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1. Einleitung

In der vorliegenden Doktorarbeit wird ein neues, selbstindig erdachtes und technisch um-
gesetztes Konzept der Echtzeitdarstellung von Gerinnungsereignissen und deren Auswir-
kungen auf den Blutfluss im Membranoxygenatormodell basierend auf Laserfluoreszenz
vorgestellt, ferner werden die Auswertungsmoglichkeiten sowie prospektive Entwick-
lungsvorschlidge prasentiert. Die Relevanz dieser Forschungsarbeit ergibt sich aus der
Tatsache, dass es bis heute keine Echtzeitbildgebung fiir dieses Verfahren bei laufender
Anwendung gibt, und dass die Komplikation der Oxygenatorthrombose bis heute, trotz
aller technischen Fortschritte, eine gefiirchtete und potenziell letale Komplikation dar-

stellt.

1.1. Extrakorporale Membranoxygenierung

Extrakorporale Membranoxygenatoren dienen als passagerer Ersatz der Lungenfunktion
und ermdglichen eine Aufséttigung des Blutes mit Sauerstoff sowie eine parallel dazu
stattfindende Elimination von Kohlenstoffdioxid entlang eines Konzentrationsgefilles
der Gaspartialdriicke iiber semipermeable, mit Blut umspiilte und von Gas durchflossene
Hohlfasersysteme. Zusdtzlich kann je nach Spezifikation des Verfahrens auch die
Pumpfunktion des Herzens tibernommen werden. Einsatzgebiete von extrakorporaler
Membranoxygenierung sind neben Herz-Lungen-Maschinen bei kardiochirurgischen
Eingriffen auch Patienten mit potenziell reversiblen Herz- und Lungenstérungen im in-

tensivmedizinischen Setting (Hoffmann, 2009).

1.1.1. Entwicklungsgeschichte und Bewertung des Verfahrens in der

heutigen Zeit

Eine wichtige Grundlage dieses Konzeptes wurde 1944 von Kolff und Berk gelegt, als

diese bei Experimenten mit kiinstlichen Nieren feststellten, dass Blut durch



semipermeable Membranen oxygeniert werden kann (Kolff et al., 1997). Einen Meilen-
stein auf diesem Gebiet erreichte Gibbon 1953 mit der ersten Applikation einer Herz-
Lungen-Maschine bei einer offenen Herzoperation. Hierbei erfolgte die Oxygenierung
noch iiber ein feines Gitternetz aus rostfreiem Stahl, das mit Gas umspiilt wurde (Gibbon,
1954). Diese Art der Oxygenierung wird auch als Filmoxygenator bezeichnet. Das Ver-
fahren der Oxygenierung wurde in den folgenden Jahren zunehmend weiterentwickelt.
Rashkind et al. benutzten flir diesen Zweck 1965 erstmals erfolgreich einen Blasenoxyge-
nator zur Unterstiitzung der Lungenfunktion bei einem Patienten (Rashkind, Freeman,
Klein, & Toft, 1965). Bei dieser Methode wurde das Blut iiber kleine Gasbldschen oxyge-
niert und auf demselben Wege wurde gleichzeitig Kohlenstoffdioxid entzogen. Bei bei-
den Verfahren lieB sich allerdings, mangels strikter Trennung von Blut und Gas, die an-
gestrebte Sauerstoffsittigung nur schwer steuern. Diese Problematik wurde mit der Ent-
wicklung von Membranoxygenatoren behoben, deren Grundstein durch Kloff und Berk
gelegt worden war. Diese wurden bereits 1969 von Dorsen et al. bei der Bypass-Operation
von Neugeborenen verwendet (Dorson et al., 1969). 1970 wurden sie bereits erfolgreich
fiir Operationen von angeborenen Herzfehlern bei Sduglingen verwendet (Baffes,
Fridman, Bicoff, & Whitehill, 1970). In den folgenden Jahren verbreitete sich diese Ver-
fahrensarten immer weiter, bis 1972 sogar die erste erfolgreiche Langzeitanwendung ei-
ner extrakorporalen Membranoxygenierung durchgefiihrt wurde (Hill et al., 1972). Die
Weiterentwicklung des Verfahrens erlitt aber im Laufe der Jahre auch Riickschlige, bei-
spielsweise durch das unerwartete Durchtreten von Blutplasma in die Hohlfasern der
Oxygenatoren (Montoya, Shanley, Merz, & Bartlett, 1992; Mottaghy et al., 1989; Tamari,
Tortolani, & Lee-Sensiba, 1991) oder durch die 1994 veroffentlichte randomisierte klini-
sche Studie von Morris et al., in der kein Vorteil der Membranoxygenierung gegeniiber
einer konventionellen Beatmung gezeigt werden konnte (Morris et al., 1994). Im Jahr
2009 konnte schlielich in der multizentrischen, randomisierten CESAR-Studie eine sig-
nifikante Uberlegenheit der extrakorporalen Membranoxygenierung gegeniiber konven-
tioneller Beatmungstherapie gezeigt werden (Peek et al., 2009), was zu einem starken
Anstieg der Anwendung des Verfahrens fiihrte (ELSO, January 2017). Dieser Vorteil
konnte jedoch in der neueren EOLIA-Studie nicht bestitigt werden (Combes et al., 2018),
die aber dennoch zeigte, dass das Verfahren im Vergleich mit der konventionellen Beat-

mungstherapie nicht mit einer erhdhten Mortalitét behaftet ist (Sameed, Meng, &



Marciniak, 2019). Aktuell ist die Technik der extrakorporalen Membranoxygenierung
durch die weltweite Pandemie mit dem Coronavirus SARS-CoV-2 relevanter denn je, da
diese bei schwersten Verldufen die einzig erfolgversprechende Behandlungsoption bei
schwersten Lungenschiden darstellt, wenn konventionelle Methoden der Beatmung ver-

sagen (China, 2020).

1.1.2. Aufbau, Arten und Funktionsweisen von extrakorporalen

Membranoxygenatoren

Die heute verwendeten Systeme zur extrakorporalen Membranoxygenierung bestehen
aus einer Reihe von Komponenten, bei denen der Membranoxygenator selbst die zentrale
darstellt. Dieser besteht aus einem von Blut umspiilten Hohlfasersystem, das von einem
Spiilgas durchflossen wird und einem synthetischen Gehéduse. Die Hohlfasern bestehen
meist aus Polymethylpenten, einem plasmadichten Polymer, iiber das eine Gasdiffusion
moglich ist (Henseler, 2000). Der Oxygenator ist in ein extrakorporales Kreislaufsystem
mit einer Pumpe und einem Wérmetauscher integriert. Die Pumpe erzeugt den Blutfluss,
der Warmetauscher die gewliinschte Blut- und Patiententemperatur. Daneben gibt es je-
weils einen zu- und abfiihrenden Schenkel fiir das Patientenblut in das System (Hoffmann,
2009). Diese Schenkel konnen je nach Indikation des Verfahrens beim Patienten veno-
vends (vv) oder veno-arteriell (va) angelegt werden. Die vv-ECMO findet vor allem bei
hdmodynamisch stabilen Patienten Anwendung. Eine va-ECMO kann hingegen auch bei
himodynamisch instabilen Patienten angewandt werden, da hierbei sowohl die Lungen-
als auch die Herzfunktion unterstiitzt oder passager ersetzt werden kann. Die Orte der
vendsen oder arteriellen Kaniilierung konnen dabei vielfiltig in Abhéngigkeit vom Pati-
entenzustand oder von der Art der Operation gewéhlt werden und erfolgen in der Regel
mittels Seldinger-Technik (Makdisi & Wang, 2015), bei kardiochirurgischen Eingriffen
hingegen meist am offenen Thorax und hédufig direkt am Herz. Die Oxygenierungsleis-
tung einer ECMO ist abhédngig vom gewéhlten Blutdurchfluss, dem Sauerstoffgehalt und
der Flussmenge des Spiilgases durch den Membranoxygenator sowie von der Himoglob-
inkonzentration und -séttigung des Patientenblutes. Bei veno-vendser Kantilierung ist

diese zusétzlich auch von der Herzleistung des Patienten abhiangig, da bei diesem Ansatz



das Herz mit dem Oxygenator in Reihe geschaltet ist und nicht iiberbriickt wird
(Gattinoni, Carlesso, & Langer, 2011). Bei der Anwendung von veno-vendsen Systemen
kommt es allerdings zu einer weniger effizienten Oxygenierung des Blutes, weil das Blut
bei diesen noch durch den in Serie geschalteten Lungenkreislauf flieBen muss. Der er-
hohte Sauerstoffanteil im Blut flihrt zu einem gesteigerten Shuntvolumen durch die Lun-
genstrombahn, was die native Oxygenierung reduziert. Das stellt aber bei ausreichendem
Blutfluss durch den Oxygenator keinen limitierenden Faktor fiir das Verfahren dar. Bei
veno-arterieller Kaniilierung wird das oxygenierte Blut hingegen direkt in das arterielle
System eingebracht, wodurch eine effizientere systemische Oxygenierung gewahrleistet
ist (Lamy et al., 1975). Fiir die Elimination von Kohlenstoffdioxid (CO.) aus dem Blut
iiber den Oxygenator ist vor allem der Gasfluss durch das Gerit entscheidend und weniger
das durch den Oxygenator flieBende Blutvolumen, da auch schon bei geringen Blutfluss-
raten und ausreichendem Spiilgasdurchfluss eine ausreichende CO»-Elimination moglich

ist (Gattinoni et al., 2011).

1.1.3. Probleme bei der Anwendung und Gerinnungsmanagement

Trotz groBer wissenschaftlicher Fortschritte seit der ersten Anwendung des Verfahrens
gibt es jedoch bei der ECMO héufig Komplikationen, die mit einer signifikanten Morta-
litit einhergehen konnen. Diese konnen sowohl durch die zugrunde liegende Pathologie,
die zur ECMO-Verwendung gefiihrt hat, als auch durch die ECMO selbst bedingt sein
(Makdisi & Wang, 2015). Die Komplikationen reichen von mechanischen Stérungen wie
dem Versagen der Oxygenatorenpumpe, des Warmetauschers oder der Membranoxyge-
natoren selbst bis hin zu patientenassoziierten Problemen wie massiven Himorrhagien
vielfdltiger Natur oder thrombotischen Ereignissen (ELSO, January 2017). Auch wenn
die Ursachen hierfiir vielfaltig sind, lassen sich sehr viele auf eine erheblich gestorte Ha-
mostase zurlickfithren. Die gestorte Balance kann sowohl in Richtung Koagulation als
auch in Richtung Hamorrhagie verschoben sein. Die Anwendung der ECMO ist eine
Gratwanderung zwischen beiden Extremen und erfordert daher eine sorgfaltige Einstel-
lung der Gerinnung. Ist die Blutgerinnung des Patienten zu stark gehemmt, kann es zu

massiven Blutungen im Bereich der Kaniilen oder in variablen Lokalisationen im



Patienten kommen. Findet dagegen keine ausreichende Antikoagulation statt, kann es zur
Ablagerung von Thromben im System oder im schlimmsten Fall auch zu Embolien durch
von dort losgelosten Thromben kommen (ELSO, January 2017; Green, Payne, &
Steinhorn, 1990, Oliver, 2009). Beide Faktoren sind zum einen auf die kiinstliche Ober-
fliche der ECMO zuriickzufiihren, die sowohl die Gerinnung als auch das Immunsystem
des Patienten aktiviert, und die hierdurch notwenige Antikoagulation, die wiederum Blu-
tungsereignisse begiinstigt. Zusitzlich kommt es zu einer nicht unerheblichen mechani-
schen Traumatisierung des Blutes durch die einwirkenden Kréfte beim Durchfluss durch
das Gerit, was wiederum die ohnehin gestorte Himostase zusitzlich belastet (Despotis,
Avidan, & Hogue, 2001, Hoffmann, 2009). Die Antikoagulation des Patienten wahrend
der Anwendung muss daher unter sehr sorgféltiger Kontrolle der Gerinnungsparameter
stattfinden und ist immer eine Balance zwischen Blutung und zu starker Gerinnung. Im
kardiochirurgischen Bereich wird das Verfahren wihrend einer Vielzahl von Eingriffen
wie Bypass- oder Klappenoperationen genutzt. Die Anwendung kann aber auch tiber den
Zeittraum der eigentlichen Operation hinaus notwendig sein, falls keine direkte Entwoh-
nung von der Herz-Lungen-Maschine nach dem Eingriff moglich ist (Laf¢, Budak, Yener,
& Cicek, 2014). Eine Indikation fiir lingere Anwendungen in diesem Bereich stellt der
potenziell refraktire kardiogene Schock dar. Eine ECMO iiberbriickt den Zeitraum, in-
nerhalb dessen die zugrunde liegende Ursache behoben werden kann oder alternative
Therapieziele wie Herzunterstiitzungssysteme oder Herztransplantationen durchgefiihrt
werden konnen (Martinez & Vuylsteke, 2011). Eine weitere Indikation fiir Langzeitan-
wendungen ist die Behandlung des potentiell reversiblen Lungenversagens (Sidebotham
et al., 2009). Damit stellt es auch eine bedeutende Therapieoption bei SARS-CoV-2 In-
fektionen dar (China, 2020). Gerade bei der Langzeitanwendung jedoch scheint die Kon-
trollierbarkeit dieser Faktoren immer schwieriger zu werden; in einer Autopsiestudie
konnte ein fast linearer Anstieg von systemischen Thrombosen mit zunehmender Zeit der
Anwendung gefunden werden (Rastan et al., 2006). Die Antikoagulation erfolgt liber-
wiegend mit unfraktioniertem Heparin (4nnich, 2015; O'Meara et al., 2015). Allerdings
sind bei entsprechenden Kontraindikationen oder Vorliegen einer Heparin-induzierten
Thrombozytopenie auch zum Beispiel der direkte Thrombininhibitor Bivalirudin zuge-
lassen (Nagle et al., 2013; Ranucci et al., 2011). Zur Uberwachung der Gerinnung gibt

es verschiedene Ansitze. Besonders im herzchirurgischen Setting wird gerne die ACT als



Parameter verwendet, die weder mit der verwendeten Heparinmenge noch mit der Stéirke
der Faktor-Xa Inhibition korreliert, sondern die Gerinnbarkeit des Blutes als Summe der
pro- und antikoagulatorischen Bestandteile des Blutes darstellt (Annich, 2015). Deutlich
spezifischer fiir Heparin sind Verfahren wie die Anti-Faktor-Xa-Aktivitdtsmessung oder
die aPPT, deren Nutzen in der Literatur jedoch unterschiedlich bewertet wird (Bembea et
al., 2013, Weitz, Hudoba, Massel, Maraganore, & Hirsh, 1990). Andere Verfahren wie
TEG oder ROTEM haben ebenfalls einen zunehmenden Stellenwert, da sie nicht nur die
Gerinnbarkeit des Blutes beurteilen, sondern zusétzliche Aussagen tliber die Funktionali-
tat der gesamten Gerinnungskaskade, die Thrombozytenfunktion, die Interaktion von
Thrombozyten mit Fibrin sowie die Fibrinolyse erlauben und damit einen deutlich ganz-

heitlicheren Ansatz zur Beurteilung darstellen (Annich, 2015; Giani et al., 2021).

1.2. Optische Bildgebung

Nichtinvasive Arten der Bildgebung haben eine weite Verbreitung in der Wissenschaft
gefunden. Eine wichtige Form ist die optische Bildgebung mittels Fluoreszenz, die in
thren vielfdltigen Anwendungen einen festen Bestandteil der biomedizinischen For-
schung darstellt. Durch diese ist eine differenzierte Darstellung von physiologischen und
pathologischen Prozessen moglich. Ein hierbei besonders wichtiger Fluoreszenzfarbstoff
ist das fiir den Menschen in der Klinik zugelassene Indocyaningriin (ICG) (Miiller,
Wunder, & Licha, 2013).

1.2.1. Fluoreszenzbildgebung

Bei der Fluoreszenzbildgebung wird die Eigenschaft eines Farbstoffes genutzt, Licht in
einer langeren Wellenldnge abzustrahlen als zur Anregung absorbiert wurde (Miiller et
al., 2013). Bei dem zugrunde liegenden physikalischem Phdnomen handelt es sich um die
Stokes-Verschiebung (Lakowicz, 2013). Fiir die Durchfiihrung einer solchen Bildgebung
werden im Wesentlichen ein Farbstoff, eine Anregungslichtquelle und eine fiir die fluo-

reszierende Wellenlidnge sensible Aufnahmeeinheit bendtigt. Damit es zu keiner Storung



der Bildgebung durch das Anregungslicht kommt, bietet es sich an, einen Bandpassfilter
zu verwenden, der verhindert, dass das Anregungslicht auf die Aufnahmeeinheit trifft.
Damit ist eine reine Darstellung der Fluoreszenz ohne Uberstrahlung durch die Anre-
gungsquelle moglich. Haufig handelt es sich bei den verwendeten Techniken um planare
Bildgebungen, bei denen sich Lichtquelle und Detektor auf derselben Seite des zu unter-
suchenden Objektes befinden, wodurch zweidimensionale Summationsbilder des zu un-

tersuchenden Objekts gewonnen werden konnen (Miiller et al., 2013).

1.2.2. Indocyaningriin

Indocyaningriin (ICG) ist ein 1956 von der Firma Kodak entwickelter Fluoreszenzfarb-
stoff, bei dem es sich chemisch gesehen um ein Tricarbocyanin handelt und der urspriing-
lich als Diagnostikum fiir die Kardiologie vorgesehen war (Fox, Brooker, Heseltine,
Essex, & Wood, 1957). Das Absorptionsmaximum des Farbstoffes variiert je nach Lo-
sungsmedium, im Blutplasma und Vollblut liegt es bei 805 nm und héngt partiell auch
von der verwendeten Farbstoffkonzentration ab. Das Fluoreszenzmaximum liegt fiir
Plasma bei 830 nm und fiir Vollblut bei 834 nm (Benson & Kues, 1978, Gathje, Steuer,
& Nicholes, 1970; Gentile et al., 1985, Landsman, Kwant, Mook, & Zijlstra, 1976;
Mordon, Devoisselle, Soulie-Begu, & Desmettre, 1998; Sutterer, Hardin, Benson,
Krovetz, & Schiebler, 1966). Nach der Applikation des gelosten Farbstoffes in Vollblut
verbleibt dieser fast vollstindig intravasal und wird iiberwiegend an Albumin und Glo-
buline wie Alpha;-Lipoprotein gebunden (Fox et al., 1957). Dadurch erfolgt eine homo-
gene Anfarbung des Blutes und nicht von spezifischen zelluliren Komponenten. Eine
Besonderheit des Farbstoffes ist seine rein hepatische Elimination ohne signifikante
renale oder systemische metabolisierende Komponenten (Caesar, Shaldon, Chiandussi,
Guevara, & Sherlock, 1961; Hollins, Noe, & Henderson, 1987, Wiegand, Ketterer, &
Rapaport, 1960). Die effektive biologische Halbwertszeit ist mit 2,4 Minuten (Ott, 1998)
als sehr kurz anzusehen, was auch bei einer wiederholten Anwendung eine Kumulierung
verhindert. ICG ist zudem nicht toxisch, gut vertriglich (Cherrick, Stein, Leevy, &
Davidson, 1960) und mit Nebenwirkungsraten von weniger als 1:10.000 als sehr sicher

anzusehen (DiagnosticGreen). Schwere Unvertraglichkeiten sind in der Literatur nur in



Einzelfillen beschrieben (Benya, Quintana, & Brundage, 1989). Im klinischen Alltag iib-
liche Dosierungen liegen zwischen 0,1-0,3 mg/kgKG (DiagnosticGreen), wobei jedoch
anzumerken ist, dass auch deutlich hohere Konzentrationen von bis zu 2 mg/kgKG in der
Literatur als gut vertrdglich genannt werden (Gentile et al., 1985; Meijer, Weert, &
Vermeer, 1988).

1.3. Problemstellung und Zielsetzung der Arbeit

Die Verwendung von extrakorporalen Kreislaufsystemen mit Membranoxygenatoren hat
seit Jahren stetig zugenommen und erreichte 2020 international insgesamt iiber 133731
Anwendungen (ELSO, July 2020). Eine leider hdufige und noch nicht vollstidndig in ihrer
Genese verstandene Komplikation stellt die Thrombose des Membranoxygenators dar
(Doyle & Hunt, 2018). So traten im Jahr 2017 bei 6,7-13,4 % aller Anwendungen bei
Erwachsenen Thromben im Oxygenator auf, wobei das Uberleben dieser Komplikation
zwischen 27-58 % lag (ELSO, January 2017). Eine solche Thrombose kann zum Versa-
gen des Membranoxygenators fithren und ist bei entsprechender Auspragung nur durch
einen Wechsel des Oxygenators behebbar. Bisherige Methoden, diese Thrombosen an-
hand von klinischen Parametern zu erkennen und damit an betroffenen Geréten voraus-
zusagen, sind bislang unzureichend, da sich entweder die vermuteten Thromben im spa-
teren ex-vivo CT-Abgleich nicht bestitigten lieBen (Panigada et al., 2015) oder solche
Ereignisse nur teilweise vorhergesagt werden konnten (Evans et al., 2017). Erhohte D-
Dimere und deutliche Druckanstiege im Kreislaufsystem liefern zwar wertvolle Hinweise
auf Thrombosen, zeigen diese jedoch hédufig zu spét an (Dornia et al., 2015; Wendel,
Philipp, Weber, Birnbaum, & Ziemer, 2001). Eine Methode, die Einblicke in die Oxyge-
natorenkammer am Patientenbett bei laufender Applikation des Gerites in Echtzeit er-
moglicht, um zuverldssige Aussagen zu den tatsdchlichen Verhéltnissen in der Kammer
treffen zu konnen, fehlt bisher. Eine solche kdnnte vor allem die klinische Entscheidungs-
findung eines moglichen Oxygenatorwechsels unterstiitzen. Bleibt eine Thrombose uner-
kannt, kann ein notfallmdBiger Kammerwechsel notwendig werden, wohingegen ein e-
lektiver, planbarer Wechsel Vorteile fiir Patienten und Behandler hétte. Relevant ist hier-

bei vor allem der Aspekt der Echtzeitanwendung am Patientenbett, da bisherige visuelle



Untersuchungsmethoden erst nach Ausbau des Oxygenators bei nicht laufender Applika-

tion moglich sind (Panigada et al., 2015).

Zur Losung dieser Fragestellung sollte zunéchst ein auf Laserfluoreszenz basierendes,
theoretisches Konzept der visuellen Darstellung der Flussverhéltnisse in der Kammer ent-
wickelt werden, anschliefend technisch umgesetzt und in kontinuierlichen Versuchsrei-
hen weiterentwickelt werden, bis eine zufriedenstellende Bildakquisition mdglich wire.
Die Methode sollte anschlielend in weiteren Versuchsreihen auf ihre Anwendbarkeit als
,»proof of principle* getestet und analysiert werden. Ziel war es, visuelle Echtzeiteinblicke
in die Kammer und die dort vorherrschenden Flussverhiltnisse zu bekommen, um Aus-
sagen iiber Funktionsstorungen treffen zu konnen. Als besondere, selbst auferlegte Limi-
tation sollten bei der Umsetzung nur fiir den Menschen zugelassene Materialien und

Stoffe verwendet werden, um eine spitere potenzielle Anwendbarkeit zu gewihrleisten.



