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1 Einleitung

1.1 Entwicklung und Aufbau der Haut

Die Haut ist das grofite Organ des Menschen. Bei einem Erwachsenen betrigt die
Gesamtfliche im Schnitt ca. 1,5-2 m?, abhédngig von Grée und Gewicht des
Individuums. Bei einem reifen Neugeborenen betrigt die Grofle der Hautoberflidche
nur ca. 1/10 davon, also etwa 0,2-0,25 m2. Aufgabe der Haut ist es, den menschlichen
Organismus vor schidigenden dufleren Einfliissen mechanischer, chemischer oder
thermischer Art sowie vor Infektionserregern zu schiitzen sowie den Wasser- und
Wirmeaustausch des Korpers zu regulieren. Zudem ist die Haut ein wichtiges
Sinnesorgan zur Wahrnehmung von Beriihrung, Schmerz, Hitze und Kilte.

Der Aufbau der Haut ist in 3 Schichten unterteilt: die Epidermis, die Dermis und die
Subkutis.

Die Epidermis entstammt dem Ektoderm und besteht hauptsichlich aus Keratinozyten;
daneben sind Merkel- Zellen, Melanozyten, Langerhans- Zellen und Lymphozyten in
wesentlich geringerer Zahl vorhanden. Zusétzlich kommen Nerven vor. Gefidl3e finden
sich hier jedoch nicht. Die Oberflidche des Ektoderm besteht in der 6.Gestationswoche
aus 2 Schichten: Basalzellen und oberfldchliche peridermale Zellen. Die peridermale
Schicht 16st sich zu einem spéteren Zeitpunkt der Schwangerschaft ab und tragt zur
Bildung der Vernix caecosa, die das Neugeborene umgibt, bei. In der 11. bis 15.
Gestationswoche beginnt zudem ein Reifeprozess, die Verhornung der Epidermis.

Die Dermis ist das unterhalb der Epidermis gelegene Bindegewebe, das sich in die
Tiefe bis zum subkutanen Fett erstreckt. Die Hauptkomponenten sind Zellen und
Bindegewebsfasern, eingebettet in eine gelartige Grundsubstanz. Die Dicke der
Dermis ist sehr variabel in Abhéngigkeit der Lokalisation. Die Dermis enthilt ein
ausgedehntes System von BlutgefdBen. Es sind zwei parallel zur Haut oberflidche
gelegene Plexus, ein tiefer dermaler und ein oberfldchlicher subpapillédrer Plexus, zu
unterscheiden. Der tiefe dermale Plexus besteht aus kleinen bis mittelgro3en Arterien
und Venen und verlduft an der Grenze zur Subkutis. Er gibt viele zur Oberfldche
verlaufende Arteriolen ab. Diese Arteriolen versorgen den subpapillidren Plexus, aus

dem in jede Dermispapille Schlingen ziehen. Jede Dermis- Papille enthilt beim



Erwachsenen demnach Papillarschlingen von 0,2-0,4 mm Lénge. Zusitzlich kommen
in der Dermis im Bereich der Akren noch arteriovendse Anastomosen vor, die eine
Umgehung der Kapillaren ermdglichen. Damit kann der Blutdurchfluss reguliert
werden. Neben der metabolischen Versorgung von Dermis und Epidermis dient dieses

GefidBsystem der Temperatur- und Blutdruckregulation des Korpers (2, 43).

1.2 Mikrozirkulation in der Haut des Neugeborenen

Mikrozirkulation bezeichnet die Blutzirkulation in der terminalen Blutbahn oder
Endstrombahn- die Arteriolen, Kapillaren und Venolen- der Organe, die die nutritive
Versorgung des Gewebes sichert.

Die Mikrozirkulation der Haut des Neugeborenen ist einer der wichtigsten

Parameter in der Intensivmedizin zur Erfassung des Gesamtzustandes des Kindes, da
z.B. Entziindungsparameter, insbesondere bei Frithgeborenen, oft erst verspitet
ansteigen. Im Falle einer beginnenden Infektion oder Sepsis wird daher auf eine Reihe
unspezifischer klinischer Zeichen, wie Verdnderungen des Hautkolorits, der kapilldren
Fiillungszeit, Trinkunlust, Verdnderungen des Atemmusters bis hin zu Apnoen etc.,
geachtet. Eine moglichst frithzeitige Erkennung erster Anzeichen einer Infektion ist
dabei auch fiir die Prognose des Kindes entscheidend. Die Moglichkeiten, den
Kreislauf an eine Verdnderung der hamodynamischen Bedingungen anzupassen,
beschrinken sich im Sduglingsalter zum einen auf eine Steigerung der Herzfrequenz,
die jedoch bei bereits hoher Ausgangsfrequenz im Vergleich zum Erwachsenen nur
begrenzt gesteigert werden kann. Zum anderen erfolgt eine Anpassung durch eine
Vasokonstriktion peripher gelegener Gefidlle, so zum Beispiel der Hautgefélle.
Typischerweise kommt es zur Zentralisation mit kithlen Extremitédten und
verminderter Kapillardurchblutung. Dies geschieht in erster Linie zur Sicherung der
lebenserhaltenden Funktionen durch Perfusion des Herzmuskels, der Nieren und des
Gehirns.

Ein Abblassen oder eine Marmorierung der Haut konnen somit erste Zeichen fiir eine
Verschlechterung des Allgemeinzustandes und in Kombination mit Tachykardie und

erniedrigtem Blutdruck Hinweis auf ein eingeschrinktes Herzzeitvolumen sein.



In vielen Fillen ist dieses klinische Zeichen zunichst das einzige Signal einer

Verschlechterung.

Studien zufolge enthilt die Epidermis sowie Dermis im 3. Gestationsmonat noch keine
nachweisbaren Blutgefile (69, 77, 91). Die Epidermis, die zu diesem Zeitpunkt aus
einer Schicht von 2 Zellen besteht, wird durch Diffusion aus einem gelatindsen Bett
proliferierender mesenchymaler Zellen ernidhrt. Ab etwa der 13. Gestationswoche, also
zu Anfang des 4. Gestationsmonats, sind erstmals Blutgefifle in der Dermis erkennbar.
Diese sind auf die Versorgung epithelialer Strukturen ausgerichtet, insbesondere in
Bereichen epithelialer Verdickung zur Produktion der Adnexe (Haare, Nigel,
Schweilldriisen).

Im Verlauf des 4. Gestationsmonats beginnt die Differenzierung der oberfldchlichen
Kapillarnetze der Haut in erkennbare Arterien und Venen. Etwa ab der 34.
Gestationswoche ist die Entwicklung der Epidermis in utero abgeschlossen (43).

Kurz nach der Geburt wird die Haut durch ein dichtes subepidermales Netz an
GefiBen versorgt, dessen Muster relativ geringe regionale Unterschiede aufweist.
Selbst in der mittleren und tiefen Dermis findet sich nun eine ausgeprigte
GefiaBversorgung (74).

Das GefiBverteilungsmuster mit Kapillarschlingen und subpapillidren vendsen Plexus,
wie man es in der ausgereiften Haut vorfindet, ist bei Geburt noch nicht vorhanden.
Mit Ausnahme der Handfldchen, der Fullsohlen und des Nagelbettes, hat die Haut zum
Zeitpunkt der Geburt fast keine Kapillarschlingen, sondern weist ein ungeordnetes
Netz an Kapillaren auf. Am Ende der ersten Lebenswoche nimmt dieses Kapillarnetz
dann geordnetere Formen an. Die Kapillarschlingen erscheinen ab der 2. Lebenswoche
als kleine oberflichliche Erweiterungen oder Knospen. Geformte Kapillarschlingen
finden sich in der Haut des Neugeborenen jedoch erst ab der vierten bis fiinften
Lebenswoche. Ab der 14. bis 17. Lebenswoche sind dann in allen Bereichen der Haut
gut entwickelte Kapillarschlingen zu erkennen. Eine Abkiihlung der Haut scheint diese
Reifung zu fordern (43, 74). Die Struktur der Haut bei Neugeborenen unterscheidet
sich noch betrichtlich von der eines Erwachsenen. Wihrend bei letzterer die
Anordnung der Kapillarschlingen regelméfig orthogonal zur Oberflidche der Haut

verlaufen, zeigt sich in der Haut des Neugeborenen eine eher horizontale Anordnung,
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die bereits durch die diinnen oberen Schichten zu erkennen ist. Die Haut des
Neugeborenen erscheint daher rotlich. In den Hautfalten bilden sich geordnete
subpapilldre Plexus und Kapillarschlingen im Vergleich zu den iibrigen Hautarealen

verzogert aus (69).

1.3 Methoden zur Erfassung der Mikrozirkulation in der Haut

Zu den bisher angewandten Methoden zur Erfassung der Mikrozirkulation zéhlten die
Intravitalmikroskopie und die Laser- Doppler- Angiographie, die wiederum keine
qualitative Erfassung der Mikrozirkulation darstellt, sondern lediglich eine
FluBdnderung quantitativ erfassen kann. Eine neuartige Methode stellt auch die
konfokale Laser- Raster- Mikroskopie dar. Durch diese Methode, die ebenso wie die
Intravitalmikroskopie nur unter Verwendung fluoreszierender Farbstoffe durchgefiihrt
werden kann, konnen in- vivo Bilder mit hoherer optischer Auflosung erzeugt werden
als mit den bisher giingigen Methoden.

Als herkdmmliche Methode zur qualitativen Erfassung der Mikrozirkulation sei hier
auch auf die Ermittlung der kapilldren Fiillungszeit hingewiesen, die in Sekunden
angegeben wird. Diese stellt jedoch eine unsichere Methode zur Erfassung der
Mikrozirkulation dar, die nicht zum quantitativen Vergleich herangezogen werden

kann.

1.3.1 Intravitalmikroskopie (IVM)

Die Intravitalmikroskopie bezeichnet ein Verfahren, das die Mikrozirkulation im
lebenden Organismus sichtbar macht. Sie ermoglicht die Untersuchung zahlreicher
mikrozirkulatorischer Parameter wie GefiBBbreite, Kapillardichte oder Blutfluss.
Besondere Bedeutung hat die Intravitalmikroskopie erlangt durch ihre Féahigkeit, die
Interaktion von Leukozyten mit dem Endothel in Echtzeit sichtbar zu machen. Die
Mechanismen der Adhisionskaskade konnen so visuell dargestellt und untersucht
werden. Mit Hilfe der Intravitalmikroskopie ist das Wissen um die Vorginge der

Leukozytenadhision in der Mikrozirkulation in den letzten Jahren immens
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angewachsen. Sie ist das Mittel der Wahl fiir die Untersuchung der in vivo-
Leukozytenadhision unter physiologischen und pathophysiologischen Bedingungen.
Das Prinzip der Intravitalmikroskopie besteht darin, mit einem Auflicht-Fluoreszenz-
Mikroskop in ein Gewebe hineinzufokussieren, wobei je nach Gewebe eine
unterschiedliche Eindringtiefe erreicht werden kann. Die mit einem
Fluoreszenzfarbstoff (Fluorescein- Isothiocyanat) angefédrbten zellulidren
Blutbestandteile wie Erythrozyten oder Leukozyten konnen dann in den Gefédlen
dargestellt werden.

