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1 Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Einfihrung

Jedes hundertste Kind leidet unter Herzrhythmusstérungen. Den groten Teil davon
machen angeborene Fehlanlagen aus, wie beispielsweise akzessorische atrioventrikulare
Leitungsbahnen im Herzen (Ulmer 2003).

Bei der physiologischen Reizleitung des Herzens wird der elektrische Impuls vom Sinus-
knoten auf den AV-Knoten (Atrioventrikularknoten) bertragen, welcher ihn an das
Kammerreizleitungssystem weitergibt. Die Vorhofe sind hierbei durch das Herzskelett
elektrisch von den Kammern isoliert und eine Reizweiterleitung ist nur tber den AV-
Knoten maoglich. Supraventrikuldare Tachykardien grinden in einer Stoérung dieses Reiz-
leitungssystems oberhalb des HIS-Biindels. Sie stellen bei Kindern mit einer Inzidenz von
0,1-0,4% den grolten Teil der tachykarden Herzrhythmusstérungen dar (Berger et al.
2015). Supraventrikulare Tachykardien durch akzessorische atrioventrikuldre Leitungs-
bahnen fuhren zu einer kreisenden Erregung mit daraus resultierenden Herzfrequenzen
von typischerweise 180-250 Schldgen pro Minute (Haas und Kleideiter 2011).

Als Therapieoption ist neben der medikamentésen Therapie die Ablation der
pathologischen Leitungsbahn moglich. Die gebrduchlichste Form hierbei ist die
Hochfrequenzstromablation. In den letzten Jahren hat sich die Kryoablation als
alternative Methode immer mehr bewahrt (Schneider 2005).

Diese Arbeit ist Teil einer Versuchsreihe an der Pé&diatrie der Universitatsklinik
Gottingen, bei der die Effektivitdt und das Nebenwirkungsprinzip der verschiedenen
Ablationsarten verglichen werden. Sie befasst sich insbesondere mit den Auswirkungen

einer doppelten Kryoapplikation auf das wachsende Myokard.
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1.2 Definition und Einteilung der supraventrikularen Tachykardien

Supraventrikuldre Tachykardien werden dadurch definiert, dass oberhalb der Bifurkation
des HIS-Bindels liegende anatomische Strukturen wesentlich an der Entstehung der
Tachykardie beteiligt sind und > 3 konsekutive Tachykardieimpulse bestehen (Leitlinie
tachykarde Herzrhythmusstérungen 2018).

Die hédufigste Form der supraventrikularen Tachykardien im Kindesalter ist die Atrio-
ventrikuldre-Reentrytachykardie (Kiess et al. 2007). Ursachlich ist hierbei eine kreisende
Erregung zwischen Vorhof und Ventrikel Uber eine akzessorische Leitungsbahn
(Schumacher et al. 2008).

Die zweithdufigste Form der supraventrikuldren Tachykardien bei Kindern ist die AV-
Knoten-Reentry-Tachykardie (Reinhardt et al. 2014). Hierbei liegt die Ursache in einem
funktionell  langsdissoziierten ~AV-Knoten mit zwei anatomisch separaten
Leitungsbahnen, wovon ein Schenkel eine langsame und der andere eine schnelle
Leitungsqualitét besitzt (Leitlinie tachykarde Herzrhythmusstérungen 2018).

Die selteneren Formen der supraventrikuldren Tachykardien sind die chronisch-
permanenten supraventrikularen Tachykardien, die junktionale ektope Tachykardie, die
intraatrialen Tachykardien, das VVorhofflattern und das VVorhofflimmern.

Zu den chronisch-permanenten supraventrikularen Tachykardien gehoren die permanente
Form der junktionalen Reentry-Tachykardie und die fokale atriale Tachykardie.
Ursachlich fur die fokale atriale Tachykardie ist ein im Vorhof lokalisiertes
Erregungszentrum auf3erhalb des Sinusknotens, welches zu einer abnormen Reizbildung
fuhrt (Schumacher et al. 2008). Die permanente junktionale Reentry-Tachykardie wird
durch eine akzessorische Leitungsbahn mit decrementalen Reizleitungseigenschaften und
ausschlieBlich retrograder Leitung bedingt (Leitlinie tachykarde Herzrhythmusstérungen
2018).