2. Material und Methoden

Die Methode basiert auf der Laserfluoreszenz eines im Blut homogen verteilten Fluores-
zenzfarbstoffes. Der Farbstoff wird vor dem Membranoxygenator in den blutzufiihrenden
Schenkel als Bolus eingespritzt und verteilt sich im Blut. Das damit angefarbte Blut flief3t
dann durch den Membranoxygenator, wobei der Fluss durch eine Fluoreszenzaufnahme
innerhalb der Kammer nachvollzogen werden kann. Bei einer normal funktionierenden
Membranoxygenatorkammer kann Blut ungestort hindurchflieBen, was zu einer homoge-
nen Fluoreszenzdarstellung fiihrt. Liegen hingegen Flusshindernisse wie Thromben vor,
konnen diese als schlechter oder nicht perfundierte und somit weniger oder gar nicht flu-
oreszierende Areale auf den Aufnahmen abgegrenzt werden. Anschlieend flie3t das ge-
farbte Blut durch den Abflussschenkel des Membranoxygenators zuriick in den Patienten,
wo der Farbstoff metabolisiert und eliminiert wird. Innerhalb der Kammer sind somit
zwei verschiedene Szenarien moglich: Thromben liegen bereits vor Farbstoffgabe vor
und beeintrachtigen die Fluoreszenzdarstellung, oder die Kammer ist frei von Flusshin-
dernissen, so dass sich eine ungestorte Fluoreszenzdarstellung ergibt. Das Geschehen in
der Kammer wird mittels eines Farbstoffbolus nur iiber wenige Sekunden visualisiert, so
dass man nur eine kurze Momentaufnahme der Flussverhéltnisse innerhalb der Kammer
zum Zeitpunkt des Farbstoffbolus erhélt. Wegen der kurzen Halbwertszeit des Farbstoffes
und seiner fehlenden toxischen Wirkung kann die Messung theoretisch in kurzen zeitli-
chen Abstinden wiederholt werden, um so die aktuellen Verhéltnisse in der Kammer in
Echtzeit bei laufender Applikation darzustellen. Bei unklaren Ergebnissen konnten daher
kurz aufeinander folgende Aufnahmen als Verlaufs- und Vergleichsbilder erstellt werden,

um eine schnell aktualisierbare Verlaufsbeobachtung zu ermoglichen.

Die Grundlagen des Konzeptes wurden primir auf Basis der optischen Eigenschaften der
zu untersuchenden Objekte entwickelt, die bei der Bildgebung als relevante Hindernisse
vorliegen. Hierbei handelt es sich um den Oxygenator mit seinen einliegenden Polyme-
thylpenten-Membranen und das hindurchflieende Blut selbst. Die Kammer des Oxyge-
nators ist fiir optische Kontrollen einsehbar und damit im visuellen Spektrum lichtdurch-
lassig. Blut hingegen ist im letzteren nicht transparent und besitzt andere optische Eigen-

schaften. Wie Abb. 1 (Bakker, Smith, Ainslie, & Smith, 2012) zeigt, besitzt Blut eine
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Extinktionsliicke zwischen 700—1000 nm. Oberhalb von 1000 nm kommt es vor allem
durch Wasser und unterhalb von 700 nm vor allem durch Himoglobin zu einer starken
Extinktion (Bakker et al., 2012). Polymethylpenten (PMP) verfiigt passend dazu tiber eine
hohe Transmission (s. Abb. 2) zwischen 700—1000 nm und ist mit dem vorher definierten

optischen Fenster flir die Bildgebung kompatibel.
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Abb. 2: Transmission von PMP (Tydex)
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Aufgrund dieser Uberlegungen fiel die Entscheidung auf den Farbstoff Indocyaningriin.
ICG besitzt ein Anregungs- und Emissionsspektrum in genau diesem Bereich und ist in
der Klinik fiir den Menschen als Diagnostikum zugelassen. Dariiber hinaus hat es neben
seinem giinstigen Nebenwirkungsprofil auch noch eine sehr kurze biologische Halbwerts-
zeit (DiagnosticGreen, 2016, Ott, 1998). Zur effektiven Anregung des Farbstoffes durch
das Blut und die Membranen wird ein Laser mit einer Leistung von 250 mW und einer
Wellenldnge von 785 nm verwendet. Um den Laserstrahl auf eine passende Flache zu
weiten, wird eine Halterung mit einer Streulinse verwendet. Dadurch kann das gesamte
Untersuchungsareal durch den Laser angeregt werden. Zur Darstellung der abgestrahlten
Fluoreszenz des Blutes, wird eine Infrarotkamera mit hoher Sensitivitidt im zu detektie-
renden Wellenldngenbereich benutzt. Fiir eine reine Fluoreszenzdarstellung wird das An-
regungslicht des Lasers mit einem Bandpassfilter eliminiert, so dass das Licht nur im
Bereich des Fluoreszenzmaximums zum Detektor hindurchdringen kann. Dadurch wird
der Blutfluss auf dem aufgenommenen Bild sichtbar, und der Zustand innerhalb der Kam-
mer kann direkt in Echtzeit bei laufender Applikation an einem Bildschirm beurteilt wer-
den. Bei Verwendung gleichartiger Oxygenatoren ist ein optischer Abgleich mit einer
Fluoreszenzaufnahme eines normal funktionierenden, nicht thrombosierten Oxygenators
moglich und erleichtert es somit, Abweichungen zu erkennen. Da die Daten neben der
Echtzeitdarstellung auch direkt in digitaler Form vorliegen, konnen sie im Anschluss wei-
terverarbeitet werden, um alternative Formen der Bildpridsentation zu ermoglichen. Im

Folgenden ist der beschriebene Aufbau als Skizze zu sehen.

Blutzufluss

Pumpe

oxymn/

Abb. 3: Skizze des Gerdteaufbaus

a

Laser

Kamera

‘Blutabfluss
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2.1. Material

In diesem Teil der Arbeit werden die einzelnen Bestandteile des Aufnahmesystems und
ihre Funktionen fiir eine erfolgreiche Bildakquisition néher erldutert. Durch kontinuierli-
che Versuche und daran anschlieBende Auswertungen wurde das System auf Basis der
Theorie des Messverfahrens weiterentwickelt, bis eine Bildgebung mit hinreichend guter
Qualitét erreicht wurde. In diesem Abschnitt wird auch auf nétigen Laserschutzmalinah-
men eingegangen. Im Anschluss an die einzelnen Komponenten des Aufnahmesystems
werden die Details der selbst gebauten Membrankammern und das Kreislaufsystem fiir

die Experimente beschrieben.

2.1.1. Aufbau des Aufnahmesystems

Anregungslichtquelle

Laser

Das Kernelement der Anregungslichtquelle ist ein Lambda Beam Laser von rgb Pho-
tonics. Dieser besitzt eine Wellenldnge von 785:5 nm und eine frei wéhlbare Leistung
von 0,1-250 mW bei einem elliptischen Strahldurchmesser von 1,2x1,4 mm
(rgbPhotonics). Der Laser hat einen zusitzlichen Controller mit Sicherheitsschliissel und
einen USB-Anschluss zur Steuerung durch einen Computer. Hierfiir stellt der Hersteller
eine kostenlose Steuerungssoftware namens LTune zur Verfiigung, mit der sich alle

Funktionen des Lasers vom Rechner aus steuern lassen (rgbPhotonics).

Cage-System

Da der Laserstrahl selbst eine deutlich zu kleine Fldche abdeckt, muss er weiter modifi-
ziert werden. Dazu wird ein 16 mm Cage-System von Thorlabs an der Front des Lasers
angebracht, das aus 16 mm dicken Stahlstiften mit einer Lange von 7,5 cm besteht, an
denen verschiedene Platten fiir Linsenhalterungen in exakter Ausrichtung zum Strahlen-

gang des Lasers befestigt werden konnen. Das Cage-System kann iiber eine Basisplatte
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mit dafiir vorgesehenen Bohrungen an der Vorderseite des Lasers verschraubt werden

(Thorlabs).

Streulinse

Um das Laserlicht auf die Fliche des Untersuchungsobjektes auszuweiten, wird eine
plano-konkave Linse von 6 mm Durchmesser und einer Brennweite von -6 mm verwen-
det. Diese verfiigt iiber eine spezielle Beschichtung, um Reflexionen im Wellenldngen-
bereich des Lasers moglichst gering zu halten (Thorlabs). Zur Minimierung von sphéri-
scher Aberration ist die gekriimmte Seite der Linse zum Laser ausgerichtet (Universitdit-
Oldenburg). Die Linse selbst ist mit einer Linsenhalterung in das Cage-System integriert.
Die Grofle des ausgeleuchteten Areals kann iiber den Abstand der Linse zum Untersu-

chungsobjekt reguliert werden.

Clean-Up-Filter

Im Rahmen des Entwicklungsprozesses stellte sich durch Messungen heraus, dass der
Laser bei voller Leistung ein Strahlennebenmaximum bei 860 nm Wellenlidnge besitzt.
Da dieses ein storendes Artefakt darstellt, wurde ein zusitzlicher Bandpassfilter in das
Cage-System eingebracht. Dieser l4sst nur Strahlung von 785+5 nm Wellenldnge passie-
ren. Hierfiir wurde ein HC Laser Clean-up MaxDiode 785/10 Filter von ahf-Analysetech-
nik verwendet (ahf-Analysetechnik).

Aufbau

Abb. 4:  Laser mit Cage-System, Basisplatte (links), Clean-Up-Filter (Mitte), Linse (rechts)
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Abb. 5:  Laser mit Cage-System, Basisplatte (links), Clean-Up-Filter (Mitte), Linse (rechts)

LaserschutzmaBnahmen

Da es sich bei dem Laser um ein Gerat der Laserklasse 4 handelt, wurden nach einer
Sicherheitsbegehung durch den Strahlenschutzbevollmichtigten des Universitétsklini-
kums Tiibingen (UKT) verschiedene VorsichtsmaB3inahmen umgesetzt, und das Labor
wurde vor Erstinbetriebnahme durch den Strahlenschutz des UKT abgenommen. Bei ein-
geschaltetem Laser miissen alle Anwesenden Laserschutzbrillen tragen. Hierfiir werden
Brillen von Thorlabs mit einer hohen optischen Dichte im Wellenlédngenbereich der La-
serstrahlung und der emittierten Fluoreszenz verwendet (Thorlabs). Zusitzlich sind die
Fenster der Laborrdaume nach auflen hin mit Rollldden lichtdicht verschlieBbar, ferner
wurde ein zusétzlicher Laserschutzvorhang angebracht. Sichtfenster in der Tiir wurden
mit schwarzer Aluminiumfolie lichtdicht verschlossen. Das Labor wurde von auf3en mit
Gefahrenschildern fiir Laserstrahlung gekennzeichnet. Eine zusétzlich installierte Laser-
warntafel warnte bei Benutzung des Lasers mit einem roten Blinklicht vor dem Betreten

des Laborraumes.

Bildaufnahmeeinheit

Infrarotkamera

Zur Detektion der Farbstofffluoreszenz wird eine Monochrom-Kamera des Models DMK
33UP1300 von ThelmagingSource verwendet (ThelmagingSource). Diese besitzt einen

Sensor mit hoher Sensitivitit im Wellenldngenbereich des Farbstoffes und ermdglicht
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damit eine genaue Fluoreszenzdarstellung (ThelmagingSource). Die Kamera besitzt zu-
satzlich ein Objektiv fiir Makroaufnahmen, um das zu untersuchende Objekt klar darzu-

stellen.

Bandpassfilter

Da eine reine Fluoreszenzdarstellung erfolgen soll und jegliche weiteren sichtbaren Wel-
lenldngen zu stérenden Bildartefakten fithren wiirden, wird ein Bandpassfilter von ath-
Analysetechnik verwendet. Dieser ldsst nur Licht mit einer Bandbreite von 37 nm um
eine zentrale Wellenldnge von 832 nm durch und besitzt in anderen Wellenlédngenberei-
chen eine sehr hohe optische Dichte (ahf-Analysetechnik). Hierdurch ist eine effiziente,
unverfélschte Darstellung der Fluoreszenz moglich, solange Laser und Kamera in einem
nicht zu stark verkippten Winkel zueinanderstehen, da das die Filterleistung erheblich

reduziert.

Aufnahmeprogramm

Zur Steuerung der Kamera wird vom Hersteller eine kostenlose Software namens IC Cap-
ture zur Verfligung gestellt, mit der sémtliche Kamerafunktionen iiber einen Computer
gesteuert und die Aufnahmen in verschieden Codierungen gespeichert werden konnen
(ThelmagingSource). Die Aufnahmen konnen in Echtzeit am Computer verfolgt und an-
schlieBend dort weiterbearbeitet werden, um andere Formen der Auswertung zu ermog-

lichen.

2.1.2. Messkammer

Da einerseits bis zum Erreichen einer hinreichend guten Aufnahmequalitét viele Experi-
mente notwendig waren, andererseits aber das fiir die Versuche unabdingbare menschli-
che Blut nur in begrenztem Umfang zur Verfiigung stand, fiel die Entscheidung auf ein
miniaturisiertes System mit nur geringem Blutvolumen von 100 ml. Zur Simulation der
optischen Verhéltnisse eines Oxygenators wurden kleinere Messkammern entworfen und

anschlieBend von Hand aus Kunststoffpolymerblocken zurechtgefrist. Der Hohlraum der
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Kammer ist 4 cm lang, 2 cm breit und 0,5 cm hoch, sodass das ausgefriste Kammervolu-
men 4 cm? betriigt. Zusitzlich besitzt jede Kammer eine Bohrung fiir einen Zu- und Ab-
fluss. In diese Bohrungen sind Konnektoren fiir das Schlauchsystem des Kreislaufes ein-
gelassen. In den Kammern werden je fiinf Lagen Polymethylpentenmembranen {iberei-
nandergelegt, die passend auf die Grofle der Kammer zugeschnitten sind. AnschlieSend
wird die Kammer mit einem transparenten Acrylglasdeckel fliissigkeitsdicht mit medizi-

nischem Silikon verschlossen.

Abb. 7: Mit Deckglas und Silikon verschlossene Messkammer
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2.1.3. Kreislaufsystem

Zur Uberpriifung der Methode wurde ein zu den Kammern passendes zirkuldres Kreis-
laufsystem gebaut, das verschiedene Spezifikationen zur Beantwortung der Forschungs-
frage aufweist. Die Kammer ist innerhalb dieses Systems in Reihe geschaltet, und der
Blutfluss wird {iber eine Rollerpumpe erzeugt. Zusétzlich besitzt das System vor der
Pumpe einen Konnektor, iiber den Farbstoff als Bolus gegeben werden kann. Hierbei ist
auf einen gewissen Abstand zur Messkammer zu achten, der eine ausreichende Durchmi-
schung des Farbstoffs mit dem zirkulierenden Blut ermoglicht, denn am Beginn der Kam-
mer sollte eine mdglichst homogene Verteilung vorliegen. Ein Nachteil ist jedoch, dass
es sich um ein geschlossenes Kreislaufsystem ohne Metabolismus handelt, was dazu fiihrt
dazu, dass der Farbstoff sehr ziigig nach seiner initialen Passage im System rezirkuliert.
Diese Problematik wire zumindest in diesem Umfang bei einer potenziellen Bildgebung
am Menschen irrelevant, da die Verwendung einer sehr geringen Farbstoffmenge mit au-
Berordentlich kurzer biologischer Halbwertszeit (O#, 1998) und vielfach groflerem Ver-

teilungsvolumen der Rezirkulation entgegenwirken wiirde.

Eine weitere Modifikation des Kreislaufsystems ist notig, um die primir erwiinschten
Gerinnungsprozesse in der Kammer spéter unterbrechen zu koénnen. Dazu besitzt das
Kreislaufsystem weitere Ventile, die eine isolierte Spiilung des die Messkammer enthal-
tenden Schlauchabschnittes mit Kochsalzlosung ermoglichen. Fiir diese werden nach
Ausschalten der Pumpe zwei zuvor geschlossene Ventile geéffnet und der Kreislauf vor
dem Kochsalzzufluss und nach dem abgehenden Schenkel in das Ausleitreservoir mittels
Klemmen verschlossen. Das in der Kammer befindliche Blut wird dadurch in einen Re-
servoirbeutel gespiilt, wodurch eine weitere Gerinnung innerhalb der Kammer unterbun-
den wird (Abb. 8 und Abb. 9). Die Unterbrechung der Gerinnungsprozesse ist fiir eine
spatere Analyse des Kammerinhaltes unerlésslich, da ansonsten innerhalb kiirzester Zeit
eine vollstdndige Gerinnung des Blutes im Kreislaufsystem stattfinde und Flusshinder-
nisse (Thromben) zum Zeitpunkt der Aufnahme nicht mehr abgrenzbar wiren. Zudem ist
an einer Stelle im Kreislaufsystem ein Druckabnehmer angebracht, der hilfreich zur recht-

zeitigen Erkennung von Gerinnungsprozessen in der Kammer ist.
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Abb. 8: Kreislaufsystem wihrend der Aufnahme mit geschlossenem Spiilschenkel

ICG-Lbsung
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Messkammer
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NaCl-
Spiillésung

Abb. 9: Kreislaufsystem mit gedffnetem Spiilschenkel und umgeleiteten Fluss ins Reservoir

2.1.4. Indocyaningriin

Fiir die Fluoreszenzfarbung des Blutes wird eine im Vergleich zu anderen bisherigen kli-

nischen Applikationen relativ kleine Menge Indocyaningriin (ICG) verwendet. Da sich
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die Leuchtkraft des Farbstoffes in zahlreichen Vorexperimenten als aullerordentlich hoch
erwies, stellte sich fiir die verwendete Messkammer eine Menge von nur 1,59 ug bereits
als optimal heraus. Zum Vergleich: Ublicherweise werden bei einem 70 kg schweren Pa-
tienten laut Hersteller zwischen 7-21 mg ICG (0,1-0,3 mg/kgKG) verwendet
(DiagnosticGreen). Damit ist die im Rahmen dieser Arbeit verwendete Menge eine
4.402-13.207-fach geringere Konzentration als bei der sonstigen klinischen Nutzung.
Der Farbstoff wird in 1 ml destilliertem Wasser gelost und zu Beginn der Bildaufnahme
als Bolus in das Kreislaufsystem injiziert. Es soll lediglich eine kurze Passage des Farb-
stoffes durch die Kammer bei den Aufnahmen aufgezeichnet werden, eine ldngere Pas-
sage und eine mit dieser einhergehenden protrahierten Injektion des Farbstoffes ist fiir

die Beurteilung der Kammer nicht notwendig.

2.1.5. Blut

Fiir die Experimente wurde humanes, nicht-heparinisiertes Blut verwendet, das von
minnlichen und weiblichen Spendern mit einer Alterspanne zwischen 27-73 Jahren
stammte. Das Blut wurde fiir die Versuche jeweils frisch mittels Perfusorspritzen aus den
Armvenen der Spender entnommen und binnen weniger Minuten nach Entnahme in das
Kreislaufsystem eingefiillt, bevor die Durchfiihrung der Versuche begann. Zwar wurden
Vorversuche auch erfolgreich mit heparinisertem Blut durchgefiihrt, jedoch wegen einer
deutlich zuverlédssigeren Thrombenbildung wurde sich im weiteren Verlauf der Experi-
mente gegen eine Heparinisierung mit anschlieBender Antagonisierung durch Protamin

zur Thrombusinduktion entschieden.

2.1.6. Versuchsaufbau

Fiir den Versuchsaufbau werden die einzelnen genannten Komponenten zusammenge-
fiigt, wobei das zirkuldre Kreislaufsystem mit der Messkammer, der Rollerpumpe und
dem Spiilschenkel die Basis bildet. Um dieses herum ist die restliche Apparatur aufge-

baut. Die Messkammer des Kreislaufsystems wird dabei auf einer Platte fixiert, und die
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Randbereiche der Kammer werden mit schwarzer Aluminiumfolie abgedeckt, um sto-
rende reflektierte Strahlung zu minimieren, ferner wird ein Druckabnehmer an das Sys-
tem angeschlossen. Oberhalb der Messkammer wird der Laser mit Hilfe eines Stativs
moglichst senkrecht und zentral ausgerichtet. Der Abstand zwischen Streulinse und Kam-
mer ist so gewdhlt, dass die gesamte zu beobachtende Kammerfliche moglichst homogen
ausgeleuchtet wird. Direkt neben dem Laser ist der Detektor auf einem weiteren Stativ
angebracht. Der Abstand von Detektor und Kammer ist so eingestellt, dass die Kammer
auf der Aufnahme vollstindig abgebildet wird und das Objektiv auf die Kammer scharf
gestellt ist. Laser und Detektor diirfen hierbei nicht zu stark verkippt zueinander stehen,
da die Filterleistung des Bandpassfilters stark von dem eintreffenden Strahlenwinkel ab-
hingt und anderenfalls das Bild durch reflektierte Laserstrahlung gestort wird. Vor der
Rollerpumpe wird eine Spritze mit 1,59 pg ICG in 1 ml destilliertem Wasser an den noch
verschlossenen Konnektor angesetzt. Dieser muss bis zur erwiinschten Farbstoffgabe
strikt verschlossen gehalten werden, um zu verhindern, dass Farbstoff durch den Blutfluss
im System angesogen wird und das System unerwiinscht kontaminiert, wodurch eine
sinnvolle Bildgebung nicht mehr moglich ist. Zuséitzlich wird am Zufluss des Spiilschen-
kels eine Spritze mit 50 ml 0,9 % NaCl-Losung angebracht. Auch dieser Schenkel bleibt
bis zu Spiilphase verschlossen. Eine weitere Spritze mit 50 ml 0,9 % NaCl wird griffbereit
zur spéteren Spiilung bereitgehalten. Laser und Kamera sind an ein Laptop mit Windows-
Betriebssystem angeschlossen und konnen iiber dieses angesteuert werden. Im Steue-
rungsprogramm [C-Capture der Kamera wird eine automatische Speicherung der Auf-
nahmen mit einer Videoauflosung von 1240 x 1024 Bildpunkten mit 60 Bildern pro Se-
kunde in monochromer Ausgabe im AVI-Format eingestellt. Der Laser benotigt keinen
Vorlauf und kann jederzeit liber das Programm LTune mit 250 mW Leistung gestartet
werden. Vor Befiillung des Systems wird der Zufluss zum Reservoirbeutel mittels
Klemme verschlossen. Weitere Klemmen werden fiir die Spiilphase griffbereit platziert.
Im letzten Schritt werden 100 ml frisch abgenommenes Blut moglichst blasenfrei in das
Kreislaufsystem eingebracht. Zur Vermeidung einer vorzeitigen Gerinnung wird die
Pumpe mit ziigigem Fluss in Bewegung gesetzt. Das grundlegende Schema des Kreis-
laufsystems ist in Abb. 8 und 9 wiedergegeben. Im Folgenden sind zusétzlich zwei Foto-
graphien des Versuchsaufbaus zur besseren Nachvollziehbarkeit angefiigt (Abb. 10 und
Abb. 11).
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Abb. 11: Detailansicht von Messkammer, Anregungslichtquelle und Detektor
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2.2. Methoden

Im Abschnitt 2.2.1 werden zusétzlich wichtige Besonderheiten aufgefiihrt, die sich im
Rahmen des Entwicklungsprozesses als essenziell fiir eine korrekte und erfolgreiche
Durchfiihrung herauskristallisiert haben. Dies soll nicht zuletzt eine Reproduzierbarkeit
der Arbeit durch Dritte gewéhrleisten, die an einer Anwendung dieser Methode interes-

siert sind.

2.2.1. Besonderheiten der Versuchsdurchfithrung

Die Erstellung sdmtlicher Videoaufnahmen fiir die spitere Auswertung erfolgte immer
auf dieselbe Art und Weise, ferner wurden zu jedem Zeitpunkt die Laserschutzmalinah-
men strengstens eingehalten. Nach dem Versuchsautbau, der mit dem Start der Pumpe
endete, wurde bei eingeschaltetem Laser mit 250 mW Leistung so lange gewartet, bis

sich erste Gerinnungsanzeichen in der Kammer zeigten.