Da fiir dieses Verfahren das Aufsetzen des Mikroskopes auf das entsprechende Organ
oder Gewebe notwendig ist, ist es beim Menschen nur begrenzt einsetzbar,
beispielsweise am Nagelbett. Weitere mogliche Messorte waren Lippen, Zunge oder
Zahnfleisch sowie das Auge (Konjunktiven). Auch Versuche an Neugeborenen
wurden bereits beschrieben (63-67). Schon die Notwendigkeit eines
Fluoreszenzfarbstoffes schriankt die Anwendung in der Neonatologie jedoch deutlich
ein. Im Tierversuch hingegen kénnen verschiedenste Organe operativ exponiert

werden und so der Intravitalmikroskopie zugidnglich gemacht werden.

1.3.2 Laser- Doppler- Angiographie/ Fluxmetrie (LDF)

Die Laser Doppler Fluxmetrie wurde erstmalig von Riva et al.1972 verwendet, um den
Fluss in kleinen GefiBen aufzuzeichnen. Ahnlich wie bei der herkdmmlichen
Dopplermessung mit Hilfe von Schallwellen basiert die Technik auf dem von
Christian Doppler (1803-1853) beschriebenen Prinzip der Frequenzverschiebung von
reflektierten Schallwellen durch sich bewegende Teile. Bei der Laser Doppler
Fluxmetrie wird monochromatisches, hochfrequentes Laserlicht iiber einen Lichtleiter
(Glasfaser) zur Haut geleitet und dort diffus gestreut. Das an den sich bewegenden
Erythrozyten reflektierte und phasenverschobene Licht wird iiber einen Photodetektor
erfasst und in ein elektrisches Laser- Doppler- Signal umgewandelt. In die als ,,Flux*
bezeichnete Messgrofe gehen hierbei Blutflussgeschwindigkeit und Volumen der sich

1im Messbereich befindlichen Teilchen ein; sie wird in arbitriren Einheiten (AU)
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angegeben (Hiller und Albrecht 1991). Stern berichtete 1975 erstmals iiber eine
Frequenzverbreiterung von aus der Haut reflektiertem monochromatischem Licht (82).
Diese Doppler- Verschiebung resultiert aus der Interaktion der Photonen mit sich
bewegenden Gewebestrukturen, wobei die roten und weillen Blutzellen den weit
tiberwiegenden Anteil darstellen. Das Laser Doppler Signal korreliert hierbei linear
mit der Gewebeperfusion, definiert als dem Produkt aus Gewebehdmatokrit und
mittlerer Partikelgeschwindigkeit (Nilsson et al.) Seit der Einfithrung der Laser
Doppler Fluxmetrie in den Bereich der Mikrozirkulation wurde die Aussagekraft von
Absolutwerten der Laser- Doppler - Fluxmetrie immer wieder von verschiedenen
Autoren in Frage gestellt. Diese Skepsis begriindet sich darin, dass Laser- Doppler-
Messungen keine qualitativen Ergebnisse liefern konnen, sondern nur quantitative
Aussagen iiber den Blutflufl im erfassten Messvolumen liefern. Desweiteren
unterliegen die erfassten Absolutwerte einer grof3en interindividuellen Variabilitdt und
sind schwer zu reproduzieren. Da die Methode jedoch in der Lage ist, den Blutfluss in
einem kleinen Gewebevolumen kontinuierlich mit einer hohen zeitlichen Auflésung zu
erfassen, konnen spontane Oszillationen im Blutfluss der Haut am Menschen
nichtinvasiv und einfach dargestellt werden. Wie alle Untersuchungen, die auf dem
Doppler-Prinzip beruhen ist jedoch auch das LDF- Signal extrem bewegungs-
empfindlich. Sowohl Bewegungen der Messsonde selbst als auch solche der zu
untersuchenden Oberfldche konnen Artefakte generieren. Zudem sollte keinerlei
Druck, beispielsweise durch Aufsetzen der Glasfaser ausgeiibt werden, da dies zu
einer Verminderung der Gewebeperfusion fiihren kann. Aufgrund der mangelnden
Absolutwerte sowie der geringen Eindringtiefe von nur wenigen Millimetern ist eine
Vergleichbarkeit der Daten erschwert. Zudem reprisentieren die Messungen
hauptsichlich das von arteriovendsen Anastomosen emittierte Licht und nicht das von
subpapilldren Plexus der Haut, welche die nutritive Versorgung der Haut wider-

spiegeln.
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1.3.3 Konfokale Laser- Raster- Mikroskopie (CLSM)

Die konfokale Laser-Raster-Mikroskopie (CLSM) ist eine neuere mikroskopische
Methode, die sich gegeniiber der Durchlicht- und insbesondere gegeniiber der
konventionellen Epifluoreszenzmikroskopie durch eine erhohte optische Auflosung
auszeichnet (neuere Systeme erreichen ein Auflosungsvermodgen von ca. 0,25um). Sie
ermoglicht die dreidimensionale Rekonstruktion aus einem zweidimensionalen
Datensatz. Als Lichtquelle wird ein Laser (z.B. ein Argon-Krypton-Mischgaslaser)
verwendet, der sich aufgrund seines linienformigen Spektrums besser zur
Herausfilterung einer fiir ein gegebenes Fluorochrom bendtigten
Anregungswellenlinge eignet (sofern diese Wellenldnge im Linienspektrum des
benutzten Lasers vorkommt). Im Gegensatz zur konventionellen Mikroskopie, in der
das Objektfeld als Ganzes ausgeleuchtet wird, wird bei der konfokalen Laser-Raster-
Mikroskopie durch Einbringen einer Illuminationslochblende nur ein scheiben-
formiger Objektbereich beleuchtet und das Objektfeld "Punkt fiir Punkt" und Zeile fiir
Zeile abgerastert. Dies fiihrt zu weniger Streulicht aus benachbarten Objektbereichen
und erhoht somit die Schirfe und den Kontrast des resultierenden Bildes. Das
Einbringen einer zweiten - in ihrem Durchmesser verdnderbaren Lochblende - in die
aufnehmende Optik, die in die selbe Objektebene fokussiert wie die beleuchtende
Optik (Prinzip der Konfokalitit), bewirkt, dass Licht aus tieferen und héheren
Objektebenen als der Fokusebene nicht zum Photomultiplier (oder einer CCD-
Kamera) gelangt. Dies fiihrt zu einer erheblichen Erhohung der Bildschérfe durch
Reduktion des sogenannten "out of focus blur" (Streulicht aus nicht im Fokus
liegenden Ebenen) und ist die Voraussetzung fiir die Aquirierung von optischen
Serienschnitten durch ein Priparat. Weiterhin sind umfangreiche digitale
Bildbearbeitungsmoglichkeiten gegeben (simultane Rotationen um die drei
Raumachsen, simultane Verschiebungen entlang der drei Raumachsen,
Intensititsmessungen, Intensititsschwellenwert-Darstellungen, Histogramme,
Operationen mit Konstanten sowie Bildern und vieles mehr). Grundsitzlich kann jede
Markierung, die in der konventionellen Fluoreszenzmikroskopie eingesetzt wird, auch

mit der konfokalen Laser-Raster-Mikroskopie verwendet werden.
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Als nachteilig erweist sich jedoch auch hier die Notwendigkeit eines fluoreszierenden

Farbstoffes. Somit findet diese Verfahren in der Neonatologie keine Anwendung.

1.3.4 Nahe- Infrarot- Photoplethysmographie/ Spektroskopie ( NIRS/ NIRP)

Bei der nichtinvasiven NIRP-Methode (Nahe- Infrarot- Rot- Remissions-Photo-
plethysmographie) wird ein Clip, analog zum bekannten Pulsoxymeter, an einem
peripheren Messort des Patienten angebracht (Finger- bzw. Grof3zehenbeere). Wird
nun Licht des Nahe-Infrarot-Bereiches der Wellenldnge 840 nm in das Gewebe
eingeleitet, so werden relativ groe Gewebevolumina bei Eindringtiefen von ca. 3-4
mm illuminiert. Die entstehenden Riickstreusignale werden iiber einen Empféanger
erfasst und diagnostisch bewertet. Es lassen sich mit diesem Licht die am speziellen
Messort je Zeiteinheit passierenden (relativen) Mengen des Blutes ableiten, woraus
Bewertungen der "Durchblutung” und gleichzeitig des Herzzustandes moglich sind.
Dagegen kann mit der Rot-Wellenléinge von 640 nm die erfasste Blutmenge
hinsichtlich ihrer Sauerstoffsittigung beurteilt werden (42). Zur Kontrolle der

Temperatur am Messort ist ein entsprechender Sensor im Clip integriert.

Als Nachteil dieser Methode und Einschrinkung der klinischen Anwendbarkeit gelten
die fehlenden Moglichkeiten einer Eichung sowie die Tatsache, dass lediglich eine
relative Anderung der Durchblutung mittels dieser Messungen erfasst wird. Ein
Einsatz dieser Methode bei Friih- und Neugeborenen ist aufgrund des nichtinvasiven
und schonenden Verfahrens moglich (42). Aufgrund der geringen Aussagekraft iiber
die Qualitdt der Mikrozirkulation wird die Nahe- Infrarot- Spektroskopie jedoch nicht

als gingiges Messinstrument im klinischen Alltag angewendet.

1.3.5 Kapillire Fiillungszeit

Die kapillédre Fiillungszeit findet in der Pddiatrie zur Beurteilung der peripheren
Mikrozirkulation weiterhin ihren Einsatz. Sie wird durch etwa 5 Sekunden
anhaltenden Druck auf eine bestimmte Region wie z.B. die Stirn, das Sternum oder

den Nagelpfalz und anschlieBende Beurteilung des Zeitintervalls bis zur Reperfusion
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festgelegt. Der Endpunkt wird erreicht, wenn das zunéchst abgeblasste Gewebe wieder
die Farbe der umgebenden Haut angenommen hat. Dies wird in Sekunden gemessen.
Normalwerte sind im Erwachsenenalter Zeiten von etwa 2 Sekunden.

Die kapillédre Fiillungszeit wird durch die Umgebungstemperatur, die
Umgebungsbeleuchtung sowie auch die Lokalisation am Korper mitbeeinfluft. Da die
Bestimmung dieses Wertes jedoch von derart vielfiltigen Faktoren beeinflusst wird, so
auch von einem Untersucher zum néichsten variiert, kann er nur in Verbindung mit
anderen Faktoren - wie z.B. die Herzfrequenz - zur Beurteilung des Gesamtzustandes

des Patienten herangezogen werden (11).

1.4 Orthogonal Polarisierte Spektralbildgebung ( Cytoscan ™ A/R ) als

Alternative zu den bisherigen Methoden

Unter der Verwendung einer dhnlichen Grundtechnik wie zuvor von Slaaf et al.
beschrieben, nach deren Berichten eine intravitalmikroskopische Technik mit zwei
orthogonal Polarisatoren eingesetzt wurden, entwickelten Groner et al. ein tragbares
Handgerit, das den Zugang zu einer Vielzahl von GefidBBbetten am Patienten
ermoglichte (28, 32, 33, 34, 35). Die Technik der Orthogonal Polarisierten
Spektralbildgebung (OPS) wurde in das CYTOSCAN A/R (Cytometrics, Philadelphia,
PA, U.S.A) integriert. Mit dieser neuen Technik, der Orthogonal Polarisierten
Spektralbildgebung (OPS), konnen durch den Einsatz einer speziellen optischen
Vorrichtung nichtinvasiv die mikrovaskuldren Parameter bestimmt werden.