Den intraatrialen Tachykardien liegt ein Makro-Reentry-Mechanismus im Vorhof
zugrunde. Dieser wird meist durch Operationsnarben verursacht. Beim Vorhofflattern
kreist die Erregung um die Trikuspidalklappe durch den cavotrikuspidalen Isthmus. Das
Vorhofflimmern beruht auf multiplen Mikro-Reentry-Kreisen in den VVorhofen, was einen
funktionellen Vorhofstillstand und eine ungeordnete Erregungsiberleitung auf die

Kammern zur Folge hat (Haas und Kleideiter 2011).
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1.3 Atrioventrikulare Reenty-Tachykardie und Wolff-Parkinson-
White-Syndrom

Die atrioventrikuldren Reentry-Tachykardien machen den groiten Teil der supraventri-
kuldren Tachykardien im Kindesalter aus (Kiess et al. 2007).

Der Pathomechanismus beruht auf einer kreisenden Erregung zwischen Vorhof und
Ventrikel Giber eine akzessorische Leitungsbahn.

Hierbei unterscheidet man zwischen orthodromer und antidromer Erregungsleitung. Bei
der orthodromen Erregungsleitung erfolgt die antegrade Reizleitung wahrend der
tachykarden Episode Uber den AV-Knoten und die retrograde Leitung uber die
akzessorische Bahn. Bei der antidromen Erregungsleitung ist dies andersherum. Da der
AV-Knoten in der Regel eine bessere antegrade Leitungsfahigkeit hat als die
akzessorische Bahn, kommt die orthodrome Erregungsleitung wesentlich haufiger vor
(Schumacher et al. 2008).

Ein WPW-Syndrom (Wolff-Parkinson-White) besteht aus einer Kombination einer
supraventrikularen Tachykardie mit einer Delta-Welle mit verkirzter PQ-Zeit im
Oberflachen-EKG (Elektrokardiogramm) (Leitlinie tachykarde Herzrhythmusstérungen
2018).

Die Delta-Welle spiegelt eine vorzeitige Kammererregung durch die akzessorische Bahn
wider (Praexzitation). Dies ist der Fall, wenn die akzessorische Bahn zusatzlich zum AV-
Knoten auch im Sinusrhythmus die Erregung vom Vorhof zum Ventrikel leitet. Meist
wird die tachykarde Episode durch eine supraventrikuldre Extrasystole ausgeldst. Es
kommt zu einer vorzeitigen Erregung im Vorhof, wobei die akzessorische Leitungsbahn
noch unidirektional blockiert ist. Der AV-Knoten leitet die Erregung allein auf den
Ventrikel Uber und die Erregung lauft Uber die inzwischen nicht mehr refraktare

akzessorische Leitungsbahn in den VVorhof zurtick (Berger et al. 2015).
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1.4 Klinik

Die Klinik der supraventrikuldren Tachykardien kann sehr unterschiedlich ausfallen. In
einigen Féllen gehen sie vollig ohne Symptomatik einher und die Diagnose wird nur als
Zufallsbefund im EKG gestellt, andererseits kann die Symptomatik Uber schwere
hamodynamische Dysfunktion bis zum plétzlichen Herztod reichen (Leitlinie
Tachykarde Herzrhythmusstérungen 2018).

Die Klinik richtet sich vor allem nach dem Alter des Kindes, der kardialen Anatomie,
dem Typ der vorliegenden Tachykardie, sowie der Herzfrequenz und der Dauer der
tachykarden Episode (Haas und Kleideiter 2011, Berger et al. 2015).