Da das Blut frisch entnommen und keine Gerinnungshemmer beigefiigt wurden, setzte
der Gerinnungsprozess zwischen 5—10 Minuten nach Start der Pumpe an den Membranen
ein. Da dieser Gerinnungsprozess im Kreislaufsystem sehr schnell verlduft, musste er
frithzeitig erkannt werden. Ein Indikator hierfiir war unter anderem ein ansteigender
Druck im System. Bei laufender Pumpe betrug der Grunddruck im System etwa 20
mmHg, sobald die Gerinnung einsetzte, wuchs dieser innerhalb von 1-2 Minuten auf bis
zu iiber 200 mmHg an. Dabei stieg der Druck zunéchst langsam, mit fortschreitender Zeit
jedoch immer foudroyanter an. Bis zum Erreichen eines Druckes von iiber 200 mmHg
mussten die Aufnahmen abgeschlossen und die Pumpe gestoppt worden sein, da es an-
sonsten zu einer Ruptur der Silikonabdichtung kommen konnte, nach der die Kammer

nicht mehr fiir eine weitere Auswertung verwendbar war.
Weitere Indikatoren fiir eine beginnende Gerinnung in der Kammer waren veranderte

Flussgerdusche, eine stidrkere Vibration des gesamten Systems, sowie eine beschleunigte

Blutpulsation in der Kammer, bei optischer Kontrolle. Die beschleunigte Pulsation lief3
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sich auch an den Membranen nachvollzichen, die sich durch fehlende Fixation in der
Stromung mitbewegten. Ungefdhr 3045 Sekunden nach Einsetzen der Gerinnungspro-
zesse wurde die Applikation des Farbstoffes durchgefiihrt. Wurde mit dieser zu lange
gewartet, bestand die Gefahr, dass das Blut im System bereits so weit geronnen war, dass
der Farbstoff nicht mehr in die Kammer einflieBen konnte oder die Kammer durch den
zu grofBen Druck zerstdrt wurde. In den Versuchsreihen zeigte sich eine recht steile hohe
Lernkurve beim Abpassen des optimalen Zeitpunktes fiir eine Aufnahme. Eine zu friihe
Hinzugabe des Farbstoffes war hinderlich, da dann nur diffus verteilte, kleine thromboti-
sche Ereignisse in den Kammern gefunden werden konnten. Wurde die Kammer als hin-
reichend thrombosiert befunden, begann die Aufnahme iiber IC Capture. AnschlieSend
wurden 1,59 pg ICG in 1 ml destilliertem Wasser gelost und in ziigigem Sto in das
System gegeben. Danach wurde die Echtzeitbildiibertragung in IC Capture beobachtet
und gewartet, bis der Farbstoffbolus die Kammer passiert hatte. Sobald dies geschehen

war, wurden der Laser deaktiviert, die Aufthahme gestoppt und die Pumpe ausgeschaltet.

Vor dem Zufluss fiir die Spiilung mit NaCl-Losung wurde eine Klemme an das System
angebracht, um einen retrograden Fluss der Spiillosung in Richtung Pumpe zu verhindern.
AuBerdem wurde die Klemme fiir den Zufluss zum Beutelreservoir gelost und der Kreis-
lauf direkt nach Abgang des Zuflusses zum Reservoir abgeklemmt. Diese Umstellung
kann anhand der Abb. 8 und Abb. 9 nachvollzogen werden. Die Klemmen sorgten dafiir,
dass ausschlieBlich die Kammer gespiilt wurde, ohne dass wihrenddessen neues Blut in
diesen Bereich einstromte. Nach Vollzug der Umstellung, wurde sofort mit 100 ml NaCl
0,9 % gespiilt, um eine weitere Gerinnung in der Kammer zu unterbinden. Hierbei musste
schnell und effizient gearbeitet werden, da die einsetzenden Gerinnungsprozesse sehr
rasch verlaufen. Jede unnétige Latenz zwischen Aufnahme und Spiilung verfalscht den
Abgleich des Kammerinnenraums mit den Videoaufnahmen. Die Spiilung musste zudem
behutsam und mit nicht zu viel Druck durchgefiihrt werden, da es anderenfalls zum Aus-
spiilen von thrombotischem Material und damit zu Verdnderungen im Vergleich zum
Zeitpunkt der Aufnahme kommen konnte, was einen spiteren Abgleich erschwerte. So-
bald der Spiilvorgang abgeschlossen war, wurde die Messkammer aus dem System aus-

gebaut und zur weiteren Auswertung auf eine Sektionsunterlage gelegt.
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2.2.2. Kammersektion

Im ersten Schritt der Auswertung wurden die bereits gespiilten Kammern auf einer Sek-
tionsunterlage mit einem Skalpell gedftnet, indem die Silikonverfugung zwischen Kam-
mer und Deckglas durchtrennt wurde. Nach der Offnung wurde eine Fotodokumentation
durchgefiihrt. Hierzu wurden die Membranen nacheinander von oben nach unten aus der
Kammer entfernt, wobei jede Membranlage in-situ oder nach Entnahme in Abhingigkeit
von den Kammerinnenverhiltnissen fotografiert wurde. Bei besonderen Funden in der
Kammer wurden je nach Bedarf zusétzliche Fotografien angefertigt. Dieser Schritt diente
dem spéteren Abgleich der Fluoreszenzaufnahmen mit den tatséchlichen Flussverhéltnis-
sen innerhalb der Kammer sowie der objektiven Belegbarkeit, dass es sich bei den
Flusshindernissen tatsdchlich um Thromben und nicht um anderweitige Hindernisse ge-
handelt hatte. Dariiber hinaus dienten die Fotografien dem Verstindnis der Fluoreszenz-
aufnahmen, da bis dahin keine vergleichbare Methode zur Echtzeitdarstellung von
Flusshindernissen in Membranoxygenatoren existierte und daher eine eigene, korrekte
und objektiv nachvollziehbare Interpretation der gewonnenen Informationen entwickelt
werden musste. In diesem Abschnitt werden nicht alle durchgefiihrten Versuche darge-
stellt, sondern einzelne exemplarisch ausgewdhlt, da andernfalls das Bildmaterial den
Rahmen einer Dissertation sprengen wiirde. Es sei jedoch an dieser Stelle nochmals ver-
sichert, dass die Sektionen alle auf gleiche Art abliefen und sich nur hinsichtlich der Aus-

pragung der Thromben im Kammerinneren unterschieden.

2.2.3. Vergleich von Fluoreszenzaufnahmen und Sektionsbildern

Fiir diesen Auswertungsschritt wurden zunéchst die einzelnen Fluoreszenzaufnahmen ge-
sichtet, beschrieben und im Anschluss mit der Sektion verglichen. Ziel war es herauszu-
finden, inwieweit die Methode in der Lage ist, die tatsdchlich vorliegenden Kammerver-
hiltnisse visuell darzustellen. Unerwartete Ereignisse und Funde wurden zusétzlich be-
schrieben und mit weiteren Bildern belegt. Eine Schwierigkeit bei der Darstellung der
Ergebnisse besteht darin, dass aus an sich hochdynamischen Videoaufnahmen nur ein-

zelne Bilder erstellt werden mussen. Hierzu werden die Fluoreszenzaufnahmen in
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Bilderserien zerlegt und abhéngig von der Aufnahmedauer wird etwa ein Bild pro Se-
kunde ausgewdhlt. Bei wichtigen Verdnderungen innerhalb des einsekiindigen Zeitinter-
valls werden zusitzliche Aufnahmen eingefiigt. Auch in diesem Abschnitt werden aus
den vorgenannten Griinden nicht alle Kammern dargestellt, sondern nur einzelne ausge-
wihlt, die die Methode exemplarisch veranschaulichen sollen. Es handelt sich um dieje-

nigen Kammern, die auch bei der Kammersektion gezeigt werden.

1.2.4. Fluoreszenzmusteranalyse

Im Rahmen der Auswertung und wihrend des methodischen Entwicklungsprozesses
konnte ein tieferes Verstandnis fiir den Informationsgehalt der Aufhahmen gewonnen und
daraus eine Fluoreszenzmusteranalyse erarbeitet werden. Diese beschreibt, wie die Infor-
mationen innerhalb der Fluoreszenzaufnahmen codiert sind und wie diese korrekt inter-
pretiert werden konnen. Die hier beschriebenen Fluoreszenzmuster sind fiir alle mit dieser
Methode gewonnen Aufnahmen anwendbar und sollen einer Vereinheitlichung und Ver-

einfachung der Auswertung dienen.

Ein fundamentaler Bestandteil der Analyse ist das An- und Abflutverhalten des Farbstof-
fes innerhalb der Kammer und der damit einhergehenden unterschiedlich ausgepriagten
Fluoreszenz. Hierbei sind der Zeitpunkt des ersten sichtbaren Anflutens des Farbstoffes
im jeweiligen Bildbereich, die Intensitdt der Fluoreszenz und die Abflutgeschwindigkeit
des Farbstoffes im Vergleich zu anderen Kammerarealen wesentlich. Aus diesen lassen
sich im Vergleich mit den Sektionsbildern Aussagen iiber die Flussverhiltnisse treffen.
Zudem kann die visuelle Textur der Fluoreszenz in verschieden Bildarealen unterschied-
lich ausgeprégt sein, woraus sich weitere Informationen zu den lokalen Verhéltnissen ab-
leiten lassen. Auch in diesem Abschnitt werden nicht alle Versuche dargestellt, sondern

nur ein exemplarischer Versuch zur Beschreibung der Methode ausgewdéhlt.
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2.2.5. Intensititscodierte 3D-Darstellung mit FIJI

Im Rahmen der Entwicklung der Fluoreszenzmusteranalyse wurde der enorme Zeitauf-
wand einer genauen Auswertung immer deutlicher, was zu einer neuen und schnelleren
Informationsauswertung mittels einer speziellen Form der Bildbearbeitung fiihrte. Die
vorherigen Auswertungsmethoden liefern zwar viele Informationen, sind aber ohne wei-
tere unterstiitzende technische MaBBnahmen zu komplex. Ein grundlegendes Problem bei
der visuellen Auswertung ist die begrenzte Perzeptionsfahigkeit des humanen Auges fiir
geringe Helligkeitsunterschiede in sehr kleinen nebeneinander liegenden Arealen.
Dadurch kommt es zu einer Informationsiiberladung des Betrachters, wenn dieser die
Fiille an Informationen schnell und differenziert erfassen soll. Verstirkt wird dieser Um-
stand noch durch die Tatsache, dass es sich bei den angefertigten Fluoreszenzbildern um
zweldimensionale Summationsbilder einer dreidimensionalen Kammer handelt, wodurch

die Informationen noch komprimierter vorliegen.

Fiir dieses Problem stellt das Open-Source-Programm FIJI die passenden Bildbearbei-
tungsmoglichkeiten bereit (Schindelin et al., 2012). Es verbessert die Informationsdar-
stellung in zwei Bereichen, die die Auswertung gewisser Aspekte des Bildes erheblich
vereinfachen. FIJI verfiigt iiber eine Bildanalysefunktion namens ,,3D Surface Plot®,
durch die eine Codierung der Bildhelligkeit in Farbe und Hohe in einer dreidimensionalen
Darstellung erfolgen kann. Je heller ein Bildpunkt aufgrund einer stirkeren Fluoreszenz
der Kammer an dieser Stelle ist, desto hoher wird er in dieser Darstellung eingezeichnet.
Gleichzeitig erfolgt die Darstellung der Helligkeit anhand einer Farbcodierung dhnlich
wie bei Infrarotaufnahmen von blau nach rot. Blau symbolisiert hierbei eine niedrige Hel-
ligkeit, rot eine hohe. Hohe und Farbe sind relativ zum Bild selbst normiert. Der hellste
Bildpunkt entspricht hierbei dem hdchsten und maximal rot eingeférbten Punkt des Bil-
des, der dunkelste analog dem niedrigsten und am intensivsten blau gefarbten Punkt. Das
Ganze kann zusitzlich mit einem Gitter iiber die Bildpunkte unterlegt werden. Auf diese
Weise wird die Information der Fluoreszenzintensitit im Bild in Hohe und Farbe codiert,
was ein zunéchst diffuses Bild sofort in eine schliissige und leichter interpretierbare Dar-
stellung tiberfiihrt. Zu beachten ist jedoch, dass das solcherart entstandene Bild keine

dreidimensionale Darstellung der Verhéltnisse in der Kammer ist, sondern nur eine
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intensitdtscodierte Darstellung des das zweidimensionalen Bildes ist. Hierbei werden zu-
dem keine absoluten Fluoreszenzwerte angegeben, die Bilder sind lediglich proportional

zu ihrer Fluoreszenzintensitit dargestellt.

Fiir diese Auswertung wurden Momentaufnahmen zu verschiedenen Zeitpunkten der Flu-
oreszenzaufnahmen verwendet, in der zuvor beschriebenen Form dargestellt und mit den
unbearbeiteten Fluoreszenzbildern verglichen. Auch hier werden wiederum nur einzelne
Versuche gezeigt, die als exemplarisch fiir die Methode angesehen werden kénnen. Da-
neben ist zu beachten, dass es sich bei der Darstellung um dreidimensionale Bilder han-
delt, die sich innerhalb eines Textdokuments nicht wie im Programm selbst flexibel aus
verschiedenen Blickrichtungen betrachten lassen. Daher werden die Darstellungen aus
FUI in unterschiedlichen Blickwinkeln gezeigt, um die Resultate so anschaulich wie

moglich zu prisentieren.
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3. Ergebnisse

3.1. Ergebnisse der Versuchsdurchfithrung

Insgesamt wurden in der letzten finalen Versuchsreihe fiinf Kreislaufsysteme und Mess-
kammern, in dem in Abschnitt 2.2.1. beschriebenen Ablauf verwendet. Die Versuche
konnten exakt wie zuvor beschrieben durchgefiihrt werden, ohne dass dabei besondere
Komplikationen auftraten. Damit wurden fiinf Fluoreszenzvideoautnahmen fiir die wei-
tere Auswertung und die dazu passenden, gespiilten Kammern fiir die Sektion gewonnen.
Die Fluoreszenzaufnahmen wurden digital auf einem Computer fiir die spitere Auswer-
tung gespeichert und die Messkammern direkt nach jedem Versuchsdurchlauf seziert und
fotografisch dokumentiert. Alle Versuche wurden am gleichen Tag hintereinander durch-
geflihrt und mit dem Blut von drei verschieden Spendern direkt nach einer komplikati-
onslosen Entnahme im Beisein von zwei promovierten Humanmedizinern ausgefiihrt.
Diese waren auch bei der weiteren Versuchsdurchfiihrung und Kammersektion anwesend
und haben die Durchfiihrung in meinem ,,Research Notebook* der Universitét Tiibingen
durch ihre Unterschrift bestitigt. Beide fungierten hierbei neben mir als Zeugen, Blutab-

nehmer und Blutspender.

3.2. Ergebnisse der Kammersektion

Alle fiinf Kammern wurden direkt nach ihrer Entfernung aus dem Kreislaufsystem se-
ziert. In jeder war es moglich, multiple Thromben variabler Grof3e und Form nachzuwei-
sen. Fiir die Auswertung werden nachfolgend nur die Messkammern 4 und 5 gezeigt, da
sich in diesen die schonsten und groften zusammenhédngenden thrombotischen Formati-
onen fanden. Auch in den Kammern 1, 2 und 3 waren Thromben vorhanden, jedoch han-
delte es sich bei diesen um deutlich kleinere, disseminierte Ereignisse, so dass diese zu-

gunsten der Kammern 4 und 5 nicht in dieser Arbeit gezeigt werden.

Die Verteilung der Thromben in den Kammern hatte kein festes erkennbares Muster. Es

konnte lediglich eine Haufung grofer thrombotischer Formationen im Ausflusstrakt der
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Kammern beobachtet werden, was in vier von fiinf untersuchten Kammern der Fall war.
Teilweise reichten diese bis in den vom Detektor aufgenommen Teil der Messkammer
hinein, allerdings war der GroBteil dieser Thromben erst nach Entfernung der eingelegten
Membranen aus der Kammer sichtbar und der Hauptanteil von diesen nicht im Bereich
des aufgenommenen Bildes, so dass keine Aussage iiber den Zeitpunkt der Entstehung
dieser Formationen getroffen werden konnte. Es kann nicht mit Sicherheit ausgeschlos-
sen werden, dass die Thromben im Ausflusstrakt erst nach der Aufnahme und Abschalten
der Pumpe wiéhrend der Stase in der Kammer bis zur Spiilphase oder im Rahmen der
Spiilphase durch das Ausschwemmen von thrombotischem Material entstanden waren.
Eine weitere Moglichkeit wire, dass sie bei steigendem Druck im System durch abgelos-
tes thrombotisches Material wihrend des Fortschreitens der Kammerthrombosierung auf-
getreten waren. Diese sich entwickelnden Krifte konnen auch durch das Verrutschen der
Membranen in stiarker thrombosierten Kammern nachvollzogen werden, da das Ausmal3
der Thrombosierung mit dem Verrutschen der Membranen zu korrelieren scheint. Dass
dies nicht nur durch das Entfernen der Membranen selbst passiert ist, kann dadurch belegt
werden, dass diese teilweise schon beim Offnen der Membrankammern verrutscht waren.
Diese Formationen konnen anhand der nachfolgenden Bilder von Kammer 4 und 5 nach-
vollzogen werden und stellten sich auch in den anderen zwei betroffenen Kammern dhn-
lich dar. Wichtig ist an dieser Stelle anzumerken, dass bis auf eine einzelne sicher nach-
weisbare Luftblase auf Membranlage 1 von Kammer 4 ausschlieBlich Thromben als
Flusshindernisse nachgewiesen werden konnten, wie auf den folgenden Bildern zu sehen
ist. Dort sind die Kammern 4 und 5 dargestellt, aus denen nach deren Offnung die einlie-
genden Membranen jeweils von oben nach unten vorsichtig entfernt wurden. An dieser
Stelle ist anzumerken, dass sich dieser Prozess als recht schwierig erwies, da das geron-
nene Blut zu einer erheblichen Verklebung der Membranen gefiihrt hatte. Bei dem Sek-
tionsprozess konnte daher trotz gro3er Sorgfalt ein Verrutschen der nicht fixierten Memb-

ranen in der Kammer nicht immer vermieden werden.

Zudem waren die Thromben teilweise nicht nur auf einzelne Membranen beschrinkt,
sondern entwickelten sich tibergreifend als Konglomerat zwischen diesen. Bei Entnahme
einer Membran konnte daher die Morphologie des darunter liegenden Thrombus veran-

dert werden, weil dieser bei Entfernung einer Membran zerreilen konnte und teilweise
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an der entnommenen oder den noch einliegenden Membranen hdngen blieb. Des Weite-
ren kam es auch schon vor der Kammer6ffnung zu Verdnderungen der Membranpositio-
nen, da diese nach Herauslosen der Kammer aus dem Kreislaufsystem nicht mehr in der
Stromung des Systems schwammen. Das Absinken des Fliissigkeitsspiegels fiihrte dazu,
dass sich die Thromben aufgrund der Schwerkraft an die Membranen anlegten. Dies muss

bei der weiteren Versuchsauswertung berticksichtigt werden.

Die folgenden Kammerabbildungen entsprechen in ihrer Ausrichtung exakt den Fluss-
aufnahmen. Der Blutfluss erfolgte von rechts nach links durch die Kammer. Rechts vom
ausgefriasten Kammerareal ist der Einlassschenkel zu sehen und auf der linken Seite der

Auslassschenkel.

Abb. 12 a-g: Sektion von Kammer 4

a) Membranlage 1

Die erste Membranlage zeigt tiberwiegend kleinere und flache thrombotische Auflage-
rungen an der Oberflache. Im unteren linken Randbereich der Kammer ist eine flachig
aufgespannte Gerinnselstruktur mit membranartiger Morphologie zu erkennen. Ferner
lasst sich im oberen linken Kammerbereich der Abdruck einer Luftblase erkennen, die
sich unter dem Deckglas befunden hatte. Links und rechts daneben befinden sich flachige

thrombotische Areale, die sich hauptsdchlich auf den oberen Kammerrand beschrianken.
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b) Membranlage 2

Diese weist einen erheblichen Thrombosierungsgrad auf. In der linken unteren Ecke sieht
man die membranartige Formation, die bereits auf Lage 1 erkennbar gewesen ist. Im mitt-
leren Kammerbereich stellt sich eine groB3e, flichige Thrombusformation dar, die in Teil-
bereichen auch groflere Gerinnsel umfasst. Das grofite kohdsive Gerinnsel befindet sich
im rechten Kammerbereich nahe des Einlassschenkels auf der Membran. Oberhalb davon
liegt ein weiteres grofleres, in seiner Auspriagung nicht ganz abschétzbares Gerinnsel, das
die obere rechte Kammerecke und die darunterliegende Membran zu umfassen scheint.
Diese Gerinnselformation scheint mit der vorhergenannten schrig nach oben rechts lau-
fend verbunden zu sein. Auflerdem kann in der unteren linken Ecke eine spitz zulaufende
thrombotische Auflagerung beobachtet werden, die ihre Basis im linken unteren Kam-
merrand zu haben scheint. Man kann auch deutlich erkennen, dass die Membran ver-

rutscht ist. Diese Positionsverdnderung wurde jedoch nicht durch die Sektion verursacht.

c¢) Membranlage 3
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Die dritte Membran ist deutlich weniger thrombosiert. Die meisten Gerinnsel zeigen sich
am rechten oberen Membranrand. Das Gerinnsel an der rechten oberen Ecke lésst sich
hier besser abgrenzen als in der vorherigen Ansicht, es setzt an der oberen rechten Memb-
ranecke an. Die weiteren sichtbaren Gerinnsel sind klein, disseminiert und liegen eher
flach auf der Membran auf. Auch hier ist ein Verrutschen der Membran deutlich erkenn-
bar: Der untere linke Teil hat sich unter die darunterliegenden Membranen gefaltet, und
die Membran hat sich insgesamt nach unten links verschoben Diese Positionsverdnderung

wurde wiederum nicht durch die Sektion hervorgerufen.

d) Membranlage 4

Diese ist ebenfalls nur gering thrombosiert. Es sind kleine flichige thrombotische Aufla-

gerungen sichtbar. Zudem wird deutlich, dass die vorher unter Lage 3 sichtbare Membran
nicht von Lage 4, sondern von Lage 5 stammt. Das deutliche Verrutschen der Membranen
in der Kammer ist erneut gut zu erkennen, urspriinglich waren die Membranlagen kam-

merfiillend und parallel zu den Kammerbegrenzungen iibereinander eingelegt worden.

e) Membranlage 5
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Membran 5 ist stark eingefaltet und rundlich aufgerollt. Am rechten Rand der Kammer
zeigt sich erneut der bereits schon in den vorherigen Aufnahmen sichtbare Thrombus.
Die Membran ist auf der linken Seite diffus mit kleineren Thromben gespickt. Besonders
auffallig ist hier die deutlich verstirkte Thrombosierung im Bereich des Auslassschen-

kels.

f) Membran 5 entnommen

Erkennbar ist der grof8ere Thrombus auf der linken Seite, der sich im Auslassschenkel

befunden hat.

g) Leere Kammer 4

In der Kammer sind, nach Entfernung aller Membranen auf3er Blutresten und Spiilfliis-

sigkeit keine weiteren Gerinnsel feststellbar.
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Abb. 13 a-h: Sektion von Kammer 5

a) Membranlage 1

Auf der obersten Membran sind iiberwiegend kleinere und flache thrombotische Aufla-
gerungen zu erkennen Die einzig nennenswerten grofBeren befinden sich im oberen linken
Kammerareal und verlaufen flach am unteren linken Kammerrand. Bei dem scheinbar im
linken unteren Drittel vorhandenen Thrombus handelt es sich jedoch um die Silikonver-
fugung, die durch das Blut in der Kammer optisch wie ein Gerinnsel erscheint. Das wird

auf dem Bild von Membranlage 4 deutlich.

b) Membranlage 2
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Auf Lage 2 befindet sich lediglich leicht oberhalb des Auslassschenkels der Kammer eine
flachigere thrombotische Ansammlung. Lage 1 wurde hier noch nicht vollstédndig aus der
Kammer entfernt, sondern nur nach unten geklappt, da sie erheblich mit einer thromboti-

schen Masse innerhalb der Kammer verklebt war.

