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Zusammenfassung

Bei Indocyanin-Griin (ICG) handelt es sich um einen Fluoreszenzfarbstoff, welcher Licht im
nahen Infrarotbereich (NIR) bei einer Wellenlange von 700 bis 900 nm absorbiert und emittiert,
fir den Patienten kaum bis nicht-toxisch und nicht-ionisierend ist, fast ausschliefSlich bilidr
ausgeschieden wird, flr das menschliche Auge nicht sichtbar ist und somit die Sicht des
Chirurgen auf das Operationsfeld nicht verdndert. Neben einer Ubersicht (ber die
Entwicklungsgeschichte des klinischen Einsatzes von ICG, werden aktuelle Einsatzbereiche und
verschiedenen Applikationsmethoden von ICG vorgestellt. Weiterhin wurde im Rahmen dieser
Arbeit ICG in zwei explorativen Tierversuchen zur Etablierung moglicher neuer diagnostischer
und therapeutischer Verfahren genutzt.

In einer Studie an vier Schweinen wurde zundchst untersucht, ob es moglich ist, die
embryonalen-onkologischen Resektionsschichten bei der totalen mesorektalen Exzision von
Rektumkarzinomen mit Hilfe einer intraarteriellen ICG-Farbung Uber eine Katheterisierung der
Arteria mesenterica inferior (AMI) zu visualisieren. Es zeigte sich ein Fluoreszenzsignal in allen
versorgten Bereichen der AMI, sowie eine scharfe Grenze zwischen gefarbtem und nicht
gefarbtem Gewebe des Mesorektums, sodass onkologisch-embryologische Resektionsgrenzen
anhand der ICG-Perfusion bestimmt werden konnen.

In einem weiteren Experiment wurde ein neues Verfahren zur Nutzung von venosen freien
Lappentransplantaten untersucht. Rein venotse Perfusionslappen werden aufgrund der hohen
Ausfallrate nicht hiufig verwendet. Ziel dieser Studie war es, die Uberlebensraten im
Zusammenhang mit einem rein venodsen, jedoch ischdmisch prakonditionierten
Perfusionslappen zu bewerten und zu untersuchen ob der Zeitpunkt der GefaRRkonditionierung
das Uberleben des freien Lappens beeinflussen kann. An vierundvierzig Ratten wurden vends-

arterielle Anastomosen mit epigastrischen Transplantaten mit rein venoser Perfusion mit und
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ohne Gewebekonditionierung durchgefihrt. Diese Gruppen wurden mit einer Kontrollgruppe
aus konventionell perfundierten Lappen verglichen. Nach der ersten Operation wurden alle
Lappen klinisch, photometrisch und mittels ICG-Videoangiographie untersucht. Es zeigten sich
signifikante Unterschiede, sowohl in der Erfolgsrate des Lappeniberlebens als auch in den
durchgefiihrten angiographischen Indices.

Es konnte gezeigt werden, dass bei geeigneter Konditionierung eine rein venose
Blutversorgung eine angemessene Perfusion im epigastrischen Lappenmodell der Ratte
gewahrleisten kann, wobei der Zeitpunkt der GefiRkonditionierung fiir das Uberleben des

Lappens entscheidend zu sein scheint.

ICG-Bildgebung ist eine einfache, kostengiinstige und klinisch zugelassene Methode, welche
intraoperative  Echtzeit-Bildgebung ermoglicht. Die zunehmende Integration von
Infrarotkameras sowohl in OP-Mikroskope, Endoskope und Laparoskope ermdglicht eine breite
Verwendung der Methodik auch im klinischen Alltag. Doch auch wenn der Einsatz zunehmend
propagiert wird, sich beginnende Evidenz zum Einsatz von ICG abzeichnet und sich quantitative
Soft- und Hardwaretools zur quantifizierten Beurteilung etablieren, so variieren die
Quantifizierungsmethoden noch sehr stark. Eine Standardisierung der
Quantifizierungsmethoden und der Datenerfassung ist unerldsslich und muss weiter
vorangetrieben werden, um eine weitere evidenzbasierte Integration der ICG-Nutzung in den
klinischen Alltag zu ermoglichen. Nichtdestotrotz bietet NIR-Bildgebung sowohl fiir die
Entwicklung neuer Diagnostik- und Therapieverfahren, als auch fir die Weiterentwicklung der

navigierten Chirurgie, ein grofRes Potential.
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1. Einleitung

Entwicklung des klinischen Einsatzes von ICG

ICG ist ein Polymethinfarbstoff der wahrend des zweiten Weltkrieges als photographischer
Farbstoff genutzt wurde, bevor er in der Neurologie !, Kardiologie, Hepatologie, Nephrologie
und Augenheilkunde als diagnostisches Hilfsmittel verwendeten wurde 2.

Die klinische Nutzung des Farbstoffes ICG fand ihren Ursprung in der Augenheilkunde, in
welcher 1958 das erste Mal die Nutzung von ICG in der retinalen Angiographie am Tier 3, und
nach dem FDA-Approval (1958), 1960 die Nutzung am Menschen dokumentiert ist #. Diese
Entdeckung flihrte zu umfangreichen Neuerungen bei der Diagnose von chorioretinalen
Erkrankungen. In den folgenden Jahren wurde der Farbstoff auch zur Messung des
Herzzeitvolumens in der Kardiologie und zur Clearance Messung in der Hepatologie genutzt.
Aufgrund von technologischen Limitationen kam es zunachst zu einer stagnierenden Nutzung
und Weiterentwicklung des Farbstoffes, bis die Verbesserung digitaler Moglichkeiten in den

frihen 2000er Jahren eine deutliche Verbreitung der Nutzung mit sich zog °.

Seit den 2010er Jahren wachst die Anzahl der wissenschaftlichen Veréffentlichung zum Thema
Indocyanin-Grin exponentiell, nicht zuletzt durch neue Erkenntnisse auf molekularer Ebene
und dem immer wichtiger werdenden Bereich der Image-Guided-Surgery °.

Die Vorteile liegen auf der Hand: Da es sich um einen Fluoreszenzfarbstoff handelt, welcher
Licht im nahen Infrarotbereich bei einer Wellenlange von 700 bis 900 nm absorbiert und
emittiert, ist eine hohe Gewebedurchdringung bis zu einigen Zentimetern Tiefe moglich, zudem
wird durch die geringe Autofluoreszenz von biologischem Gewebe ein ausreichender Kontrast
erzielt’. ICG ist auBerdem fir den Patienten kaum bis nicht-toxisch und nicht-ionisierend und

wird fast ausschlief8lich biliar ausgeschieden. Positiv ist zudem, dass NIR-Wellenlangen fir das
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menschliche Auge nicht sichtbar sind und somit die Sicht des Chirurgen auf das Operationsfeld

nicht verandern 8.

Pharmakochemische und pharmakokinetische Eigenschaften

ICG (International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC): sodium; 4-[(22)-2-[(2E,4E,6E)-
7-[1,1-dimethyl-3-(4-sulfonatobutyl)benzo[e]indol-3-ium-2-yl]hepta-2,4,6-trienylidene]-1,1-
dimethylbenzo[e]indol-3-yl]butane-1-sulfonate) ist ein Tricarbocyaninfarbstoff, der in der
Medizin als Diagnosefarbstoff verwendet wird. Seine chemische Formel lautet CazH47N2NaOgS;
bei einem Molekulargewicht von 774,96 Da (= g/ mol).

ICG ist in Pulverform stabil und wird zur Injektion bei Menschen in max. 5 % Natriumjodid geldst
9. Es ist loslich in Wasser, aber weniger |6slich in Ethanol. Ethanol fuhrt jedoch zur hellsten
Losung, wahrend Wasser die Helligkeit deutlich verringert. Das photophysikalische Verhalten
von ICG ist in Vollblut und fetal bovinem Serum (FBS) sehr dhnlich und ist im Serum deutlich
heller und photostabiler als in Wasser °.

Aullerdem zeigten Lagerstabilitdtsstudien, dass die deuterierten Versionen von ICG mit
Deuteriumatomen an der Heptamethinkette ,[D5]-ICG” und ,[D7]-ICG” eine verldngerte
Lagerungseigenschaften aufweisen, was vor allem die fluoreszenzgesteuerte Chirurgie und

deren biomedizinischen Bildgebungs- und Diagnoseverfahren verbessern kann 1°.

Bindungseigenschaften und hepatische Clearance
Wahrend ICG in Verbindung mit Proteinen im Blutkreislauf relativ stabil ist, neigt es in wéassriger
Losung zu einer photochemischen oxidativen Dimerisierungsreaktion bei der ein nicht

fluoreszierendes Produkt entsteht, so dass klinische Dosen kurz nach der Rekonstitution
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verwendet werden mussen.'® Der Farbstoff ist amphiphil und kann deshalb sowohl mit
lipophilen als auch hydrophilen Molekularspezien interagieren 1. 98 % des injizierten ICG
bindet Uber seine lipophile Komponente intravaskular an den hydrophoben Teil der
Plasmaproteine, vor allem an Serumalbumin sowie Alpha- und Beta-Lipoproteine, die den
groBRten Teil des Bolus bis zur hepatischen Aufnahme und Ausscheidung in die Galle im
intravaskuldren Raum einschlieRen. Die restlichen zwei Prozent liegen frei im Serum vor. Die
Wechselwirkungen zwischen ICG und Plasmaproteinen fihren nicht zu einer Veranderung der
Proteinstruktur, sondern zu einer nichttoxischen Grenzstruktur, die den Vorteil der geringen
Extravasation von ICG erklart, 8101112

Die lipophile Eigenschaft von ICG fiihrt zu einer Aufnahme in hepatische Parenchymzellen von
18 bis 24% Serum-ICG pro Minute und somit zu der fast vollstandigen bilidaren Ausscheidung.
Dies erklart die rasche Eliminierung des Farbstoffs aus dem Blutkreislauf in 10-20 min nach
einer intravendsen Injektion und die plasmatische Halbwertszeit des Farbstoffes, die von der
Vaskularisierung des jeweiligen Organes abhéngig ist und im Mittel bei 3 bis 4 Minuten liegt 2.
Eine weitere wichtige Eigenschaft im Gegenzug zu anderen farbenden Substanzen in der Image-
Guided-Surgery ist, dass dank einer schnellen Ausscheidung der Farbstoff wahrend eines
Eingriffs fir mehrere Injektionen verwendet werden kann. Die vmax des Abtransports liegt beim
Menschen bei 3,6 mg/kg/min, wobei sie bei Leberzirrhose und anderen Leberkrankheiten

abnimmt 12,

Photodynamische Eigenschaften

Die Indocyanin-Grin-Fluoreszenz weist einen hohen Kontrast und eine hohe Empfindlichkeit
auf, da das zur Messung der Fluoreszenz verwendete Licht im nahen Infrarotbereich das
Gewebe durchsichtiger erscheinen lasst und mehrere Millimeter mehr in das Gewebe eindringt
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als bei anderen Wellenlangen. Eine Anregung des Molekls erfolgt innerhalb des NIR-I Fensters
(~600 bis 900 nm) von 750 bis 800 nm, und die Fluoreszenz wird um die Emissionsspitze bei
832 nm herum betrachtet /12,

Wie schon 2012 Hong et al. im Kleintierversuch zeigen konnten, liefert die SWIR bzw. NIR-II-
Bildgebung gleichzeitig anatomische und hdamodynamische Informationen und macht den
Einsatz mehrerer Bildgebungsmodalitdten UberflUssig, um gleichwertige Daten zu erhalten.
Dies lasst sich damit erklaren, dass die Gewebestreuung geringer ist und NIR-II bei kirzeren
Wellenldngen (~1000 bis 2000 nm) tiefer in die Anatomie eindringt 3. So werden die
Einsatzmodglichkeiten von ICG auch weiterhin zunehmen, denn wie Byrd et al. beschreibt,
konnte 2019 zum ersten Mal die Darstellung kurzwelliger Infrarot-Fluoreszenz (SWIR) an einem
GroRtier beschrieben werden. Die Uberlegene Auflosung, das geringere Hintergrundsignal und
die Robustheit gegeniiber Blutansammlungen, die in den SWIR-Bildern beobachtet wurden,
stellen entscheidende Verbesserungen fiir angiographische und andere fluoreszenzgesteuerte
Eingriffe dar und sichern die tragende und zukunftsfahige Rolle von ICG in der Fluoreszenz-

Guided-Surgery 4.