Hierbei handelt es sich um eine virtuelle Lichtquelle (Kaltlicht) mit einer Eindringtiefe von
0,5-1 mm im Gewebe im tierexperimentellen Versuch und 0,2 mm in vivo bei einer
Wellenlidnge von 548 nm (34). Diese Wellenldnge liegt im Absorptionsspektrum
sowohl oxygenierten als auch desoxygenierten Himoglobins. Das Licht wird vom
Héamoglobin absorbiert, wodurch ein Bild erzeugt wird, bei dem sich Hb- tragende
Strukturen vom iibrigen Gewebe abheben.

Das Licht wird zunédchst durch einen Polarisator geleitet. Das polarisierte Licht fallt
auf einen Kippspiegel, von wo aus es um 90 Grad gedreht auf das Gewebe auftrifft

und dort einerseits gestreut und dabei wieder depolarisiert und andererseits vom
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Héamoglobin absorbiert wird. Das gestreute, depolarisierte Licht wird hinter dem
Kippspiegel durch einen Analysator (orthogonalen Polarisator) geleitet, welcher die
Strahlen wiederum polarisiert. Diese polarisierte Strahlung trifft auf die ,, Charge-
Coupled-Device- (CCD-) Kamera. Nur die vom Analysator gefilterte, orthogonal-
polarisierte Strahlung trigt somit letztendlich zur Bildgebung bei. Licht, das schon an
der Oberfldache des Gewebes reflektiert wird und den Analysator noch polarisiert
erreicht, wird hier herausgefiltert und ist nicht an der Bildgebung beteiligt
(Abbildung 1). Die an der Bildgebung beteiligten Strukturen sind in einer handlichen
Messvorrichtung eingearbeitet (Abbildung 3 und 4).

Auf einem Monitor kann der Ablauf der Messung wihrenddessen verfolgt werden. Es
werden etwa 10- miniitige Sequenzen auf VHS- Videobédndern aufgezeichnet und zu
einem spiteren Zeitpunkt offline ausgewertet.

Das von der Firma Cytometrics entwickelte Prinzip der quantitativen Messung der
Mikrozirkulation durch die orthogonal Polarisierte Spektralbildgebung (Cytoscan™
A/R) besitzt gegeniiber den herkdmmlichen Methoden mehrere Vorteile. Es ist nicht
invasiv und wegen der Verwendung eines Kaltlichtes von 548 nm vollig unschidlich

fiir den Menschen.

Auch kann auf den Gebrauch von Kontrastmitteln bei dieser Methode verzichtet
werden. Aufgrund dieser Tatsachen kann diese Methode auch in der neonatologischen
Intensivmedizin verwendet werden. Es kommt bereits in vielen Bereichen zum
Einsatz, bisher jedoch nur zu Studienzwecken.

Die quantitativen Messungen der Gefédfdichte, des GefaBdurchmessers und der
Flussgeschwindigkeit der Erythrozyten (RBC) durch das OPS- Verfahren wurden
allesamt gegeniiber der Fluoreszenz-Intravital- Mikroskopie am Model der dorsalen

Hautfalte bei Hamstern und der Rattenleber validiert (33, 49).
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Untersuchungsmodell

Reflektiertes Licht Kippspiegel

(polarisiert) N\ |
\ “\' i
Streulicht | Iy
(depolarisiert)
Grooese Analysator
(orthogonaler
Polarisiertes Polarisator)
einfallendes
Licht
@ B Polarisator
m Lichtquelle Video & Monitor
I hach Groner et al. . Nature Medicine 1999 (Kaltlicht 548nm)

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Funktionsprinzips des OPS- Gerites
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2  Fragestellung und Zielsetzung

Bisher ist wenig bekannt iiber die mikrovaskulére Perfusion der Haut direkt nach
Geburt. Das Herzminutenvolumen bezogen auf die Korperoberfliche ist beim
Neugeborenen hoher als beim Erwachsenen. Wegen des beim Neugeborenen anteilig
hohen Herzminutenvolumens in Ruhe kann unter Belastung nur eine begrenzte
Reserve ausgeschopft werden, um das HMV weiter zu erhohen. Der erforderliche
Perfusionsdruck wird somit durch eine Umverteilung des geringen HMV und somit
des Sauerstoffangebots zugunsten der Versorgung des Gehirns, des Herzens und der
Nebennieren erzielt. Unter entspannten Bedingungen ist in der Haut bezogen auf deren
Sauerstoffbedarf ein eher hoher Blutfluss vorhanden.

Die Beurteilung der Hautdurchblutung ist aus diesem Grunde von Bedeutung. Es gibt
jedoch nur sehr unzureichende Daten zur Mikrozirkulation der Haut bei reifen
Neugeborenen und kaum Daten bei Frithgeborenen.

Die Dichte der Hautdurchblutung wurde vor 1999 noch nie bei Neugeborenen mit In-
vivo- Verfahren bestimmt. Die gingigen Methoden zur Untersuchung der kutanen
Mikrozirkulation bei Patienten beschrinkten sich bisher auf Laser- Doppler-
Flussbestimmung und die Kapillar- Videomikroskopie.

Die Kapillar- Videomikroskopie war bei Neugeborenen jedoch beschrinkt auf die
Messung im GefédlBbett des Nagelbettes der Kinder (69).

Die direkte Betrachtung des GefilB3bettes anderer menschlicher Organe war wegen der
Notwendigkeit einer Gewebe- Durchleuchtung, einer Kontrastmitteldarstellung oder
der GroBe der zur Darstellung der Strukturen erforderlichen Messinstrumente deutlich
erschwert oder sogar unmoglich.

Die Technik der von uns verwendeten OPS- Bildgebung wurde in das CYTOSCAN
A/R (Cytometrics, Philadelphia, PA, U.S.A) integriert und auf diese Weise Messungen

sogar in Inkubatoren ermdglicht.
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Ziel der Studie war es, zu iiberpriifen, ob eine Quantifizierung der Mikrozirkulation
der Haut Friih- und Neugeborener durch Darstellung der Kapillaren, Venolen und
Arteriolen in der Haut moglich ist. Voraussetzung war, eine hierfiir geeignete
Korperstelle zu ermitteln. Desweiteren untersuchten wir, ob dieses bildgebende
Verfahren zur quantitativen in-vivo- Bestimmung der Flussgeschwindigkeit der
Erythrozyten, der GefdBdurchmesser und der GefidB3dichte geeignet wiire.

Somit war unser Ziel die Etablierung eines nichtinvasiven Untersuchungsverfahrens
zur Datenerhebung zu Bestand und Verlaufkontrolle der Mikrozirkulation, in diesem
Fall die Veridnderung der Mikrozirkulation vom ersten zum fiinften Lebenstag bei
Friih- und Neugeborenen. Abschliefend wird der Versuch unternommen, eine
klinische Relevanz der Untersuchungsergebnisse mit Riickschluss auf die

Gewebeperfusion beziiglich der Therapie der Patienten festzustellen.
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3 Material und Methoden

Bei der vorliegenden Studie handelt es sich um eine klinische prospektive
(Kohorten-) Studie, in der 2 Gruppen von Patienten mittels einer neuartigen Methode
untersucht wurden. Zuvor erfolgte nach Riicksprache mit dem behandelnden Arzt die
Aufkldrung der Eltern des Kindes und eine schriftliche Einverstindniserkldrung
(Darstellung Graphik Unterpunkt 3.2.5).

Die Studienunterlagen wurden der Ethikkommission der Medizinischen Fakultit der
Universitidt Miinchen vorgelegt und von dieser befiirwortet. Die Untersuchungen

entsprachen den Anforderungen der Deklaration von Helsinki.

3.1 Studiendesign

In einem Zeitraum von etwa 12 Monaten beginnend im Oktober 1999 wurden Friih-
und Neugeborene konsekutiv am ersten und fiinften Lebenstag untersucht. Im Rahmen
dieser Untersuchungen wurde die Mikrozirkulation der Haut mit Hilfe des Cytoscan™

A/R (Cytometrics, Philadelphia, PA, U.S.A.) gemessen.

3.1.1 EinschluBKkriterien

Als Einschlusskriterien wurden definiert:
e Schriftliche Einwilligung der Eltern
e Frithgeborene ( 24.- 36. Schwangerschaftswoche)
e Reifgeborene ( 37.- 41. Schwangerschaftswoche)

3.1.2 AusschluBkriterien

e Verlassen der Klinik vor dem 5. Lebenstag

e Sehr dunkelhidutige Kinder ( Hauttyp IV und hoher )
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3.1.3 Applikation der Lichtquelle

Nach dem Ausschluss ungeeigneter Korperstellen (Thorax, Abdomen Flanken, Kopf,
Bein, Leistenregion sowie Hand- und FuBBsohlen) wurden die Messungen schlielich
bei beiden Gruppen an der Haut der Axilla und der Innenseite des Oberarmes
durchgefiihrt. In den meisten Fillen konnte die Bildqualitit durch die Verwendung von
Kochsalzlosung (NaCl 0,9%) deutlich verbessert werden. Die Verwendung von
Baby®l oder Sonographiegel hat sich nicht bewihrt. Das Ol erzeugte regelrechte

,»Schlieren® in den Bildern und im Gel eingeschlossene Luftblasen storten die Optik.

3.1.4 Zeitpunkt der Messungen

Die Messungen wurden jeweils am 1. und am 5. Lebenstag des Kindes durchgefiihrt, wenn die
Kinder gesittigt und zur Ruhe gekommen waren oder schliefen. Am besten geeignet waren die

Abend- und Nachtstunden, da hier eine ruhige Atmosphire herrschte.

3.1.5 Im Rahmen der Studie gemessene Parameter

e Datum und Zeitpunkt der Messung

e Aktuelles Gewicht bei Messung

¢ Beatmungsmodus mit Frequenz

e FiO2 = Sauerstoffgehalt der Luft

¢ Herzfrequenz

¢ Blutdruck

e Kapillire Fiillungszeit

e Score*

e (Qualitit der Hautperfusion ( Hautkolorit )
e Temperatur des Inkubators

e Temperatur des Kindes
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Tabelle 1: Das Ausmal} der Mikrozirkulation wurde durch ein Scoresystem (Genzel et al.)
beschrieben, das nach klinischen Gesichtspunkten die Beeintrichtigung der Hautperfusion Friih- und

Neugeborener quantifiziert.

Score 0 1 2

Kalte Extremitédten keine Hinde, Fiile Unterarm, Unterschenkel
Kapillire Fiillungszeit < 2 sec. > 2 sec. > 3 sec.

Hautfarbe normal marmoriert blass

Eingeschrinkte Mikrozirkulation:
Ist, unabhéngig vom Blutdruck, definiert durch einen Score > 3.

Maximal erreichbarer Punktewert 6, keine Beeintrdchtigung 0

3.1.6 Aus den Patientenakten entnommene Parameter

3.1.6.1 Status bei Geburt

e Gestationsalter
e Geburtsgewicht
¢ Einlings- oder Mehrlingsgeburt

¢ Diagnosen, angeborene Erkrankungen

3.1.6.2 Laborwerte ( sofern routinemafBig bestimmt)

e Himatokrit

e Héimoglobin

e (- reaktives Protein (CRP)
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3.1.6.3 Weitere Parameter im Verlauf des Untersuchungszeitraums

e Blutdruckwirksame Medikation

¢ Hilfsmittel bei der Messung (NaCl 0,9%, Babyol, Sonographie-Gel)

Die Daten wurden auf einem Bearbeitungsbogen dokumentiert.