Bei Séauglingen sind die Symptome anfangs oft schwer zu erkennen. Nach langeren
unbemerkten Tachykardien kdnnen sie Zeichen einer Herzinsuffizienz (vermehrtes
Schwitzen, Bléasse, Trinkschwéche, Stauungszeichen) bis zur kardialen Dekompensation
zeigen (Berger et al. 2015). Typische Erscheinungen bei Kindern und Jugendlichen sind
Palpitationen und Angstzustande, aber auch Dyspnoe, Schwache, Bléasse, Schwindel und
je nach Dauer der Tachykardie sogar pektangindse Beschwerden. Selten kann es hierbei
auch zu Synkopen kommen.

Das Praexzitationssyndrom ist mit verschiedenen Arten von Tachyarrhythmien assoziiert.
Durch eine potenziell hochfrequente Uberleitung primar atrialer Tachykardien ist die
Inzidenz von Kammerflimmern und somit auch die des plétzlichen Herztodes erhoht
(Leitlinie Tachykarde Herzrhythmusstérungen 2018). Bei langer anhaltenden und haufig
rezidivierenden Tachykardien, und somit besonders auch bei der permanenten Form der
junktionalen Reentry-Tachykardie, kodnnen die Patienten im Langzeitverlauf eine
sekundére dilatative Kardiomyopathie mit entsprechenden Folgen entwickeln (Leitlinie
Tachykarde Herzrhythmusstérungen 2018, Reinhardt et al. 2014).
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1.5 Therapieoptionen

Eine Behandlung der supraventrikularen Tachykardien ist generell dann indiziert, wenn
diese entweder symptomatisch werden oder potenziell eine gesundheitliche Bedrohung
darstellen (Leitlinie Tachykarde Herzrhythmusstérungen 2018). Hierbei lassen sich
Behandlungen zur Terminierung einer akuten tachykarden Episode von denen zur
Prévention eines erneuten Auftretens der Tachykardie unterscheiden.

Akute tachykarde Anfélle konnen selbstlimitierend sein. Therapieoptionen zu ihrer
Beendigung stellen einerseits vagale Mandver, wie das Trinken von kaltem Wasser,
Bauchpresse etc. dar. Ist dies nicht erfolgreich, kann andererseits eine medikamentose
Therapie eingeleitet werden (s.u.). Weitere Mdoglichkeiten bestehen in der
transosophagealen bzw. endokardialen Stimulation und der externen und internen
Kardioversion (Kiess et al. 2007).

Zur permanenten Therapie supraventrikuldrer Tachykardien besteht zum einen die
Madglichkeit einer antiarrhythmischen medikamentdsen Dauertherapie. Als kurative
Therapie besteht die Option einer Hochfrequenz- bzw. Kryoablation. Operative Eingriffe
bei supraventrikuldren Tachykardien sind heutzutage von der minimalinvasiven

elektrophysiologischen Untersuchung abgel6st worden.

1.5.1 Medikamentdse Therapie

Zur Akutbehandlung und zur Dauertherapie der akuten supraventrikularen Tachykardien
stehen verschiedene Medikamente zur Verfligung. Die Indikation ist jedoch je nach
Tachykardieform und Patientenalter sehr unterschiedlich zu stellen.

Mittel der Wahl zur Akuttherapie einer tachykarden Episode der AV-Knoten abhéngigen
supraventrikularen Tachykardien ist Adenosin.

Die Applikation von Adenosin hat das kurzfristige Anhalten des AV-Knotens zur Folge.
Wenn es korrekt dosiert und appliziert wird hat es eine Erfolgsrate von > 95% (Reinhardt
et al. 2014).

Alternativ konnen auch Flecainid oder Amiodaron und bei Kindern ab dem
Schulkindalter ~ Verapamil verabreicht werden. Aufgrund der Gefahr der
elektromechanischen Entkopplung ist Verapamil bei Neugeborenen und Kleinkindern
jedoch kontraindiziert (Reinhardt et al. 2014).