¢) Membranlage 3

WP i~ o -

. -

Membranlage 3 ist im oberen Kammerabschnitt zu sehen. Membranlage 2 wurde auch
hier wegen starker Verklebung nicht vollstindig entfernt und ist noch im unteren Teil zu
sehen. Man erkennt an der Unterseite von Membran 2 stark anhaftende thrombotische
Anteile, die mit denen auf Membran 3 verbunden sind. Letztere ist vor allem am unteren
sowie am oberen linken Rand stark mit Thromben beleget, und die gesamte linke obere
Ecke der Kammer scheint vollstdndig thrombosiert zu sein. Auch hier erkennt man die
erhebliche Verschiebung der Membranen. Zusitzlich wird auch die Problematik des Ver-
klebens der Membranen untereinander deutlich sowie die Schwierigkeit, sie voneinander
zu l6sen. Zur weitergehenden Veranschaulichung ist unterhalb dieses Textabschnittes ein
weiteres Bild von Membranlage 3 angefiigt, auf dem Lage 2 weiter von dieser entfernt
wurde. Man sieht hier, wie sich die Thromben beim Abldsen zufillig verdndern, je nach
Schwachstelle an unterschiedlichen Stellen reilen und sich an eine der beiden Membra-
nen anlagern. Bei derart diffusen Kammerverhéltnissen ist eine genaue Lokalisationszu-

ordnung nur noch schwer moglich.

36



d) Membranlage 3 mit noch stirker dislozierter Membran 2

Lage 4 ist ebenfalls tiberwiegend im linken oberen Kammerareal thrombosiert und erheb-

lich aus ihrer urspriinglichen Position verrutscht. Die der Membran anhaftenden Throm-
ben gehen in eine diffuse Thrombenmasse innerhalb der Kammer {iber, die grofle Areale
ausfillt. Lediglich die untere linke Kammerecke scheint weitgehend frei von Thromben

Zu sein.
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f) Membranlage 5

Bei Betrachtung von Membranlage 5 erkennt man, dass diese beim Abldsen von Memb-

ran 4 in ihrer Position verdndert wurde. Unabhéngig davon sieht man anhand der starken
Einfaltung auch, dass die Membran bereits in der noch geschlossenen Kammer verrutscht
war. Die Membran selbst ist diffus mit Thromben durchsetzt. Auffillig ist erneut eine
erhebliche Thrombosierung im Bereich des Auslassschenkels, dessen Ausmal} auf dem

ndchsten Bild deutlich wird.

g) Membran 5 entnommen

Hier sieht man den zuvor erwihnten gro3en Thrombus im Ausflusstrakt, der unter allen

sezierten Kammern das groflte in diesem Bereich aufgefundene Gerinsel darstellt. Wie
bereits dargestellt scheint das Verrutschen der Membranen mit der Gro3e der Thromben-
masse in der Kammer positiv korreliert zu sein. Die Membran hat sich dadurch auch ent-

sprechend verschoben.
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h) Leere Kammer 5

Nach Entfernung aller Membranen konnte auch die untere rechte Kammerecke freigelegt
werden, in der sich ein weiteres groferes Gerinnsel befindet. Ferner ist ersichtlich, dass
sich das Silikon am oberen und unteren Kammerrand beim Anbringen des Deckglases
ein wenig in das Sichtfenster der Kammer geschoben hatte, was die weitere Versuchsaus-

wertung jedoch nur unwesentlich beeinflusst.

3.3. Ergebnisse des Vergleichs von Fluoreszenzaufnahmen und Sek-

tionsbildern

Im Rahmen der Présentation der Ergebnisse werden nun die Fluoreszenzaufnahmen der
Kammer 4 und 5 abgedruckt, beschrieben und mit den Sektionsbildern verglichen. Dazu
ist anzumerken, dass die hier gezeigten Bilderserien selbstverstdndlich nicht dem Detail-
reichtum und der tatsdchlichen Flussdynamik der Fluoreszenzaufnahmen mit 60 FPS ent-
sprechen. Auflerdem sind sie in diesem Rahmen nicht so gut zu beurteilen wie in Vergro-
Berung auf einem Monitor. Im Folgenden wird versucht, die Fluoreszenzaufnahmen
durch sequenzielle Bilderserien bestmoglich darzustellen. Dabei wird fiir jede gezeigte
Kammer auch die Zeitspanne der zugehorigen Bildersequenz angegeben. Die Fluores-
zenzaufnahmen haben insgesamt eine deutlich lingere Aufnahmezeit als das hier gezeigte

Material, das sich auf die erste Phase der Farbstoffpassage durch die Kammern
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beschréinkt, da die Rezirkulationsphase, wie eingangs beschrieben, nicht in dieser Form
bei einer Anwendung am Menschen vorkommen wiirde (die Aufnahmen wiren in diesem
Fall langst beendet). Die Phase der Rezirkulation wurde im Rahmen der Versuche zwar
ausgewertet, ergab aber keinen nennenswerten Zusatznutzen, weshalb in dieser Arbeit
auf deren Darstellung verzichtet wird. Die Rezirkulation entstand ja aufgrund des Prob-
lems, dass die Ressource Blut limitiert war, was durch ein geschlossenes Kreislaufsystem
mit geringem Volumen geldst wurde. Dies flihrte dazu, dass der Farbstoff bereits wenige
Sekunden nach Bolusgabe ein zweites Mal in reduzierter Konzentration die Kammer pas-
sierte, bevor die letzten Reste ausgeschwemmt wurden. Daher ist ein vollstdndiges Ab-
fluten des Farbstoffes aus der Kammer nicht beobachtbar. Die nachfolgenden Bilderse-
rien beginnen zum Zeitpunkt des ersten Farbstoffanflutens und enden mit dem maximalen

Abfluten aus der Messkammer.

Abb. 14: Sequenz der Fluoreszenzaufnahmen von Messkammer 4

Zeitspanne der Bilderserie: 10 Bilder aus 5 Sekunden Videoaufnahme in chronologischer Rei-
henfolge
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Messkammer 4 zeigt sich in der Fluoreszenzaufnahme zu verschiedenen Zeitpunkten als
diffus hypo- und hyperfluoreszierend. Das deckt sich primér auch mit der gesicherten
diffusen Thrombosierung im Rahmen der Sektion von Kammer 4. In einer nicht throm-
bosierten Kammer wére eine homogene Fluoreszenz zu erwarten gewesen. Zum besseren
Vergleich wird eine thrombenfreie, mit Farbstoff durchflossene Kammer spéter in Abb.
18 gezeigt. Zu Beginn der Aufnahme kann beobachtet werden, dass grofBere Kammerare-
ale im Vergleich zu anderen kaum Fluoreszenz aufweisen. Deutlich ist dagegen ein star-
kes Aufleuchten im Bereich des Ein- und Auslassschenkels sowie im mittleren Kammer-
drittel. Zwischen stark und gar nicht fluoreszierenden Arealen existieren viele Abstufun-
gen: Teilweise wirken Bereiche wie durch Fluoreszenz gesprenkelt, wihrend andere

schwach flau leuchten (Abb. 15).

Abb. 15: Bild 3 der Bilderserie von Messkammer 4 mit variablem Fluoreszenzverhalten,
(1) intensiv, (2) gering, (3) gesprenkelt, (4) schwach flau

Auffillig ist, dass unterschiedliche Kammerbereiche zu deutlich verschiedenen Zeitpunk-
ten ihr Fluoreszenzmaximum erreichen, wie Abb.16 zeigt. In der direkten Verbindung
zwischen Ein- und Auslass der Kammer ist sehr friih eine kréftige Fluoreszenz in den
meisten Arealen erkennbar (A). Anders verhilt es sich mit dem im linken Kammerdrittel
liegenden Fluoreszenzareal (B), das ebenfalls eine deutliche und vollstindige Fluores-

zenz erreicht, jedoch im Vergleich zu Areal A zeitlich verzogert.
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Abb. 16: Vergleich von Bild 3 und 6 der Bilderserie zum Zeitpunkt der maximalen Fluoreszenz,
(A) friih, (B) spdt

Areal B ist zu Beginn der Aufnahmen nicht vom Fluoreszenzfarbstoff durchdrungen, mit
fortschreitender Zeit nimmt die dortige Farbstoffkonzentration aber immer weiter zu.
Wihrend auf den ersten vier Bildern noch ein deutlicher Mangel an Leuchtkraft zu be-
obachten ist, verschwindet dieser zwischen Bild 4, 5 und 6. Jedoch wird dort zu keinem
Zeitpunkt eine annihernd gleich starke Fluoreszenz wie in Areal A erreicht. Des Weiteren
erkennt man auf der Aufnahme noch einen unerwarteten Befund: Dabei handelt es sich
um eine Luftblase oberhalb der Markierung B auf Abb. 16. Diese kann im Rahmen der
Sektion auf Membran 1 von Kammer 4 sicher nachvollzogen werden (s. Abb. 12 a). Im
Bereich der Luftblase flieit kein Blut, wodurch dieser in den Aufnahmen hypofluores-
zierend erscheint. Man kann jedoch bei genauer Betrachtung noch das Negativ der
Membranstruktur in der schwicheren Restfluoreszenz unterhalb der Luftblase erkennen

(Abb.17). Das bestitigt, dass dort noch gefarbtes Blut vorbeiflief3t.

e

Abb. 17: Hypofluoreszierendes Areal der Luftblase mit durchscheinender Membranstruktur

Der darunter stattfindende Blutfluss scheint jedoch nur relativ schwach stark ausgepragt

zu sein, da sich das hinter der Luftblase liegende Kammerareal links oben erst stark
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verzogert und nach UmflieBen der Blase deutlich anférbt. Insgesamt deckt sich die Stérke
der Fluoreszenz unter der Blase mit der zu erwartenden, denn sie sollte wegen des das
Blut verdrangenden Lufteinschlusses weniger intensiv als in der Umgebung sein. Eine
weitere Auffilligkeit ist durch die Kammermorphologie bedingt: Durch den rechteckigen
Aufbau mit zentral rechts und links liegenden Zu- und Abfliissen kommt es zu einer grin-
geren Stromung in den Kammerecken. Der Hauptfluss findet im Bereich der Geraden
zwischen Ein- und Auslassschenkel statt, die Kammerecken stellen dagegen Areale ver-
minderter Stromung dar. Dies ldsst sich in Abb. 18 sehr gut nachvollziehen, die eine
gleichartig gebaute Kammer ohne groBere Thromben in der Sektion aus einem Vorver-
such zeigt. Bei dieser wurde eine leicht abgewandelte Laser- und Detektorkonfiguration

verwendet, wodurch sich die Stromung in der Kammer deutlich klarer visualisieren lésst.

Abb. 18: Fluoreszenzbild aus Vorversuch mit leicht unterschiedlichem Versuchsaufbau bei ge-
kipptem und anders ausgerichtetem Laserstrahl in weitestgehend unthrombosierter Kammer (sek-
tionsbestdtigt), die mit Fluoreszenzfarbstoff (1,59 ug ICG) und Humanblut durchflossen wird.

Vor allem im Bereich des Auslassschenkels ist der Farbstofffluss deutlich sichtbar, und
man kann erkennen, wie er in Richtung Auslass gebiindelt wird, wodurch es zu vermin-
derter Stromung in den Ecken kommt. Eine weitere mogliche Ursache fiir die verminderte
Ausleuchtung der Randareale ist das elliptische Strahlenprofil des Lasers selbst, das auch
mit der vorgeschalteten Streulinse keine vollstdndig homogene Strahlungsintensitit in
den Randbereichen aufweist. Damit diese moglichst hoch ist, wurde versucht, den Ab-
stand zwischen Laser und Kammer gering zu halten, so dass es abhingig von der La-
serausrichtung dazu kommen kann, dass kleinere Randbezirke nicht im Bereich maxima-
ler Strahlungsintensitdt liegen. Zur Verdeutlichung ist in Abb. 19 das Strahlenprofil des

Lasers und daneben das einer schematisch eingezeichneten Messkammer wiedergegeben.
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Abb. 19: Strahlenprofil des Lasers (li.) und Strahlenprofil mit eingezeichneter Messkammer (re.)
in Falschfarbendarstellung (rot = intensiv, griin-blau = schwach)

Dadurch konnen auf manchen Aufnahmen kleinere Randareale schlechter interpretieren
werden. Die elliptische Form der Kammerausleuchtung kann auch in der Bildsequenz der
Fluoreszenzaufnahmen (s. Abb. 14) nachvollzogen werden. In Messkammer 4 tritt diese
Problematik im unteren linken Randbereich auf. Das Strahlenprofil entspricht in etwa der
rechts schematisch eingezeichneten Kammer von Abb. 19. In Abb. 20 ist die Grenze des
Strahlenprofils mit gelben Punkten in Bild 4 der Fluoreszenzaufnahmenserie von Kam-
mer 4 eingezeichnet. Das Problem tritt in geringerem Umfang auch im unteren rechten
Bildrand auf, was ebenfalls gelb markiert ist. Fiir die Auswertung stellt dies kein groBeres
Problem dar, da letztlich nur kleine Randareale betroffen sind. Bei Betrachtung der Flu-
oreszenzaufnahmen von Kammer 4 erkennt man deutlich, dass es dort aufgrund geringer
Bestrahlung zu keiner Zeit in der Bildserie ein Aufleuchten gab, und dass diese Areale

offensichtlich dem elliptischen Strahlungsprofil des verwandten Lasers entsprechen.

Abb. 20: Mit gelben Punkten markierte, schlecht ausgeleuchtete Randareale von Messkammer 4
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Bei genauer Betrachtung der Bilderserie aus Abb. 14 erkennt man auch, dass die maxi-
male Farbstoffkonzentration und die damit einhergehende grofite Fluoreszenz zwischen
Bild 4 und 5 erreicht wird. Danach nimmt die Intensitit wieder ab, das Entfarben der
Kammer ist auf den folgenden Bildern deutlich zu sehen. Der Entfarbungsprozess ver-
lauft in der durch Sektion nachweislich thrombosierten Kammer jedoch nicht einheitlich.
Der Farbstoff wird in unterschiedlichen Kammerarealen nicht mit derselben Geschwin-
digkeit ausgewaschen, sondern scheint an spezifischen Membranbereichen zu retinieren
bzw. sich dort nur verzogert zu 16sen. Dies ist vor allem im Zentrum der Kammer der
Fall. Ein weiteres verzogert entfirbendes Areal ist im Bereich um die Luftblase festzu-
stellen, was bei genauerer Betrachtung der Bildaufnahmen auf eine durch diese bedingte
lokal verminderte Stromung und die umliegende Thrombosierung zuriickgefiihrt werden
kann und somit einem anderen Mechanismus folgt als die zentral retinierte, deutlich
strukturiertere Fluoreszenz. Die Auswaschphase endet mit Einsetzen der Rezirkulation
im System, so dass zum Zeitpunkt des letzten Fluoreszenzbildes auch das Ende der ver-
wertbaren Fluoreszenzaufnahmen erreicht ist. Auch wenn der Auswaschprozess nicht
weiter beobachtet werden kann, kdnnen den letzten Bildern doch einige interessante Fak-
ten flir die weitere Auswertung entnommen werden. Zum einen werden einige Teile der
Kammer fast vollstandig von Farbstoff befreit und zeigen kaum noch Fluoreszenz, zum
anderen scheinen manche Teile der Kammer in variabler Ausprigung Fluoreszenz und
somit Farbstoff zu retinieren. Auch hier lassen sich Unterschiede zwischen den verschie-
denen Arealen feststellen. Manche Membrananteile entfiarben verzogert, andere zeigen
auch noch auf dem letzten Aufnahmebild eine klare Fluoreszenz im Kontrast zur restli-
chen Kammer. Auftillig hierbei ist, dass stirker fluoreszenzretinierende Areale oft an
solche ohne jegliche Fluoreszenz grenzen oder an Bereiche, aus denen der Farbstoft effi-
zient ausgewaschen wird. Hieraus kann der Schluss gezogen werden, dass eine ldnger
anhaltende Fluoreszenz vor allem in Grenzzonen zwischen Flusshindernis und freiem

Fluss auftritt. Hierauf wird im folgenden Sektionsabgleich noch genauer eingegangen.

Bei dem Versuch, die Fluoreszenzvideoaufnahme mit den Bildern der Sektion abzuglei-
chen, ist festzustellen, dass dies nicht ohne weiteres moglich ist. Nur einige gro3e Throm-
ben lassen sich eindeutig Arealen mit Hypofluoreszenz zuweisen, wihrend sich die vielen
kleinen und disseminiert vorliegenden Helligkeitsunterschiede auf den Fluoreszenzauf-

nahmen nur schwer oder gar nicht mit den Sektionsbildern in Deckung bringen lassen.
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Abb. 21: Vergleich von Bild 3 der Fluoreszenzaufnahme mit Membranlage 2 von Messkammer 4

Abb. 21 zeigt beispielhaft eine gute Vergleichbarkeit von Sektionsbild und Fluores-
zenzaufnahme. Auf ihr sieht man einen sehr prominenten Thrombus (A) leicht schrig
oberhalb des Einlassschenkels und eine weitere abgrenzbare gro3e Formation in der rech-
ten oberen Kammerecke (B), die sich in der Sektion bis in die Tiefe erstreckte. Beide
lassen sich besonders in der Phase des Bolusanflutens auf der Bilderserie gut nachvoll-
ziehen und stellen ein erhebliches Flusshindernis fiir das Blut dar. Den Erwartungen ent-
sprechend zeigt sich in diesen Arealen eine deutlich geringere Fluoreszenz. Sieht man
sich allerdings die weiteren Thromben der Sektion von Membran 2 in Kammer 4 an,
konnen diese nur teilweise bzw. iiberhaupt nicht den hypofluoreszierenden Kammerare-
alen zugeordnet werden. Auch die unterschiedlich stark leuchtenden Areale mit Hypo-
und Hyperfluoreszenz und vielen geringfiigigen Bildunterschieden sind mit bloem Auge
nicht eindeutig in Einklang mit den Sektionsergebnissen zu bringen. Der wesentliche Un-
terschied zwischen exakt und nicht genau zuordenbaren Arealen liegt in der Grofe des
vorliegenden Flusshindernisses. Viele der in der Sektion gefundenen Thromben sind nur
sehr flache Auflagerungen und verursachen keinen relevanten Verdrangungseffekt in Be-
zug auf das Gesamtvolumen der Kammer. Dadurch ist auch im tiberlagerten zweidimen-
sionalen Bild keine klar lokal abgrenzbare Fluoreszenzabschwichung sichtbar. Interes-
santer ist jedoch der Vergleich der flacheren Thromben der Sektion von Lage 2 mit den

letzten Fluoreszenzaufnahmen der Auswaschphase der Bilderserie.

Abb. 22: Letztes Bild vor der Rezirkulationsphase im Vergleich mit der Sektion von Lage 2
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Die verbleibende Fluoreszenz scheint der Verteilung der flachen Thromben im Zentrum
der Kammer zu folgen, wéihrend die dunklen Areale tiberwiegend frei von Thromben zu
sein scheinen. Dies legt die Vermutung nahe, dass Farbstoff im wachsenden Thrombus
inkorporiert wird, was damit erklarbar ist, dass das ICG an viele Blutbestandteile bindet,
die auch in den Thromben nachweisbar sind. Ein Umstand, der wesentlich zu diesem
Phinomen beitragen diirfte, ist die zuvor bereits erwéhnte foudroyant verlaufende Gerin-
nung in der Messkammer. Dadurch ist offenbar die nur fiinf Sekunden dauernde Passage
des Farbstoffes durch die Kammer lang genug, dass sich dieser teilweise in den wachsen-
den Thromben anreichert. Ob dieser Prozess reversibel ist, kann wegen der einsetzenden
Rezirkulation nicht beantwortet werden. Allerdings scheint die Fluoreszenz in der Aus-

waschphase deutlich abzunehmen.

Im Folgenden sind die Fluoreszenzaufnahmen von Messkammer 5 abgebildet. In diesen
werden einige der zuvor genannten Aspekte nochmals verdeutlicht, anschlieBend werden

aufgetretene Besonderheiten besprochen.

Abb. 23: Fluoreszenzaufnahmen von Messkammer 5

Zeitspanne der Bilderserie: 10 Bilder aus 10 Sekunden Videoaufnahme in chronologischer Rei-
henfolge
Cave: Die ersten 4 Bilder stammen wegen der hohen Bilddynamik aus den ersten 1,5 Sekunden.
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Beim Betrachten der vorhergehenden Bilderserie fallen schnell einige Unterschiede zu
den vorherigen Bildern von Messkammer 4 auf. Zum einen ist die Zeitspane der Farb-
stoffpassage im Vergleich zu den Aufnahmen von Kammer 4 erheblich verldngert, zum
anderen kommt es nur zu einer schwachen Auswaschung des Farbstoffes vor der Rezir-
kulationsphase. Die Passagezeit des Farbstoffes ist bei dhnlichen Pumpeneinstellungen
fast doppelt so lang, bis es zur Rezirkulation kommt. Wenn man sich noch einmal die
Sektionsbilder von Kammer 5 vor Augen fiihrt, ist das nicht verwunderlich, da die Kam-
mer massiv thrombosiert war. Schon bei der Versuchsdurchfiihrung konnte ein deutlich
erschwerter Fluss durch die Kammer festgestellt werden der sich durch starkes Flattern
der Membranen innerhalb der Kammer bei jeder Pumpenumdrehung, in verstirkten
Pumpgerduschen sowie dem verzogerten Anfluten des Farbstoffes auf den Aufnahmen
selbst dullerte. Auch die Zeitspanne der Aufnahme fiir die Farbstoffpassage war,vergli-
chen mit dhnlichen Pumpeneinstellungen, deutlich langer. Der gesamte Farbstoffbolus
war vor der Rezirkulation noch nicht ansatzweise abgeklungen. Zu Beginn der Aufnah-
men sieht man, dass es nur einen sehr kleinen Hauptflusskorridor durch die Kammer gibt,
wiéhrend der Farbstoff die restlichen Anteile erst erheblich spéter erreicht. Dies spricht
fiir eine deutlich schlechtere Perfusion der verzogert fluoreszierenden Areale. Auch diese
Beobachtungen deckten sich sehr gut mit dem hohen Thrombosierungsgrad der Kammer
und waren aufgrund dessen auch so zu erwarten. Auf den ersten vier Bildern kann man
sogar nachvollziehen, wie der Farbstoff primir um ein viereckiges Gebilde zu flielen

scheint, bevor er an diesem vorbei weiter in Richtung Auslassschenkel gelangt.