3.2 Material

3.2.1 Geriite

Die Anordnung der Gerite umfasste das Handstiick der OPS- Messvorrichtung, das so genannte
Cytoscan ™ A/R ( Cytometrics, Philadelphia, PA, U.S.A.), sowie eine in das MeBsystem
integrierte CCD- Kamera (Costar CV- M 536 CCIR, JAI, Tokyo, Japan) das mit einem Monitor
(Sony, PVM- 97, Tokyo, Japan) verbunden wurde. Zusétzlich bestand die Messeinheit aus
einem PAL-Videorekorder der Marke Panasonic (Video- Cassette Recorder, AG- 7350, Osaka,
Japan) und S- VHS- Videokassetten der Firma FUIIMAGNETICS GmbH ( Kleve, Deutschland)

zur Aufzeichnung jeweils etwa 10-miniitiger Videosequenzen.

3.2.2 Verbrauchsmaterialien

Zu den Verbrauchsmaterialien zdhlten neben den fiir jedes Kind neu verwendeten sterilen
Schutzkappen (Cytolens ™) aus durchsichtigem Kunststoff zur Gewéhrleistung hygienischer
Untersuchungsbedingungen auch NaCl 0,9% bzw. Sonographiegel sowie Babyol. Nach dem
Gebrauch der Sonde wurde diese mit einem entsprechenden Desinfektionsmittel griindlich

gereinigt und desinfiziert.
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3.2.3 Computerprogramme

Cap- Image®™ ( Dr. Zeintl Software Engineering, Heidelberg, Germany)

Excel

Graph Pad Prism

Windows 2000

Word
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3.2.4 Versuchsaufbau

3.2.5 Einverstiandniserkliarung

Klinikum GroBhadern Ludwig _ LMU

Klinik und Poliklinik fiir Frauenheilkunde und Geburtshilfe Maximilians __

Direktor: Prof. Dr. Hermann Hepp Universitéit
Miinchen

Klinikum GroBhadern ® Neonatologie ® 81377 Miinchen
Marchioninistrae 15

Durchwahl:(089)70952803
Telefax: (089) 7095-2809

Einverstindniserklarung

Liebe Eltern,

wir untersuchen derzeit in einer klinischen Studie Storungen der Hautdurchblutung bei
kranken Friih- und Neugeborenen. Hierbei wird eine Methode angewendet, die fiir Ihr Kind
vollig unbedenklich ist. Die Messungen werden bei Kindern mit Blutdruckproblemen oder
Storungen der Hautdurchblutung durchgefiihrt, sowie bei Kindern mit Infektion oder einem
Atemnotsyndrom (unreife Lunge) und gesunden Kindern als Kontrollgruppe

Wir wiirden uns daher sehr freuen, wenn Sie Ihre Zustimmung zur Teilnahme Ihres
Kindes an unserer Studie geben wiirden.

Wir legen Threm Baby dabei einen kleinen Meffiihler auf die Haut. Aus diesem Sensor wird
griines Licht (Cytoscan) in das umliegende Gewebe abgegeben, das wenige mm tief eindringt.
Das zuriickkehrende Signal wird in einem Computer analysiert und gibt Aufschluf iiber die
Hautdurchblutung und iiber die Gefille und dem Blutfluf} direkt unter der Haut. Am Ende der
Messung werden noch die Hauttemperatur und der Blutdruck bei Ihrem Kind gemessen.

Die Untersuchung ist fiir Ihr Kind ohne Risiko und dauert ungefihr 10 bis 15 Minuten. Sie
konnen selbstverstdndlich gerne dabei sein, wenn Sie dies wiinschen. Bei einer
Nichtteilnahme entstehen Ihnen und Ihrem Kind keine Nachteile.

Sollten Sie noch weitere Fragen haben, so wenden Sie sich bitte an uns.

PD Dr. O. Genzel
Oberirztin der Neonatologie
Tel 7095 2808

Abbildung 2: Einverstiandniserkldrung
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3.3 Methoden

3.3.1 Funktionsschema der Orthogonal Polarisierten Spektralbildgebung

In die optische Vorrichtung des Gerites ist eine Lichtquelle integriert, die
monochromatisches Kaltlicht mit einer Wellenlinge von 548 nm emittiert, das
innerhalb des Absorptionsspektrums sowohl von oxygeniertem als auch
desoxygeniertem Hiamoglobin liegt. Diese Wellenlinge ergibt sich aus einer Mittelung
der optimalen Wellenlinge zur maximalen Eindringtiefe in das Gewebe sowie der
maximalen Absorption durch Himoglobin, um einen bestmoglichen Kontrast zu
erzeugen. Es hat eine Eindringtiefe im tierexperimentellen Versuch von Imm, im
Gewebe in vivo von 0,2 mm (33).

Bei der OPS- Bildgebung wird also eine virtuelle Lichtquelle erzeugt.

Das monochromatische Licht wird durch einen Polarisator geleitet. Das polarisierte
Licht féllt auf einen halbdurchléssigen Kippspiegel, wo es um 90° gedreht auf das
Gewebe auftrifft. Dort wird es zum einen Teil gestreut und dabei wieder depolarisiert,
zum anderen Teil vom Hidmoglobin absorbiert.

Das gestreute, depolarisierte Licht wird hinter dem Kippspiegel durch einen
Analysator geleitet, der die Strahlen wieder polarisiert. Diese polarisierte Strahlung
trifft auf die Charge- Coupled- Device- (CCD-) Kamera.

Nur die vom Analysator gefilterte, orthogonal- polarisierte Strahlung trigt letztendlich
zur Bildgebung bei. Licht, welches schon an der Oberfldche des Gewebes reflektiert
wird und den Analysator noch polarisiert erreicht, wird hier herausgefiltert und ist
nicht an der Bildgebung beteiligt. Das durch das Gewebe reflektierte Licht wird durch
Héamoglobin absorbiert und erzeugt so ein positives Bild der Gefédlle vor negativem
Kontrast mit einer Auflosung von 1 pixel => Ium. Es werden also nur von
Erythrozyten perfundierte GefiB3e dargestellt. Auf dem angeschlossenen Monitor kann
der Ablauf der Messung wihrenddessen verfolgt werden.

Es werden etwa 10- miniitige Sequenzen auf VHS- Videobédndern aufgezeichnet und
spater off- line ausgewertet. Da hierbei keine Kontrastmitteldarstellung erforderlich

ist, kann dieses Verfahren problemlos beim Menschen angewandt werden.
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Zur quantitativen Messung der Mikrozirkulationsparameter wurde dieses Verfahren
bereits im Tiermodell im Vergleich zur Intravital- Fluoreszenz- Mikroskopie validiert
(33).

Abbildung 4 zeigt das Messinstrument in einem Inkubator bei der Erzeugung einer

Bildgebung bei einem Frithgeborenen der 24. SSW am ersten Lebenstag.

Abbildung 3: Messgerit Cytoscan A/R mit Basiseinheit und Haltevorrichtung fiir
die OPS imaging- Sonde sowie eine externe Lichtquelle (wei3) aus Langer et al., 2000
Figure 4
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Abbildung 4: Friihgeborenes 24 + 3 Schwangerschaftswoche am ersten Lebenstag bei
einer Messung (Geburtsgewicht 550 g)

3.3.2 Versuchsablauf

3.3.2.1. Bedingungen

Die OPS- Bildgebung wurde jeweils am ersten und fiinften Lebenstag der

Frithgeborenen und Neugeborenen nach Einwilligung der Eltern durchgefiihrt.

Die Kinder wurden in einer sehr ruhigen Phase, nach Moglichkeit schlafend,

gemessen. Am Besten geeignet waren hierzu die spiten Abend- oder Nachtstunden, da

zu diesen Zeitpunkten in der Umgebung der Kinder eine ruhige Atmosphire herrschte,

die sich auch beruhigend auf die kleinen Patienten auswirkte.

Die Frithgeborenen wurden in Inkubatoren, die (noch gesundheitlich beeintrichtigten)
Reifgeborenen auf der Intensivstation im Wirmebett und die gesunden Reifgeborenen unter
einer Wirmelampe gemessen. Die Messungen wurden zunidchst an mehreren Korperstellen
ausprobiert, hierzu zihlten der Kopf, das Abdomen, die Flanken, die Leisten, das Sternum und

die Extremititen, wobei sich der Bereich der Axilla als am Besten geeignet herausstellte.

29



Der entsprechende Arm wurde freigemacht und durch die Hand des Untersuchers
fixiert, die Kochsalzlosung bei Bedarf aufgetragen und das Handstiick des OPS-
Gerdites leicht auf die Haut aufgesetzt. Das Anfeuchten der Haut mit Kochsalzldsung
verbesserte dabei deutlich die Bildgebung. Dann wurde unter Monitoriiberwachung die
Tiefenschirfe mit Hilfe der beiden Stellschrauben eingestellt. Bei ausreichender
Schirfe des Bildes wurde der Druck auf das Gewebe variiert, bis sich die Blutzell-
Geschwindigkeit bei moglichst geringem Druck und dennoch guter Bildqualitit nicht
mehr dnderte. Die Messsonde wurde neben dem zu untersuchenden Kind mit dem
geringsten moglichen Haut- Kontakt platziert, um Messungenauigkeiten durch Druck
auf die Haut zu vermeiden. Die Messung wurde begonnen, wenn die Kinder sich
beruhigt hatten und teils schliefen. Dann wurde der Videorekorder eingeschaltet und
die Position des Gerites im Verlauf der etwa 10- miniitigen Aufzeichnung mehrmals
verdndert, um mehrere Areale in ihrer Durchblutung zu erfassen.

Nach Beendigung der Messung wurde die Aufnahmezeit sowie folgende Parameter
dokumentiert: Bei den Frithgeborenen wurde der mittlere arterielle Blutdruck (MAP),
gegebenenfalls entweder durch arterielle Messung (BD, Franklin Lakes, MJ) mit
einem Ohmeda Statham transducer (Ohmeda PPD, Liberty Corner, NJ, U.S.A.) oder
oszillometrisch bestimmt (Dinamap Vital Data Monitor, Critikon, Norderstedt,
Deutschland). Die Herzfrequenz und die Korperkerntemperatur wurden ebenso wie die
Inkubatortemperatur per Sonde oberhalb der Leber gemessen und dokumentiert. Der
generelle Status der Mikrozirkulation wurde klinisch durch einen semiquantitativen
Punktewert (Score, weiter oben beschrieben) bestimmt, bei dem die kapillidre
Fiillungszeit, das Hautkolorit und die Temperatur der Extremititen mitberiicksichtigt
wurden.

Die kapillédre Fiillungszeit stellt ein hdufig verwendetes klinisches Verfahren dar, bei
dem fiir etwa 5 Sekunden ein moderater Druck auf die Haut ausgeiibt und die Zeit bis
zum Wiedererscheinen der urspriinglichen Hautfarbe gemessen wird, bei

Neugeborenen eignet sich hierzu das Sternum am Besten (11).
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2.3.3 Auffinden einer geeigneten Messstelle

Es musste eine Stelle gefunden werden, die leicht zugédnglich war und anhand der sich
bewegungsarme Bilder erzeugen lieBen, um Artefakte in der Bildgebung durch
Atembewegung des Kindes oder durch Lanugobehaarung zu verhindern. Hierzu
wurden der Kopf der Kinder sowie das Abdomen, der Thorax und die Axillae bzw.

inneren Oberarme, die Leisten und Extremititen der Kinder untersucht.