Chirurgische Anwendungsbereiche

ICG wird heutzutage in zahlreichen medizinischen Disziplinen angewandt, wobei im Folgenden
vor allem auf ausgewahlte chirurgische Anwendungsbereiche eingegangen werden soll. ICG
kann generell beides: Sowohl Informationen zur Pathologie aufzeigen als auch vitales und

perfundiertes Gewebe darstellen.
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In der Augenheilkunde wird ICG genutzt, um Netzhaut- und Aderhautanomalien oder
Krankheiten sichtbar zu machen, z.B. bei der altersbedingten Makuladegeneration oder
inflammatorischen Prozessen. Des weiteren kann es z.B. bei der photodynamischen Therapie
(PDT) fir bestimmte Arten der Makuladegeneration eingesetzt werden. ICG akkumuliert in
GefalBtumoren und mittels hochenergetischen Lichts wird bei ICG-Stimulation so ein

GefaRschaden und Verschluss der Tumore induziert.'>1®

In der Neurochirurgie wird ICG vor allem bei cerebrovaskuldre Prozeduren verwendet, um
deren intraoperativen Erfolg zu validieren. Es wird zum Beispiel zur Angiographie, sowohl bei
der Resektion von GefalBmalformationen arterio-vendsen Ursprungs oder Aneurysmen, als
auch bei extrakranial-intrakranieller Bypass-Chirurgie eingesetzt. Als Vorteil gegentber der
intraoperativen DSA (Digitale Subtraktionsangiographie) gilt die kurze Zeitspanne von 2 min von
Injektion zu Beurteilung der GefdRsituation. So kann z.B. eine kritische ischdamische Situation
ausgeldst durch Clip-Fehlsetzung bei Aneurysma-Operationen sofort erkannt und durch
sofortige Clip-Neusetzung die Perfusion schnellstmoglich verbessert werden. Neben ICG
werden zusatzlich 5-ALA (5-Aminolavulinsdure) - auch bekannt als Fluoreszein, und PPIX
(Protoporphyrin IX) genutzt.t’~1°

In der Gynakologie und Urologie wird ICG zur Sentinel-Lymphknotenbiopsie, zur Kontrolle auf
Tumorfreiheit der Resektionsrander sowie zur Prophylaxe von Lymphdédemen und
Resektionsplanung bei Lymphknotendissektion eingesetzt. Wobei ICG unmittelbar um den

Tumor injiziert wird, um so entsprechend drainierende Lymphknoten anzufarben?%2%,

Die Anwendung im operativen Bereich der Hals-Nasen-Ohrenheilkunde wird vor allem bei der

Tumordetektion und Lymphknotenresektion im Halsbereich beschrieben 2. Aber auch zur
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Darstellung der tumorversorgenden Gefalle zur intraarteriellen Chemotherapie zeigt ICG

vielversprechende Ergebnisse gegentiber konventioneller CT-Bildgebung 3.

In der Chirurgie kann Indocyanin-Griin neben der Darstellung von Lymphknoten, der
intraoperativen Visualisierung von Gewebeperfusion und zur Kontrolle von Anastomosen 24 im
speziellen auch zum Mapping von Lymphknoten bei laparoskopischer Resektionen?, zur
Visualisierung von Lebersegmenten durch selektive intrahepatische Injektion und wie im
Rahmen unserer Experimente beschrieben, zur Visualisierung embryonaler Resektionsgrenzen
eingesetzt werden. Aufgrund der bilidren Anreicherung kann ICG dazu genutzt werden,
Gallenwege und insbesondere das Calot'sche Dreieck mit seinen Varianten darzustellen und
die Sicherheit einer Operation zu verbessern. Hierzu wird ICG vor dem Eingriff intravends
appliziert, sodass sich nachfolgend die ableitenden Gallenwege farben 2°.

Aufgrund verschiedener [CG-Resorption- und Sekretionsverhalten reichert sich ICG
unterschiedlich im Tumorgewebe im Vergleich zum Normalgewebe an und kann somit eine
Tumordarstellung, z.B. zur Beurteilung von Tumorausdehnung, sowie von okkulten Metastasen
dienen.?”?8 Zur Detektion von Sentinel Lymphknoten wird ICG ebenfalls in der Tumorchirurgie
des nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms eingesetzt.?’

Die intraurethrale Injektion von ICG kann zum Beispiel hilfreich sein, um iatrogene
Verletzungen des Harnleiters wahrend eines beckenchirurgischen Eingriffs zu verhindern.
Hierbei kann beispielsweise zu Beginn einer robotischen Operation die Spitze eines Ureter-
Katheters eingebracht und ICG, in 10 ml sterilem Wasser gelost, Uber den offenen Katheter
appliziert werden. Durch Bindung des ICGs an Proteine der Urothelschicht, wurden die
Ureteren reversibel Gber die Dauer der Operation angefarbt und so iatrogene Verletzungen

durch eine Echtzeit-Darstellung der Ureteren vorgebeugt. 3°
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In der plastischen und rekonstruktiven Chirurgie wird ICG z.B. praoperativ im Rahmen eines
Lappen-Perfusions-Assessments via ICG-Angiographie oder auch zum Staging von chronischen
sekundadren Lymphodemen, oder im Rahmen von Lymphographien zur Detektion
lymphatischer Bahnen genutzt. Intraoperativ wird es u.a. im Rahmen der Mikrochirurgie und
zum  Sentinel-Lymphknoten-Mapping bei Brustkrebs oder Melanomen, sowie zu
intraoperativen Lappenperfusion und Anastomosenbeurteilung von freien oder gestielten

Lappen genutzt.

Applikationsarten von ICG

Applikationsart Anwendungsbeispiele

Intravends ® perfusionsdarstellung von Gewebe, z.B. nach Anastomosen 24 oder
Transplantatperfusion 3!

® Darstellung von GefdRanastomosen 3!

® Tumordarstellung 2%2728

® Darstellung der Gallengangsanatomie 2

® Quantifizierung der Leberfunktion 32

® Darstellung von GefdRanomalien 1©

Intraarteriell B Detektion von tumorspeisenden GefaRen fiur intraarterielle
Chemotherapie 23

® Darstellung von  Resektionsgrenzen, z.B. superselektive
Lebersegmentdarstellung, embryonale Grenzschichten 333435

® Darstellung von intrakraniellen arteriovenésen Malformationen 3¢

® Detektion von unklaren gastrointestinale Blutungen 3’

® Darstellung der peripheren Durchblutung bei peripher-arterieller

Verschlusskrankheit 38
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Intraluminal ® Ureterdarstellung °

® | eckagetestung z.B. im Rahmen einer Sleeve-Gastrektomie 3°

Peritumoral ® |ntraluminale Tumor-Farbung zur Tumorlokalisierung 4°

® | ymphknoten Mapping 2%

Gefarbte ® |CG-markierte endoskopische Clips zur Tumorlokalisierung *
Fremdkorper ® |CG-markierte Ureterstents zur intraoperativen Ureter-

darstellung #?

Tabelle 1. Ubersicht iiber die verschiedenen Applikationsarten von ICG, sowie entsprechende

Anwendungsbeispiele.

Experimentelle Nutzung von ICG zur Bewertung von neuartigen freien vendsen Lappen-
Plastiken

Die Fortschritte im Bereich des freien Gewebetransfers haben die rekonstruktive
Mikrochirurgie deutlich verdandert. Freie Lappen sind die beste Rekonstruktionsmoglichkeit
nach groReren operativen Eingriffen an Kopf und Hals, der Ubliche mikrovaskulare
Gewebetransfer ist jedoch in seltenen Fallen nicht moglich.*® Zu den Herausforderungen
gehoren rezidivierende Tumorerkrankungen, vorangegangene Hals-Dissektionen und
vorangegangene adjuvante oder radikale Strahlentherapien des Halsbereichs. In einigen Fallen
ist eine Operation die einzige in Frage kommende Behandlungsmethode, wobei die
eingeschrankte Verflgbarkeit oder die schlechte Qualitat von BlutgefdaRen am Hals die
Komplikationsrate erhoht.*+4/ Bei diesen Patienten konnten sich der Status der HalsgefaRe auf
die Heilungschancen auswirken, insbesondere wenn die Operation zu einer

Funktionseinschrankung fuhrt.*® In Ermangelung geeigneter Arterien konnte die vendse
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Perfusion eine Alternative fur die Weichteilrekonstruktion darstellen. Auch wenn die vendsen
GefalSe in der klinischen Praxis oft limitierenden Faktoren sind, kdnnten arterialisierte vendse
"Durchfluss"-Lappen eine zusatzliche Rekonstruktionsoption darstellen. Auch eine sekundare
venose Perfusion Uber die arteriellen Gefalle des Lappens wdare im Rahmen von Rescue-
Operationen denkbar. Im Falle einer MehrgefaRversorgung kdnnte auch der geeignete Einsatz
venoser VerbindungsgefdRe die chirurgischen Moglichkeiten erweitern.

Darlber hinaus konnte das Verstandnis der zugrundeliegenden physiologischen
Veranderungen bei der Konditionierung zu weiteren Verbesserungen bei der freien
Lappentransplantation fihren. Arterialisierte venose "Durchfluss"-Lappen wurden zur Deckung
kleiner Weichteildefekte am Finger verwendet; der Erfolg rein vendser Lappen ist jedoch
schwer vorhersehbar, und es kommt haufig zu Lappenversagen oder partiellen
Lappennekrosen 2>%973, Ein rein vendser Perfusionsansatz hat in der Vergangenheit keine
zufriedenstellenden Ergebnisse gezeigt, weshalb verschiedene Konzepte zur Verbesserung der
Uberlebensrate vendser Lappen beschrieben wurden. Dazu gehéren Verfahren zur
chirurgischen Verzogerung °%°* oder die Pra-arterialisierung von vendsen Lappen >>°°. Die
chirurgische Delay-Technik ist der Vorlaufer der modernen Prdkonditionierungstechniken.
Klinisch wurden arterialisierte vendse Lappen verwendet 4°7°2°7762; diese haben sich jedoch

noch nicht fur die Rekonstruktion komplexer Defekte etabliert 6364,

Ziel dieser Studie war es, einen Lappen mit vendsem Blut Uber die Arterie zu perfundieren,
ahnlich wie bei arterialisierten vendsen Lappen %62 und die Uberlebensdauer des Lappens
bei Prakonditionierung zu untersuchen. In dieser Studie wurde die efferente Vene retrograd

pra-arterialisiert und der Lappen mit einem ischdmischen Delay-Verfahren 30346566
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prakonditioniert, um eine ausreichende Durchblutung des Gewebetransplantats mit vendsem

Blut nach der Gewebetransplantation sicherzustellen.

Darstellung embryonaler Grenzschichten im Rahmen der onkologischen Rektum
Chirurgie mittels ICG

Seit Heald et al. in den 1980er Jahren gezeigt haben, dass die totale mesorektale Exzision (TME)
das Lokalrezidiv des kolorektalen Karzinoms reduziert, wird die TME bei Karzinomen des
mittleren und unteren Rektumdrittels und die partielle mesorektale Exzision (PME) bei
Karzinomen des oberen Rektumdrittels in den meisten klinischen Leitlinien empfohlen 67686970,
Eine korrekte mesorektale Exzision entlang der anatomischen Ebene zwischen Fascia pelvis
visceralis und Fascia pelvis parietalis ist entscheidend flr die onkologische Qualitat der
Resektion ©7.

In dieser Pilot-Tierstudie haben wir untersucht, ob es moglich ist, die embryonalen

Resektionsschichten mit Hilfe einer intraarteriellen ICG-Farbung sichtbar zu machen.

Zwei Drittel des Rektums liegen extraperitoneal und sind vom Mesorektum umgeben, welches
BlutgefaRe und Lymphknoten enthalt und die haufigste Lokalisation von lymphogenen
Metastasen und mikroskopischen Tumorzellen darstellt. Die lymphogene Metastasierung des
Rektums erfolgt entlang der Arterien. 75 % der lymphatischen Metastasierung von Rektum-
Tumoren werden im Mesorektum, 19 % im Bereich der Arteria rectalis superior, 0,9 % an der
Abzweigung der Arteria mesenterica inferior und 4,4 % im Bereich der Arteria sigmoidea

gefunden %971,
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Bei der Durchflhrung eines so genannten medio-lateralen Zugangs ist die GefaRligatur der A.
mesenterica inferior einer der ersten Schritte bei der onkologischen Hemikolektomie oder
Rektumresektion. Nach der Identifizierung des linken Harnleiters und der Durchtrennung der
seitlichen Peritonealansatze wird das Rektum oder Kolon reseziert. Mehrere Studien belegen
eine Reihe von Vorteilen dieses medialen Zugangs ’2.

In unserer Pilotstudie an einem Schweinemodell haben wir ICG in die AMI injiziert, um zu sehen,
ob der Grenzverlauf der arteriellen Versorgungszone durch Fluoreszenzbildgebung
ausreichend sichtbar gemacht werden kann, um den richtigen Dissektionsbereich entlang der
Fascia parietalis vor und wahrend der Resektion zu markieren.