Abb. 24: Ausschnitte von Bild 2, Bild 3 und Bild 4 der Fluoreszenzaufnahmen von Messkammer
5 mit einem viereckigen von Farbstoff umflossenen Hindernis

Dieses ist mit hoher Wahrscheinlichkeit ein Thrombus, da in der Sektion kein anderes

Flusshindernis an dieser Stelle festgestellt werden konnte und es keine andere Erklérung
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fiir ein derartig geformtes Gebilde gibt. Auch eine Luftblase kann an dieser Stelle ausge-
schlossen werden, da sie eine runde Form aufweisen wiirde. Zudem passt auch die mir
fortschreitender Perfusionsdauer zunehmende Durchfiarbung dieser Struktur zu den bis-
her gewonnen Erkenntnissen aus Kammer 4. Auch hier sind wiederum die verzogerten
und variablen Zeitpunkte des Fluoreszenzmaximums sehr auffallig. Dabei zeigt sich er-
neut, dass Areale, die rasch eine starke Fluoreszenz aufweisen, sich auch am schnellsten
wieder entfarben. Bereiche mit verzogertem Fluoreszenzmaximum zeigen dagegen nie

die gleiche Fluoreszenzintensitit wie die zuvor fluoreszierenden.

Bei eingehenderer Betrachtung der Aufnahmen kann man sogar eine teilweise Entfarbung
der zuvor bereits maximal fluoreszierenden Kammerteile zu dem Zeitpunkt erkennen, an
dem die schlechter durchflossenen Areale erst ihr Fluoreszenzmaximum erreichen. Das
dynamische Fluoreszenzbild erscheint durch die vielen kleinen nebeneinandererstehen-
den Helligkeitsabstufungen eher diffus, was zu erheblichen Schwierigkeiten fiihrt, die
einzelnen Befunde aus der Sektion passend zuzuordnen. Der stark thrombosierte und ver-
klebte Kammerzustand erschwert dies zusétzlich, und die Verklebung der Membranen
machte eine Zuordnung zur Sektion noch schwerer. Man kann jedoch bei der Sektion zu
jedem hypofluoreszierenden Areal Thromben finden, allerdings teilweise auch in Berei-
chen, die zum Zeitpunkt der Aufnahme weniger thrombosiert schienen. Ab Lage 3 der
Sektion von Kammer 5 wird die Zuweisung der groen Thromben durch Sektionsprob-
leme erschwert. Allerdings deckt sich die Sektion mit den Aufnahmen insoweit, als die
am stirksten hypofluoreszierenden Areale am Ober- und Unterrand der Kammer mit der
groBten Masse an gefundenen Thromben iibereinstimmten Im zeitlichen Verlauf der Auf-
nahme kann in Kammer 5 eine Struktur betrachtet werden, die gut abgrenzbar ist und bei
der es sich mit hoher Wahrscheinlichkeit um eine Luftblase. Auf den ersten Bildern ist
diese noch nicht klar abgrenzbar und hebt sich nur geringfligig von der iibrigen lokalen
Hypofluoreszenz ab. Im weiteren Aufnahmeverlauf ist die Blase durch ihre ovale Form
aber immer deutlicher zu identifizieren. Sie lieB sich im Gegensatz zu der von Kammer
4 in der Sektion nicht bestdtigen, jedoch wurden auch keine anderen Strukturen gefunden,
die eine alternative Erklarung der Genese bieten konnten. Abb. 25 verdeutlicht dies. Die
Luftblase ist auf dieser mittig am Unterrand der Kammer zu erkennen. Auch hier 1dsst
sich noch ein Restfluss unter- und oberhalb der Luftblase nachweisen, analog zur Blase

aus Kammer 4.
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Abb. 25: Ausschnitt der Fluoreszenzbilder 4,6 und 8 mit der im Text beschriebenen Luftblase am
mittleren unteren Kammerrand.

Zusammenfassend kann anhand des Vergleiches von Kammersektionen und Fluoreszenz-
aufnahmen festgestellt werden, dass eine thrombosierte Kammer deutlich sichtbare Ver-
dnderungen im Fluoreszenzmuster verursacht, aber dass man auf den gewonnenen Bil-
dern nur groBBere Thromben sicher erkennen kann, wihrend die schwécheren Bildverédn-
derungen sich nicht eindeutig den Befunden der Sektion zuordnen lassen. Aus dem Uber-
lagerungsbild lassen sich zudem keine Angaben zur Hohenlokalisation ableiten, was der
Aufnahmemethode mit nur einer Kamera aus einer Perspektive geschuldet ist. Die aufge-
nommenen Bilder sind eine zweidimensionale Summationsdarstellung von komplexen
dreidimensionalen Vorgédngen innerhalb der Kammer, die nicht nur durch die Flusshin-
dernisse, sondern auch durch die Stromungsverhéltnisse und die Ausleuchtung des Lasers
beeinflusst werden. Es findet keine direkte Visualisierung des Kammerinneren statt, son-
dern die Darstellung erfolgt indirekt anhand des angefdrbten Blutflusses durch die Kam-
mer, wobei Hindernisse durch geringere Fluoreszenz sichtbar werden. Insgesamt lassen
sich alle dargestellten Verdanderungen, abgesehen von zwei eindeutig zu identifizierenden
Luftblasen, nur auf Thromben zuriickfiihren. Lediglich die Randareale lassen sich stro-
mungs- und ausleuchtungsbedingt schlechter beurteilen. Die Grundidee der Methode
kann daher bestétigt werden und liefert, mit den zuvor beschriebenen Einschrinkungen,
genauere Aussagen liber die Morphologie des Kammerinnenraumes. Membranen oder
Hindernisse werden dabei nicht direkt dargestellt, konnen aber bei ausreichend grolem
Kammervolumen indirekt anhand der Flussmuster nachgewiesen werden. Das Grund-

prinzip hierbei lautet:
Fluss = Farbstoff im Areal = Fluoreszenz

Flusshindernis = kein/weniger Farbstoff im Areal = keine/weniger Fluoreszenz
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Die gewonnen Bilder sowie die Ergebnisse der Kammersektion werden aber noch von
vielen weiteren Faktoren beeinflusst, die alle ebenso in der Auswertung beriicksichtigt
werden miissen. Diese Erkenntnis flihrte zur Entwicklung der Fluoreszenzmusteranalyse,
die im néchsten Abschnitt beschrieben wird. Letztere beriicksichtigt bei der Auswertung
auch den unerwarteten Umstand des retinierten Farbstoffes und ermoglicht dadurch eine

ganzheitlichere Auswertung der Bilder.

Auch weitere Ursachen, die den Abgleich zwischen Sektion und Aufnahmen von vorn-
herein erschwerten, sollen hier noch genannt werden. Deren Einfluss konnte moglicher-
weise durch einen abgewandelten Versuchsaufbau abgemildert werden. Das erste grof3ere
Problem besteht in der Latenz zwischen Aufnahme und Kammersektion, das auch schon
in Abschnitt 2.2.1 angesprochen wurde. Nach Abschluss der Fluoreszenzaufnahmen
mussten erst die Pumpe abgeschaltet, dann die Flusswege durch Klemmen veréndert und
danach der Dreiwegehahn fiir die NaCl-Spritze gedffnet werden. Erst danach konnte die
Spiilphase beginnen und damit die weitere Gerinnung unterbunden werden. Trotz zahl-
reicher durchgefiihrter Versuche und einer hohen Lernkurve bei der Prozessoptimierung
kam es dadurch zu einer Latenz von 20-30 Sekunden, bevor die Spiilung einsetzte. Wéh-
renddessen kam es zu weiteren Gerinnungsprozessen, die nicht auf den Aufnahmen er-
fasst werden konnten, da die weitere Thrombosierung erst nach der Farbstoffpassage ein-
setzte. Diese Gerinnungsprozesse innerhalb der Latenzzeit werden nicht unerheblich sein,
da die Kammern zwei Minuten nach dem merklichen Einsetzen der Gerinnung kaum noch
Fluss zulieBen. Es muss daher davon ausgegangen werden, dass die Kammer zum Zeit-
punkt der Sektion stirker thrombosiert war als zum Zeitpunkt der Fluoreszenzaufnahme.
Es kam auch vor, dass durch den Spiilvorgang selbst Teile des Thrombus aus der Kammer
entfernt wurden. Insgesamt stellt jedoch der Spiilprozess selbst nur einen eher geringen,
wenn auch nicht komplett irrelevanten Einflussfaktor dar, die Latenzphase bis zur Spii-
lung jedoch einen groBBen. Das zweite Problem entsteht durch die Kammersektion. Beim
Offnen der Kammer sinkt der Fliissigkeitsspiegel, wodurch die Thromben sich zufillig
an die Membranen anlagern und nicht mehr in der Fliissigkeit und der durch die Pumpe
hervorgerufene Stromung suspendiert sind. Dies fiihrt in der Regel zu einer anderen
Thrombenlokalisation, als bei geschlossener Kammer. Zudem wurde bei der Sektion von
Kammer 5 sehr deutlich, welche Auswirkungen die Entfernung der Membranen aus der

Kammer auf das Innenleben derselben hat. Auch wenn der Prozess mit grofiter Sorgfalt
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durchgefiihrt wird, kénnen dabei Thromben zerreil3en, verlagert werden, und die Memb-
ranen konnen sich verschieben. Ursache dieses Problems ist die kohdsive Natur des
Thrombus, das sich bei der hier durchgefiihrten Sektion jedoch schwerlich umgehen ldsst.
Das ist vor allem deshalb problematisch, da man vor der Sektion nicht weil3, was sich
unter der ndchsten Membran befindet und man noch unbekannte Gebilde bei der Sektion

nicht effizient vor Beschiddigungen schiitzen kann.

3.4 Fluoreszenzmusteranalyse

Die Fluoreszenzmusteranalyse wird anhand der bereits aus den vorhergehenden Kapiteln
bekannten Kammer 4 vorgestellt. Es konnten vier grof3ere Gruppen von Fluoreszenzver-
anderungen festgelegt werden, die in ihrer Genese konsistent mit den gewonnenen Daten
waren. Teilweise gab es auch unterschiedliche Kausalitéten, die zu einer &hnlichen Dar-
stellung in der Bildgebung fiihrten, sich jedoch durch ihre Dynamik und weitere kleinere
Unterschiede klar abgrenzen lielen. Die Fluoreszenzmusteranalyse orientierte sich dabei
mehr an der Dynamik der Bildgebung und nicht an einer einzelnen Aufnahme, was auch
besser zur grundlegenden Methode der Flussmusterdarstellung passte als der Versuch ei-
ner Einzelbildanalyse. Hierbei war vor allem die Fluoreszenzintensitét in den verschie-
denen Phasen der Farbstoffpassage durch die Kammer entscheidend. Diese Phasen wer-
den fiir eine spezifische Kammerregion anhand ihrer Leuchtkraft benannt, also beispiel-
weise als hell oder dunkel. Hell steht hierbei fiir eine starke Fluoreszenz, dunkel fiir keine
Fluoreszenz. Daneben gab es im Vergleich zur erwarteten Fluoreszenz auch hyperfluo-
reszierende Areale oder Areale mit einer retinierten Restfluoreszenz nach Abfluten des
Farbstoffes. Auerdem kann zusétzlich noch die Morphologie des fluoreszierenden Are-
ales mit einbezogen werden. Diese Fluoreszenz kann beispielsweise homogen verteilt und

unstrukturiert sein oder aber in einem Areal lokal einer Struktur anhaftend erscheinen.

Fluoreszenzmuster 1: dunkel — dunkel

Bei diesem Fluoreszenzmuster kam es zu keinem Zeitpunkt der Aufnahme zu einer Stei-
gerung der Leuchtkraft in den jeweiligen Arealen. Das bedeutet, dass dort zu keinem

Zeitpunkt eine optisch ausreichende ICG-Konzentration oder Laseranregung vorlag, um

58



eine wahrnehmbare Fluoreszenz zu erzeugen. Wenn kein ICG in ein Areal gelangt, ist
davon auszugehen, dass dort ein Flusshindernis vorliegt. Eine andere Mdglichkeit konnte
in keiner der anderen Auswertungen beobachtet werden. Dieses Flusshindernis war in
den Vorversuchen nur auf zwei Arten von Strukturen zuriickzufiihren: grof8ere Throm-
ben, die aufgrund ihrer Ausdehnung kaum Fluss unter- und oberhalb zulassen, oder auf
Luftblasen entsprechender Grof3e. Letztere waren in den Auswertungen gut abgrenzbar,
lieBen immer noch einen wahrnehmbaren Restfluss zu und wiesen eine charakteristische
Morphologie auf, wodurch sie schon bei bloBer Betrachtung der Fluoreszenzaufnahmen
auffielen und sich von durch Thromben verursachten Flusshindernissen unterschieden.
Eine weitere Ursache konnte eine unzureichende Ausleuchtung der Randbereiche der
Messkammer sein. In der folgenden Abbildung sind Areale markiert, die in die obige

Kategorie (dunkel — dunkel ) fallen, aber in ihrer Genese voneinander abgegrenzt wer-

den miissen. Des Weiteren sollte beachtet werden, dass zwei der drei Ursachen fiir Fluo-
reszenzmuster 1 (Luftblasen und unzureichende Laseranregung im Randbereich) in ei-
nem optimaleren Versuchsaufbau vermeidbar gewesen wéren. Fiir die Auswertung ist

dies jedoch unerheblich, da sich diese gut voneinander unterscheiden lassen.

Abb. 26 auf der folgenden Seite zeigt die drei verschiedenen Ursachen, markiert mit 1a—
lc. Bei 1a handelt es sich um eine Luftblase, was bereits bei der Beschreibung der Sektion
von Kammer 4 auf dem Foto der obersten Membran zu sehen war. Bei Markierung 1b
liegt ein schlecht ausgeleuchtetes Randareal vor. 1c zeigt des Fluoreszenzverhalten bei
Vorliegen eines Thrombus. Obwohl alle Ursachen zum gleichen Fluoreszenzmuster fiih-

ren, sind sie dennoch anhand der Bilder unterscheidbar.
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Abb. 26: Drei Fluoreszenzaufnahmen von Kammer 4 in chronologischer Reihenfolge (von oben
nach unten) mit Markierungen fiir Flussmuster 1 (a, b, ¢). Die gelben Punkte markieren
die Grenze des Laserbestrahlungsfeldes.




Fluoreszenzmuster 2: _hell — dunkel

Bei diesem Fluoreszenzmuster kommt es direkt zu Beginn der Farbstoffpassage zum Auf-
leuchten des betreffenden Areales, wobei die deutliche Fluoreszenz iiber die Passagezeit
anhilt. An deren Ende entfdrben sich diese Bereiche wieder ziigig, so dass die Leuchtin-
tensitdt auf ein Minimum abféllt. Somit muss es sich bei Kammeranteilen mit Fluores-
zenzmuster 2 um gut durchflossene Bereiche handeln, in denen keine relevanten Stro-
mungshindernisse vorgelegen haben, so dass das Blut ungestort durch diese hindurchflie-
Ben kann. Wichtig ist hierbei zu beachten, dass es sich bei den Aufnahmen um solche aus
einem zirkuldren System handelt und es daher in keiner Kammer zu einem vollstindigen

Abfluten des Farbstoffes vor der Rezirkulationsphase kommt.

Abb. 27: Areale mit Fluoreszenzmuster 2 (a, b)

Die mit 2a markierten Areale in Abb. 27 zeichnen sich gleich zu Beginn der Farbstoff-
passage durch eine helle, aber keine Hyperfluoreszenz aus (Bild 1 und 2). Im Folgenden
nimmt die Fluoreszenz von Bild 3 bis 5 kontinuierlich ab und ist auf Bild 6 nahezu voll-
standig abgeklungen. Beide Areale liegen in der direkten Verbindung zwischen Ein- und
Auslassschenkel und scheinen daher sehr gut perfundiert zu sein. Da nach der Boluspas-
sage kein Farbstoff mehr anhaftet, ist anzunehmen, dass in diesen Bereichen keine wach-
senden Thromben vorliegen. Die oben genannten Beobachtungen lassen sich anhand der
Sektionsbilder bestitigen. In den markierten Arealen von Flussmuster 2 liegen, wie in der

nachfolgenden Abb. 28 zu sehen, keine relevanten Stromungshindernisse vor.
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Kammer 4 "5
Lage 1-5
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Kammer 4 =
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Abb. 28: Lagen von Kammer 4 korrespondierend zu Areal 2a
(oben = linke Kammerhilfte, unten = rechte Kammerhdlfte)

Die mit 2b markierten Areale in Abb. 27 stellen sich fast identisch zu 2a dar, weisen
allerdings im Vergleich eine schwichere Fluoreszenz auf. Die Intensitat nimmt von Bild
1-2 zu und dann wieder kontinuierlich bis Bild 5 ab, bevor sie in Bild 6 fast nicht mehr
zu sehen ist. Die geringere Intensitit im Vergleich zu 2a ist durch den Versuchsaufbau
bedingt, da diese Bereiche am Kammerrand liegen und daher auch von weniger Farbstoff
durchflossen werden. AuBlerdem liegt, wie schon erwihnt, in den Kammerrandbereichen
eine reduzierte Strahlungsintensitit vor. Der geringere Blutfluss im Randbereich erklért
auch, weshalb dieses Areal im Vergleich zu 2a seine maximale Fluoreszenz erst mit einer
Latenz erreicht. Der Farbstoft flie jedoch rasch wieder ab, so dass auf Bild 6 in diesen
Bereichen nur noch eine geringe Fluoreszenz vorhanden ist. Auf diesem Bild weist das
obere Areal 2b im Vergleich zu 2a noch eine dezent stirkere Fluoreszenz auf. Ob dies auf
die reduzierte Stromung im Randareal oder auf geringfiigige thrombotische Auflagerun-
gen auf Membran 1 von Kammer 4 zurilickzufiihren ist, ldsst sich an dieser Stelle nicht
mit Gewissheit sagen. Auch hier decken sich die Beobachtungen gut mit den Ergebnissen

der Sektion von Kammer 4.
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2b oben — Kammer 4 - Lage 1-5 2b unten — Kammer 4 - Lage 1-5

Abb. 29: Lagen von Kammer 4 korrespondierend zu Areal 2b
(links obere Kammerhdlften, unten untere Kammerhdlften)

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass Fluoreszenzmuster 2 in Arealen mit
sehr gutem Fluss auftritt, d.h. in Kammerbereichen ohne nennenswerte Thrombosierung.
Dies fiihrt zu einer prompten Fluoreszenz gleich zu Beginn der Farbstoffpassage und zu
einem ziigigen Entfdrben an deren Ende. Dieses Verhalten ist charakteristisch fiir nicht
thrombosierte Areale, entsprechend lassen sich auch in der Sektion keine groferen
Thromben in diesen Bereichen finden. Bei genauerer Betrachtung der Kammer 4 kann
man dieses Flussmuster auch anhand der am stirksten thrombosierten Membran nach-
vollziehen. Auf Abb. 30 auf der nichsten Seite erkennt man, dass die Fluoreszenzareale
recht gut mit den aus dem Sektionsbefund resultierenden Stromungsverhéltnissen tiber-

einstimmen.
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Abb. 30: Gelb eingezeichnete Stromungsmuster im Sektionsbild (oben) und Fluoreszenzbild
(unten) von Kammer 4, die Position der Luftblase ist im Sektionsbild schwarz markiert

Fluoreszenzmuster 3: hyperfluoreszierend — restfluoreszierend oder dunkel

Bei diesem Fluoreszenzmuster fillt eine zunichst unerwartet starke Fluoreszenz auf, de-
ren Intensitét jene, die bei einem frei durchflossenem Kammerareal zu erwarten wire,
iibertrifft. Ein gewisses Problem hierbei besteht darin, dass die Fluoreszenzintensitét
nicht quantitativ durch einen Zahlenwert erfasst wurde, sondern dass die Abstufung rein
visueller Natur ist. Es fehlt gegenwértig noch ein empirisch ermittelter Grenzwert, ober-

halb dessen man den Begriff der Hyperfluoreszenz genau definieren konnte. Unmittelbar
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nach Beginn der Farbstoffpassage zeigen sich in den Arealen von Flussmuster 3 deutlich
iber die zu erwartende Norm hinausgehende Fluoreszenzen, die wéihrend der der frithen
Passagezeit anhalten. Zum Ende der Passage gibt es zwei unterschiedliche Entwicklun-

gen, entweder ein deutliches Entfarben oder eine anhaftend erscheinende Restfluores-

zenz. Beide Phidnomene lassen sich in Abb. 31 nachvollziehen.

Abb. 31: Flussmuster 3 mit initialer Hyperfluoreszenz und folgendem Entfirben (3a)
bzw. mit retinierter Fluoreszenz (3b)

In beiden markierten Arealen 3a und 3b erkennt man auf den ersten zwei Aufnahmen eine
deutliche Hyperfluoreszenz. Nach den anfinglichen Ahnlichkeiten sind auf Bild 6 die
unterschiedlichen Verldufe jedoch deutlich erkennbar. Das mit 3a markierte Areal ent-
farbt sich sehr deutlich, wiahrend im Bereich 3b eine unerwartet deutliche Fluoreszenz
zurlickbleibt, die signifikant stirker ist als in den iibrigen Kammerarealen. Schaut man
sich das Areal 3a in der Sektion an (Abb. 32), erkennt man, dass dort keine relevanten
Flusshindernisse vorliegen. Das deckt sich mit der Beobachtung, dass an dieser Stelle im

zeitlichen Verlauf ein deutliches Entfarben bis zur Rezirkulation stattfindet.

—— : __._-, A "' i — ;-_::-_
— : - _ _ : —
-"-‘:r

[

% — - —= % B

—
-

—

Abb. 32: Sektionsbilder der linksseitigen Membranlagen von Kammer 4,
Lage 1-5 (von links nach rechts)

Die Hyperfluoreszenz bei 3a ldsst sich leicht anhand des Grundprinzips der Methode er-

klaren. Je hoher die Leuchtkraft an einem Ort ist, desto mehr Farbstoff muss an diesem
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vorhanden sein. Da sich Areal 3a genau vor dem Auslassschenkel der Kammer befindet,
fiihrt die dortige Blindelung des Kammerflusses in das Schlauchsystem zu einer groeren
Farbstoffkonzentration und damit zu einer erh6hten Fluoreszenz. Wegen fehlender Fluss-
hindernisse kommt es zu einem effizienten Abfluten des Farbstoffes. In Areal 3b stellt
sich der Sachverhalt anders dar. Auch hier kommt es initial zu einer Hyperfluoreszenz,
die durch einen lokal erhdhten Blut- und Farbstofffluss erklért werden kann. Bei Betrach-
tung der Flussmoglichkeiten durch die Kammer in der Sektion fallt auf, dass in dieser

Region ein guter Flusskorridor vorliegt, abgesehen von den Thromben auf Membran 2.
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Abb. 33: Sektionsbilder und Fluoreszenzaufnahme von Kammer 4 mit eingezeichneten Fluss-
korridoren

Die Frage nach der Genese der zuriickbleibenden, relativ intensiven Fluoreszenz, ldsst
sich nicht eindeutig beantworten, da sich wihrend der Sektion, mit allen beschriebenen
Limitationen, keine exakt lokalisierbare Struktur auffinden liel3, die dieses Phdnomen er-
klaren konnte. Aufgrund der vorherigen Auswertungen muss aber angenommen werden,
dass es nur auf eine Ursache zuriickgefiihrt werden kann, ndmlich der Einlagerung von
Farbstoff in einem wachsenden Thrombus. Auf Abb. 34 kann diese kontinuierliche An-

lagerung von Farbstoff in der betreffenden Region nachvollzogen werden.

Abb. 34: Detailaufnahme der Fluoreszenzaufnahme von Areal 3b im zeitlichen Verlauf
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Die stirkere Restfluoreszenz kann durch die initiale Hyperfluoreszenz erklart werden. Da
dort anfangs ein erheblich groBerer Farbstofffluss vorlag, konnten sich in der Folge auch
mehr Farbstoffteilchen in den expandierenden Thrombus einlagern. Inwieweit der Farb-
stoff im weiteren Zeitverlauf ausgewaschen worden wire, kann aufgrund der einsetzen-

den Rezirkulation nicht beurteilt werden.