Abbildung 5: Mit der OPS- Technologie erzeugtes Bild am 1. Lebenstag eines

Reifgeborenen, Messort Axilla
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Abbildung 6: Mit der OPS- Technologie erzeugtes Bild am 5. Lebenstag eines
Reifgeborenen, Messort Axilla

3.3.4 Eigenschaften des Cap- Image- Programms

Die durch CYTOSCAN A/R erzeugten Bilder konnten wahlweise mit einer 5- fachen
oder 10- fachen VergroBerung aufgenommen werden. Die 5-fache Vergro3erungsoptik
entsprach dabei einer VergroBerung auf dem Monitor von 326-fach, wihrend die 10-
fache VergoBerungs- Optik auf dem Monitor als 650-fach erschien. Bei unseren
Messungen wurde ausschlieBlich die 5- fache VergroBBerung verwendet.

Die Bilder wurden auf Videocassette aufgezeichnet, die Aufnahmen verblindet und
off- line analysiert. Der Gefd8durchmesser (Diam = Diameter), die Geschwindigkeit
der roten Blutbestandteile (RBC Vel = Red Blood Cell Velocity) und die Dichte der
GefiaBverteilung (FVD = Functional Vessel Density) wurden daraufthin mit dem
etablierten Cap- Image Programm (Dr. Zeintl GmbH, Heidelberg) in méglichst vielen

Gefidlen pro Beobachtungseinheit ausgemessen und ausgewertet (93).
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3.3.4.1 Bestimmung der GefiBdurchmesser

Der GefiBdurchmesser ist der Abstand der GefdBwinde zueinander und wird in pm
angegeben. Um den Durchmesser der Gefidle zu bestimmen, wird eines der auf dem
Videobildschirm erscheinenden Gefile ausgewihlt und eine Gerade senkrecht

zwischen zwei gegeniiberliegende dullere Enden des Mikrogefifes angelegt.

3.3.4.2 Bestimmung der Fliessgeschwindigkeit der Erythrozyten (RBC Vel)

Die Fliessgeschwindigkeit der Erythrozyten wird durch eine Technik namens Line-
Shift- Diagramm bestimmt. Diese erfordert eine kurze, etwa 10 Sekunden andauernde
Sequenz, die eine moglichst minimale Bildbewegung aufweist.

Das Line- Shift- Diagramm représentiert den Raum bezogen auf die Zeit, mit deren
Hilfe die Geschwindigkeit von an einer Geraden entlanglaufenden Partikel errechnet
werden kann. Die Pixel werden auf einer in der Mitte der Gefil3e verlaufenden
Geraden horizontal aufgereiht, wobei die Zeit von der X- Achse und der Verlauf der
Geraden auf der Y- Achse reprisentiert wird.

Durch rote Blutzellen oder Plasma- Zwischenrdume, die auf dieser Geraden
entlanglaufen, werden diagonale Streifen im Line- Shift- Diagramm hervorgerufen.
Durch die Neigung und die Linge dieser Streifen kann der bisher zuriickgelegte Weg
eines Objektes auf dieser Geraden in einem bestimmten Zeitraum gemessen und somit
dessen Geschwindigkeit berechnet werden. Die Einheit ist pm/sec.

Die maximale Geschwindigkeit, die noch akkurat bestimmt werden kann, liegt in etwa
bei 1,5 mm/s. Unter normalen physiologischen Bedingungen kann demnach die

Geschwindigkeit in Arteriolen nicht gemessen werden.
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Abbildung 7: Messung der erythrozytiren Fliessgeschwindigkeit in postkapilliren
Venolen mittels Cap Image. Ausschnitt der sublingualen Mikrozirkulation mit ca. 1 mm
Durchmesser, Eichmarke 100 um. Es werden Messlinien in die GefaBmitte der postkapilldren
Venolen eingezeichnet und die Fliessgeschwindigkeit mittels Line- Shift- Diagramm
ermittelt. Wihrend der Messung werden die Grauwertdaten entlang der Messlinie gelesen.
Aus der Dissertationsschrift: Mikrozirkulatorisches Monitoring mittels Orthogonal
Polarisation Spectral Imaging (OPS) wihrend herzchirurgischer Eingriffe unter
extrakorporaler Zirkulation aus Schaudig 2003.

Abbildung 8: Line- Shift- Diagramm

Durch Anklicken dieser schrigen Linien wird automatisch deren Steigung ermittelt

(die Y- Achse reprisentiert die Distanz entlang der Linie und die X- Achse entspricht der
Zeit) und daraus die Geschwindigkeit in mm/sec berechnet. Bewegt sich wihrend der
Messsequenz eine helle Plasmaliicke entlang der Messlinie, so wird die Fortbewegung im
Diagramm als helle, schrig verlaufende Linie sichtbar. Erythrozyten hingegen werden als
dunkle Linien abgebildet. Aus der Dissertationsschrift: Mikrozirkulatorisches Monitoring
mittels Orthogonal Polarisation Spectral Imaging (OPS) wihrend herzchirurgischer Eingriffe
unter extrakorporaler Zirkulation aus Schaudig 2003
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3.3.4.3 Bestimmung der funktionellen GefiaBdichte (FVD)

Die funktionelle GefdBdichte ist definiert als die Linge der durch Erythrozyten (RBC)
perfundierten Gefdlle pro Beobachtungsfeld und wird in Quadrat-Zentimetern
(cm/cm?) angegeben. Unter Verwendung des Cap- Image Software- Programmes
werden die perfundierten Gefédl3e in einer definierten Beobachtungseinheit
nachgezeichnet und die Lange der markierten Gefdlle pro Beobachtungs- Einheit
zusammengerechnet. Hierbei bezieht sich der Ausdruck ,,GefidBdichte* auf die von
roten Blutzellen perfundierten Mikrogefidfe. Durch die Bestimmung dieser Einheit
konnen letztendlich Riickschliisse auf die Qualitdt der Mikrozirkulation eines Organs
als indirektes MaB fiir die Sauerstoffversorgung gezogen werden. Sie ist somit ein

wertvoller Parameter zur Evaluation der Nihrstoffversorgung der Zellen.

4 Statistische Auswertung

Die Auswertung der Ergebnisse wurde mit Hilfe der statistischen Auswertungs-
software Graph Pad Prism 3.0 fiir Windows 95 (Graph Pad Software Inc., San Diego
CA) durchgefiihrt. Fiir den Vergleich der Messung an Tag 1 und 5 innerhalb der zwei
Patientengruppen kam der t- Test fiir ungepaarte Daten oder der Wilcoxon signed
rank- Test fiir ungepaarte Daten (Punktescore und kapilldre Fiillungszeit) zur
Anwendung. Fiir einen Vergleich der beiden Gruppen untereinander verwendeten wir
den Mann- Whitney nonparametrischen Test. Fiir Korrelationen wurde der Spearman

Rank two- way Test angewendet.
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S  Ergebnisse

In die vorliegende Studie wurden insgesamt 37 Kinder eingeschlossen, davon waren 9

reife normotensive und normotherme Neugeborene (Geburtsgewicht 2100- 4470 g)

und 28 Frithgeborene (Geburtsgewicht 550-2070 g / Gestationsalter 24. — 33. Woche).

Diese wurden im Zeitraum von 1999 bis 2000 jeweils am 1. und 5. Lebenstag
untersucht. Die Parameter systolischer, diastolischer und mittlerer Blutdruck,
Herzfrequenz und Korpertemperatur wurden jeweils nur bei den Frithgeborenen
bestimmt.

Die Gestationsalter lagen zwischen 24. und 41. Schwangerschaftswoche, das
Geburtsgewicht zwischen 550g und 2070 g bei den Friihgeborenen und 2100g bis
4470 g bei den Neugeborenen. Die klinischen Daten der Frithgeborenen sowie der

Reifgeborenen sind in der Tabelle 2 dargestellt.
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Tabelle 2: Klinische Daten der 28 Frithgeborenen und 9 Reifgeborenen (n=37) an Lebenstag

1 und 5: Angaben als Median (mit 95% Konfidenzintervall)

FG FG RG RG
1. Lebenstag 5. Lebenstag 1. Lebenstag 5. Lebenstag
n=28 n=9
30 394
Gestationsalter [SSW]
(28,5 -30,6) (38,5-40,4)
1405 1225 3258,8 3035
Gewicht [g]
(1200-1544) (1118-1443) (2840 - 3676,9) (2736,6 — 3333,5)
Systolischer 46 56
Blutdruck [mmHg] (44 - 54) (51-59)
Diastolischer 30 34
Blutdruck [mmHg] (28 - 36) (32-37)
Mittlerer arterieller 36 43
Blutdruck [mmHg] (35-43) (38 —44)
Herzfrequenz 148 150
[Schldge/min] (141-151) (144-154)
Score ° 0 0 0 0,2
(Clinical microcirculation-Score) (0,0 -0,23) 0,0-0,11) (0,0-0,0) (0,2-0,2)
11,5 11,0
PIP [cmH,O] * °
(10,0-15,0) (8,6-16,5)
3,1 3,0
PEEP [cmH,0] * °
(2’5'5’6) (3 ’0'4’0)
Korpertemperatur 37,2 37,2
(Cc (37,1-37,4) (37,1-37,3)
Inkubatortemperatur 34,0 33,3
[C°] (34,0-35,2) (33,0-34,2)
0,22 0,21 0,21 0,21
FiO2 (%)
(0,23 -0,39) (0,21 -0,27) (0,21 -0,21) (0,21-0,21)
2 2 2 1,78
Kapillare Fiillungszeit (sec)
(1,86 -2,17) (1,95 -12,05) (2,0-2,0) (1,49 -2,07)

1

FiO, = 0,21 wenn keine Beatmung (dann Raumluft)

n = 14 Kinder wurden beatmet.
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Es gab bei keiner der Messungen signifikante Unterschiede zwischen Tag 1 und Tag
5, mit Ausnahme eines signifikanten Gewichtsverlustes und einer niedrigeren
Inkubator- Temperatur an Tag 5. Dem klinischen Punktescore zufolge zeigte keines
der Kinder eine eingeschrinkte Mikrozirkulation und nur 5 der Probanden hatten
Blutdriicke, deren Werte an der unteren Grenze ihrer Altersnorm (Gestationsalter)
lagen. Zum Zeitpunkt der Messung erhielten 2 der Probanden Katecholamin-

Infusionen und 2 von ihnen wurden wegen arterieller Hypotension mit Steroiden

behandelt.

5.1 Lokalisation der am besten geeigneten Messstelle

Um Artefakte in der Bildgebung durch Atembewegung des Kindes oder durch
Lanugobehaarung zu verhindern, musste eine Stelle gefunden werden, die leicht
zugédnglich war und anhand der sich bewegungsarme Bilder erzeugen lieBen.

Die sublinguale Mukosa als Messstelle — wie in den Versuchen mit erwachsenen
Patienten angewandt- musste schon wegen der Grof3e der optischen Vorrichtung
ausscheiden.

Die Stirn, die Schlédfen und die Extremitéiten der Kinder erwiesen sich wegen der
starken Lanugobehaarung besonders bei Frithgeborenen als ungeeignet. Andere
Korperteile, wie z.B. die Flanken, Thorax oder das Abdomen sind sehr anféllig fiir
Bewegungsartefakte, zudem sind die Kinder dort sehr berithrungsempfindlich und
dadurch unruhig. Auch Messungen iiber dem Sternum waren aufgrund der
Atembewegungen des Kindes ungeeignet, da zum Auswerten storungsfreie
Videosequenzen von mindestens 10 Sekunden erforderlich sind.