Unsere Hypothese ist, dass diese Technik die onkologische Qualitdt der Resektion verbessern
kann, indem sie die Operation unterstltzt. Das Ziel dieser Pilotstudie war es, die
Durchflhrbarkeit der laparoskopischen Resektion entlang der embryonalen Schichten zu
untersuchen und inwieweit die Durchflihrbarkeit der bildgesteuerten laparoskopischen

Identifizierung des Resektionsbereichs des Mesorektums mit ICG-Darstellung mdglich ist.
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2. Material und Methoden

ICG-Bildgebung in der rekonstruktiven Chirurgie am Kleintiermodell (Ratte)

Tiermodell

Insgesamt 51 mannliche Wistar-Ratten (280-320 g; Fa. Charles River; KiRklegg, Deutschland)
wurden in dieser Studie verwendet. Alle Verfahren wurden in strikter Ubereinstimmung mit
den Empfehlungen und Leitlinien fir die Pflege und Verwendung von Labortieren durchgefihrt,
die von der lokalen Ethikkommission fiir Tierversuche (Regierung von Oberbayern, AZ55.2-1-
54-2532-129-10) der Technischen Universitat vollstandig genehmigt wurden. Die Studie wurde
in Ubereinstimmung mit der ARRIVE-Richtlinie durchgefiihrt. Futter und Wasser wurden ad
libitum zur Verflgung gestellt. Alle chirurgischen Eingriffe wurden aseptisch unter intravenoser
Allgemeinanasthesie mit Ketamin 100 mg/kg (Narketan®, Fa. Vétoquinol GmbH, Ravensburg,
Deutschland) und Xylazin 5 mg/kg (Rompun®, Fa. Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Deutschland)
durchgefuhrt, wie an anderer Stelle beschrieben’®. Es wurden alle Anstrengungen

unternommen, um das Leiden der Tiere so minimal wie moglich zu halten.

Chirurgisches Verfahren

Der epigastrische Lappen wurde als gestielter Lappen auf der Basis des epigastrischen Stiels aus
dem tiefen inferioren Gefallsystem mit einer standardisierten GrolRe von 4x7 cm angehoben,
wie an anderer Stelle ausfihrlich beschrieben 747>, Die Operation wurde mit einem OPMI®
Pentero® Mikroskop durchgefiihrt, das mit einem integrierten Nahinfrarot-Videoangiographie-
Detektionssystem und dem FLOW 800 Tool (INFRARED 800, Carl Zeiss Meditec AG,
Oberkochen, Deutschland) ausgestattet war, um anschlieRend das Fluoreszenzverhalten im

Zeitverlauf und die Richtung des Blutflusses nach den Anastomosen zu analysieren.
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Katheterisierung der Oberschenkelvene

Nach der Praparation der rechten OberschenkelgefdalSe wurde die Vena femoralis durch eine
Langsvenotomie distal des Leistenbandes katheterisiert. Der Katheter wurde mit temporaren
GefalBklemmen distal der Venotomie gesichert. Aufgrund der wiederholten Katheterisierung
wurden die Gefaliclips entfernt und die Venotomie nach jedem Eingriff mit Nahten

verschlossen.

Venos-arterielle Anastomose

Der Zugang zu den epigastrischen GefdalRen erfolgte Uber einen 3-4 cm langen linken
Leistenschnitt. Nach Praparation und Isolierung der OberschenkelgefalRe wurden die Seitenaste
ligiert und die epigastrischen GefdRe 1-2 cm distal der Oberschenkelwurzel disseziert. Zur
Vorbereitung der Anastomose wurden die Vena femoralis distal der Vena epigastrica und die
Arterie proximal der Arteria epigastrica ligiert. Die Arteria epigastrica sowie ein kurzes Segment
der distalen Arteria femoralis wurden Ende-zu-Ende mit dem distalen Teil der Vena femoralis
anastomosiert. Die Kontinuitdt der Arteria femoralis wurde durch Anastomosierung des

proximalen und distalen Teils der Arteria femoralis wiederhergestellt (Abb. 1 und 2).
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Abbildung 1. Schematische Darstellung des Versuchsmodells.

Die Vena femoralis wurde distal der Vena epigastrica und die Arteria femoralis proximal der
Arteria epigastrica ligiert. Die Arteria epigastrica wurde zusammen mit einem distalen Teil der
Arteria femoralis mit der distalen Vena femoralis anastomosiert. Eine Anastomose des

proximalen und distalen Teils der Arteria femoralis wurde ebenfalls durchgefihrt.
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Abbildung 2. Klinische Situation des chirurgischen Eingriffs.

(A) Oberschenkelarterie und -Vene mit den epigastrischen Asten. (B) Durchtrennte
epigastrische GefdaRkRe mit ihrem femoralen Ursprung und reanastomosierte Arteria femoralis.
(C) Die reperfundierte Arteria femoralis, der ligierte Ast der proximalen Vena femoralis und die
erste Naht der distalen Vena femoralis. (D) Anastomose zwischen der distalen Vena femoralis
und der Arteria epigastrica. Die distale Vena femoralis weist eine arterielle Rotfarbung auf, die
durch den retrograden arteriellen Zufluss aus der Arteria mammaria erklart werden kann. (E)
Hochgezogener Lappen, der jetzt nur noch von den epigastrischen Gefallen durchblutet wird.

(F) In das Wundbett zurtickgenahter Lappen in Gruppe Il (+ 14 d). AF-arteria femoralis; AE-
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arteria epigastrica; EP-epigastrischer Pedikel; VF-vena femoralis; VE-vena epigastrica; VAA-

veno-arterielle Anastomose.

Versuchsgruppen

Alle Ratten wurden anhand einer computergenerierten Liste randomisiert und in vier Gruppen
(je n=11) eingeteilt, die drei Versuchsgruppen (I-1ll) und eine Kontrollgruppe (IV) umfassten.
Nach einem strengen Protokoll wurde fir jede Gruppe eine andere Technik durchgefihrt (Tab.
2). Gruppe | umfasste Ratten mit einer veno-arteriellen Anastomose ohne Vorkonditionierung:
Der epigastrische Lappen wurde angehoben, und es wurde ein rein vendses Perfusionssystem
aufgebaut. Am selben Tag wurde der Lappen wieder in den epigastrischen Defekt eingenaht
(Abb. 1). In Gruppe Il wurde eine venos-arterielle Anastomose konstruiert, der Lappen jedoch
angehoben und sieben Tage spater wieder in den epigastrischen Defekt eingesetzt, um eine
Prakonditionierung zu realisieren. In Gruppe Il wurde eine ahnliche rein venose Perfusion
konstruiert, aber der Lappen wurde angehoben und nach einem Intervall von 14 Tagen
zuriickgesetzt, um eine langere Prakonditionierungszeit zu erreichen. In der Kontrollgruppe (1V)
wurde ein standardmaRiger arterieller epigastrischer Lappen (basierend auf dem
epigastrischen Stiel) angehoben, die epigastrische Arterie mit ihrem femoralen Ursprung wurde
durchtrennt und reanastomosiert, und der Lappen wurde direkt in den epigastrischen Defekt
zurlickeingenaht.

Alle Lappen wurden sieben Tage nach Anheben beurteilt (Tab. 2).

25



Group # Day 0 Day 7 Day 14 Day21

Veno-arterial anastomosis | Euthanasia and flap

[+0d) and flap raising assessment
II(+7d) Veno-arterial anastomosis | Flap raising Euthanasia and flap
assessment
Il (+14 d) Veno-arterial anastomosis Flap raising Euthanasia and flap assess-

ment

Arterial anastomosis and | Euthanasia and flap

IV-controlgroup (+0 d) flap raising assessment

Tabelle 2. Versuchsprotokoll fiir die verschiedenen Gruppen (n = 11 Ratten pro Gruppe).
Die Gruppen I-lll umfassten Ratten mit einer veno-arteriellen Anastomose. Gruppe | umfasste
Ratten mit einer veno-arteriellen Anastomose ohne Vorkonditionierung: Der epigastrische
Lappen wurde gehoben, und es wurde ein rein venoses Perfusionssystem etabliert. Am selben
Tag wurde der Lappen wieder in den epigastrischen Defekt eingenaht (Abb. 1). In Gruppe |l
wurde eine vends-arterielle Anastomose angelegt, der Lappen jedoch erst sieben Tage spater
nach Vorkonditionierung in den epigastrischen Defekt gehoben. In Gruppe Il wurde eine
ahnliche rein venose Perfusion konstruiert, aber der Lappen wurde erst nach einem Intervall
von 14 Tagen gehoben, um eine langere Vorkonditionierungszeit zu erreichen. In der
Kontrollgruppe (IV) wurde ein standardmaRiger arterieller epigastrischer Lappen (basierend auf
dem epigastrischen Stiel) gehoben, die epigastrische Arterie mit ihrem femoralen Ursprung
durchtrennt und wieder anastomosiert, und der Lappen wurde direkt in den epigastrischen

Defekt zurlickeingendht. Alle Lappen wurden sieben Tage nach Anheben des Lappens beurteilt.

ICG-Videoangiographie

Neben der Beobachtung der Lappenfarbe, der Kapillarfiillung, des Blutverlustes und der
Palpation der Anastomose wurde eine ICG-Videoangiographie durchgefihrt, um das
Fluoreszenzverhalten und die Blutflussrichtung im Lappen zu beschreiben und die
Durchgangigkeit der mikrovaskuldaren Anastomosen kritisch zu beurteilen. Dazu wurde ICG
(ICG-PULSION, Pulsion Medical Systems AG; Munchen, Deutschland) intravends injiziert und
das integrierte Fluoreszenzbildgebungsgerat des Mikroskops (OPMI® Pentero®, Carl Zeiss AG;

Oberkochen, Deutschland) genutzt. Das Bildgebungsgerdat wurde senkrecht Uber dem
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Operationsfeld mit einem standardisierten Abstand von 30 cm zentriert positioniert. Zur
Beurteilung der Anastomose und des Lappens wurde bei jedem Versuch und nach jedem
chirurgischen Schritt (veno-arterielle Anastomose, Lappenhebung und Lappenbeurteilung)
eine ICG-Videoangiographie durchgeflhrt. Zundachst wurde eine Angiographie des Lappens,
dann eine weitere Angiographie der Anastomose durchgefihrt. Das ICG (0,3 mg/kg
Korpergewicht, 25 mg geldst in 5 ml sterilem Wasser) wurde intravends als Bolus in den
zentralen Venenkatheter injiziert. Das Fluoreszenzsignal wurde auf dem Videobildschirm in
Echtzeit (25 Bilder/Sekunde) visualisiert und unmittelbar nach der Farbstoffinjektion fir 80
Sekunden aufgezeichnet, wie zuvor beschrieben 7®. Die mittlere ICG-Intensitat des Lappens
wurde wie zuvor beschrieben analysiert °.

Die morphometrische angiografische Analyse des vaskuldaren Netzwerks wurde mit einer von
Takeshita et al. beschriebenen Methode durchgefiihrt 7. Ein Verbund aus 5 mm? groRen
Gittern wurde Uber den Lappenbereich gelegt. Die Gesamtzahl der Gitterabschnitte und der
von einem |CG-gefarbten Gefall durchquerten Abschnitte wurden von einem Beobachter, der
gegenlber dem Behandlungsschema verblindet war, einzeln gezahlt. Fir jede ICG-Angiografie
wurde ein ICG-GefaR-Score berechnet, der sich aus dem Verhéltnis der von GefalRen

durchkreuzten Gitterabschnitte zur Gesamtzahl der Gitterabschnitte im Lappen ergab 7°.

Aullerdem wurde die Zeit von der Injektion bis zum ersten ICG-Signal im Lappen aufgezeichnet.

Planimetrische Messung der nekrotischen Bereiche

Sieben Tage nach dem Anheben und Zurlicksetzen des Lappens wurden alle Ratten betdubt,
und die Lappenheilung wurde mit einer digitalen Spiegelreflexkamera (Nikon Coolpix 8700,
Nikon Corp., Chiyoda, Tokio, Japan) dokumentiert, die mit einem Stativ senkrecht auf den
Lappen gerichtet war. Die vitalen und nekrotischen Bereiche auf den Bildern wurden analysiert.

27



So wurden die Gesamtflache des Lappens und die nekrotischen Bereiche manuell mit einem
Grafikprogramm umschrieben, und die Querschnittsflache wurde mit der NIH Image Software

(Image J 1.41; National Institutes of Health; Bethesda, MD, USA) 78 berechnet.

