. Dazu muss in
klinischen Studien die Bedeutung solcher Konzentra-
tionsschwankungen ermittelt werden, indem diese zu
anderen Messgréssen (z.B.zum arteriellen Sauerstofi-

partialdruck) und zur psychomotorischen Entwicklung
der Kinder in Beziehung gesetzt werden.
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