Messungen in der Handinnenflidche konnten wegen der Hautlinien der Leistenhaut
nicht verwertet werden, auch hier war eine storungsfreie Auswertung nicht moglich.
Es stellte sich heraus, dass die Aufnahmen der Haut in der Axilla sowie der Innenseite
des Oberarmes die deutlichsten Bilder erzeugen und sich somit am Besten zur

Auswertung eignen.

Eine Lagerung des Kindes auf dem Riicken oder der Seite erwies sich als am Vorteilhaftesten

fiir die Messungen, weil dies auch die geringste Storung des Kindes bedeutete.
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Zusammenfassend war es einfacher, qualitativ gute Bilder bei den Frithgeborenen zu
erzeugen, da ihre Haut wesentlich diinner und gut durchblutet ist. Bei den reifen
Neugeborenen storten regelméfig vorhandene Hautfalten gelegentlich die
einwandfreie Auswertung der Aufzeichnungen.

Das Befeuchten der Haut mit handelsiiblicher Kochsalzlosung verbesserte die
Bildqualitit besonders bei den reifen Neugeborenen, da bei diesen die Verhornung der

Haut im Vergleich zu den Friihgeborenen ausgeprigter ist (79).

Tabelle 3: Mogliche Messstellen und Eignung

Stelle Eignung Problem

Kopf ungeeignet Lanugo

Sublingual ungeeignet Sondengrofle

Flanke/ Thorax/Abdomen ungeeignet Bewegungsartefakte
Hand- Fuf3sohle ungeeignet Hautdicke und Leisten
Sternumspitze eingeschrinkt geeignet Bewegungsartefakte
Leiste, Bein ungeeignet Bewegungsartefakte
Oberarm geeignet Bei Zentralisation
Achselhohle geeignet Kinder empfindlich

5.2 Parameter der Mikrozirkulation

Da der Zeitpunkt der Aufnahmen und Darstellung des Kapillarnetzes variierte, wurde
eine unterschiedliche Anzahl an Gefidflen bei jedem Probanden und Zeitpunkt
ausgewertet. Bei 74 Messungen waren 1.356 Bestimmungen des Gefd3durchmessers
und der Blutzellgeschwindigkeit (mittlerer Wert + Standardabw.: 18+12 Gefédlle pro
Patient und Tag, Bereich/ Umfang 5- 38). Die Dichte der GefédBverteilung wurde
anhand von 5 Bildern pro Patient und Tag berechnet.

Die Blutzellgeschwindigkeit in den Gefid3en mit einem Durchmesser > 20 um konnte

nicht verlésslich bestimmt werden, da diese Gefédle tiefer in der Kutis lagen und somit

39



unschirfere Bilder erzeugten. Zudem wiesen sie nur sehr kurze gerade verlaufende und
somit zur Messung geeignete Strecken auf. Aus diesem Grund wurden die
GefédBdurchmesser und Erythrozyten- Fliessgeschwindigkeiten in kleineren, gut
darstellbaren GefdBen mit Mikrogefal3durchmessern von 6 bis 24 pm bestimmt. Die
Verteilung der GefidBdurchmesser ist in Tabelle 4 dargestellt.

Wie schon zuvor bei den Methoden erwihnt, war die Voraussetzung zur Berechnung
der Erythrozyten- Fliessgeschwindigkeit eine weitgehend bestindige
bewegungsartefaktfreie Darstellung eines Gefél3es fiir mindestens 10 Sekunden.

Sehr kleine Gefid3e mit einem Durchmesser < Sum waren in der Regel ungeeignet, da
selbst die kleinste Bewegung der in den Verlauf des Gefédles gelegten Geraden zur
Bestimmung der Geschwindigkeit unzuverlédssige Messergebnisse erbrachte.
Innerhalb groBerer Gefille verblieb diese Gerade wihrend der Zeit der 10-
sekiindlichen Messungen zumeist im Gefill und erbrachte daher zuverlissigere
Geschwindigkeitswerte. Aufgrund des noch ungeordneten Verlaufs der Hautgefidl3e bei
den Neugeborenen konnten Hautarteriolen und -venolen nicht eindeutig differenziert
werden. Die Erythrozyten- Fliessgeschwindigkeiten reichten von 150 bis 1100um/ s
mit einem mittleren Wert von 497 um/ s. Die Variationsbreite der RBC-
Geschwindigkeit im jeweiligen Probanden zum gleichen Messzeitpunkt wurde in
manchen Féllen mit Unterschieden bis zu 544um/s bei Reifgeborenen und 844 pm/s
bei den Frithgeborenen errechnet.

Zum jeweiligen Zeitpunkt der Messung wurden die mittleren Unterschiede in der
Blutzellgeschwindigkeit mit 524+ 157 um /s bei reifen Neugeborenen und 364 + 120
pm bei Frithgeborenen mit einem Konfidenzintervall von 446 bis 603 pum fiir
Reifgeborene und 312 bis 416 pum fiir Frithgeborene berechnet.

Die Varianz- Koeffizienten waren 30+7 um/s und 26+8 um/s bei Reifgeborenen und
22+8 sowie 19+8um/s bei der Gruppe der Frithgeborenen, jeweils am 1. und 5.
Lebenstag. Bei den reifen Neugeborenen gab es keine Unterschiede beziiglich
GefiaBdurchmesser, Gefia3verteilungsdichte oder der Blutzellgeschwindigkeit zwischen
Tag 1 und 5 der Messung. Die Dichte der GefidBBverteilung, der Durchmesser und die
Blutzellgeschwindigkeit unterschied sich im Mittel nicht bei den Gruppen der Friih-
und Reifgeborenen. In der Gruppe der Frithgeborenen gab es am Tag 5 zwar keine

Unterschiede bei den GefidBBdurchmessern oder der Dichte der Gefdverteilung, die
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Geschwindigkeit der Blutzellen erwies sich jedoch als signifikant hoher (p=00.1 Tag 1
vs Tag 5 — Wilcoxon Test).

Der GefdBdurchmesser und die Verteilungsdichte korrelierten nicht mit den klinischen
Parametern, wie z. B. Gestationsalter, Herzfrequenz oder Blutdruck.

Es bestand ebenso kein Zusammenhang zwischen der Temperatur des Inkubators und
der Blutzellgeschwindigkeit.

Leukozyten, die sich an den GefidBwinden entlang bewegten oder als Liicke zwischen
den Sdulen der roten Blutzellen zu erkennen waren (wie zuvor in der Literatur
beschrieben) konnten nur gelegentlich beobachtet werden (16, 86, 88).

Wir konnten weder zwischen den beiden Gruppen der Friith- und reifen Neugeborenen,
noch innerhalb dieser Gruppen zu zwei verschiedenen Zeitpunkten signifikante
Unterschiede beziiglich der Gefidf3dichte feststellen.

Zum Zeitpunkt der Messung bestand bei keinem der Kinder ein Schock oder eine
Hypotension, dennoch wurden zwei der Probanden Katecholamine und weiteren zwei
Kindern Cortison zur Blutdruckunterstiitzung verabreicht. Zur bildhaften Darstellung
der Mikrozirkulation verwendeten wir den klinischen Score, dargestellt in Tabelle 1
Bei keinem der Kinder konnten wir Zeichen eingeschrinkter Mikrozirkulation

feststellen.
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Tabelle 4: Ergebnisse der ' Erythrozytenfliessgeschwindigkeit; * GefiBdurch-

messer; > Funktionelle Kapillardichte der 28 Frithgeborenen und 9 Reifgeborenen

zum Zeitpunkt Tag 1 und 5 nach Geburt - dargestellt als Median mit (95%-

Konfidenzintervall)

Friihgeborene Reifgeborene
n=28 n=9
Tag 1 Tag 5 Tag 1 Tag 5

RBC Velocity * 528 ° 570 ° 530 531
[um/sec] (486-564) (548-662) (456-586) (456-587)

Diameter ? 8,0 8,0 8,0 7,3
[um] (7.9-8,8) (7,7-8,6) (7,2-8,4) (7,0-7,77)

FCD ? 291 290 271 274
[cm/cm?] (280-297) (277-296) (241-279) (251-294)

Y Erythrozytenfliessgeschwindigkeit; ? GefiBdurchmesser; > Funktionelle

Kapillardichte

" p=0,001 (Tag 1 vs Tag 5)
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Abbildung 9: Box-and-Whiskers-Plot der RBC Velocity der Friih- und Reifgeborenen
an Tag 1 und 5
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Abbildung 10: Box-and-Whiskers-Plot Diameter der Friih- und Reifgeborenen, Tag 1 und 5
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Vergleich Reif- und Friuhgeborene FCD
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Abbildung 11: Box-and-Whiskers-Plot der funktionellen Kapillardichte der Frithgeborenen
(FG) und Reifgeborenen (RG) an Tag 1 und 5

Das Kapillarnetz erschien bei beiden Gruppen an Tag 1 der Messung verglichen mit
Tag 5 eher ungeordnet, wie es zuvor in der Literatur schon beschrieben wurde (69).
Zur Quantifizierung dieser Verdanderung wurde jedoch keine Untersuchung

durchgefiihrt.
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6 Diskusssion

6.1 Ergebnisse der Auswertung der Mikrozirkulationsaufnahmen

Mit unserer Studie haben wir gezeigt, dass die mikrozirkulatorischen Parameter der
Haut in absoluten Werten bei reifen Neugeborenen und sogar bei Frithgeborenen
gemessen werden konnen. Die handliche Grofle des Messinstrumentes macht auch die
Verwendung in Inkubatoren moglich. Wir konnten demonstrieren, dass die OPS-
Bildgebung neue Perspektiven in der klinischen Uberwachung Neu- und
Frithgeborener er6ffnet. Sie erlaubt einen einfachen, tragbaren Zugang zu einer

Vielzahl von Gefiaflbetten ohne den Gebrauch bildverstiarkender Kontrastmittel.

6.1.1 Vergleich der Ergebnisse mit Literaturdaten

Es gibt, wie von uns sowie Norman et al. (63) berichtet, keine signifikanten
Unterschiede der Blutzellgeschwindigkeiten bei der Messung an unseren Frith- und
reifen Neugeborenen im Vergleich zu den Werten, die in der Blutzellgeschwindigkeit
des Kapillarblutes im Nagelbett des gesunden Erwachsenen (100-500 um/s) gefunden
wurden. Die Menge des Blutflusses in der Peripherie des Neugeborenen wurde mit
dem Doppelten des Blutflusses beim Erwachsenen bemessen (91).

Aufgrund fritherer Beschreibungen der Morphologie der kutanen Mikrogefif3e bei
Neugeborenen, bei denen eine eher schlechte Hautdurchblutung gefunden wurde, ist es
nahe liegend, dass der hohere periphere Blutfluss beim Neugeborenen die
oberflachlichen Hautgefif3e tiber tiefer liegende GetfidB3betten umgeht (60, 69, 77).
Dies wiederum setzt einen hoheren GefdaBwiderstand in den Kapillaren der

Neugeborenen voraus. (63)

Eine 0,4- 0,5 um dicke endotheliale Oberfliche reduziert das funktionelle
Kapillarvolumen. Laut Untersuchungen von Intaglietta et al scheint eine zusétzliche
Fliissigkeitsauflage, bestehend aus Plasma, von bis zu 1 um (0,4- 0,6 pm im Mittel)

zwischen den flieBenden Erythrozyten und dem Endothel der Kapillarwand vorhanden
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zu sein (38). Bei dieser Studie wurde FITC (Fluoreszeinisothiocyanat)-markiertes
Dextran als Kontrastmittel zum Nachweis des Plasmas im Rahmen einer
fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung der Kapillaren verwendet. Diese Plasma-
Schicht weist eine Dicke auf, die dem Abstand der Erythrozyten zueinander, (abhingig
von deren Geschwindigkeit), entspricht.