Statistik

Alle Beobachtungen wurden unabhéangig voneinander von zwei Untersuchern ausgewertet, die
gegenlber den Versuchsgruppen verblindet waren. Fir die grundlegende statistische Analyse
wurde Prism 7 fir Mac OS X Version 7.0a (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA)
verwendet. Fir die multivariate Analyse wurde die IBM SPSS Statistics fir Windows Version 22
(IBM Corp., Armonk, NY, USA) verwendet. Die Nekroserate und die mittlere ICG-Intensitat des
Lappens wurden mit Hilfe der gewdhnlichen einseitigen Varianzanalyse (ANOVA) bewertet, um
signifikante  Unterschiede zwischen den Gruppen zu ermitteln. Mittelwerte und
Standardabweichung (SD) wurden verwendet, um die Flutungsgeschwindigkeit des ICG-Signals
im Lappen zu beschreiben. Die Zeit von der ICG-Injektion bis zum Nachweis des ICG-Signals im
Lappen und im vaskuldren Netzwerk wurde mit Hilfe einer gewohnlichen Einweg-ANOVA
bewertet, um signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen zu ermitteln. Der Tukey-
Mehrfachvergleichstest wurde verwendet, um dem Problem der Mehrfachtests Rechnung zu
tragen. Bei einem zweiseitigen p-Wert von <0,05 wurden die Unterschiede als statistisch

signifikant angesehen. Alle Daten sind als Mittelwert + SD angegeben.
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ICG-Bildgebung zur Farbung embryologischer Trennschichten im Rahmen onkologischer

Rektum Resektionen am Grofitiermodell (Schwein)

Tiermodell

Insgesamt wurden vier Schweine (Gewicht 35-40 kg, Alter 3-4 Monate) in dieser
Nichtiiberlebensstudie verwendet. Alle Verfahren wurden in strikter Ubereinstimmung mit den
Empfehlungen und Leitlinien fir die Pflege und Verwendung von Labortieren durchgefiihrt, die
von der ortlichen Ethikkommission fir Tierversuche (FIM-18-105) vollstandig genehmigt
wurden. Die Narkoseeinleitung erfolgte mit Azaperon (Stresnil) i.m. (2mg/kg) in Kombination
mit Atropin s.c. (0,02-0,1 mg/kg) und Ketamin 10% i.m. (20 mg/kg). Die Narkose wurde mit 2%
Isofluran, Pancuronium, Meloxicam, Metamizol, Ketamin und gegebenenfalls Fentanyl
aufrechterhalten. Am Ende des Verfahrens wurden die Tiere auf humane Weise durch eine

intravendse Injektion einer todlichen Dosis von T61 getotet.

Chirurgischer Eingriff und laparoskopische ICG-Videoangiographie

Der chirurgische Zugang erfolgte auf folgende Weise: Die AMI wurde nach einer Standard-
Mittellinien-Laparatomie vorbereitet. Nach der proximalen Ligatur wurde eine Punktion der
AMI mit einer 18-Gauge-IV-Leitung durchgefihrt, an die ein extrakorporaler Schlauch (Vasofix
Braundle, B.Braun, Melsungen AG, Melsungen, Deutschland). AnschlieRend wurde eine zweite
Ligatur weiter distal angelegt, um die Infusionsleitung zu fixieren und die Arterie am
retrograden Fluss zu hindern (Abb. 3). Nach diesem Schritt wurde die Bauchdecke

voribergehend verschlossen.
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Ein Trokar fUr eine Laparoskopiekamera und zwei Trokare fir Instrumente wurden in den
Unterbauch eingefihrt und ein Kapnoperitoneum in Standardverfahren angelegt. Nach
Auffinden des Rektums einschliel8lich des Mesorektums wurde ICG mittels des Katheters in die
AMI appliziert. Zu diesem Zweck wurde eine kontinuierliche intra-arterielle Perfusion Uber eine
ICG-Spritzenpumpe hergestellt. Die ICG-Konzentration (PULSION Medical Systems SE,
Feldkirchen, Deutschland) betrug 0,025mg/ml gemischt mit Aqua ad iniectabilia mit einer
Perfusionsrate von 1 ml/min und einem Gesamtvolumen von 50ml. Die Fluoreszenzbildgebung
wurde mit einer infrarotempfindlichen Vier-Chip-Laparoskopiekamera (Maxer Medizintechnik
GmbH, Spaichingen, Deutschland) beobachtet. Mit Hilfe dieser Kamera konnten wir das ICG-
Fluoreszenzbild Uberlappend zum realen Kamerabild beobachten, indem wir das Infrarotsignal
grin einfarbten und in Echtzeit mit dem Videosignal des Laparoskops Uberlagerten. Daher ist
eine manuelle Umschaltung von einem normalen Video auf das NIR-Signal nicht notwendig,

auch wenn sie manuell erfolgen kann.
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Abbildung 3. Kontinuierliche intra-arterielle Perfusion mit ICG (0,025 mg/ml pro Minute) in die

Arteria mesenterica inferior (Henry Gray (1918) Anatomy of the Human Body - modifizierte

Abbildung).
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3. Diskussion

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, findet ICG bereits heute einen breiten Einsatz in der
klinischen Routine. Doch auch fir Forschungsfragestellungen ist die Anwendung von ICG
vielversprechend und kann sowohl als Methode, als auch selbst im Forschungsmittelpunkt
stehen. Nachfolgend sollen die beiden Experimente sowie die Ergebnisse der Versuche
diskutiert werden. Zum einen der Einsatz von ICG zur Evaluation und Deskription im Rahmen
der Prakonditionierung freier Lappen mit venoser Lappen-Perfusion am Rattenmodell, zum
anderen in der Explorationsstudie, in der onkologisch-embryologische Kompartimente bei

einer Rektumresektion visualisiert wurden.

Vendse Lappen unterscheiden sich von herkdmmlichen mikrovaskularen freien Lappen.
Normalerweise werden venose Lappen vollstandig durch das venose System perfundiert,
einschlielllich eines vendsen Zu- und Abflusses. Im vorliegenden Modell wurde der Zufluss
beibehalten, aber die arterielle Seite der Gefale wurde durch den Zufluss von vendsem Blut
ersetzt. In diesem Rattenmodell wurden (bergroRe Lappen gehoben, um die Unterschiede
zwischen den einzelnen Versuchsgruppen besser auszuarbeiten und zu bewerten. Es zeigte
sich, dass der Zeitpunkt der Gefallkonditionierung ein wichtiger Aspekt flir das
Gesamtiiberleben dieser Lappen ist. Aulerdem scheint die Dauer der Lappenkonditionierung
ein entscheidender Faktor fir das Uberleben des Lappens zu sein. Die Fluoreszenzangiographie
unmittelbar nach dem Anheben des Lappens zeigte signifikant bessere ICG-Intensitdten in
Gruppe lll alsin Gruppe Il. Obwohl es am Ende der Studie keine hdhere ICG-Intensitat zwischen
Gruppe Il und Il gab, wurde klinisch ein signifikant besseres Lappeniberleben bei langerer

Konditionierung in Gruppe Il als in Gruppe Il beobachtet. Die Anflutung von ICG in den Lappen

32



war in Gruppe lll schneller als in Gruppe Il, ebenso wie eine héhere Dichte des Kapillarnetzes,
was ebenfalls ein positiver Effekt der langeren Konditionierung zu sein scheint.

Der Effekt kann auf eine anfanglich bessere Durchblutung der Lappen zurlckgeflhrt werden,
und eine langere Konditionierung erscheint sinnvoll. In dieser Studie koénnen
Weichgewebelappen mit rein vendser Blutversorgung ausreichend perfundiert werden. Bisher
wurden vendse Gewebelappen hauptsadchlich bei der Rekonstruktion von Fingern oder Zehen
eingesetzt 46162 Djese Defekte sind in der Regel relativ klein, und venése Lappen werden fir
die Rekonstruktion funktionell wichtiger Regionen ausgewahlt, in denen Spalthaut- oder
Ganzhauttransplantate zu viel Narbenbildung verursachen und die funktionellen Ergebnisse
stark beeintrachtigen kénnten 496182, Einige Autoren bezeichnen vendse Lappen als "vendse
Hauttransplantate" 7%, da der epitheliale Teil des Lappens meist eine Nekrose erfahrt. In
unserem Experiment konnten wir diese Beobachtung nicht bestatigen, da das Epithel in dem
gut durchbluteten Bereich nicht nekrotisch war. Yoshimura et al. ”° anastomosierten distale
Venen des Lappens mit Arterien, um die Oxygenierung innerhalb des Lappens zu erhdhen, was
in 12 von 13 Féllen erfolgreich war; allerdings wiesen alle Lappen partielle Nekrosen auf. Thatte
et al. beschrieben rein vends perfundierte Lappen, die zu einer Uberlebensraten von 0-30 %
fihrten 8, wahrend arterialisierte vendse Lappen Uberlebensraten von etwa 75 % aufwiesen,
vergleichbar mit der Gruppe Ill in dieser Studie °*2!. Obwohl arterialisierte vendse Lappen
bisher die besten Ergebnisse gezeigt haben, zeigte die vorliegende Technik dhnliche Ergebnisse,
die einen neuen Aspekt in der Verwendung vendser Gewebetransplantate enthalten, wenn
keine arterielle Verbindung vorhanden ist. Dieser Effekt kdbnnte eine neue Moglichkeit fur die
Verwendung von venodsen Weichgewebelappen darstellen. Die Konditionierung des
Gefallsystems und des Lappens kdnnte in einer kurzen vorbereitenden Operation vor der

eigentlichen Rekonstruktion durchgefiihrt werden. Dieser vorteilhafte Konditionierungsschritt
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kdnnte im ersten operativen Schritt erfolgen, da in vielen Kliniken nach entsprechender
Tumorentfernung eine sekundare Rekonstruktion (zweizeitiges Vorgehen) durchgefihrt wird,
wenn die histologische Untersuchung eines resezierten Tumors erfolgt ist®283. Die qualitativen
Ergebnisse der intraoperativen ICG-Videoangiographie in der vorliegenden Studie zeigten, dass
die sofortige Verlegung der Gefdllversorgung des Lappens in ein vendses System ohne
Vorkonditionierung nicht zu einer ausreichenden Lappenperfusion fihrte. Bei der
fluoreszenzangiographischen Untersuchung in den zweizeitigen Verfahren der Gruppen Il und
Il wurden im Allgemeinen eine ausreichende Lappenperfusion und ein kontinuierlicher
Blutfluss durch die Anastomosen beobachtet. Dartber hinaus wurde in beiden
vorkonditionierten  Lappengruppen in der ICG-Videoangiographie eine verstdrkte
Vaskularisierung festgestellt, die durch eine héhere Dichte des Gefalinetzes dargestellt wurde.
In Anbetracht der klinischen Ergebnisse, die sich in den Uberlebensraten widerspiegeln, wurde
angenommen, dass sich der Kreislauf innerhalb des Lappens an den Blutdruck des vendsen
Systems auf der arteriellen Seite des Lappens anpasst. Interessanterweise traten keine
Abflussprobleme auf, was auf den geringeren vendsen Zufluss zurlickzufithren sein kénnte und
als Ausgangspunkt flr weitere Untersuchungen dienen konnte. Dariber hinaus war das
GefaRnetz nach der Herstellung des Blutflusses tGber 14 Tage (Gruppe Ill) im Vergleich zur
Vaskularisierung nach siebe Tagen (Gruppe Il) und unmittelbar nach der Herstellung der veno-
arteriellen Anastomose (Gruppe ) angiographisch gut durchblutet. Der vorliegende
Mechanismus deutet auf ein "hdmodynamisches Remodeling" hin, da sich die Perfusion im
Laufe der Zeit verandert und anpasst. Im Gegensatz zu arterialisierten vendsen Lappen, wie sie
in der Literatur beschrieben sind, wird bei diesem Remodeling-Typ die arterielle
Hochdruckperfusion in eine Niederdruckperfusion umgewandelt, die physiologischer zu sein

scheint. Der neue veno-arterielle Blutfluss ist physiologisch konstant und unidirektional 84.
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Diese Effekte zeigen den physiologischen Umbau des arteriellen GefdRsystems, das sich an den
konstanten und sauerstoffarmen vendsen Blutfluss angepasst hat 8. Ahnlich wie bei anderen
Versuchen 20608587 hat diese Studie gezeigt, dass in der Konditionierung von Transplantaten
ein grolRes Potenzial steckt, obwohl die physiologischen Grundlagen noch nicht umfassend
verstanden sind. Ob die ischdmische Konditionierung des Transplantats oder die arterielle
retrograde GefaRkonditionierung fir die Uberlebensrate verantwortlich ist, sollte weiterhin
untersucht werden. Darlber hinaus sollte erforscht werden, ob die retrograde Perfusion im
Sinne eines veno-venosen Lappens mit entsprechender Konditionierung zu einem gleichen,
besseren oder schlechteren Lappentberleben fiihrt. So kdnnte weiter evaluiert werden, ob
Nahrstoff- und Sauerstoffversorgung im Zweifel sekundar sind und das Gefallsystem und das
entsprechende hamodynamische Remodeling nicht primar entscheidend fir das
Lappenlberleben sind. Inwieweit diese experimentelle Form der freien Lappen eine echte
Alternative im klinischen Einsatz darstellen kénnte, muss in Folgeexperimenten untersucht
werden, zumal venose Verbindungsgefalie unter kritischen Bedingungen oft fehlen. In unserem
Experiment wurde ICG periphervends appliziert und zum einen zur Darstellung des Blutflusses
Uber die neu geschaffenen Perfusionswege genutzt, zum anderen zur Perfusionsdarstellung
des transplantierten freien Lappens. Dies diente zur deskriptiven Beschreibung und konnte
weiterhin zur quantitativen Bewertung hinsichtlich ICG-Anflutungszeit, durchschnittlichen ICG-
Intensitdat und zur Bestimmung der Dichte des vaskularen Netzwerkes je nach
Interventionsgruppe genutzt werden. In unserem Rattenmodell fir epigastrische Lappen
kdnnen freie Lappen mit rein venoser Blutversorgung ausreichend perfundiert werden. Der
Zeitpunkt der vaskuldren Konditionierung erwies sich als ein wichtiger Schritt flr das
Gesamtiiberleben dieser Lappen. AuRerdem scheint die Dauer der Lappenkonditionierung ein

entscheidender Faktor fir das Uberleben des Lappens zu sein. Ob die ischdmische
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Konditionierung des Transplantats oder die arterielle retrograde GefdaRkonditionierung fir die