Fluoreszenzmuster 4: hell—> restfluoreszierend

Abb. 35: Flussmuster 4 (a, b), eingezeichnet in die chronologisch nummerierten
Fluoreszenzaufnahmen von Kammer 4

Bei Fluoreszenzmuster 4 fillt ein promptes Aufleuchten der betreffenden Areale nach
Beginn des Farbstoffanflutens auf, wobei sich Areale 4a und 4b jedoch leicht in ihrer
Optik unterscheiden (s. Abb. 35). Im Verlauf des Abflutens gleichen sich die Areale an,
und bei beiden verbleibt eine diffuse, strukturiert erscheinende Restfluoreszenz, deren

Intensitét jedoch weit unterhalb der initialen liegt.

Daraus lassen sich zwei wichtige Schlussfolgerungen ziehen: Einerseits sind die Areale
initial gut durchflossen, andererseits scheinen sich dort im zeitlichen Verlauf Strukturen
zu bilden, die den Farbstoff inkorporieren. Das ldsst sich nur durch expandierende Throm-
ben erkléren, die wihrend der Farbstoffpassage ICG einlagern. Die Areale 4a und 4b un-
terscheiden sich lediglich in der Struktur der sichtbaren Fluoreszenz. Bei 4a sind diese zu
Beginn deutlich homogener, wihrend Areale vom Typ 4b schon diffus mit Flusshinder-
nissen durchsetzt zu sein scheinen, die sich in fleckigen, hypofluoreszierenden Teilberei-
chen zeigen. Die mit 4b markierten Areale gleichen sich im weiteren Verlauf aber immer
mehr denen vom Typ 4a an und zeigen zum Ende hin immer noch eine gewisse Restflu-

oreszenz, die darauf schlieen l4sst, dass sich an diesen Stellen Farbstoff festsetzt. Somit
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weisen beide Arten vom Fluoreszenzmuster 4 auf expandierende Thromben hin. Bei 4a
scheinen initial keine oder nur sehr gering ausgeprigte Flusshindernisse vorhanden zu
sein, so dass noch keine deutliche Hypofluoreszenz zu erkennen ist, wiahrend bei Typ 4b
schon anfanglich gréBere Flusshindernisse vorzuliegen scheinen, die zu einer verminder-

ten Leuchtkraft fihren.

Struktur der Fluoreszenz

Ein weiteres hilfreiches Merkmal fiir die Analyse ist die Strukturmorphologie der fluo-
reszierenden Areale. Die Aufnahmen zeigen, dass auch dhnlich intensiv leuchtende Are-
ale Unterschiede aufweisen: Sie konnen unstrukturiert erscheinen oder eine gewisse

Struktur aufweisen.

A

Abb. 36: Vergleich einer unstrukturierten Fluoreszenzstruktur (Bild A) mit einer struktu-
rierten (Bild B)
Bei genauerer Betrachtung fallen drei Charakteristika auf: Die Fluoreszenz von Bild A
st homogen, unstrukturiert und nicht scharf begrenzt, wihrend die auf Bild B strukturiert,
inhomogen und klar begrenzt zu sein scheint. Im Bereich von Bild A lassen sich keine
Thromben nachweisen, wahrend sich bei der Sektion im Areal von Bild B thrombotische
Auflagerungen an den Membranen fanden. Die Struktur entsteht also in Anwesenheit von
Thromben, die vermutlich Farbstoff eingelagert hatten, wéhrend bei Bild A der Fluores-
zenzfarbstoff nur im vorbeiflieBenden Blut vorhanden ist. Dies bietet eine weitere Mog-

lichkeit zur differenzierten Auswertung der Kammerbetrachtung.
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3.5 Fluoreszenzdarstellung mit FIJI

Die bisherigen Auswertungen wurden alle ohne weiteren Computereinsatz vollzogen. Sie
liefern zwar einen hohen Informationsgehalt, benotigen jedoch erheblichen Zeitaufwand
und sind durch die vielfiltig fluoreszierenden Bilder komplex und nicht sehr iibersichtlich
fiir das menschliche Auge. Um diesen Tatsachen entgegenzuwirken und mogliche Per-
spektiven einer computergestiitzten Auswertung aufzuzeigen, wurde entschieden, hierzu
das Bildbearbeitungsprogramm FIJI zu verwenden. Dies ermoglicht die Umwandlung ei-
nes zweidimensionalen Bildes in ein farb- und hohencodiertes 3D Bild, einen sogenann-
ten ,,3D surface plot®, mit dem die Fluoreszenzintensitét dargestellt werden kann. Die
Farbcodierung erfolgt dabei analog zu klassischen Warmebildern: blau entspricht einer
niedrigen, rot einer hohen Intensitit. Neben der Farbgebung wird die Starke der Intensitét
zusétzlich auch durch die Hohe des Graphen an der betreffenden Stelle angegeben,
wodurch die dreidimensionale Struktur entsteht. Die Darstellung der vom Programm er-
zeugten 3D-Plots ist jedoch nicht einheitlich normiert, der Wertebereich der Graphen ori-
entiert sich vielmehr an der minimalen und der maximalen Helligkeit im jeweils zugrun-
deliegenden Bild. FIJT ermdglicht es aber, ein beliebiges Bild aus einer Fluoreszenzvide-
oaufnahme auszuwihlen und sofort in eine zuvor beschriebene graphische Darstellung
umzuwandeln, die einfach und tibersichtlich interpretierbar ist, da nur die Héhen- und
Farbunterschiede betrachtet werden miissen. Die so erstellten 3D-Bilder konnen danach

aus beliebigen Blickrichtungen und -winkeln am Computer betrachtet werden.

Im Folgenden wird exemplarisch ein Fluoreszenzbild von Kammer 4 aus verschiedenen
Blickwinkeln gezeigt. Bei der Bildtransformation entsteht natiirlich auch ein Informati-
onsverlust, aber man erhélt so Darstellungen, welche die relevanten Informationen zu
Flusshindernissen und den noch bestehenden Hauptflusswegen innerhalb der Kammer
schnell und einfach interpretierbar aufzeigen. Eine genauere Differenzierung von Throm-
ben, Bereichen eingeschriankten Flusses sowie anderen Hindernissen oder Beleuchtungs-

fehlern ist dagegen nicht mehr mdoglich.
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Abb. 37: Fluoreszenzbild von Messkammer 4 zum Abgleich mit den mittels FIJI erzeugten
Bildern

Abb. 38: Aus Abb. 37 nach Umwandlung mittels FIJI erhaltenes 3D-Bild aus verschiedenen
Blickwinkeln. Das mittlere linke Bild entspricht der Ansicht von Abbildung 32. Oben
links: seitliche Ansicht. Mitte links: Ansicht von oben. Unten links: Ansicht schrdg vom
Einlassschenkel aus. Oben rechts: Ansicht vom FEinlassschenkel aus. Unten rechts:
Schrdgansicht auf den Einlassschenkel.
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3.6 Zusammenfassung der Ergebnisse in Bezug auf die Forschungs-

frage und Methodenkritik

Das Grundkonzept der Methode lie3 sich am miniaturisierten Modell erfolgreich anwen-
den. Es war moglich, die Passage des Blutes durch die Kammer zu visualisieren und dabei
Storungen zu identifizieren. Die Anwesenheit von Thromben fiihrte in den betroffenen
Kammern zu starken Verdnderungen auf den Bildern, die insbesondere bei dem Vergleich
mit einer nicht thrombosierten Kammer deutlich wurden. Es findet dabei allerdings keine
reine Darstellung der Thromben als Hindernis statt, sondern auch eine der durch sie her-
vorgerufenen Stromungsverdnderungen innerhalb der Kammer. Die dabei entstehenden
charakteristischen Leuchtmuster konnen mit der Fluoreszenzmusteranalyse genauer in-
terpretiert werden. Es kommt sowohl zu direkten Bildveranderungen durch den fehlenden
Blut- und Farbstofffluss im Bereich einer Thrombose als auch zu indirekten, da die
Thromben als Flusshindernisse zu einem verdnderten Stromungsverhalten durch die
Kammer fithren. Gut durchflossene Areale kénnen durch ihr promptes An- und Entfarbe-
verhalten bei Farbstoffpassage identifiziert werden. Bereiche mit schlechten Stromungs-
bedingungen und/oder reduziertem Fluss lassen sich analog erkennen. Die gesuchten St6-
rungen konnen somit direkt oder indirekt anhand ihrer Auswirkungen in der Kammer
identifiziert werden. Grundsétzlich kann eine stirker thrombosierte Kammer aber schon
durch bloBes Betrachten der Fluoreszenzaufnahme erkannt werden, da die auftretenden
Bildveridnderungen typischerweise deutlich zu erkennen sind. Somit erwies sich die neue
Darstellungsmethode am Modell als grundsitzlich anwendbar und erfolgreich, auch wenn
selbstverstidndlich noch viel Raum fiir weitere Verbesserungen verbleibt. In Bezug auf
die wiederholte Anwendbarkeit des Verfahrens sollte zusétzlich noch weitere Forschung
zur auftretenden Restfluoreszenz erfolgen, da diese bei der praktischen Anwendung unter
realen Bedingungen am Menschen bei wiederholten Aufnahmen und Farbstoffzugaben

zu einer gestorten Bildgebung fiihren konnte.
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4. Diskussion

Wie eingangs bereits beschrieben ist die Verwendung von extrakorporalen Kreislaufsys-
temen mit Membranoxygenatoren ein zunehmend héufiger angewandtes Verfahren von
hoher klinischer Relevanz (ELSO, July 2020). Bei diesem stellt die Oxygenatorthrombose
jedoch eine ursédchlich noch nicht vollstdndig geklirte und hiufige Komplikation dar
(Doyle & Hunt, 2018, ELSO, January 2017). Gerade auch in Anbetracht der aktuellen
Pandemie durch SARS-CoV-2 mit mitunter schweren hypoxdmischen Verldufen hat die-
ses Verfahren weiter an Bedeutung gewonnen (Ma et al., 202(0) und wird unter anderem
von der Weltgesundheitsorganisation (WHO) ((Organization)) und der National Health
Commission of the People’s Republic of China (China) bei schweren Verldufen mit po-
tenziell reversiblem schweren akuten Atemwegssyndrom (englisch ,,severe acute respi-
ratory syndrome*, SARS) als Rettungstherapie vorgeschlagen, wenn andere Therapiefor-
men versagen. Die frithzeitige Erkennung thrombotischer Ereignisse stellt nach wie vor
ein groBBes Problem dar, obwohl es schon verschiedene Arbeiten zur Vorhersage solcher
Ereignisse gibt. Panigada et al. untersuchten beispielsweise, inwieweit Parameter wie an-
steigende D-Dimere, reduzierte Thrombozyten, abnehmende Oxygenatorleistung und
sichtbare Gerinnsel in anschlieBender CT-Kontrolle solche Thrombosen voraussagen
konnten und kamen zu dem Schluss, dass diese nicht mit der Bildgebung korrelierten
(Panigada et al., 2015). Andere Autoren wie Dornia et al. bestimmten Blutwerte wie D-
Dimere und Fibrinogen mit Blick auf ihre Vorhersagekraft und untersuchten die Oxyge-
natoren per CT, um das Gerinnselvolumen zu bestimmen. Sie fanden deutliche Anstiege
von D-Dimeren bei Oxygenatorthrombosen und folgerten, dass, wenn andere Kausaliti-
ten ausgeschlossen werden konnten, signifikant erhohte Werte fiir D-Dimere bei der Vor-
hersage helfen konnten (Dornia et al., 2015). Ein weiterer Hinweis auf eine Thrombose
des innerhalb des Membranoxygenators ist ein erheblicher Druckanstieg im Einlassbe-
reich, der jedoch auch nur temporérer Natur sein kann und somit auch kein sicherer Indi-
kator einer sich manifestierenden Thrombose ist (Schaadt, 1999). Allerdings kann dieser
Druckanstieg auch stark und von dauerhafter Natur sein, so dass ein Tausch des Oxyge-
nators vorgenommen werden muss (Wendel et al., 2001). Ein anderer sehr interessanter
Ansatz zum direkten Thrombennachweis sogar bei laufender Applikation, wurde von

Fuchs et al. mittels Infraschalluntersuchungen durch ein Hydrophon an einem kleinen
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Patientenkollektiv erfolgreich durchgefiihrt, ohne dass es falsch positive oder falsch ne-
gative Ergebnisse gab (Fuchs, Berg, Eriksson, & Prahl Wittberg, 2017). Die Besonder-
heit dieser Methode liegt vor allem in der Tatsache, dass sie bei laufender Applikation
eine Thrombose verifizieren konnte, ohne dass der Oxygenator hierzu ausgebaut werden
musste. Gerade dieser Umstand ist ein Novum, das auch in dieser Arbeit verfolgt wurde.
Die Applikation von Indocyaningriin in den Oxygenator wird ebenfalls bei laufender An-
wendung ohne notwendige Unterbrechung des Kreislaufsystems durchgefiihrt, wobei le-
diglich eine vor dem Oxygenator liegende Applikationsstelle in das Lumen des Kreis-
laufsystems vorhanden sein muss. Im Gegensatz zur Infraschalldarstellung fiihrt die in
dieser Arbeit beschriebene Methode jedoch zu einer konkreten Bildgebung der Kammer,
die nicht nur das Vorhandensein von Flusshindernissen bejaht oder verneint, sondern
diese vielmehr in Echtzeit, zusammen mit den tatsdchlichen Auswirkungen auf den Fluss,
an einem angeschlossenen Monitor darstellen kann. Alle anderen zuvor beschriebenen
Arbeiten, bei denen eine reale Bildgebung stattfand, erforderten zunichst den Ausbau des
Oxygenators. In der vorliegenden Arbeit wird gezeigt, dass die Bildgebung nicht nur zu
einer direkten Thrombendarstellung fiihrt, sondern zusétzlich auch die vorherrschenden
Flussverhéltnisse wiedergibt. Es wird also mit dem Verfahren nicht nur das Flusshinder-
nis selbst darstellt, sondern es werden auch die sich daraus ergebenden funktionellen
Flussverdnderungen im Oxygenatormodell aufgezeigt, was eine deutlich funktionellere
Untersuchungsmethode darstellt. Das ist insofern von Bedeutung, als dass Thromben
gleichen Volumens je noch ihrer Lokalisation zu unterschiedlich starker Beeintrachtigung

des Oxygenators fithren konnen.

Im Folgenden wird auf die einzelnen Aspekte des Ergebnisteils genauer eingegangen,
insbesondere auch mit Blick darauf, wie die Methode weiterentwickelt und verbessert

werden konnte.

Indocvaningriin als Farbstoff

Der verwendete Farbstoff {ibertraf die anfianglichen Erwartungen bei der theoretischen
Entwicklung des Verfahrens bei weitem. Die Potenz bei Anregung durch einen 250 mW
starken Laser mit Linsensystem war hervorragend, was dazu fiihrte, dass eine weit unter

den Herstellerangaben liegende ICG Konzentration verwendet werden konnte. Bei einer
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Humanapplikation in anderen etablierten Anwendungsgebieten liegt die klinisch verwen-
dete Konzentration bei 0,1-0,3 mg/kg KG fiir Herz-, Kreislauf- und Mirkozirkulations-
diagostik (DiagnosticGreen). Damit miissten fiir einen durchschnittlich 70 kg schweren
Patienten insgesamt 7-21 mg ICG verwendet werden. Aufgrund der Vorversuche mit
verschiedenen Stoffmengen stellte sich fiir die in dieser Arbeit verwendeten Messkam-
mern bereits eine Gesamtmenge von 1,59 ng ICG als vollkommen ausreichend heraus.
Natiirlich ist hierbei dem miniaturisiertem Modell Rechnung zu tragen, da dessen Kam-
mern deutlich kleiner als handelsiibliche Oxygenatoren sind. Es ist daher nicht genau ab-
zuschitzen, wie hoch die bendtigte Dosis bei einem normal groflen Oxygenator sein
miisste, da sich das Bildgebungsverfahren offensichtlich nicht durch eine simple Hoch-
rechnung auf das Normalvolumen eines Membranoxygenators iibertragen ldsst. Die not-
wendige Farbstoffmenge wire vielmehr von der zu durchleuchtenden Hohe der Kammer
abhingig, wobei man einen moglichst optimalen Kompromiss zwischen einem starken
Fluoreszenzsignal und der Vermeidung einer Uberstrahlung im Fluoreszenzbild finden
miisste. Die ausgeleuchtete Fliche der Kammer wére dagegen ein eher nachrangiges
Problem, da man diese mittels geeigneter Laser und Linsen einfacher reskalieren kann.
Daneben miisste natiirlich auch der Flussgeschwindigkeit des Blutes im Membranoxyge-
nator Rechnung getragen werden, da diese Einfluss auf die Passagezeit des Farbstoffes
hat. Gegebenenfalls konnten bei verschiedenen Flussraten auch jeweils unterschiedliche
Farbstoffmengen optimal sein. Dies sollte sich durch empirische Tests einfach feststellen
lassen und damit kein grof3es Hindernis bei der Weiterentwicklung der Methode darstel-
len. Trotz all dieser Faktoren ist dennoch mit einer geringeren Farbstoffdosis als in ande-
ren etablierten Anwendungsgebieten zu rechnen, da lediglich ein kleiner Teil des Blutes
eines Patienten, das in einer gewissen Zeitspanne den Membranoxygenator durchflief3t,
angefarbt werden miisste. Dies steht im Kontrast zu vielen anderen Anwendungsberei-
chen, bei denen der Farbstoff im Blutstrom des Patienten deutlich stirker verdiinnt wird.
Bedenkt man dabei noch die sehr selten auftretenden Nebenwirkungen von <1:10000 bei
einer ICG-Applikation (DiagnosticGreen), sollte die Methode fiir Patienten sehr sicher
und ungeféhrlich sein. Dies sind aber noch nicht alle Vorteile, die sich aus der Verwen-
dung von ICG ergeben. Daneben wiren beispielsweise auch der rein hepatische Metabo-
lismus des Farbstoffes ohne renale Elimination (Hunton, Bollman, & Hoffman, 1960) zu

nennen. Das ermdglicht auch die Anwendbarkeit bei schwerer Niereninsuffizienz, selbst
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wenn bei diesem Patientenklientel in der Literatur insgesamt mehr Nebenwirkungen be-
schrieben sind als bei Nierengesunden (Benya et al., 1989). Ferner sollte eine Anwendung
auch bei Patienten mit schwer eingeschrankter Leberfunktion méglich sein, da ICG eben-
falls zur Leberfunktionsdiagnostik im intensivmedizinischen Bereich und bei kritisch
kranken Patienten im klinischen Alltag verwendet wird (Faybik et al., 2004, Oellerich et
al., 1991; Sakka, 2007, 2018; Thiimer, Hiittemann, & Sakka, 2007). Allerdings sollte bei
derartigen Patienten mit einer signifikant verldngerten Elimination gerechnet werden
(Leevy, Smith, Longueville, Paumgartner, & Howard, 1967; Wiegand et al., 1960), was
unter Umstdnden bei einer wiederholten Anwendung der Methode in kiirzeren Zeitinter-
vallen von Belang sein konnte. Bei Lebergesunden hingegen sollte durch die sehr kurze
effektive Halbwertszeit von 2,4 Minuten (Of#¢, 1998) eine wiederholte Applikation in kiir-
zeren Zeitabstinden theoretisch moglich sein, um die Dynamik einer Oxygenatorthrom-
bose besser beurteilen zu konnen, sofern es zu unklaren oder grenzwertigen Befunden in
der Bildgebung kidme. Dies konnte bei der klinischen Entscheidungsfindung, ob der
Oxygenators gewechselt werden oder man zuwarten sollte, sehr hilfreich sein. Ein letzter
fiir die Verwendung von ICG sprechender Punkt ist die Tatsache, dass es sich um einen
fiir den Menschen in der Klinik zugelassenen Stoff handelt (DiagnosticGreen; Drugs,
1959). Diese Anforderungen mussten bereits bei der theoretischen Planung des For-
schungsprojektes alle potentiell einsetzbaren Fluoreszenzfarbstoffe erfiillen, um so die

mogliche weitere Erforschung der Methode zu gewéhrleisten.

Fluoreszenzbildgebung

Die Fluoreszenzbildgebung mittels ICG ist ein in vielen Fachdisziplinen verwendetes,
etabliertes Verfahren. Sie wird sie beispielsweise in der Ophthalmologie zur Differenzie-
rung verschiedene Unterformen der neovaskulédren altersbedingten Makuladegeneration,
zum Ausschluss von zentralen serdsen Chorioretinopathien, bei epiretinalen Blutungen
und vielem anderen verwendet (Heimann, 2010). Weitere Anwendungsgebiete finden
sich in der Dermatologie, beispielsweise zur Sentinel-Node Biopsie (Géppner et al.,
2017) oder zur Kapillarendarstellung (Bollinger, Jiger, Roten, Timeus, & Mahler, 1979;
Bollinger, Saesseli, Hoffmann, & Franzeck, 1991, Superti-Furga, Saesseli, Steinmann, &
Bollinger, 1992). Auch in der Neurochirurgie (Oda et al., 2011), Herzchirurgie (Bradley
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& Barr, 1968, Lichtwarck-Aschoff, Beale, & Pfeiffer, 1996) und Allgemeinchirurgie
(Kohso et al., 1990) wurde eine Bildgebung mit ICG bereits erfolgreich angewandt.

Bislang erfolgte jedoch noch keine Anwendung zur Darstellung von Flusshindernissen
im Membranoxygenatormodell, obwohl sie auch in diesem Bereich potentiell vielver-
sprechend erscheint. Wie schon in anderen Ansitzen erfolgt die Anregung des Farbstoffes
durch (Laser)Licht im Bereich von 785 nm. Die emittierte Fluoreszenzstrahlung hat durch
die Stokes-Verschiebung eine groflere Wellenldnge, was eine Blockade des Anregungs-
laserlichtes durch Bandpassfilter ermdglicht. So konnen durch die intensive laserbasierte
Anregung des Farbstoffes sowie einen sensitiven Fluoreszenzdetektor, die Potenz des
Farbstoffes als Fluorochrom sowie die hierzu passenden giinstigen optischen Eigenschaf-
ten vom PMP und Blut Aufnahmen mit einem zufriedenstellenden Detailreichtum er-

reicht werden.

Ein ambivalent zu bewertender Punkt bei der in dieser Arbeit verwendeten Bildgebungs-
methode ist jedoch, dass nicht nur Flusshindernisse selbst, sondern auch ihre Auswirkun-
gen auf den Kammerfluss im Fluoreszenzbild gemeinsam dargestellt werden. Nachteilig
hierbei ist, dass keine reine Darstellung von Hindernissen wie Thromben und Luftblasen
erfolgt. Flusshemmnisse waren meist erst ab einer gewissen Grofle den Befunden der
Sektion zuordenbar, und eine klare Trennung von Hindernis und dessen Auswirkung war
oft nicht eindeutig moglich. Die klare Abgrenzung im Sektionsabgleich war nur bei spe-
zifisch geformten oder groflen zusammenhidngenden Thromben moéglich. Zudem war die
Methode der Sektion nicht immer optimal fiir den Abgleich. Der Vorteil der kombinierten
Darstellung von Hindernis und Auswirkung ist dagegen, dass sie erheblich bessere funk-
tionelle Aussagen iiber die Kammer erlaubt als durch eine rein optische Betrachtung der
Hindernisse. Damit sind die Flusswege innerhalb der Kammer in den verschiedenen Pha-
sen der Farbstoffpassage besser beurteilbar. In der Anflutphase weisen die am stirksten
durchstromten Areale eine prompte und intensive Fluoreszenz auf, wihrend weniger oder
gar nicht durchflossene Kammeranteile klar abgrenzbar waren. AnschlieSend konnten die
Flussrichtungen in der Mitte des Zeitintervalls der Farbstoffpassage anhand der Fluores-
zenzintensitit beurteilt werden. Je stirker der Fluss in einem Kammeranteil ist, desto

mehr Farbstoff wird pro Zeit angeregt, und entsprechend intensiver ist die beobachtbare
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Fluoreszenz. Wéhrend der Abflutphase erfolgt die Entfarbung und damit einhergehend

Abnahme der Fluoreszenz ebenfalls proportional zum Blutfluss.