Mit der CYTOSCAN A/R- Vorrichtung wird der Gefid3- Durchmesser anhand der
Weite der Blutzell- Sdulen im Gefédll gemessen. Hierbei kann der wahre anatomische
Durchmesser aufgrund der Vernachlédssigung dieser nicht darstellbaren Plasmaschicht
jedoch moglicherweise unterschitzt werden (34).

So wurden in der Studie von Harris et al (34) identische Gefédl3e bei einer Messung
mittels Intravitalmikroskopie um 4-5 um gréer gemessen als mit der auch von uns

verwendeten OPS- Bildgebung.

Der in unserer Studie gelegentlich gemessene Hamatokrit- Wert ging nicht in diese
Studie ein, da das Ziel der Untersuchungen primir das Auffinden einer geeigneten
Messstelle sowie der native Vergleich der GefdBdurchmesser und der Erythrozyten-
Fliessgeschwindigkeit der beiden Gruppen am 1. und 5. Lebenstag war.

In einer im Folgenden durchgefiihrten Studie von Genzel- Boroviczeny et al jedoch
korrelierte die Blutzellgeschwindigkeit invers mit dem Hamatokrit (23). Bei den
Frithgeborenen in dieser Studie wurde eine signifikante Abnahme des Hidmatokrit vom
1. zum 5. Lebenstag, am ehesten bedingt durch iatrogenen Blutverlust, verzeichnet.
Der Hamatokrit- Wert, der bei Neugeborenen regelméfig erhoht ist, scheint von
besonderer Bedeutung fiir die Perfusion der Hautkapillaren zu sein. Die Untersucher
vermuten als Ursache des Widerstandes im Kapillarblutfluss nicht nur den Anstieg der
Anzahl der roten Blutzellen, sondern ebenso die Grofle der Erythrozyten bei
Neugeborenen (63). In einer weiteren Studie fanden Norman et al eine inverse
Korrelation zwischen den hohen Himatokrit- Werten bei den postnatal
polyzythdmischen Neugeborenen und eine sehr geringe kapilldre Blutzell-
geschwindigkeit (110 um/s) (64). Die kapilldre Blutzellgeschwindigkeit stieg dabei
in einem stark nichtlinearen Verhéltnis mit einer Reduktion des Himatokrit als
Ergebnis einer Austausch- Transfusion an (210 pum /s, gesunde Kontrollgruppe 300

pm/s).
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6.2 Mikrozirkulation der Haut bei Reifgeborenen

Obwohl die Kapillarmikroskopie schon seit 30 Jahren bei Erwachsenen mit einer
Mikroangiopathie eingesetzt wird, gibt es nur sehr wenige Veroffentlichungen iiber
deren Einsatz bei Neugeborenen. Die vorliegenden Studien waren begrenzt auf
Untersuchungen im Nagelbett bei reifen Neugeborenen in der ersten Lebenswoche
(69). Uber die Durchmesser der Hautkapillaren bei Neugeborenen existieren bisher
nur wenige Veroffentlichungen. Die von uns erhobenen Daten stimmen iiberein mit
den durch Nagelbett- Kapillaroskopie gemessenen Kapillardurchmessern, bei denen
Werte zwischen 6 und 15 pm dokumentiert wurden (63).

Bei Erwachsenen, bei denen OPS-Bildgebung sublingual erzeugt werden kann, konnen
groere GefidBle gut dargestellt sowie Arteriolen und Venolen differenziert werden.
Beim Neugeborenen liegen Gefille mit einem Durchmesser iiber 25-30 um tiefer in
der Dermis eingebettet. Hier konnen nur jeweils vereinzelte Schlingen in ihrem
Verlauf in tiefere Schichten beobachtet werden. Der mittlere Durchmesser der in
unserer Studie gemessenen Gefédlle betrug etwa 8 um. Dies entspricht einer
GefidBgroe im unteren Bereich, die eben noch von neonatalen Blutzellen perfundiert
werden kann. Messungen der Verformbarkeit und der Geometrie neonataler
Erythrozyten haben gezeigt, dass der durchschnittliche neonatale Erythrozyt
zylindrische Rohren mit einem inneren Durchmesser von 3,8 um und mehr
durchwandern kann, der durchschnittliche Erythrozyt beim Erwachsenen sogar
Rohren mit einem Durchmesser von nur 3,4 pm und hoher (73).

Norman et al. bestimmten die Blutzellgeschwindigkeit in den Kapillaren des
Nagelbettes reifer Neugeborener am 2. bis 7. Tag nach Geburt. Die im Rahmen dieser
Studie bestimmten Werte stimmen im Allgemeinen mit den von uns erhobenen Daten
iberein, mit einer Spanne von 40 bis 120 pm/s und einem mittleren Wert von 380 +
210 um /s. Ahnlich wie in unserer Studie, konnte in dieser Untersuchung keine
Korrelation zwischen der kapilldren Blutzellgeschwindigkeit und der Hauttemperatur

sowie des MAD oder des postnatalen Alters gefunden werden.
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6.3 Mikrozirkulation der Haut bei Friihgeborenen

Die Frithgeborenen in unserer Studie wiesen signifikant hohere Erythrozyten-
Fliessgeschwindigkeiten am 5. Lebenstag im Vergleich zum 1. Lebenstag auf.
Moglicherweise besteht dabei ein Zusammenhang mit dem postpartal abfallenden
Héamatokrit- Wert der Kinder, jedoch war dieser Zusammenhang nicht Gegenstand
unserer Studie und wurde demnach nicht weiter untersucht. Norman et al (64)
beschrieben bereits 1992 in einer Untersuchung an reifen Neugeborenen mit
Polyzythdmie nach Austauschtransfusion mit fresh frozen plasma oder Albumin eine
eindeutige Zunahme der mit Hilfe von Mikroskopie der Nagelpfalz- Kapillaren
gemessenen Erythrozyten- Fliessgeschwindigkeiten nach Reduktion des Hamatokrits.
In weiteren Studien von Genzel et al konnte ebenso ein signifikanter Anstieg der
Erythrozyten- Fliessgeschwindigkeiten bei sinkenden Hamatokritwerten (25) sowie
eine Zunahme der GefédlBdichte bereits wenige Stunden nach Transfusionen bei
Frithgeborenen (23) festgestellt werden. Auch 24 Stunden nach Transfusion hielten
diese Veridnderungen an, es waren zu diesem Zeitpunkt im Vergleich zur Vormessung
sogar nochmals eindeutig hohere Werte fiir die GefidBBdichte messbar (Ausgangswert
142 cm/cm?, 2 Stunden nach Transfusion 185 cm/cm?, 24 Stunden nach Transfusion
206 cm/cm?). Ein Anstieg der Himoglobinkonzentration um 2,4 g/dl (entsprechend
etwa 29%) bewirkte laut dieser Studie eine signifikante Steigerung der GefédlBdichte bei
den Frithgeborenen. Anhand von Studien, die mittels OPS- Bildgebung sowohl im
septischen als auch im kardiogenen Schock (17, De Backer et al) durchgefiihrt wurden,
konnte eine deutlich reduzierte Gefifldichte an der sublingualen Mundschleimhaut
beobachtet werden. Aus einer tiber OPS- Bildgebung gemessenen relativen Abnahme
der funktionellen Kapillardichte (FCD) lieBBe sich in Zukunft méglicherweise die
Indikation zu einer Transfusion ableiten.

Aber auch dulere Faktoren wie die Umgebungstemperatur bzw. Inkubatortemperatur
konnen einen Einfluss auf die Mikrozirkulation der Haut, insbesondere bei den
Frithgeborenen haben. (26)

All dies lédsst die Notwendigkeit einer standardisierten Vorgehensweise und nach

Moglichkeit die Ermittlung von Normwerten in weiteren Studien bei Messungen unter
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Zuhilfenahme von OPS- Bildgebung vor einer moglichen Anwendung im klinischen

Alltag erkennen.

6.4 Vergleich von Reifgeborenen und Friihgeborenen

Ein signifikanter Unterschied konnte zwischen den Gruppen der Frithgeborenen und
der reifen Neugeborenen beziiglich Gefif3dichte, Gefaldurchmesser oder
Erythrozyten- Fliessgeschwindigkeit nicht festgestellt werden. Die Gruppen der
untersuchten Kinder waren jedoch ausnahmslos solche in klinisch stabilem Zustand

ohne Hinweis auf eine Infektion oder gar Sepsis.

6.5 Anwendungsmoglichkeiten der Methode im klinischen Alltag

In einer Studie von De Backer et al. wurde die GefidBBdichte und der Blutfluss bei
gesunden Probanden und Patienten mit septischem und kardiogenem Schock im
Vergleich sublingual gemessen (17).

Dort fand man ein verindertes Perfusionsmuster bei septischem Schock mit deutlich
reduzierter Anzahl perfundierter Kapillaren, insbesondere kleiner Gefdl3e. Ebenso
wurde eine vermehrte Anzahl von Gefédlen mit transientem oder nicht vorhandenem
Blutfluss beobachtet. Bei Patienten mit kardiogenem Schock war die Kapillardichte
vermindert und die Konglomerate der Erythrozyten konnten in den Venolen dargestellt
werden. Diese Messungen waren jedoch nur semiquantitativ, da jeweils nur drei
horizontale sowie drei vertikale Geraden pro Gesichtsfeld festgesetzt wurden, die die
Anzahl der Gefile bestimmten, die diese Geraden kreuzen. Schaudig et al. berichteten
nach Messungen mittels OPS an der sublingualen Mukosa bei Erwachsenen wihrend
Herz- Lungen- Maschinenzeit (kardiopulmonaler Bypass- Zeit) iiber eine

Verminderung der funktionellen Kapillardichte und der Blutzellgeschwindigkeit (76).

Veridnderungen in der Mikrozirkulation spielen eine wichtige Rolle in der Entwicklung
eines Organversagens. Bisher wurden jedoch in diesem Zusammenhang nur
makrozirkulatorische Parameter wie z.B. Blutdruck, Herzzeitvolumen und Séttigung

bestimmt. Die kapilldre Fiillungszeit ist eine leicht zu bestimmende, jedoch auch
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relativ subjektive Messung mit einem schwer zu definierenden Endpunkt. Zudem wird
sie signifikant durch Umweltfaktoren beeinflusst. OPS- Bildgebung konnte hierbei
neue Perspektiven fiir die klinische Uberwachung bieten, da sie einen leicht zu
handhabenden, tragbaren Zugang zu einer Vielzahl von Gefdl3betten darstellt, ohne
Bildverstdrkung durch Kontrastmittel zu erfordern.

Bei Erwachsenen wurde dieses Verfahren sublingual oder intraoperativ direkt an
Organen angewendet (5, 6, 7, 15, 83). So konnte man bisher im Rahmen
neurochirurgischer, kardiochirurgischer, transplantationschirurgischer oder
unfallchirurgischer Operationen Verdnderungen der Mikrozirkulation unter
verschiedensten Bedingungen nachweisen (15, 76).

Im Bereich der Diagnostik und des Monitorings von Erkrankungen, die die
Mikrozirkulation beeintrichtigen sowie deren Therapie lie3e sich die OPS-Bildgebung
in Zukunft gut integrieren. Ein Einsatz zum friihzeitigen Erkennen einer Infektion oder
Sepsis bei Friih- und Neugeborenen ist denkbar und bereits Gegenstand einer
Dissertationsschrift (Kathrin Weidlich 2007) sowie aktueller Studien der

Forschungsgruppe um Genzel et al (87).