Uberlebensrate verantwortlich ist, muss noch untersucht werden.

In der nachfolgenden Studie wurde ICG nun Uber einen Katheter intraarteriell in ein Zielgefal
eingebracht, um dort onkologisch-embryologische Grenzschichten im Rahmen von Rektum-

Resektionen zu visualisieren.

In der kolorektalen Chirurgie ist der Einsatz von ICG ein vielversprechendes Instrument zur
Verbesserung der Genauigkeit und der Ergebnisse bei einer zunehmenden Zahl von
Indikationen . Mehrere Studien untersuchten die Anastomosenperfusion nach kolorektaler
Resektion und zeigten, dass die Echtzeit-Bildgebung dazu beitragen kann, die Ursache einer
Insuffizienz zu ermitteln, bevor sie auftritt 889, Diana et al. legten bei 13 Schweinen ein
Dinndarm-Ischdamiesegment an und zeigten, dass es eine starke Korrelation zwischen der
Fluoreszenzintensitat und biochemischen Markern fir Ischdmie gibt 8. Andere Wissenschaftler
wie Nishigori et al. zeigten, dass die intraventse und submukosale Injektion von ICG dem
Chirurgen detaillierte Informationen tber den Lymph- und Blutfluss liefern kann 1. Weitere
Indikationen flr den Einsatz von ICG in der Abdominalchirurgie, wie z.B. Lymphknoten-
Mapping, intraabdominelle Sentinel-Lymphknoten Markierung bei Melanomen, Visualisierung
der bilidren Anatomie, Identifikation der vaskuldaren Anatomie oder zur Identifizierung von
Lebertumoren, sind ebenfalls beschrieben 2223

In der Literaturrecherche mit den folgenden Suchbegriffen: 'icg mesenteric', 'indocyanine
green mesenteric', 'icg intra arterial', 'indocyanine green intra arterial’, war unsere die erste
Beschreibung dieser Technik. Es gibt dhnliche Experimente mit intraarterieller ICG-Farbung,

jedoch ohne die Idee, die Resektionsgrenzen zu markieren. Liu et al. fihrten eine Studie an elf
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Schweinen durch, um die Durchfihrbarkeit der Echtzeit-Fluoreszenzangiographie durch
intraarterielle ICG-Injektion in mesenteriale Aste zur Identifizierung unklarer gastrointestinaler
Blutungsbereiche zu bewerten 3. In einem Fallbericht von Ono et al. wird die intraoperative
Lokalisierung einer arterioventsen Malformation im Jejunum eines 95-jahrigen Mannes durch
den kombinierten Einsatz von angiographischen Methoden und Indocyanin-Grin-Injektion
beschrieben 3%, Ryu et al. beschrieben eine kolorektale Krebsoperation bei einem Patienten,
bei der die Fluoreszenzangiographie zur Bestimmung des Einzugsgebiets der Arteria rectalis
superior nach Resektion des Rektums von der Analseite aus eingesetzt wurde %, Sie injizierten
ICG nach der Resektion, um den Blutfluss vor der Anastomose und Bereiche mit potenzieller
Ischamie zu beurteilen. Die Idee war hier &hnlich, allerdings wurde die ICG-
Fluoreszenzbildgebung nicht zur Identifizierung der Resektionsgrenzen verwendet, was
wahrscheinlich auf starke technische Einschrankungen zurickzufihren war. Im Vergleich zu
dieser Studie stellen wir vor, dass die Resektionsgrenzen vor der Resektion anhand der ICG-
Perfusion bestimmt werden konnen.

In dieser Machbarkeitsstudie haben wir gezeigt, dass eine intraoperative exklusive Farbung des
Rektums einschlieflich des Mesorektums moglich ist. Mit einer (Uberlappenden
infrarotempfindlichen Laparoskopiekamera konnen wir die Resektionsgrenze deutlich
darstellen, indem wir das Ende der ICG-Fluoreszenz am Mesokolon identifizieren. Mit einer
kontinuierlichen Flussrate Uber einen Perfusor konnten wir eine kontinuierliche Perfusion bis
zum Perfusionsbereich der A. rectalis superior Gber die A. mesenterica inferior darstellen. Eine
Einschrankung dieser Studie ist die Verwendung der Laparotomie zur Punktion der AMI. Eine
weitere Einschrankung ist, dass wir nicht die Zeit gemessen haben, bis nach der anfanglichen
Perfusion keine Fluoreszenz mehr nachweisbar war. Da wir jedoch primar die Leber und die

Ausscheidung in die Galle durch die Hepatozyten umgehen, die mehr als 95 % des ICG innerhalb
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von 15 Minuten verstoffwechseln, schatzten wir eine verlangerte Fluoreszenz in der von der
AMI perfundierten Gewebeprobe 25°2%>. Wir konnten beobachten, dass es eine Stunde nach
der Perfusion keinen Unterschied in der subjektiven Fluoreszenzintensitat im Rektalschlauch
gab.

Weitere Studien mussen sich mit einigen wichtigen Fragen befassen: Was passiert wahrend
intraoperativen Blutungen und entsprechenden Kontaminationen und wie stort die
Koagulation des Gewebes (z. B. des Mesorektums) das Fluoreszenzbild? Naturlich kann ICG die
Bauchhohle kontaminieren, so dass die Fluoreszenz-Laparoskopie nicht mehr sinnvoll ist. Eine
weitere Frage ist, ob die vaskuldre Anatomie des menschlichen Kérpers und die retrograde
Perfusion eine ausreichende ICG-Farbung des Rektums verhindern kénnen. AulRerdem sollten
prospektive randomisierte Studien durchgefihrt werden, um zu zeigen, ob es einen
Unterschied in der Qualitdt der Resektion nach der MERCURY-Klassifikation ©°, der GroRe der
Resektion und den Komplikationen im Vergleich zu den derzeitigen offenen oder

laparoskopischen Operationsverfahren gibt.

Die ICG-Perfusion und die Uberlappende Echtzeit-Fluoreszenz-Laparoskopie konnte Chirurgen
dabei helfen, sicherere und bessere Operationen durchzufiihren, indem sie die embryonale
Resektionsgrenzen und die Organdurchblutung klar erkennen. Die Visualisierung der
Resektionsgrenzen anhand der ICG-Perfusion vor dem ersten Schnitt kdnnte einen neuen
Ansatz in der onkologischen Chirurgie darstellen. Weitere Studien sollten die Vorteile der

fluoreszenzgesteuerten Operationstechnik verifizieren.

ICG-Bildgebung ist ein einfaches, kostenglinstiges und klinisch zugelassenes Verfahren, welches

intraoperative  Echtzeit-Bildgebung ermoglicht. Die zunehmende Integration von
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Infrarotkameras sowohl in OP-Mikroskope, Endoskope und Laparoskope ermdglicht eine breite
Verwendung der Methodik auch im klinischen Alltag. Aktuelle Metaanalysen und Consensus-
Paper empfehlen mittlerweile den Einsatz von ICG bei vielfaltigen Indikationen, wie z.B. bei der
laparoskopischen Cholezystektomie, zur Perfusionsbeurteilung in der kolorektalen Chirurgie
und fur die Suche nach Sentinel-Lymphknoten bei gynakologischen Malignomen ¢, Des
weiteren gibt es Empfehlungen zum Einsatz von ICG-Visualisierung bei avitalem Weichgewebe,
bei freien Lappenrekonstruktionen, sowie zum Einsatz in der Transplantationschirurgie zur
Senkung des Risikos einer Lappennekrose als auch zur Verringerung des Gesamtrisikos eines
Transplantatversagens 3*.

Doch auch wenn der Einsatz propagiert wird und sich beginnende Evidenz zum Einsatz von ICG
abzeichnet, sich auch quantitative Soft- und Hardwaretools zur quantifizierten Beurteilung
etablieren, so variieren die Quantifizierungsmethoden noch sehr stark, sodass eine
Standardisierung der Quantifizierungsmethoden und der Datenerfassung unerlasslich ist und
weiter vorangetrieben werden muss um die ICG-Nutzung in den klinischen Alltag weiter

evidenzbasiert zu integrieren °’.

Neben der Evaluation im klinischen Setting ist die NIR-Fluoreszenz-Bildgebung als praklinisches
Instrument, wie in den hier vorgestellten Studien, zur Untersuchung von
Krankheitsmechanismen und zur Erprobung neuer Methoden und Therapien vielversprechend.
Eine der grofSten Herausforderungen stellt jedoch die begrenzte Eindringtiefe in das Gewebe,
sowie die unspezifische Farbung von Tumoren oder Lymphknoten dar 8,

Nanopartikel, welche mit fluoreszierenden Farbstoffen beladen sind, oder fluoreszierende
Antikdrper-Konjugate, sind hier mogliche Losungen, welche spezifische Anfarbungen von

Tumoren ermdglichen 8. Erste Federal Drug Administration (FDA) zugelassene Substanzen,
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wie Pafolacianine (Cytalux™), sind bereits auf dem Markt, um beispielsweise Uberexprimierte
Folsdurerezeptoren auf bosartigen Tumorzellen bei Ovarialtumoren intraoperativ zu
visualisieren und so im Sinne von Prazisionschirurgie neue intraoperative chirurgische

Therapiekonzepte zu ermdglichen °°.

Weitere Antikdrper-Konjugate wie Bevacizumab-
IRDye800CW sind ebenfalls in klinischen Studien untersucht, um Behandlungen von Patienten
mit kolorektalen Peritonealmetastasen durch verbesserte Patientenauswahl und Optimierung
der zytoreduktiven Chirurgie zu verbessern 10098,

Anti-CEA-Antikorper (SGM-101), welche mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert werden,
sollen die Erkennung und vollstandige Resektion von CEA-positiven Tumoren verbessern, so
wie zum Beispiel bei der Erkennung von kolorektalen und pankreatischen Lebermetastasen
untersucht 0%,

In der Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie wird beispielsweise Cetuximab-IRDye800CW verabreicht,
um befallene Lymphknoten zu visualisieren und so das Resektionsausmal unter Umstanden
anpassen zu konnen 2. In einer klinischen Studie von Rosenthal et al. mit einer Kohorte von
zwOlf Patienten mit metastasiertem Kopf-Hals-Tumor erzielte Cetuximab-IRDye800CW eine

Sensitivitat und Spezifitat von Uber 95 % und ermdglichte damit die Resektion von Tumoren,

die sonst von Operierenden Gibersehen wurden 02102,

Nah-Infrarot-Bildgebung bietet sowohl fir die Entwicklung neuer Diagnostik- und

Therapieverfahren ein groRes Potential als auch fiir die Weiterentwicklung der navigierten

Chirurgie.
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ABSTRACT
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Aim: In this pilot animal study we examined whether it is possible to visualize the embryonal
resection layers by using intraarterial indocyanine green (ICG) staining when performing total
mesorectal excision (TME) for carcinoma of the rectum. Material and methods: We injected ICG
into the inferior mesenteric artery (AMI) of four swines to see whether the watershed area of
the arterial supply zone can be sufficiently visualized by fluorescence imaging in order to mark
the right dissection area along the fascia parietalis before and during resection. Results: We
observed a fluorescence signal in all the supplied areas of AMI but not in other parts of the
abdominal cavity or other organs. Additionally, the mesorectum also showed a sharp border
between colored and non-colored tissue. Conclusion: In this study we present that resection
borders may be determined before resection based on ICG-perfusion and we showed that intra-
operative exclusive coloring of the rectum including the mesorectum is possible. Visualizing
resection borders based on ICG-perfusion before settling the first cut may be a new approach in
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oncological surgery.