Nicht abschlieBend geklart werden konnte jedoch das Phdanomen der retinierten Fluores-
zenz in einigen Kammerbereichen. Diese scheint jedoch iiberwiegend mit den Membra-
nen anhaftenden Gerinnseln korreliert zu sein. Durch die frithe Rezirkulation des Blutes
im System konnte zudem nicht gekléart werden, ob es sich hierbei um ein voriibergehendes
oder ein permanentes Phdnomen handelt. Prinzipiell spielt das aber fiir die Fragestellung
und Auswertung dieser Arbeit auch keine grofle Rolle. Von Thromben befallene Kam-
mern lassen sich schon wéhrend der Farbstoffpassage anhand der Bildverdnderungen er-
kennen. Allerdings konnte eine wiederholte Bildgebung bei ldngerfristigem Verbleib des
Farbstoffes erschwert werden. Ausgehend von den untersuchten Kammern und Aufnah-
men scheint jedoch der zuriickbleibende Farbstoff zumindest teilweise wieder ausspiilbar
zu sein. Um dies genau festzustellen und zu quantifizieren, wiren weitere Untersuchun-
gen erforderlich. GroBe Thromben wiesen, wenn iiberhaupt, nur im Randbereich eine
Farbstoffanreicherung auf, eher flichigere und diinne Thrombosierungen zeigten dagegen
eine deutlich intensivierte, diffuse Anreicherung. Danach scheint es am wahrscheinlichs-
ten zu sein, dass Farbstoff in expandierenden Thromben inkorporiert wird, wodurch sich
im Rahmen einer Untersuchung gegebenenfalls éltere, schon weitgehend ausgebildete
Thromben von aktuell expandierenden unterscheiden lassen konnten. Die zuvor genann-
ten Informationen des Farbstoffflusses liefern jedoch ein klares und schliissiges Bild iiber
die funktionellen Flussverhéltnisse innerhalb des Oxygenators. Es konnte anhand der
Aufnahmen zweifelsfrei beurteilt werden, ob die Flussbedingungen in der Messkammer
gestort sind oder nicht. Auch das Ausmal der Storung ldsst sich anhand der Bildgebung
gut abschédtzen, auch wenn sich die ursdchlichen Einzelereignisse nicht sicher abgrenzen
lassen. Dies ist aber sogar bei laufender Gerdteapplikation in Echtzeit, schon aus reiner
Betrachtung der Aufnahme ohne weitergehende Auswertungen moglich. Hierzu reicht,
wie unter 3.3 gezeigt, der Vergleich von Aufnahmen einer weder thrombosierten noch
stromungsgestorten Kammer mit einer thrombosierten Kammer aus den Versuchen. Die
deutlichen Unterschiede zwischen den beiden Kammern sind klar ersichtlich. Diese Aus-
sagen konnen bisher zwar nur flir das verwendete miniaturisierte Oxygenatormodell ge-
troffen werden, man sollte aber auch Thromben in einem normal groBen, im klinischen

Alltag verwendeten Oxygenator deutlich einfacher beurteilen kénnen, wenn man die
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bisherigen Untersuchungen zur Thrombosierung von Membranoxygenatoren in die Be-

urteilung mit einflieBen ldsst.

Dornia et al. untersuchten in einer Studie multiple Membranoxygenatoren mit Heparin-
beschichtung nach einem erfolgreichen Weaningprozess mittels CT, wobei keiner der un-
tersuchten Oxygenatoren wihrend der Patientenapplikation Anzeichen einer kritischen
Dysfunktion zeigte. Dennoch wurden in allen untersuchten Oxygenatoren thrombotische
Ablagerungen mit einem durchschnittlichen Volumen von 51,7+22,3 cm? gefunden. Alle
befanden sich im Bluteinlassbereich des Oxygenators (Dornia et al., 2014). In einer an-
deren Arbeit von Evans et al. wurde der Median des Thrombenvolumens mit 11,4 cm?
und ein Interquartilsabstand von 2,2-44,5 cm® angegeben. Die gefundenen Gerinnsel wa-
ren liberwiegend, aber nicht ausschlieBlich, im Einlassbereich lokalisiert. Die Thromben-
groBBe wurde hier jedoch iiber Umwege anhand optischer Bildauswertungen nach Zersa-
gen der Gerite errechnet und nicht exakt per CT-Volumetrie bestimmt (Evans et al.,

2017). Dadurch lassen sich die angegebenen Werte nur schwer miteinander vergleichen.

Bei der folgenden Uberlegung sollte auch beachtet werden, dass die bei Dornia et al.
betrachteten Membranoxygenatoren keine Anzeichen einer kritischen Dysfunktion auf-
wiesen und somit prinzipiell eigentlich gar nicht fiir die in dieser Arbeit vorgestellte Un-
tersuchungsmethode in Betracht gekommen wiren. Trotzdem fanden sich in allen von
thnen Thromben, deren Volumen dasjenige der hier visuell dargestellten Flusshinder-
nisse, um ein Vielfaches iiberstieg. Das gesamte ausgefraste Kammervolumen in den vor-
hergehenden Untersuchungen umfasste nur 4 cm?®, und alle bei der Sektion gefundenen
Thromben fiillten stets nur einen Teil der Kammer aus. Dennoch waren in diesem minia-
turisierten Modell Hindernisse abgrenzbar, und der Blutfluss konnte im Detail nachver-
folgt werden. Daher kann man davon ausgehen, dass in einem normalen Oxygenator sol-
che vergleichsweise groBen Ablagerungen, wie sie bei Dornia et al. auftraten, gut darzu-
stellen sein sollten. Da bei einer entsprechenden Dysfunktion des Oxygenators von einer
noch deutlicheren Thrombosierung als in der zuvor zitierten Studie auszugehen ist, sollte
die hier vorgestellte Methode bei weiterer Erforschung noch erfolgreicher sein. Auch die
Tatsache, dass alle gefunden Thromben in fritheren Studien im Einlassbereich lokalisiert
waren und nicht wie in dieser Arbeit in Form stark disseminierter und verhéltnisméBig

kleiner Kammerereignisse auftraten, sollte deren Abgrenzbarkeit mittels Fluoreszenz-
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bildgebung noch deutlich weiter verbessern. Auch wenn man das kleinere Thrombenvo-
lumen in der Arbeit von Evans et al. als Grundlage nimmt, sollte das Vorgenannte gleich-

ermallen gelten.

Ein weiterer Vorteil der Verwendung einer Fluoreszenzbildgebung in der hier durchge-
fiihrten Form ist die einfache Handhabung der Aufnahmetechnik sowie der verwendeten
Soft- und Hardware. Detektor und Laser sind beide sehr kompakt und durch ihre Authin-
gung an Stativen in Sekundenschnelle an die Lage der Messkammer adaptierbar. Die
Software IC Capture (ThelmagingSource) erlaubt durch ihr iibersichtliches Design eine
intuitive Benutzung und speichert Aufnahmen in der gewiinschter Codierung automatisch
ab. Der schwierigste Teil der Fluoreszenzaufnahmen war es, den richtigen Moment zwi-
schen beginnender und vollstdndiger Kammerthrombosierung abzupassen, damit gut ver-
wertbare Aufnahmen entstanden. Dies wire bei einer Humanapplikation vermutlich be-
deutend einfacher: Da die Patienten antikoaguliert sind und sich die Thrombosen erst
durch eine zunehmende Dysfunktion von Gerit und Patient bemerkbar machen (Evans et
al., 2017, Lehle et al., 2008; Wendel et al., 2001), gibt es ein weitaus groBeres Zeitfenster
fiir die perfekte Bildgebung. Diese konnte dann einfach bei entsprechendem Verdacht
durchgefiihrt werden, woraus sich verschiedene Optionen bei einem klinisch verwende-
ten Oxygenator ergében: Ist der Oxygenator frei oder nur gering thrombosiert, sollten in
der Fluoreszenzaufnahme klare Flusswege ohne signifikante Fluoreszenzunterschiede zu
erkennen sein auller solchen, die durch technisch bedingte FlieBeigenschaften des ver-
wendeten Modells selbstverursacht werden. Eine erneute Aufnahme in gewissem zeitli-
chem Abstand konnte ggf. Klarheit tiber die Entwicklung einer potenziellen Flussaffek-
tion durch Thrombosierung bieten. Sollten groflere Hindernisse vorliegen, miissten sich
diese entsprechend durch Fluoreszenzaussparungen, hypofluoreszierende Areale und Be-
reiche von Hyperfluoreszenz durch lokale erhdhte Flussgeschwindigkeit bei insgesamt
konstantem Blutfluss durch das Gerit nachweisen lassen. Wére der Membranoxygenator
hingegen schon so stark in seiner Funktion beeintrichtigt, dass kein Farbstoff mehr hin-
durchgeht, kann davon ausgegangen werden, dass dieser auch ohne eine vorherige Bild-
gebung zur Entscheidungsfindung getauscht werden sollte. Wiirde man die Methode in
diesem Fall trotzdem anwenden, sollte man auch aufgrund der nicht oder kaum noch
wahrnehmbaren Fluoreszenz im Bild, die sich durch den sehr geringen Blut- und Farb-

fluss ergibt, eine klar bewertbare Aufnahme bekommen. Somit ist das Problem, den
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optimalen Bildaufnahmezeitpunkt zu bestimmen, eher als spezifisch fiir den hier verwen-
deten Versuchsautbau anzusehen, sollte aber bei der klinischen Anwendung nur eine sehr
geringe Relevanz haben. Zudem muss bei einem Patienten auch immer der Status quo des
Gerites erfasst werden und nicht der optimale Zeitpunkt fiir schone Bilder einer Doktor-
arbeit. Bei der Anwendung steht immer die Frage im Vordergrund, ob das Gerit signifi-
kant durch Thromben oder sonstige Flusshindernisse beeintrachtigt ist. Zudem sollte
durch den Befund auch eine grobe Einschitzung der Restfunktion moglich sein. Mit
wachsender Zahl an Anwendungen und grof3erer Erfahrung bei der Auswertung solcher
Aufnahmen, sollte auch eine deutliche Lernkurve des Anwenders zu erwarten sein, vor
allem da letzterer den klinischen Kontext und die Entwicklung des Patienten miterleben
und dadurch auch die Resultate der Methode besser einschidtzen konnte. Die Einschétz-
barkeit sollte durch die Verwendung baugleicher Typen von Membranoxygenatoren noch
weiter verbessert werden kdnnen. Zu jeder Kammer konnte eine Aufnahme ohne Hinder-
nisse durchgefiihrt und die zugehorigen Flussraten bestimmt werden. Durch Abgleich mit
dieser ungestorten Aufnahme wiirden Pathologien noch deutlicher ersichtlich. Dies lie3
sich in dieser Arbeit nicht realisieren, da die Messkammern einzeln von Hand hergestellt,
mit Membranen befiillt und anschlieBend versiegelt wurden. Bei einem zugelassenen,
maschinell angefertigtem Medizinprodukt sollten dagegen die Abweichungen der Kam-
mern untereinander minimal und damit irrelevant sein. Jedoch waren auch schon die ma-
nuell hergestellten einzelnen Kammern gut untereinander vergleichbar, was die zuvor ge-

nannte Erwartung bei der Anwendung an einem normalen Oxygenator unterstreicht.

Eine noch zu erwidhnende kleine Schwiche dieser Arbeit ist die bereits angesprochene
leichte Variabilitdt der Kammern und Aufnahmen. Diese bezieht sich nicht nur auf die
Unterschiede in den Kammern selbst, sondern auch auf die manuelle Ausrichtung von
Laser und Kamera. Wie die Ergebnisse zeigen, war das Strahlungsfeld nicht immer opti-
mal eingestellt, auch die elliptische Form des Lasers erwies sich als ungiinstig. Durch
diese wurden Randbereiche teilweise schlecht ausgeleuchtet und damit nur schwer beur-
teilbar. Auch kam es durch wiederholten Ein- und Ausbau der Kammern und der jeweils
anschliefenden Neuausrichtung des Lasers und der Kamera zu Unterschieden zwischen
den Bildern. Dabei gab es leider auch ein durch die Stative selbst verursachtes Platzprob-
lem, wodurch keine optimale, vollstidndig parallele Ausrichtung von Laser und Detektor

moglich war. Aufgrund des kleinen Strahlungsfeldes mussten zusétzlich beide Teile der
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Aufnahmeeinheit zueinander verkippt werden, damit sie sich nicht behinderten und so-
wohl eine vollstindige Darstellung der Kammer als auch eine vollstdndige Ausleuchtung
derselben moglich war. Aufgrund des durch die Verkippung der Kamera verdanderten Ein-
fallwinkels des Laserlichtes konnte es zu einer verminderten Filterleistung des Bandpass-
filters kommen, so dass bei Aufbau und Einstellung des Systems stets ein Kompromiss
gefunden werden musste, um allen Anforderungen moglichst gleichermallen gerecht zu
werden. Hier hat die Methode offensichtlich noch Verbesserungspotential. Zum einen
sollten mehrere Laser mit einem runden Strahlungsprofil verwendet werden, was mit ei-
nem gleichartigen Linsensystem zu einer groeren ausgestrahlten Fléche fiihrte, wobei
sich bei groBBeren Oxygenatoren die Strahlungsfelder auch deutlich besser iiberlappen lie-
Ben. Ferner sollte eine Halterung konstruiert werden, in der die Laser in optimaler Aus-
richtung zum Detektor befestigt sind, der hierbei selbst mittig liegen sollte. Damit wire
eine grofere Flache mit einem parallel zu den Strahlern liegendem Detektor abbildbar,
und storende Laserdarstellung konnte aufgrund fehlender Verkippung vermieden werden.
Ferner befdnden sich alle Komponenten immer im gleichen Abstand und in optimaler
Position zueinander. Dies wiirde die Bildgebung erheblich verbessern, und die deutlich
geringere Variabilitdt im Versuchsaufbau ermdglichte eine noch bessere Vergleichbarkeit
der Aufnahmen untereinander. Ein entsprechendes Konzept ist in der folgenden Abbil-

dung schematisch dargestellt.

Halterung mit 4 Lasereinheiten
und zentraler Kamera

Abb. 39: Schematischer Aufbau eines Halterungssystems mit vier Lasereinheiten und zentralem
Detektor (links), rechts das resultierende Strahlungsfeld mit hervorgehobenem vom De-
tektor aufgenommenen Areal
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Ein weiteres grundlegendes, aber einfach zu behebendes Problem liegt in der Anwendung
von Laserstrahlung. Bei dieser sind, wie eingangs bereits erwihnt, die Laserschutzmal-
nahmen stets strengstens zu beachten. Dazu gibe es zwei Moglichkeiten: Entweder tragen
alle Beteiligten im Raum Laserschutzbrillen, sofern der Raum vom Laserschutzbeauf-
tragtem der jeweiligen Einrichtung fiir solche Zwecke freigegeben wiirde, oder Memb-
ranoxygenator und Gerdt werden temporér laserdicht umhiillt. Kurzfristig scheint die
erste Losung praktikabler zu sein. Im Zuge einer moglichen Weiterentwicklung ware
durch zunehmende Kompaktheit der Komponenten des Systems auch die Anfertigung
einer entsprechenden Umbhiillung denkbar, die die Aufnahmeeinheit und den Memb-
ranoxygenator laserdicht verschlieft. Sie miisste lediglich Offnungen fiir die Kabel von
Laser und Detektor sowie die Zu- und Abflusschlduche des Membranoxygenators enthal-
ten. Weiterhin konnte die zuvor beschriebene Laser- und Kammerhalterung mit einer
weiteren Befestigungsmdoglichkeit am Oxygenator ausgestattet werden. Das hitte den
Vorteil, dass die Aufnahmen durch stets exakt gleiche Abstinde und exakt normierte Po-
sitionen von System und Membranoxygenator noch besser und damit auch besser ver-
gleichbar wiren. Alle vorgenannten Optionen sollten relativ einfach und mit {iberschau-
barem technischem Aufwand realisierbar sein. Die bendtigten Komponenten kdnnten von
Hand oder per 3D-Druck hergestellt werden. Letzterer hitte den Vorteil, dass die Bauteile
nach Erstellen einer entsprechenden Druckdatei beliebig oft vervielfdltigt werden und
dadurch Unterschiede zwischen den einzelnen Halterungen nahezu vollstindig eliminiert
werden konnten. Die zur Erstellung einer Druckdatei bendtigten exakten Gerdtemalle von
Laser und Kamera sind auf kostenfreien technischen Zeichnungen der jeweiligen Her-

steller verfiigbar.

Kammersektion als Kontrolle der Fluoreszenzaufthahmen

Ein weniger zufriedenstellender Aspekt in dieser Arbeit waren die durchgefiihrten Sekti-
onen, in denen es retrospektiv betrachtet leider zu starken Verdnderungen des Kammer-
innenraumes kam. Ziel war es, das restliche in der Kammer verbliebene Blut auszuspiilen,
um dann beim Offnen der Kammern nur noch die festsitzenden Thromben vorzufinden.
Prinzipiell klappte dies bis zur Offnung sehr gut, der Spiilvorgang mit Kochsalzlsung
verlief zufriedenstellend, und die Umstellung des Kreislaufsystems in den Reservoirbeu-

tel funktionierte perfekt. Hochst unbefriedigend war jedoch der weitere Sektionsverlauf
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nach der Kammereréffnung. Die grundlegende Idee, derentwegen diese Form der Sektion
gewdhlt wurde, bestand darin, moglichst gro3e, kohidrente Thromben in der Kammer vor-
zufinden, um diese anschlieBend auf den Fluoreszenzaufnahmen klar abzugrenzen zu
konnen. Diese Erwartung wurde nicht erfiillt, da Gerinnsel iiberwiegend als kleine, dis-
seminierte Ereignisse vorlagen und sich in allen durchgefiihrten Versuchen nur wenig

groflere, zusammenhingende Thromben fanden.

Eine weitere sich daraus ergebende Schwierigkeit war, dass die Membranen erheblich
miteinander verklebt waren. Beim Abheben der einzelnen PMP-Schichten wurden die
Gerinnsel dadurch mechanischem Stress ausgesetzt, infolgedessen sie sich in Lokalisa-
tion und Morphologie verdnderten. Mitunter wurden sogar unter einer Membran liegende
Gerinnsel bei deren Abheben mit abgeldst oder zerrissen und lagerten sich dann aufgrund
ithrer klebrigen Textur an anderen Stellen oder auch an der darunterliegenden Membran
an. Diese Problematik kann besonders gut bei der Sektion von Kammer 5 in den unteren
Membranlagen nachvollzogen werden. Bei groBen Thromben funktionierte die Sektion
deutlich besser, da diese eine hohere mechanische Stabilitit aufwiesen und kleine Veran-
derungen in den Randbereichen der Gerinnsel weniger gravierend waren, da die Haupt-
masse meist unbeeintrachtigt blieb. Ein weiterer zu Verdnderungen fithrender Aspekt war
die Tatsache, dass vor allem kleinere und fldchigere Thromben nach der Kammer6ffnung
nicht mehr in einem fliissigen Medium schwammen, sondern sich in Ermangelung dessen
an die Membranen anlagerten. Im Gegensatz zu den Fluoreszenzaufnahmen gab es auch
keinen Fluss mehr im System, was ebenfalls zu gewissen Positionsverédnderung fiihrte.
Wire es zu grofBeren und nicht disseminiert vorliegenden thrombotischen Ereignissen ge-
kommen, hétten die oben genannten Faktoren zu deutlich geringeren Verdnderungen im

Gesamtsektionsbild gefiihrt und wiren somit weniger problematisch gewesen.

Eine weitere Ursache, die zu Verdnderungen fiihrte, ist der foudroyante Druckanstieg im
Zeitraum nach der Aufnahme. Das Zeitfenster fiir die Aufnahme war, wie zuvor erlautert,
klein, da die Kammern nach kiirzester Zeit thrombosierten und der Druck bei zu langer
Pumpenlaufzeit mit entsprechendem Druckanstieg schlimmstenfalls zu Kammerrupturen
fiihren konnte. Nach Abschluss der Aufnahmen verging jedoch noch eine gewisse Zeit-
spanne, bis die Pumpe ausgeschaltet wurde und die Spiilphase einsetzte. Durch den er-

hohten Druck wurden starke physikalische Kréfte auf die Thromben ausgetiibt und letztere
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wuchsen auch nach Abschluss der Aufnahmen weiter bis zur Spiilung. Aufgrund der
Krafteinwirkungen konnten sich Thromben losreilen oder in ihrer Morphologie verén-
dern, was vermutlich auch zum Phidnomen der starken Thrombosierung des Kammeraus-
lassschenkels fiihrte, die umso groBer ausfiel, je hoher der Thrombosierungsgrad inner-
halb der Kammer war. Dieser war auch positiv mit den turbulenten Stromungskriften in
der Kammer korreliert. Bei stirkeren Stromungen wurden potentiell mehr Thrombusan-
teile abgeldst und durch den folgenden Spiilvorgang im Auslassschenkel akkumuliert, wo
sie sich festsetzen konnten. Ob es innerhalb dieses geschlossenen Systems auch zu einer
Ansammlung von Thromben im Einlassschenkel gekommen wire, ldsst sich nicht beant-
worten, da das Blut in der Spiilphase nicht im System rezirkulierte, sondern in ein Reser-
voir abgeleitet wurde. Wegen der nach Beendigung der Fluoreszenzautnahmen weiter
fortschreitenden Thrombosierung muss zudem davon ausgegangen werden, dass sich
Masse und Lokalisation der Thromben zum Zeitpunkt der Aufnhahme von denen nach der
Kammeroffnung unterscheiden. Daher ldsst sich die Sektion nur eingeschrénkt zur Kon-
trolle der Methode verwenden, lediglich fiir die groBeren Thromben eignet sie sich zum
Vergleich mit den Fluoreszenzaufnahmen. Dessen ungeachtet erwiesen sich solidere
Flusshindernisse ausschlielich als Thromben, womit faktisch belegt werden kann, dass
diese die im Vergleich mit einer nicht thrombosierten Kammer veridnderten Stromungen

und Fluoreszenzen hervorrufen.