Bei der Dauertherapie ist es wichtig, zwischen Tachykardien mit und ohne Préexzitation
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zu unterscheiden. Zur Behandlung beider Formen sind generell $-Blocker, Propafenon,
Flecainid, dl-Sotalol und Amiodaron geeignet, bei nicht ausreichendem Therapieeffekt
unter Umstanden auch in Kombination.

Bei Sauglingen ist oft ausschliellich eine medikamentdse Therapie sinnvoll. Oft sistieren
die Tachykardien im ersten Lebensjahr spontan, sodass danach keine Therapie mehr
notwendig ist (Leitlinie tachykarde Herzrhythmusstérungen 2018).

1.5.2 Operative Techniken

Die operative Therapie von tachykarden Herzrhythmusstorungen ist in den vergangenen
Jahren sehr in den Hintergrund geriickt. Wahrend vormals chirurgische Verfahren mit
Exzision der akzessorischen Bahnen angewandt wurden, sind diese nun von der Technik
der minimalinvasiven interventionellen Ablation dieser Bahnen verdrangt worden.
Fraher war ein thoraxchirurgischer Eingriff zum Teil unter Verwendung einer Herz-
Lungen-Maschine gebrauchlich.

Obwohl das chirurgische Verfahren hierbei gute Ergebnisse mit sich gebracht hat, ist
dieser Eingriff durch die modernen Kathetertechniken verdrangt worden (Ziemer und
Haverich 2010).
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1.5.3 Katheterablation

Die Katheterablation ist auch bei Kindern inzwischen eine gangige Therapieoption zur
kurativen Behandlung tachykarder Herzrhythmusstérungen.

Das Prinzip ist hierbei, durch eine Energietibertragung auf das Myokard an bestimmten
Loci Narben zu setzen und somit den Fokus der abnormalen Erregungsleitung zu
eliminieren. Dabei kénnen unterschiedliche Energieformen zum Einsatz kommen.
Zuerst etablierte sich die Hochfrequenzstromablation als kathetergestiitztes Verfahren zur
Verodung pathologisch leitenden Myokards, durch eine Kombination von thermalen,
elektrischen und mechanischen Einfliissen. Bald darauf folgte die Entwicklung anderer
Energieformen zur Ablation wie Kryo-, Mikrowellen-, Laser-Energie oder chemischer
Verfahren in Form von intrakoronarer Alkoholinfusion. Verbreitete klinische
Verwendung finden davon heute insbesondere die Hochfrequenzablation und die
Kryoablation (Schmitt et al. 2006).

1.6 Katheterablation — Grundlagen

1.6.1 Mapping

Beim Mapping werden multiple intrakardiale Elektrogramme aufgenommen. Diese
werden dann der Anatomie der entsprechenden Herzkammer zugeordnet, um daraus eine
elektrophysiologische Karte zu erstellen. Durch dieses Verfahren kann die Lokalisation
einer Herzrhythmusstérung genau bestimmt werden, was einen entscheidenden
Teilschritt einer erfolgreichen Ablationstherapie darstellt.

Die konventionellen Mapping-Techniken erfolgen unter Durchleuchtung. Bei
moderneren Verfahren ist ein Mapping auch ohne Durchleuchtung mdglich. Bei den
konventionellen Mapping-Methoden lassen sich allgemein drei Techniken unterscheiden,
wobei die Auswahl der Technik sich vorwiegend nach der Art der Herzrhythmusstorung
richtet: Das Aktivierungs-Mapping, das Pace-Mapping und das Entrainment-Mapping
(Schneider 2005).