Introduction

Since Heald et al. showed in the 1980s that total meso-
rectal excision (TME) reduced local recurrence of colo-
rectal cancer, TME for carcinoma of the middle and
lower rectal third and partial mesorectal excision
(PME) for the upper rectal thirds is recommended by
most of the clinical practice guidelines [1-4]. A correct
mesorectal excision along the anatomic plane between
fascia pelvis visceralis and fascia pelvis parietalis is cru-
cial for the oncological quality of the resection [3].

In this pilot animal study we examined whether
it is possible to visualize the embryonal resection
layers by wusing intraarterial indocyanine green
(ICQG) staining.

Two thirds of the rectum is extraperitoneal and
surrounded by the mesorectum which includes vessels
and lymphnodes and is the most common localization
of lymphogenic metastasis and microscopic tumor-
cells. Lymphogenic metastasis of the rectum happens
along the arteries. 75% of lymphatic metastasis of rec-

tum carcinoma are found in the mesorectum, 19%
around the superior rectal artery, 0.9% at the branch
of the inferior mesenteric artery and 4.4% around the
sigmoid arteries [4,5].

When performing a so called medial-to-lateral (M-L)
approach, the high vessel ligation of the inferior mesen-
teric artery (AMI) is one of the first steps during onco-
logical hemicolectomy or rectum resection. Following
an identification of the left ureter and the division of
the lateral peritoneal attachments, the rectum or colon
is resected. Several studies support a number of advan-
tages of this medial approach [6].

In our pilot study on a porcine model we injected
ICG into the AMI to see whether the watershed area
of the arterial supply zone can be sufficiently visual-
ized by fluorescence imaging in order to mark the
right dissection area along the fascia parietalis before
and during resection.

Our hypothesis is that this technique can improve
the oncological quality of the resection helping sur-

CONTACT Konrad Karcz @ Konrad.Karcz@med.uni-muenchen.de @ Department of General, Visceral, and Transplantation Surgery, Hospital of the LMU
Munich, Ludwig-Maximilians-University (LMU), Marchioninistrasse 15, 81377 Munich, Germany.
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Middle Hemorrhoidal ®
Inferior Hemorrhoidal -

Figure 1. Continuous intra-arterial perfusion with ICG (0.025mg/ml per minute) into the inferior mesenteric artery (Henry Gray

(1918) Anatomy of the Human Body - modified illustration).

geons to identify the right embryonal plane, to avoid
injuries of the left ureter, ovarian/testicular vein and
neural structures of the pelvis. The aim of this pilot
study was to assess the feasibility of image-guided lap-
aroscopic identification of the resection area of the
mesorectum  with  near-infrared  angiographic
enhancement.

Material and methods
Animals

A total of four swines (weight 35-40kg, age 3-4
months) were used in this non-survival study. All
procedures were carried out in strict accordance with
the recommendations and guidance for the care and
use of laboratory animals of the National Institutes of
Health, which received full approval by the local
Ethical Committee on Animal Experimentation (FIM-

18-105). Induction was achieved using Azaperon
(Stresnil) im. (2mg/kg) combined with Atropin s.c.
(0.02-0.1 mg/kg) and Ketamin 10% im. (20 mg/kg).
Anesthesia was maintained with 2% Isoflurane,
Pancuronium, Meloxicam, Metamizole, Ketamine and
if necessary Fentanyl. At the end of the procedure,
animals were humanely killed with an in intra- ven-
ous injection of a lethal dose of T61.

Surgical procedure and laparoscopic ICG video
angiography

The surgical approach was performed in the following
fashion. The AMI was prepared after standard mid-
line laparatomy. After proximal ligation, a punctu-
ation of the AMI with a standard 18 gauge IV-line
was implemented connecting an extracorporeal tube

(Vasoﬁx®Brauniile® B.Braun, Melsungen AG,
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Figure 2. Laparoscopic view into the small pelvis from the left side. (a) The white arrow shows the punctured inferior mesenteric
artery with the connected and ligated IV line. The rectal tube could be recognized with a strong fluorescence signal. (b) The X’
shows the distal part of the rectum (c and d). You can see the sharp border (white line) between tissue with and without ICG sig-
nal. The border differentiates between the planes and defines the resection area. Notice how the fluorescence signal matches the

right plane in real time during exposition of the situs.

Melsungen, Germany). Next, we tightened a prepared
second ligature more distal to fixate the IV-line and
to block the artery from retrograde flow (Figure 1).
Following this step the abdominal wall was temporar-
ily closed.

One trocar for a laparoscopy camera and two tro-
cars for instruments were introduced into the lower
abdomen and a capnoperitoneum was established in
standard procedure. After locating the rectum includ-
ing the mesorectum, ICG was applied into the AMI.
For this purpose, we established a continuous intra-
arterial perfusion via a syringe pump of ICG. ICG
(PULSION  Medical Systems SE, Feldkirchen,
Germany) concentration was 0.025 mg/ml mixed with
aqua ad iniectabilia with a perfusion rate of 1 ml/min
and a total volume of 50ml. Fluorescence imaging
was observed via an infrared-sensitive four-chip lapar-
oscopy camera (Maxer Medizintechnik GmbH,
Spaichingen, Germany). With the use of this camera,
we were able to observe the ICG-fluorescence image
overlapping to the real camera image by staining the
infrared signal green and overlaying it in real time
onto the video signal from the laparoscope.
Therefore, a manual switch from a normal video to
the near infrared signal is not necessary, even if it can
be done manually.

Results

After a Bolus of 10 ml and three minutes of continu-
ous perfusion of the ICG-solution we observed a
fluorescence signal in all supplied areas of AMI but
not in other parts of the abdominal cavity or other
organs. Fluorescence imaging was detected in the rec-
tum up to the colon descendens (Figure 2(a,b)).
Additionally, the mesorectum was also green-colored
with a sharp border between colored and not-colored
tissue (Figure 2(c,d)). We observed the fluorescence
intermittently for one hour. During this period, we
did not observe any subjective change in fluorescence
intensity or diffusion of ICG to other organs or parts
of the abdominal cavity. In previous experiments, we
had contamination problems due to a lacking tube. In
these cases other abdominal parts were colored which
were not in focus. This might be an obvious limita-
tion which can irritate during surgery.

Discussion

In colorectal surgery, the use of ICG is a promising
tool to improve accuracy and outcome with an
increasing number of indications [7]. Several studies
investigated anastomosis perfusion after colorectal
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resection and showed that real-time imaging may
help to evaluate the cause of insufficiency before it
occurs [7-9]. Diana et al. created a small bowel ische-
mic segment in 13 pigs and showed that there is a
strong correlation between fluorescence intensity and
biochemical markers for ischemia [8]. Other investi-
gators such as Nishigori et al. showed that intraven-
ous and submucosal injection of ICG can give the
surgeon detailed information of lymph and blood
flow [10]. Other indications for the use of ICG in
abdominal surgery such as lymphatic mapping, intra-
abdominal sentinel lymph node marking for melan-
oma, visualization of the biliary anatomy, clarifying
the vascular anatomy or to identify hepatic tumors
are described as well [11,12].

We performed a PUBMED literature review on
November 11, 2017 with the following search terms:
‘icg mesenteric’ (42 results), ‘indocyanine green mes-
enteric’ (76 results), ‘icg intra arterial’ (61 results),
‘indocyanine green intra arterial’ (103 results), and to
the best of our knowledge, this is the first reported
description of this technique. There are similar
experiments with intra-arterial ICG-staining but with-
out the idea of marking the resection borders. Liu
et al. performed a study on 11 pigs to assess the feasi-
bility of real-time fluorescence angiography by intra-
arterial ICG injection into mesenterial branches to
identify obscure gastrointestinal bleeding areas [13]. A
case report from Ono et al. presents an intraoperative
localization of arteriovenous malformation of a 95-
year old man’s jejunum with combined use of angio-
graphic methods and indocyanine green injection
(ICG) [14]. Ryu et al. described a colorectal cancer
surgery performed in a patient using fluorescence
angiography to determine the watershed area of the
superior rectal artery after resecting the rectum from
the anal side [15]. They injected ICG after resection
to evaluate the blood flow before anastomosis and
areas of potential ischemia. The idea here was quite
similar; however, ICG fluorescence imaging was not
used to identify the resection borders, probably due
to severe technical restrictions. In comparison to this
study we present that resection borders may be deter-
mined before resection based on ICG-perfusion.

In this feasibility study we showed that intraopera-
tive exclusive coloring of the rectum including the
mesorectum is possible. With an overlapping infra-
red-sensitive laparoscopy camera we can clearly show
the resection border by identifying the end of ICG-
fluorescence at the mesocolon (Figure 2(c,d)). With
continuous perfusion via perfusion pump, we were
able to establish a continuous sufficient perfusion up

to the perfusion area of A. rectalis superior via A.
mesenterica inferior.

One limitation of this study is the use of laparot-
omy for puncturing the AMI. Another restriction is
that we did not measure the time until no more fluor-
escence was detected after initial perfusion. Naturally
there might be a ‘wash-out’ for the substance, but as
we bypass the liver and excretion into bile by hepato-
cytes, which capture more than 95% of ICG within
15 min, we estimated extended fluorescence in the tis-
sue perfused by AMI [11,16,17]. We could observe
that one hour after perfusion there was no difference
in subjective fluorescence intensity in the rectal tube.

Further studies must deal with some important
questions. What happens during intraoperative bleed-
ing and how coagulation of the tissue (i.e. of the mes-
orectum) interferes with the fluorescence image. Of
course, ICG may contaminate the abdominal cavity so
that fluorescence laparoscopy is no longer useful.
Another question is whether the vascular anatomy of
the human body and retrograde perfusion may pre-
vent a sufficient ICG staining of the rectum. Also,
prospective randomized trials should be performed to
show if there is any difference in quality of resection
according to MERCURY-Classification [4], dimension
of resection and complications compared to current
open or laparoscopic operation procedures.

Conclusion

ICG perfusion and overlapping real-time fluorescence
laparoscopy may help surgeons to perform safer and
better surgery by clearly identifying embryonal resec-
tion borders and organ perfusion. Visualizing resec-
tion borders based on ICG-perfusion before placing
the first cut may be a new approach in oncological
surgery. Further trials should verify the advantage of
the fluorescence-guided surgical technique.
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Conditioning of microvascular
venous flaps in rats

Christian Heiliger'™, Lucas M. Ritschl?, Andreas M. Fichter?, Lukas K. Postl?,
Anastasios Kanatas?, Klaus Dietrich Wolff' & Thomas Miicke!

Venous-only perfusion flaps have not been used widely because of the associated high failure

rate. Tissue conditioning offers a broad scope of techniques that can be applied pre-, peri-, or
postoperatively to promote the adaptation of the affected tissue to any subsequent stress. This

study aimed to assess the survival rates associated with a pure venous perfusion flap and investigate
whether the timing of the vascular conditioning can affect free flap survival. Forty-four rats were
included in the experiment. Group | underwent veno-arterial anastomoses with epigastric graft

with pure venous perfusion without tissue conditioning. Groups Il and Ill were pretreated for 7

or 14 days with ischemic conditioning. These groups were compared with a control group (group

IV) of conventionally perfused flaps. After the initial surgery, all flaps were assessed clinically,
photometrically, and by indocyanine green videoangiography. The flap success rates were 0% in group
1, 49.97% + 24.34% in group I, and 64.95% +20.36% in group lll. The control group showed an overall
survival of 89.3% + 6.51%. With suitable conditioning, pure venous blood supply can provide adequate
perfusion in the rat epigastric flap model. The timing of vascular conditioning appears to be critical for
flap survival.