Trotz der vorgenannten negativen Aspekte der Kammersektion kann immerhin auch ein
positiver aufgefiihrt werden: Die Kammern sind durch den Aufbau mit der Silikonverfu-
gung sehr einfach mit einem Skalpell zu 6ffnen und nach griindlicher Reinigung wieder-
verwendbar, was den Materialverbrauch und damit auch die Kosten reduziert. Insgesamt
konnten daher andere Verfahren zur Kontrolle der Methode moglicherweise besser ge-
eignet sein, und zur Steigerung der Aussagekraft der Sektion hétten Modifizierungen vor-
genommen werden miissen. Fiir zukiinftige Sektionen wére denkbar, Heparin und ICG
parallel zu applizieren, damit die Thrombenlast widhrend der Latenzphase bis zur Sektion
nicht weiter zunimmt und damit besser den Zustand der Kammer wéhrend der Fluores-
zenzaufnahme entspricht. Die beschriebenen Problematiken wéhrend des Sektionsvor-
gangs konnten damit jedoch nicht vermieden werden. Eine andere Moglichkeit wire eine
Kontrolle der Thrombenlast in der Kammer mittels CT-Volumetrie. Letztere wurde u. a.

auch in der Arbeit von Dornia et al. (Dornia et al., 2014) zur Uberpriifung der
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Oxygenatoren verwendet. Dadurch wéren Verdnderungen durch den Sektionsprozess ver-
meidbar, was zu einer stark verbesserten Vergleichbarkeit mit den Fluoreszenzaufnah-
men fiihren konnte. Aufgrund der vorgenannten Aspekte war ein direkter Abgleich von
Sektion und Fluoreszenzaufnahme schwierig. Zwar wurden die auf den Aufnahmen sicht-
baren Verdnderungen im Flussbild nachweislich durch Thromben verursacht, jedoch
konnten die in der Sektion gefundenen Thromben nur teilweise in Einklang mit den Auf-
nahmen gebracht werden. Diese war nur bei grofBeren Thromben mdéglich, aber zumeist

nicht fiir kleinen, disseminierten thrombotischen Auflagerungen.

Fluoreszenzmusteranalyse

Die Fluoreszenzmusteranalyse wurde unter anderem wegen des zunéchst unbefriedigen-
den Abgleichs von Sektionen und Aufnahmen entwickelt, um letztere, trotz der der Sek-
tion anhaftenden Méngel besser beurteilen zu kdnnen. Thr Ziel war die Auswertung der
Aufnahmen zu vereinheitlichen und zu vereinfachen, um die Vorgidnge in den Kammern
préziser erfassen und vergleichen zu konnen. Zudem beriicksichtigt sie die Dynamik des
Fluoreszenzbildes deutlich besser. Das ist insofern von Bedeutung, da sich aus dem An-
und Abflutverhalten des Farbstoffes viele niitzliche Informationen gewinnen lassen. Vor
allem der Zeitpunkt des ersten Farbstoffanflutens sowie die Abflutgeschwindigkeit samt
der hierbei auftretenden arealspezifischen Fluoreszenzintensitit sind in diesem Zusam-
menhang fundamental wichtig. Um diese so akkurat wie moglich darzustellen, flossen in
die Auswertung auch die verwertbaren Informationen aus der Sektion, Beobachtungen
aus dem vielfachen Vergleich der Fluoreszenzaufnahmen untereinander sowie logische
Schlussfolgerungen aus den in der Kammer ablaufenden Prozessen mit ein. Dadurch
sollte ein tieferes Verstindnis fiir die gewonnen Aufnahmen entwickelt und eine einheit-
liche Auswertung ermdoglicht werden, ohne den gesamten Entwicklungsprozess im Detail
verstehen zu miissen. Damit konnen dann auch Dritte ohne grofles Vorwissen weiterge-
hende Schliisse aus den Bildern ziehen. Dies war meines Erachtens notwendig, da diese
Form der Bildgebung im vorliegenden Anwendungsgebiet bislang noch nicht verwendet
worden ist und es sehr unbefriedigend gewesen wire, lediglich die Fluoreszenzaufnah-
men und Sektionsbilder zu zeigen. Ohne einen schematischen Leitfaden zur Auswertung
der erhaltenen Aufnahmen, ist ein ungetibter Betrachter typischerweise initial iiberfordert

von der groBen Informationsdichte der Bilder auf engstem Raum. Mit Hilfe der
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Fluoreszenzmusteranalyse, die auf logischen Schlussfolgerungen aus dem grundlegenden
Aufnahmeverfahren sowie denen aus der Sektion und den Fluoreszenzaufnahmen basiert,

lassen sich die wichtigsten Informationen schnell erfassen und ordnen.

Da sie sich bislang nur auf eine relativ kleine Menge untersuchter Kammern und eine
etwas grobere Einteilung in vier verschiedene Kategorien dynamischer Bildverdnderun-
gen mit bimodaler Fluoreszenzstruktur stiitzt, ist sie als erster Ansatz zu sehen, der sich
durch weitere Forschung und Untersuchungen sicherlich noch deutlich ausbauen und
weiter differenzieren ldsst. Damit einhergehen sollte auch eine genaue Quantifizierung.
Aktuell gibt es noch keinen konkreten Wert, ab dem von einer Hyper- oder Hypofluores-
zenz gesprochen werden kann, die Verwendung der Begriffe erfolgt nur relativ zum je-
weiligen Bildgeschehen. In einem ersten Schritt sollte die Intensitét der Fluoreszenz einer
nicht thrombosierten Kammer genauer vermessen werden, um einen entsprechenden
Normwert zu erhalten, anhand dessen sich anschlieend die Begriffe Hypo- und Hyper-
fluoreszenz exakt definieren lassen. Der Einsatz priziser Messtechnik ist unerldsslich, da
das menschliche Auge nur begrenzt zur Unterscheidung geringer Helligkeitsdifferenzen
in einem diffus ausgeleuchteten Bild taugt. Daneben fiihrt eine genaue Quantifizierung
der Fluoreszenz auch zu zusitzlichen Informationsgewinnen, aus denen sich im weiteren
Verlauf der Forschung auch gezieltere Angaben zur Ausprigung der Thrombosierung in
einem Areal ableiten lassen sollten. Ein wesentlicher Baustein hierfiir wére eine prizisere
und empirisch gestiitzte Modellierung des funktionalen Zusammenhangs zwischen der
Zunahme des Thrombosierungsgrades und der entsprechenden Abnahme der Fluores-
zenzintensitdt. Damit lieBen sich potentiell auch weitergehende Informationen aus dem
Auftreten von Hyperfluoreszenz gewinnen. Bisher lésst sich aus dieser nur ablesen, dass
es an den betreffenden Orten zu einer vermehrten Passage von ICG pro Zeiteinheit

kommt.

Ein gutes Modell fiir die Abhdngigkeit der Intensitét der Fluoreszenz vom Thrombosie-
rungsgrad kann moglicherweise auch die oft beobachtete Restfluoreszenz besser erklédren
und damit die Analyse deutlich verbessern. Nach den bisherigen Daten und Beobachtun-
gen scheint die Restfluoreszenz durch Farbstoffeinlagerung in den Thromben verursacht
zu werden und vor allem im Randbereich der Kammern vorzukommen. Alle vorgenann-

ten Faktoren konnten im Rahmen der vorliegenden Arbeit noch nicht hinreichend genau
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untersucht werden. Daher lésst sich auch noch nicht abschlieSend beantworten, ob es sich
bei der Fluoreszenzretention um ein passageres oder permanentes Phanomen handelt und
ob diese dem foudroyanten Thrombenwachstum geschuldet ist, das aufgrund der nicht
durchgefiihrten Antikoagulation zustande kam. Wird diese vorgenommen, kommt es zu
einer deutlich langsameren Thrombosierung und damit womdglich kaum oder gar nicht
zu diesem Phinomen, da die Passagezeit des Farbstoffes sehr kurz ist und es nur an ein-
zelnen Bildarealen zur Retention kommt. Grundsétzlich ist es nicht unwahrscheinlich,

dass sich der Farbstoff in Thrombenrandbereichen anlagert.

Insgesamt scheint die hier vorgestellte Fluoreszenzmusteranalyse als eine gut fundierte
Grundlage fiir weite Forschungsvorhaben, die die aus statischen Bildern gewonnenen In-
formationen mit denen aus der zeitlichen Dynamik konsistent verbindet und dadurch eine

genauere Analyse der Vorginge innerhalb der Kammer ermoglicht.

Computergestitzte Auswertung mit FIJI

Die Software FIJI wurde auch schon von anderen Forschern zur Bildauswertung von
thrombosierten Membranoxygenatoren genutzt, wenn auch in deutlich anderer Form und
anhand von Bildern, die erst nach Ausbau und Zersidgen der Membranoxygenatoren ex-
vivo gewonnen wurden (Evans et al., 2017). Die Auswertung mit FIJI war ein erster Ver-
such, die erhaltenen Bilder nicht nur selbst optisch, sondern auch mit Computerunterstiit-
zung auszuwerten, da sich eine hindische Auswertung aller Bilder, die zudem sehr kom-
plex und diffus waren, als sehr zeitaufwindig herausstellte. Durch Umwandlung der re-
lativen Fluoreszenzintensitéit des jeweiligen Bildes in eine Farb- und Hoéhencodierung
entstanden bereits nahezu intuitiv auswertbare Bilder. Dabei ist lediglich zu beachten,
dass die Hohen und Farben im Bild nicht den tatsdchlichen raumlichen Verhéltnissen in
der Kammer entsprechen, sondern dass nur eine zweidimensionale Fluoreszenzaufnahme
in eine dreidimensionale Fluoreszenzintensititsdarstellung umgewandelt wird. Der Uber-
gang von der flichigen zur rdumlichen Darstellung erleichtert insbesondere die Abgren-
zung von nah aneinander liegenden Arealen mit grofleren Helligkeitsunterschieden. Zur
Beurteilung reicht im Prinzip der Anblick von oben auf das umgewandelte Bild, womit
es sich analog zu den gewonnen Fluoreszenzaufnahmen betrachten und vergleichen ldsst.

Die Konzentration auf die Intensitdten bringt allerdings auch einen gewissen Informa-
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tionsverlust mit sich; beispielsweise konnen Hindernisse nicht genau unterschieden wer-
den (Thrombus oder Luftblase) und auch Flussverdnderungen weniger gut erkannt wer-
den. Die Frage, ob die Kammer signifikant thrombosiert ist oder nicht, ldsst sich damit
jedoch noch beantworten. Andererseits bewirkt eine Informationsreduktion jedoch auch
tibersichtlichere und damit einfacher auswertbare Bilder. Ein Nachteil ist auch hier wie-
der die fehlende Normierung der Fluoreszenzintensitdt auf den Bildern, da die Codierung
nur relativ beziiglich des gewéhlten Bildes erfolgt. Dennoch kann diese erste Form der
computergestiitzten Bildauswertung als erfolgreich angesehen werden, da sie zeigt, wie
die erhaltenen Aufnahmen mit einfach zu bedienenden Programmen noch leichter ausge-
wertet werden konnen. F1JI stellt in diesem Zusammenhang nur eine von vielen weiteren
moglichen computergestiitzten Auswertungshilfen dar und ist hier eher als ,,proof of con-
cept” anzusehen. Durch verstirkte Einbeziehung weiterer technischer Hilfsprogramme
sollten noch groBere Fortschritte bei der Auswertung erwartbar sein. Allerdings kann be-
reits mit der hier benutzten Bildverarbeitung die initiale Fragestellung nach Vorliegen
gestorter Flussverhéltnisse in der Kammer, bedingt durch Flusshindernisse wie Throm-
ben, beantwortet werden. Eine potentielle Verbesserungsmdoglichkeit lage in der Entwick-
lung eines Programmes, das die automatische Auswertung der Fluoreszenzaufnahmen

mit FIJI ermdglicht, so dass diese parallel in Echtzeit betrachtet werden konnten.

Zusammenfassung der prospektiven Schritte zur Verbesserung und Ubertragung des mi-

niaturisierten Versuchsmodells auf Membranoxygenatoren

Zur Anpassung des Modells miissen zunichst die unterschiedlichen Volumina in beiden
Systemen beriicksichtigt werden. Die Bolusmenge an Farbstoff ist so anzupassen, dass
eine gute Fluoreszenzausleuchtung ohne Uberstrahlung des aufgenommenen Bildes er-
reicht wird. Daneben sind auch unterschiedlichen Flussraten zu beriicksichtigen. Um die
Bilder untereinander besser vergleichen zu konnen, sollte zudem das zuvor beschriebene
und in Abb. 39 gezeigte Halterungssystem fiir Kamera und Laser sowie das fiir die Be-
festigung an der Oxygenatorkammer praktisch umgesetzt werden. Dies ermdglicht eine
homogene Ausleuchtung groBBerer Kammerareale und gewéhrleistet eine optimale Aus-
richtung aller Komponenten. Dadurch lésst sich bei der Versuchsdurchfiihrung viel Zeit
sparen, da die Komponenten nicht mehr zuvor alle einzeln exakt ausgerichtet werden

miissen. Da letztere dann auch sehr kompakt angeordnet sind, erleichtert dies auch die
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Umsetzung von Laserschutzmafinahmen, die bei der Versuchsdurchfithrung zwingend zu
beachten sind. Hierfiir wiirde sich eine zweiteilige Box anbieten, mit der das Laser-Ka-
merasystem und der Oxygenator umschlossen werden kann. Dadurch kénnte keine La-
serstrahlung nach auBlen dringen und die Kamera nicht durch mogliche Storstrahlungen

im Bereich der Bandpassfilterliicke gestort werden.

Ein fiir die Auswertung notiger Schritt wire, wie in fritheren Abschnitten bereits erldutert,
die quantitative Normierung der Fluoreszenz, um damit auch Hypo- und Hyperfluores-
zenz klar definieren zu kénnen und die bisherige, rein subjektive optische Bewertung zu
objektivieren. Zum besseren Abgleich der Aufnahmen mit den tatsdchlichen Gegeben-
heiten im Oxygenator bote sich anstelle einer Kammersektion eher eine CT-Untersu-
chung an, die auch schon von anderen Autoren verwendet wurde (Panigada et al., 2015).
Im weiteren Verlauf sollte auch vermehrt eine computergestiitzte Auswertung der Bilder
genutzt werden. Wie die exemplarische Nutzung von FIJI gezeigt hat, lassen sich die
Daten mit einfachen Mitteln deutlich anwenderfreundlicher darstellen, ohne ihre Aussa-
gekraft hinsichtlich der Fragestellung zu verlieren. Zuletzt sollte auch noch das in den
vorhergehenden Versuchen beobachtete Phidnomen des retinierten Farbstoffes naher un-
tersucht werden. Dies scheint in Bereichen starker Gerinnungsaktivitit aufzutreten und

konnte helfen, akute von dlteren Gerinnungsereignissen zu unterscheiden.
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5. Zusammenfassung

Hintergrund der Doktorarbeit, Forschungsfrage und theoretisches Konzept

Bei der Verwendung von extrakorporalen Oxygenierungssystemen kommt es leider hau-
fig zu der noch nicht vollstindig in ihrer Genese verstandenen Komplikation der Oxyge-
natorthrombose (Doyle & Hunt, 2018; ELSO, January 2017). Trotz aller Fortschritte bei
der Entwicklung von neuen Systemen und Optimierung der Blutgerinnung ist diese héu-
fig nicht sicher mit klinischen Mitteln vorherseh- bzw. feststellbar (Evans et al., 2017;
Panigada et al., 2015), so dass im Zweifelsfall ein Wechsel des Oxygenators erforderlich
wird. Bisher gibt es noch keine Mdoglichkeit, eine Bildgebung bei laufender Anwendung
des Gerétes durchzufiihren, um Klarheit tiber die zuvor genannte Gerinnungsproblematik
zu gewinnen. Eine solche Bildgebung kénnte im Bedarfsfall bei der klinischen Entschei-
dungsfindung helfen und bei einfacher Wiederhol- und Anwendbarkeit auch zum Scree-

ning genutzt werden.

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde daher ein theoretisches Konzept der Bildgebung
technisch umgesetzt und am Oxygenatorenmodell getestet. Die Bildgebung beruht auf
der Laserfluoreszenz des Farbstoffes Indocyaningriin, der giinstige optische Eigenschaf-
ten fiir die Darstellung besitzt und ein in der Klinik etabliertes Diagnostikum mit breitem
Anwendungsspektrum bei einem sehr geringen MaBl an Nebenwirkungen ist
(DiagnosticGreen; Miiller et al., 2013). Zur Erzeugung der Bilder wird das den Oxyge-
nator durchstromende Blut angefédrbt und in der einsehbaren Kammer mittels Laserstrah-
lung zur Fluoreszenz angeregt. Diese wird von einer Kamera in Echtzeit aufgenommen.
Liegt zum Zeitpunkt der Farbstoffpassage eine Thrombose vor, kommt es zu einer lokalen
Verianderung der Fluoreszenz, da diese ein lokales Flusshindernis darstellt. Dadurch liegt
an der betreffenden Stelle weniger Fluoreszenzfarbstoff vor, was zu einer ortlichen Hy-
pofluoreszenz fiihrt. AuBerdem kommt es durch das Passagehindernis zu einem verén-
derten Fluss des Farbstoffes durch die Kammer. Diese Verdnderungen lassen sich aus den

Aufnahmen ablesen und zeigen so das Vorliegen von Thromben an.
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In der Literatur konnten keine anderen Arbeiten gefunden werden, die diese Form der
Bildgebung fiir die vorgenannte Fragestellung verwendet. Innerhalb dieser Arbeit soll

diese anhand eines Miniaturmodells auf ihre Funktionalitét iiberpriift werden.

Material und Methoden

Als Oxygenatorenmodell wurde ein Kreislaufsystem mit Rollerpumpe und verschiedenen
Zu- und Abflussmoglichkeiten zur Umleitung des Blutstromes verwendet. Die Oxygena-
torkammern wurden aus Plastikpolymer gefrést, schichtweise mit Polymethylpenten-

membranen gefiillt und mit einem diinnen Acrylglasdeckel verschlossen.

Durch das System wurde frisch entnommenes Blut gepumpt, bis sich Anzeichen eines
erschwerten Flusses zeigten. Darauthin erfolgte die Gabe von Indocyaningriin als Bolus.
Parallel dazu lief eine Fluoreszenzvideoaufnahme, und das Kammerareal wurde durch
einen Laser ausgeleuchtet. Der Laserstrahl wurde mit einem Linsensystem auf die ge-
samte Kammerflidche ausgeweitet und das reflektiertes Laserlicht mittels eines Bandpass-
filters vor der Kamera gefiltert, so dass es zu einer reinen Fluoreszenzdarstellung des
angefarbten Blutes kam. Nach Abschluss der Aufnahmen wurde der Blutstrom im Kreis-
laufsystem gestoppt und eine Spiilung mit 0,9% NaCl-Losung durchgefiihrt, um weitge-

hend Gerinnungsprozesse in der Kammer zu unterbinden.

Anschlieend wurden die Kammern ausgebaut und jede eingelegte Membran schicht-
weise seziert sowie fotodokumentiert. Danach folgte ein Abgleich der Sektion mit den

Fluoreszenzaufnahmen.

Um die letzteren einheitlich auszuwerten, wurde eine Fluoreszenzmusteranalyse entwi-
ckelt, bei der verschiedene klar abgrenzbare Bildmuster beim An- und Abfluten des Farb-
stoffes definiert und in ihrer Genese erklirt wurden. Dabei wurden sowohl durch Throm-
ben verursachte hypofluoreszente Areale als auch die durch erstere hervorgerufenen Stro-

mungsidnderungen des Farbstoffes beim Kammerdurchfluss beriicksichtigt.

In einem letzten Teil wurden die Aufnahmen exemplarisch mittels der Bildbearbeitungs-
software FIJI intensitdtscodiert dargestellt, um weitere prospektive Moglichkeiten der

computergestiitzten Prisentation und Datenanalyse aufzuzeigen.
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Ergebnisse

In allen Kammersystemen konnte im Versuchsablauf eine Thrombose variabler Auspra-
gung induziert und im Anschluss durch Sektion bestétigt werden. Fiir jede der Kammern

wurde auch erfolgreich eine Fluoreszenzvideoaufzeichnung erstellt.

Das Verfahren der Kammersektion erwies sich aber aufgrund verschiedener Faktoren als
suboptimal. Insbesondere die Latenz bis zur Unterbrechung der Gerinnung durch den
Spiilprozess stellte ein groBeres Problem dar. Die Befunde der Sektion korrelierten teil-
weise mit den Fluoreszenzaufnahmen, einzelne Strukturen konnten ab einer gewissen
GroBe oder bei spezifischer Form auf den Aufnahmen zugeordnet werden. Eine eindeu-
tige Bestimmung aller gefundenen Verdnderungen war jedoch nicht mdglich. Als Fluss-
hindernisse konnten nahezu immer Thromben und nur in zwei Féllen auch Luftblasen als

Ursache identifiziert werden.

In der Bildgebung zeigten sich neben der durch Thromben verursachten Hypofluoreszenz
auch die durch sie hervorgerufenen Veridnderungen der Farbstoffstromung durch die
Kammer. Durch die direkten und indirekten Einfliisse der Thromben auf die Bildgebung
lieBen sich alle thrombosierten Kammern eindeutig als solche identifizieren. Insgesamt
hatte die Thrombosierung den gewliinscht starken Effekt auf die Bildgebung, um klare
Aussagen iiber deren Vorhandensein treffen zu konnen. Ein unerwarteter Fund war die
nach der Farbstoffpassage in manchen Kammerarealen verbleibende Restfluoreszenz, die
mit hoher Wahrscheinlichkeit auf das schnelle Wachstum der Thromben wihrend der
Farbstoffpassage zuriickzufiihren ist, wodurch Farbstoff in den wachsenden Thrombus
inkorporiert wurde. Die Qualitdt der Aufnahmen war zufriedenstellend, es konnten auch

kleinere Ereignisse klar auf den Fluoreszenzaufnahmen dargestellt werden.

Um eine einheitliche Auswertung zu ermoglichen, wurde im Anschluss die Fluoreszenz-
musteranalyse entwickelt und verschiedene Muster mit Wiedererkennungswert definiert,
die sich klar und deutlich voneinander abgrenzen lassen. Zusdtzlich wurden auch die je-

dem Muster zugrundeliegenden Kammerprozesse genauer erldutert.

SchlieBlich wurde eine Kammeraufnahme mit Hilfe der Software FIJI bearbeitet, um den

Nutzen einer computergestiitzten Auswertung zu verdeutlichen. Hierbei werden die
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verschiedenen Helligkeitsstufen im Bild, die der jeweiligen ortlichen Intensitét der Fluo-
reszenz entsprechen, in Hohe und Farbe codiert dargestellt, um eine iibersichtlichere Dar-
stellung zu erhalten. Auch wenn es bei der Datentransformation zu einem gewissen In-
formationsverlust kam, blieben die zur Beantwortung der initialen Fragestellung relevan-

ten Informationen erhalten.

Schlussfolgerung

Das Grundprinzip der Methode konnte am Modell bestétigt und als zur Beantwortung der
Fragestellung geeignet nachgewiesen werden. Die Steuerung der Bildgebungseinheit ge-
staltete sich einfach, so dass Bilder in guter Qualitdt generiert werden konnten. Die Bild-
gebung liefert aber kein exaktes Abbild vom Kammerinnenraum, da nicht nur die Throm-
ben selbst, sondern auch die durch sie hervorgerufenen Flussverdnderungen das Fluores-
zenzbild beeinflussen. Dies erweitert jedoch die Bildgebung um eine weitere funktionelle
Komponente fiir die Analyse, da nicht nur das eigentliche Hindernis, sondern auch seine
Auswirkungen auf das Flussgesehen in der Kammer erfasst werden. In allen untersuchten
Messkammern fiihrte eine Thrombosierung zu deutlich sichtbaren Verdnderungen im
Bild, die vor allem im Abgleich mit einer nicht betroffenen Kammer offensichtlich wer-

den.

Unter Berticksichtigung der aufgefiihrten moglichen prospektiven Schritte stellt diese
neue Methode einen interessanten und vielversprechenden Ansatz zur Detektion von
Thrombosen in Oxygenatoren dar und konnte bei der Entscheidung helfen, ob innerhalb

dessen eine Thrombose vorliegt und die Flusseigenschaften beeintrichtigt.
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