Im Gegensatz dazu stellt die Laser- Doppler- Flussmessung nur einen
semiquantitativen Einblick in die oberflichliche Gewebeperfusion dar. Wegen des
relativ hohen Grades an Penetration im Gewebe sind bei dieser Untersuchung nicht nur
die Papillargefidfe, sondern ebenso arterielle und venose Gefille der oberflachlichen
und mittleren Hautlagen mit eingeschlossen. Zudem ist die Ausriistung sperrig und

Messungen an Sduglingen in Inkubatoren somit erschwert.

Alternativ stellt die zeitlich versetzte Nahe- Infrarot- Photoplethysmographie aller
Voraussicht nach auch eine vielversprechende Technik zur Bestimmung
mikrozirkulatorischer Verinderungen dar.

Es beinhaltet eine detailliertere Analyse des in der Pulsoxymetrie angewendeten
Signals. Studien von Genzel-Boroviczény et al haben gezeigt, dass die Nahe- Infrarot-
Photoplethysmographie als semiquantitative Methode zur Bemessung von
Verinderungen in der Mikrozirkulation Frithgeborener mit eingeschrinkter Perfusion

nach Kolloid- Bolus- Verabreichung eingesetzt werden kann (24). Bis jetzt gibt es
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jedoch hierfiir weder eine kommerziell erhéltliche Messvorrichtung, noch die

Moglichkeit des Einsatzes der Standard- Pulsoxymetrie- Vorrichtung.

6.6 Risiken der Anwendung des Verfahrens bei Friih- und Neugeborenen

Unter Verwendung der sehr niedrigen Lichtenergie konnten Schiden an der Haut der
Kinder, selbst der Frithgeborenen, ausgeschlossen werden (59).

Da die Lichtquelle aus Kaltlicht besteht und die Haut weder angreift noch erhitzt, kann
OPS auch bei extremen Frithgeborenen mit einem Gestationsalter um die 23.-24.
Schwangerschaftswoche verwendet werden. Die Untersuchungen wurden von allen

Patienten problemlos toleriert.

6.7 Stiarken und Limitationen

Unsere Studie ist ein prospektiver Vergleich der Anwendung der OPS-Bildgebung an
zwei vergleichbaren Patientengruppen zu jeweils zwei Zeitpunkten nach Geburt.

Die Auswertung der Patientendaten erfolgte verblindet, sodass eine Untersucher-
abhiéngige Beeinflussung unserer Ergebnisse ausgeschlossen werden konnte.
Allerdings konnte aufgrund mangelnder Markierungsmoglichkeit (33) ein direkter
Vergleich identischer GefdB3areale eines Patienten zu unterschiedlichen
Messzeitpunkten nicht gewihrleistet werden. Eine entsprechend gro3e Datenmenge
und Anzahl der Messungen war daher zum Vergleich erforderlich.

Ein entscheidender Aspekt unserer Auswertung war die Entwicklung der beobachteten
Parameter iiber einen Zeitraum von 5 Tagen. Weil Patienten vor dem fiinften
Lebenstag entlassen wurden oder verstarben, konnte eine erhebliche Anzahl sowohl an
Reifgeborenen wie auch Frithgeborenen nicht in die Auswertung eingeschlossen
werden. Dennoch erreicht unsere Auswertung eine Gesamtzahl an Probanden in
beiden Gruppen, die eine sinnvolle Untersuchung unserer Fragestellung ermoglichte.
Momentan sind die Berechnungen sehr zeitraubend, da sie off-line durchgefiihrt
werden miissen. Dies schrinkt die klinische Anwendbarkeit zunichst noch stark ein.

Der Einsatz im klinischen Alltag erfordert jedoch eine standardisierte und
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automatisierte Analyse- Routine, die als verldssliche Messung der Gewebeperfusion
validiert wurde. Es existiert mittlerweile ein neueres und komfortableres Programm
zur Auswertung der Aufzeichnungen (CapiScope®, KK Technologies, UK). Dieses
Programm dient als Videobildanalysesystem bei zuvor digitalisierten Aufnahmen
mittels der OPS- Technik. Allerdings werden die Auswertungen auch bei diesem
Programm noch off- line zeitaufwendig durchgefiihrt. Aufgrund der verhéltnisméBig
grof3en inter- und intraindividuellen Variabilitit der Werte konnten bisher keine
Normwerte fiir die Mikrozirkulation ermittelt werden. Eine Einschidtzung der
Mikrozirkulation kann daher nur in Zusammenschau mit klinischen Befunden
individuell im Verlauf getroffen werden.

Zusitzlich ergeben sich Probleme bei der Anwendung durch Bewegungs- und
Druckartefakte, die die Auswertung der Bildsequenzen erschwerten.

Unter weiteren Verbesserungen der Anwendbarkeit dieser Untersuchung sind

prospektive Auswertungen an groferen Patientenkollektiven wiinschenswert.

6.8 Einfluss von Artefakten und Storfaktoren
6.8.1. Beeinflussung der Messungen durch Hautfalten und Lanugobehaarung

Bei den Friihgeborenen sind viele Teilbereiche der Haut, insbesondere die Stirn, die
Schlidfen und die Extremitédten, mit Lanugobehaarung bedeckt, die die Messungen
einschrinkten. An Hinden und Fiilen der Kinder traten bei der Auswertung der Bilder
storende Furchungen an den Stellen auf, wo die Hautfalten verliefen. Da man jedoch
diese Strukturen gut von den iibrigen abgrenzen konnte, gingen die Abschnitte mit

Behaarung oder Hautfalten nicht in die Auswertung ein.

6.8.2 Druck-und Bewegungsartefakte

Bei den Untersuchungen war- besonders bei unerfahrenen Untersuchern- bei zu
starkem Druck auf die Sonde eine Behinderung des Blutflusses bis zur Stase
festzustellen. Dadurch konnte es durch die Kompression moglicherweise zu Fehlern in
der Beurteilung der Erythrozytenfliessgeschwindigkeit und der funktionellen

Kapillardichte kommen (59). Bei der off- line- Auswertung waren die Unterschiede
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oftmals am laufenden Bild zu erkennen. Mit zunehmender Ubung in der Handhabung
des Untersuchungsgerites konnte dieser Storfaktor kontrolliert werden. Dennoch ist
das Ausmal dieser Beeintrichtigung schwer abzuschitzen. Eine Moglichkeit, die
Sonde ohne direkten Hautkontakt —eventuell durch eine Halterung- zu platzieren, gibt
es bisher nicht. Versuche anderer Untersucher, —wie bei Uhl et al., Thomale et al. und
Lindert et al. - das Gerét nach Moglichkeit ohne direkten Kontakt mit dem zu
untersuchenden Gewebe zu platzieren, sind in den Inkubatoren vor allem aufgrund der
GroBe dieser Vorrichtungen nicht praktikabel (55, 83, 85).

AulBerdem konnten die Kinder bei Messungen an empfindlichen Stellen wie der Axilla
oder der Leisten unruhig werden, so dass Bewegungsartefakte die Qualitét der Bilder
reduzierte. Zudem wird nach einer Studie von Dollberg et al. die Hautdurchblutung bei
Frithgeborenen durch Weinen signifikant gesteigert (18). Messungen an schlafenden
Kindern waren demnach mit weniger Artefakten verbunden. Eine ruhige Atmosphire,
vorzugsweise bei Messungen am Abend und nachts, sowie eine angenehme
Temperatur der Umgebung und der Untersuchungsvorrichtung sowie der
Untersucherhinde waren hierbei wichtig. Auch trugen die Vermeidung schneller und
hektischer Bewegungen, moglichst wenig Beriihrung des Kindes wihrend der
Untersuchung und ausreichend Zeit fiir die Untersuchung erheblich zur Minimierung

dieses Problems bei. Eine Sedierung der Probanden war in keinem Fall erforderlich.
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7  Zusammenfassung

Bei 9 reifen Neugeborenen (Geburtsgewicht 2100- 4470 g) und 28 Frithgeborenen
(Geburtsgewicht 550-2070 g / Gestationsalter 24. — 33. Woche) wurde mit der
vorgestellten Methode die Geschwindigkeit der roten Blutzellen und der
GefiaBdurchmesser sowie die Dichte der GefidBverteilung im jeweils beobachteten
Areal bestimmit.

Die Auswertung der Messergebnisse wurde off- line mit dem Cap- Image- Programm
durchgefiihrt. Im Bereich des inneren Oberarmes und der Axilla wurden jeweils am 1.
und 5. Lebenstag Gefdlle gemessen und auf Video aufgenommen. Blutdruck,
Herzfrequenz, Korpertemperatur und Temperatur des Inkubators wurden wéhrend der
Messung notiert.

Der GefédBdurchmesser rangierte von 6 bis 24 um, die Gefadichte von 219 bis 340
cm/ cm? ohne nennenswerte Verdnderung von 1. bis 5. Lebenstag und ohne
Unterschiede zwischen den beiden Gruppen Frithgeborene und reife Neugeborene.
Die Geschwindigkeit der Erythrozyten nahm bei der Gruppe der Frithgeborenen vom
1. Lebenstag [Median 528 um /s, 95% Konfidenzintervall ( CI ) 486- 564 um / s] bis
5. Lebenstag [Median 570 um / s; 95% CI 548- 662 um / s; p = 0,001] zu.

Diese neue Technologie kann zur Erfassung quantitativer Verdnderungen der
Mikrozirkulation eingesetzt werden und stellt somit ein nichtinvasives Verfahren zur
Bestimmung der Gewebeperfusion bei Frithgeborenen und reifen Neugeborenen dar.
Somit besteht die Moglichkeit einer frithzeitigen Erkennung mikrozirkulatorischer

Verinderungen wie z.B. im Rahmen einer Sepsis.

Zusammenfassend besteht unsere Aussage darin, dass bei Frithgeborenen die
transdermale Anwendung der OPS- Bildgebung nichtinvasiv quantitative Aussagen
tiber mikrovaskulidren Durchmesser und Blutzellgeschwindigkeit liefert. Die OPS-
Bildgebung macht eine direkte Untersuchung der Blutzell- Rheologie in vivo ohne die
Notwendigkeit von Blutentnahmen umsetzbar und ermoglicht so gegebenenfalls die

klinische Uberwachung einer beginnenden Sepsis oder einer mikrozirkulatorischen
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Reaktion auf durchgefiihrte TherapiemaBnahmen, z.B. Transfusionen oder
Katecholamingaben. Dies macht es zu einem wertvollen klinischen Hilfsmittel.

Der Einsatz im klinischen Alltag erfordert jedoch eine standardisierte und
automatisierte Analyse- Routine, die als verlidssliche Messung der Gewebeperfusion
validiert wurde. Zum jetzigen Zeitpunkt sind die Berechnungen sehr zeitraubend, da

sie off-line durchgefiihrt werden miissen. Dies schrinkt die klinische Anwendbarkeit

zunichst noch stark ein. Zusitzlich ergeben sich Probleme bei der Anwendung durch

Bewegungs- und Druckartefakte, die die Auswertung der Bildsequenzen erschwerten.

Die Weiterentwicklung von OPS Imaging und die Vermeidung von systematischen

Fehlern macht OPS Imaging zu einer zukunftstrichtigen Technologie.
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