Advancements in free tissue transfer have made a marked difference in the field of reconstructive microsurgery.
Free flaps are the best reconstructive options after major head and neck surgery. However, the usual microvascular
tissue transfer is not possible in rare situations'. Some of the challenges include recurrent diseases, a history of
previous neck dissection, and previous radical or adjuvant radiotherapy to the neck. In some instances, surgery
is the only available treatment modality, and the reduced availability or poor quality of neck vessels increased
the complication rates>=. In these patients, the neck vessels could affect the chance of cure, especially if surgery
resulted in functional impairment®. In the absence of suitable arteries, venous perfusion could be an alterna-
tive for soft tissue reconstruction. Even though venous vessels are often the limiting factors in clinical practice,
arterialized venous “flow-through” flaps could offer additional reconstruction option. Secondary venous perfu-
sion via the arterial vessels of the flap could be also conceivable in the context of rescue operations. In the case
of multivessel supply, the appropriate use of venous connecting vessels could also expand the surgical options.

Furthermore, an understanding of the underlying physiological changes in conditioning could result in
further improvements in free flap transfer. Arterialized venous “flow-through” flaps have been used for the cov-
erage of small soft tissue defects of the finger; however, pure venous flaps are difficult to predict, and lap failure
or partial flap necrosis often occurs’'% A purely venous perfusion approach has not shown satisfactory results
in the past; as a result, various concepts have been described to improve the survival rate of venous flaps. These
include surgical delay procedures®'® or pre-arterialization of venous flaps'*'*. Surgical delay is the predecessor
of modern preconditioning techniques. Clinically, arterialized venous flaps have been used’'"1¢-21; however,
these have not yet been established for complex defect reconstruction**.

This study aimed to perfuse a flap with venous blood through the artery similar to arterialized venous
flaps®*1°-2! and explore flap survival with soft conditioning. In this study, the efferent vein was retrogradely pre-
arterialized, and the flap was preconditioned with an ischemic delay procedure®!***? to ensure sufficient blood
circulation of the tissue graft with venous blood after tissue transplantation.
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Institute of Oncology and Leeds Dental Institute, Leeds Teaching Hospitals, Leeds, UK. “email: heiliger.ch@
gmail.com

Scientific Reports | (2023) 13:1029 | https://doi.org/10.1038/s41598-023-28054-9 nature portfolio


http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1038/s41598-023-28054-9&domain=pdf

www.nature.com/scientificreports/

Materials and methods

A total of 51 male Wistar rats (280-320 g; Fa. Charles River; Kifllegg, Germany) were used in this study. All proce-
dures were conducted in strict accordance with the recommendations and guidance for the care and use of labo-
ratory animals of the National Institutes of Health, which received full approval by the local Ethical Committee
on Animal Experimentation (Regierung von Oberbayern, AZ55.2-1-54-2532-129-10) by Technical University.

The study was carried out in compliance with the ARRIVE guideline.

Food and water were provided ad libitum. All surgical procedures were performed aseptically under intrave-
nous general anesthesia composed of ketamine 100 mg/kg (Narketan', Fa. Vétoquinol GmbH, Ravensburg, Ger-
many) and xylazine 5 mg/kg (Rompun’, Fa. Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Germany) as described elsewhere?.
Every effort was made to minimize animal suffering.

Surgical technique. The epigastric flap was raised as a pedicled flap based on the epigastric pedicle from
the deep inferior vascular system with a standardized dimension of 4x7 cm, as comprehensively described
elsewhere?”?. Surgery was performed with a microscope-type OPMI  Pentero” equipped with an integrated
near-infrared videoangiography detection system and FLOW 800 tool (INFRARED 800, Carl Zeiss Meditec AG,
Oberkochen, Germany) to subsequently analyze the fluorescence behavior over time and direction of blood flow
after the anastomoses.

Catheterization of the femoral vein.  After the preparation of the right femoral vessels, the femoral vein
was catheterized by longitudinal venotomy distal to the inguinal ligament. The catheter was secured by tempo-
rary vessel clips distally to the venotomy. Owing to repeated catheterizations, the vessel clips were removed, and
the venotomy was closed with interrupted sutures after each operation.

Veno-arterial anastomosis.  Access to the epigastric vessels was obtained via a 3-4 cm long left inguinal
incision. After preparation and isolation of the femoral vessels, the side branches were ligated, and the epigastric
vessels were dissected 1-2 cm distal to the femoral root. In preparation for anastomosis, the femoral vein and
artery were ligated distal to the epigastric vein and proximal to the epigastric artery, respectively. The epigastric
artery, along with a short segment of the distal femoral artery, was anastomosed end-to-end with the distal por-
tion of the femoral vein. The continuity of the femoral artery was reestablished by anastomosing the proximal
and distal portions of the femoral artery (Figs. 1 and 2).

Experimental groups. All rats were randomized by a computer-generated list and subdivided into four
groups (n=11 each), comprising three experimental groups (I-III) and one control group (IV). Following a
strict protocol, a different technique was performed for each group (Table 1). Group I included rats with a
veno-arterial anastomosis without preconditioning: the epigastric flap was raised, and a purely venous perfusion
system was constructed. On the same day, the flap was sutured back into the epigastric defect (Fig. 1).

A. epigastrica A. epigastrica

A. femoralis A. femoral

V. femoralis V. femoral

; ﬁ \
‘k{// venoarterial anastomosis
Y

/1

Figure 1. Schematic illustration of the experimental model. The femoral vein was ligated distal to the epigastric
vein and the femoral artery proximal to the epigastric artery. The epigastric artery together with a distal part of
the femoral artery was anastomosed with the distal femoral vein. An anastomosis of the proximal and distal part
of the femoral artery was also performed.

Scientific Reports |

(2023) 13:1029 | https://doi.org/10.1038/s41598-023-28054-9 nature portfolio



www.nature.com/scientificreports/

Figure 2. Clinical situation of the surgical procedure. (A) Femoral artery and vein with the epigastric
branches. (B) Dissected epigastric vessels with its femoral origin and re-anastomosed femoral artery. (C) The
re-perfused femoral artery, ligated branch of the proximal femoral vein, and first stitch in the distal femoral
vein. (D) Anastomosis between the distal femoral vein and the epigastric artery. The distal femoral vein shows
an arterial red color that can be explained by the retrograde arterial inflow from the mammarian artery. (E)
Raised flap that is now perfused only by the epigastric vessels. (F) Flap sutured back into the wound bed in
group III (+ 14 d). The flap appears slightly livid compared with the surrounding tissue. AF—arteria femoralis;
AE—arteria epigastrica; EP—epigastric pedicle; VF—vena femoralis; VE—vena epigastrica; VAA—veno-arterial
anastomosis.

In group II, a veno-arterial anastomosis was constructed, but the flap was raised and set back into the epigas-
tric defect 7 days later to realize preconditioning. In group III, a similar venous-only perfusion was constructed,
but the flap was raised and set back after an interval of 14 days for a longer preconditioning period.

In the control group (IV), a standard arterial epigastric flap (based on the epigastric pedicle) was raised, the
epigastric artery with its femoral origin was cut and re-anastomosed, and the flap was directly sutured back into
the epigastric defect.

All flaps were assessed 7 days after the flap was raised (Table 1).

Indocyanine green (ICG) videoangiography. In addition to observing flap color, capillary refill, blood
loss, and palpation of the anastomosis, ICG videoangiography was performed to describe fluorescence behavior
and blood flow direction in the flaps and critically assess the patency of the microvascular anastomoses. Accord-
ingly, we injected ICG (ICG-PULSION, Pulsion Medical Systems AG; Munich, Germany) intravenously and
used the integrated fluorescence imaging device of the microscope (OPMI Pentero’, Carl Zeiss AG; Oberkochen,
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Group # Day 0 Day 7 Day 14 Day 21

Veno-arterial anastomosis | Euthanasia and flap
1(+0d) <

and flap raising assessment
I(+7d) Veno-arterial anastomosis | Flap raising E}lth\anasm and flap

assessment
I (+14 d) Veno-arterial anastomosis Flap raising iuet:tanasm and flap assess-
IV—controlgroup (+0 d) grtengl'anastomosm and | Euthanasia and flap
ap raising assessment

Table 1. Experimental protocol for the different groups (n =11 rats each group). Groups I-III included

rats with a veno-arterial anastomosis. Group I included rats with a veno-arterial anastomosis without
preconditioning: the epigastric flap was raised, and a purely venous perfusion system was constructed. On the
same day, the flap was sutured back into the epigastric defect (Fig. 1). In group II, a veno-arterial anastomosis
was constructed, but the flap was raised and set back into the epigastric defect 7 days later for preconditioning.
In group III, a similar venous-only perfusion was constructed, but the flap was raised and set back after an
interval of 14 days for a longer preconditioning period. In the control group (IV), a standard arterial epigastric
flap (based on the epigastric pedicle) was raised, the epigastric artery with its femoral origin was cut and
re-anastomosed, and the flap was directly sutured back into the epigastric defect. All flaps were assessed 7 days
after flap raising.

Germany). The imaging device was centered perpendicularly over the surgical field with a standardized distance
of 30 cm. To assess the anastomosis and the flap, ICG videoangiography was performed for each experiment
after each surgical step (veno-arterial anastomosis, flap raising, and flap assessment). First, an angiography of
the flap, followed by another angiography of the anastomosis, was performed. The ICG (0.3 mg/kg body weight,
25 mg dissolved in 5 mL of sterile water) was injected intravenously as a bolus into the central venous catheter.
The fluorescence signal was visualized on the video screen in real time (25 images/second) and recorded imme-
diately after dye injection for 80 s, as described previously?. The mean ICG intensity of the flap was analyzed, as
described previously?.

Morphometric angiographic analysis of the vascular network was performed using a method described by
Takeshita et al.*'. A composite of 5 mm? grids was placed over the flap area. The total number of grid intersec-
tions and intersections crossed by an ICG-stained vessel were counted individually by an observer blinded to the
treatment regimen. An ICG vessel score was calculated for each ICG angiography;, as the ratio of grid intersections
crossed by vessels divided by the total number of grid intersections in the flap?’. Furthermore, the time from
injection to the first ICG signal in the flap was recorded.

Planimetric measurement of necrotic areas. Seven days after flap raising and setting it back, all rats
were put under anesthesia, and flap healing was documented using a digital SLR camera (Nikon Coolpix 8700,
Nikon Corp., Chiyoda, Tokyo, Japan) mounted perpendicular to the flap with a tripod. Vital and necrotic areas
in the images were analyzed. Thus, the total flap area and necrotic areas were manually circumscribed using a
graphic tablet, and the cross-sectional area was calculated using NIH Image Software (Image J 1.41; National
Institutes of Health; Bethesda, MD, USA)*.

Statistics. All observations were independently evaluated by two investigators blinded to the experimental
groups. For basic statistical analysis, Prism 7 for Mac OS X Version 7.0a (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA,
USA) was used. The IBM SPSS Statistics for Windows version 22 (IBM Corp., Armonk, NY, USA) was used
for the multivariate analysis. The necrosis rate and mean ICG intensity of the flap were assessed using ordinary
one-way analysis of variance (ANOVA) to determine significant between-group differences. Mean values and
standard deviation (SD) were used to describe the flooding speed of the ICG signal in the flap. The time from
ICG injection to its detection in the flap and vascular network was assessed using ordinary one-way ANOVA
to determine significant between-group differences. Tukey’s multiple comparison testing was used to account
for the problem of multiple testing. Differences were considered statistically significant for a two-sided p value
0f<0.05. All data are presented as mean + SD.

Results

A total of 51 rats underwent surgery. Seven rats could not be included because of autodigestion or adverse events
of anesthesia. The corresponding experimental series was conducted with 11 animals per group. In total, 44 rats
survived the postoperative period and tolerated the anesthesia and operative procedures. In the postoperative
monitoring of the flaps, a more livid color of the venously perfused epigastric flaps was observed in groups II
and III, especially in comparison with the normal color of the non-transplanted skin (Fig. 2F). Flap edema was
not observed in groups II and III.

Flap survival. In the comparison of the different groups, obvious and significant differences were found in
the resulting necrosis rates (Fig. 3). The control group had a vitality rate of 89.3% + 6.51%, group I had 0%, group
IT had 49.97% +24.34%, and group III had 64.95% +20.36%. A significant difference was found between the
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Figure 3. Flap survival. The mean survival rate in the control group was 89.3% + 6.51%, total flap necrosis
was found in group I, the mean survival rate in group II was 49.97% +24.34%, and that in group III was
64.95% £20.36%. In all groups, a necrosis pattern developed from mediocranial to laterocaudal, which
corresponds with the findings of the perfusion pattern in ICG videoangiography (Fig. 4I).

control group and groups I (p<0.01), II (p <0.01), and III (p <0.01) and between groups I and II (p <0.01). Sig-
nificant differences were also found between groups I and III (p <0.01) and between groups IT and III (p=0.034).

ICG videoangiography. In all rats with veno-arterial anastomosis, ICG videoangiography revealed a
reversed blood flow after the anastomosis, with blood supply derived from the internal mammary artery. In
detail, the newly established blood flow ran anterogradely from the internal mammary artery to the anastomosis
in the groin region and subsequently arterialized the distal femoral vein, and this resulted in vein dilation. Flap
raising and corresponding transection of all perforators from the internal mammary and lateral thoracic artery
resulted in a pure venous supply of the epigastric flap because the retrograde arterial perfusion of the femoral
vein could no longer be ascertained (Fig. 4G). In groups II and III (7-/14-day interval), a slight ICG fluorescence
intensity distal to the anastomosis was registered, whereas in group I (raising and setting back immediately after
the anastomosis), fluorescence intensity could barely be detected (Fig. 4D/E/F). The ICG videoangiography of
the flap perfusion immediately after flap harvesting showed a much stronger fluorescence intensity in groups II
and III than in group I, where no recognizable ICG fluorescence was determined (Fig. 4A/B/C). The ICG fluo-
rescence spread from laterocaudal to mediocranial, whereby the craniomedial parts were less perfused.

Groups II and IIT showed a more pronounced ICG perfusion of the flaps at the end of the experiment com-
pared with flap perfusion immediately after flap raising (Fig. 4B/I). In the examination of the vessels, the perfu-
sion of the venous anastomosis improved compared with the state just after flap raising (Fig. 4E/F/H).

After the experiment, the venous perfusion through the anastomosis in groups II and III 7 days after flap
raising clearly increased compared with that directly after raising, and no retrograde perfusion was found
(Fig. 4E/H/G). The ICG fluorescence still spread from laterocaudal to mediocranial, whereby the craniomedial
parts were also still less perfused and showed corresponding areas of necrosis. However, this observation could
not be analyzed statistically because no corresponding objective parameters were chosen for this purpose.

Regarding the mean intensity analysis in group I, no flap perfusion was detected as all cases had complete
necroses clinically. A significant difference was detected in the mean intensity immediately after flap raising
(p<0.01), but not after the reevaluation of the epigastric flaps after 7 days between groups II and III (156.45 AU
vs. 173.65 AU; p=0.089). However, in the final angiography, the ICG signal in the flap was detected faster in
group III than in group II (8.33 £ 1.21 s vs. 15.50 + 3.45 s; p <0.01). In addition, the vascular network, described
as the ratio of grid intersections crossed by vessels divided by the total number of grid intersections in the flap,
in group III was generally more precisely visible than the level in group II (0.50 AU +0.08 versus 0.32 AU £ 0.05;
p<0.01) (Fig. 4).

Discussion

Venous flaps differ from conventional microvascular free flaps (nutrition via an arterial inflow). Normally, venous
flaps are perfused completely by the venous system, including a venous inflow and outflow. In the present model,
the inflow was maintained, but the arterial side of the vessels was replaced by the inflow of venous blood. In this
rat model, oversized flaps were raised to evaluate the differences between each experimental group. The timing
of vascular conditioning is an important step in the overall survival of these flaps. Additionally, the duration of
flap conditioning appears to be a crucial factor for flap survival. Fluorescence angiography immediately after flap
raising showed significantly better ICG intensities in group III than in group II. Although there was no higher
ICG intensity between-group II and III at the end of the trial, clinically, significantly better flap survival with
longer conditioning was observed group III than in group II. The flow-in time of ICG in the flap was faster in
group III than in group II, as well as a higher density of the capillary network, which also appears to be a positive
effect of longer conditioning.
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Figure 4. Results of ICG videoangiography. Decreased perfusion after flap raising (B, venous phase at 60 s)
compared with flap perfusion before the raising [(A) arterial phase at 15 s)] in groups II and III. Note the
perfusion pattern after flap raising (B); no ICG fluorescence in the flap immediately after flap raising in group I
[(C), venous phase at 75 s]; venous flow-through the anastomosis in group I was not seen [(F) venous phase at
65 s]; venous perfusion through the anastomosis in groups II and III 7 days after flap raising [(H) venous phase
at 40 s] clearly increased compared with that directly after raising [(E) venous phase at 57 s]; no retrograde
perfusion at the end of the experiment [(G) arterial phase at 15 s] compared with retrograde arterialized
femoral vein through mammarian artery directly after microanastomosis [(D) arterial phase at 17 s]; increased
ICG fluorescence at the end of the experiment [(I), venous phase at 45 s] compared with the perfusion pattern
directly after flap raising [(B) venous phase at 60 s] in groups II and III. AF—arteria femoralis; AE—arteria
epigastrica; VF—vena femoralis; VE—vena epigastrica; VAA—veno-arterial anastomosis.

The effect can be postulated due to an initially better perfusion of the flaps, and a longer conditioning is
reasonable. In this study, soft tissue flaps with pure venous blood supply can be sufficiently perfused. Previously,
venous tissue flaps were mainly applied in finger or toe reconstruction’?*?!. These defects are usually relatively
small, and venous flaps are selected for the reconstruction of functionally important regions in which split-skin
or whole-skin grafts could cause too much scarring and severely impair functional outcomes”?*?'. Some authors
refer to venous flaps as “venous skin grafts™! because the epithelial part of the flap mostly undergoes necrosis.
In our experiment, we could not confirm this observation because the epithelium was not necrotic in the well
perfused area (Figs. 3 and 4). Yoshimura et al.’! anastomosed distal veins of the flap with arteries to increase the
oxygenation within the flap, which was successful in 12 of 13 cases; however, all flaps had partial necroses. Thatte
et al. described purely venous perfused flaps, which led to survival rates of 0-30%>?, whereas arterialized venous
flaps showed survival rates of approximately 75%, comparable to group III in this study®>**. Although arterialized
venous flaps have shown the best outcomes to date, the present technique showed similar results, containing a
new aspect in the use of venous tissue grafts when no arterial connection is present. This effect could represent
a new possibility for the use of venous soft tissue flaps. The conditioning of the vascular system and flap could
be performed in a short preparatory surgery before the actual reconstruction. This advantageous condition-
ing step could take place in the first operative step because many clinics perform a secondary reconstruction
(two-staged approach) after appropriate tumor ablation, when the histological examination of a resected tumor
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is performed®>*®. The qualitative results of intraoperative ICG videoangiography in the present study showed
that the immediate transposition of the flap’s vascular supply into a venous system without preconditioning
did not lead to sufficient flap perfusion. Generally, adequate flap perfusion and continuous blood flow-through
the anastomoses were observed in the fluorescence angiographic examination in the two-staged procedures
of groups IT and III. Further, increased vascularization in both preconditioned flap groups was seen in ICG
videoangiography, represented by a higher density of the vascular network. Considering the clinical results as
indicated by the survival rates, the circulation within the flap was assumed to adapt to the blood pressure of the
venous system on the arterial side of the flap. Interestingly, no outflow problems occurred, which may be caused
by the lower venous inflow and may serve as a starting point for further investigations. Moreover, the vascular
network was angiographically well perfused after establishing blood flow over 14 days (group III) compared with
the vascularization after 7 days (group II) and immediately after the creation of the veno-arterial anastomosis
(group I). The present mechanism is suggestive of “hemodynamic remodeling” because of the perfusion change
and adaptation over time. In contrast to arterialized venous flaps such as those described in the literature, this
remodeling type turns the high-pressure arterial perfusion into a low-pressure one, which appears to be more
physiological. The new veno-arterial blood flow is constant and unidirectional physiologically”’. These effects
show the physiological remodeling of the arterial vasculature adopted to the venous constant and low-oxygenated
blood flow?. Similar to other attempts®'****4, this study showed that there is much potential in the conditioning
of transplants, although the physiological basis is still not understood comprehensively. Whether the ischemic
conditioning of the transplant or the arterial retrograde vascular conditioning is responsible for the survival
rate should be investigated.

Furthermore, whether retrograde perfusion in the sense of a veno-venous flap with appropriate conditioning
leads to equal, better, or worse flap survival should be explored. Thus, whether nutrient and oxygen supply are
secondary in doubt and the vascular system and corresponding hemodynamic remodeling are not primarily
decisive for flap survival could be further evaluated. The extent to which this experimental form of free flaps
could represent a real alternative in clinical use must be investigated in follow-up experiments, especially since
venous connecting vessels are often lacking in critical conditions.

Conclusion

In our rat epigastric flap model, free flaps with pure venous blood supply can be sufficiently perfused. The tim-
ing of vascular conditioning proved to be an important step in the overall survival of these flaps. Additionally,
the duration of flap conditioning appears to be a crucial factor for flap survival. Whether ischemic conditioning
of the transplant or arterial retrograde vascular conditioning is responsible for the survival rate remains to be
investigated.

Data availability
The data that support the findings of this study are available from the corresponding author upon reasonable
request.
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5. Zusammenfassung der Veroffentlichungen

Intraarterial indocyanine green (ICG) fluorescence augmentation by marking
embryonal resection areas in colorectal surgery: a feasibility study in a porcine model33

Ziel: In dieser Pilotstudie am Schwein wurde untersucht, ob es moglich ist, die embryonalen
Resektionsschichten bei der totalen mesorektalen Exzision von Rektumkarzinomen mit Hilfe
einer intraarteriellen Indocyaningriin-Farbung sichtbar zu machen.

Material und Methoden: Es wurde ICG in die AMI von vier Schweinen injiziert, um zu sehen, ob
der Wasserscheidebereich der arteriellen Versorgungszone durch Fluoreszenzbildgebung
ausreichend sichtbar gemacht werden kann, um den richtigen Dissektionsbereich entlang der
Fascia parietalis vor und wahrend der Resektion zu markieren.

Ergebnisse: Wir beobachteten ein Fluoreszenzsignal in allen versorgten Bereichen der AMI,
aber nicht in anderen Teilen der Bauchhohle oder anderen Organen. Aullerdem zeigte das
Mesorektum eine scharfe Grenze zwischen gefarbtem und nicht gefarbtem Gewebe.
Schlussfolgerung: In dieser Studie zeigen wir, dass die Resektionsgrenzen vor der Resektion
anhand der ICG-Perfusion bestimmt werden kénnen. AulRerdem konnten wir zeigen, dass
intraoperativ eine ausschlieBliche Farbung des Rektums mit Mesorektum moglich ist. Die
Visualisierung der Resektionsgrenzen auf Basis der ICG-Perfusion vor der Festlegung des ersten
Schnittes konnte ein neuer Ansatz in der onkologischen Chirurgie sein.

Studentischer Beitrag: Idee, Planung und Durchfihrung der Experimente. Verfassen der

Publikation.
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Conditioning of microvascular venous flaps in ratsi¢

Hintergrund: Rein venose Perfusionslappen werden aufgrund der hohen Ausfallrate nicht
haufig verwendet. Die Gewebekonditionierung bietet ein breites Spektrum an Techniken, die
pra-, peri- oder postoperativ angewendet werden kdnnen, um die Anpassung des betroffenen
Gewebes an nachfolgende Belastungen zu fordern. Ziel dieser Studie war es, die
Uberlebensraten im Zusammenhang mit einem rein vendsen Perfusionslappen zu bewerten
und zu untersuchen, ob der Zeitpunkt der GefiRkonditionierung das Uberleben des freien
Lappens beeinflussen kann.

Material und Methoden: Vierundvierzig Ratten wurden in den Versuch einbezogen. In Gruppe
| wurden venos-arterielle Anastomosen mit epigastrischen Transplantaten mit rein venoser
Perfusion ohne Gewebekonditionierung durchgefthrt. Die Gruppen Il und lll wurden 7 bzw. 14
Tage lang mit einer ischdmischen Konditionierung vorbehandelt. Diese Gruppen wurden mit
einer Kontrollgruppe (Gruppe 1V) aus konventionell perfundierten Lappen verglichen. Nach der
ersten Operation wurden alle Lappen klinisch, photometrisch und mittels Indocyaningriin-
Videoangiographie untersucht.

Ergebnisse: Die Erfolgsraten der Lappen waren 0% in Gruppe |, 49,97% + 24,34% in Gruppe I
und 64,95% + 20,36% in Gruppe Ill. Die Kontrollgruppe wies eine Gesamtiberlebensrate von
89,3 % £ 6,51 % auf.

Schlussfolgerung: Bei geeigneter Konditionierung kann die rein vendse Blutversorgung eine
angemessene Perfusion im epigastrischen Lappenmodell der Ratte gewahrleisten. Der
Zeitpunkt der GefaRkonditionierung scheint fiir das Uberleben des Lappens entscheidend zu
sein.

Beitrag der Studenten: Idee, Planung und Durchfiihrung der Experimente. Verfassen der

Publikation.
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