Beim Aktivierungs-Mapping wird das Endokard mithilfe eines Ablations-Katheters
abgetastet, wobei von der jeweiligen Stelle Elektrokardiogramme geschrieben werden.
Die zeitliche Differenz dieser Elektrokardiogramme zu einem bestimmten Referenzpunkt

wird gemessen und somit kann die Lokalisation der friihsten Erregung detektiert und
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abladiert werden. Das Aktivierungs-Mapping wird normalerweise wéhrend einer stabilen
Rhythmusstorung durchgefiihrt. Diese Art des Mappings eignet sich deshalb besonders
fur anhaltende Formen von Herzrhythmusstérungen. Ist ein Aktivierungs-Mapping
wahrend der Tachykardie nicht moglich, kann das Pace-Mapping angewandt werden.
Hierbei werden die EKG Ableitungen des Endokards wahrend der Stimulation mit denen
wahrend der Herzrhythmusstorung verglichen. Der Katheter befindet sich dann an dem
Ort der pathologischen Erregung, wenn die Morphologie der Kammerkomplexe in allen
Ableitungen gleich der Morphologie wahrend der Tachykardie ist. Das Entrainment-
Mapping wird bei Reentry-Tachykardien verwendet. Der Ablations-Katheter wird hierbei
an der Stelle der langsam leitenden Region positioniert und wéhrend der Tachykardie
werden Stimulationsimpulse tber diesen Katheter abgegeben. Ist die Zeit zwischen der
letzten Stimulation und dem Beginn des nachsten VVorhofpotentials gleich lang wie das
Zeitintervall zwischen den Reentry-Erregungen, bedeutet dies, dass der Katheter sich
innerhalb der kreisenden Erregung befindet (Schneider 2005).

In den letzten Jahren wurden in der Entwicklung neuer Mapping-Techniken grolie
Fortschritte gemacht, wodurch auch der Therapieerfolg von Ablationsbehandlungen eine
wesentliche Verbesserung verzeichnete. Mit Hilfe der modernen Verfahren wie 3D-
Lokalisation intrakardialer Elektroden (Localisa), elektroanatomisches Mapping (Carto),
Non-Contact-Mapping (Ensite, NavX), sowie multipolares Basketmapping ist eine
wesentlich genauere Lokalisation der Katheter und somit der pathologischen Substrate
maoglich (Schmitt et al. 2002).

Bei den Versuchen dieser Arbeit wurde das Localisa System verwendet, weshalb im
Folgenden nur auf dieses genauer eingegangen wird. Hierbei wird durch externe kutane
Elektroden ein schwaches elektrisches Feld (1 mA mit einer minimal unterschiedlichen
Frequenz von ca. 30 kHz) in drei orthogonale Richtungen aufgebaut. Jede
Katheterbewegung in diesem elektrischen Feld hat eine Anderung der gemessenen
Impedanz jeder Elektrode zur Folge. Durch Abtasten der Herzhthle mit einem Katheter
kann nun eine genaue, dreidimensionale elektrokardiographische Landkarte erstellt
werden. Die Lokalisationsgenauigkeit des Systems betragt 1-2 mm (Wittkampf et al.
1999, Schmitt et al. 2006).
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1.6.2 Hochfrequenzstromablation

1979 wurde, zundchst unabsichtlich, durch eine zufallige Beriihrung einer
Defibrillationselektrode mit einem Elektrodenkatheter wahrend der Schockabgabe bei
Defibrillation ~ die  erste  Katheterablation  durchgefuhrt.  Durch  diese
Gleichstromapplikation wurde ein AV-Block ausgel6st und bald darauf nutzte man diese
Technik zur gezielten Unterbrechung von Leitungsbahnen. Um 1986 l6ste der Einsatz
von Hochfrequenzstrom zur Ablation die Technik des Gleichstroms ab. Heute ist die
Hochfrequenzstromablation die gangigste Ablationsmethode zur Behandlung
tachykarder Herzrhythmusstérungen (Schneider 2005). Hierbei wird (ber einen
transvendsen Elektroden-Katheter Hochfrequenzenergie von 300-1000 kHz auf die
pathologisch leitende Region des Myokards Ubertragen. An der nur 4-8 mm messenden
Katheterspitze besteht eine sehr hohe Energiedichte. An der Stelle, wo der
Hochfrequenzstrom durch das Gewebe fliel3t, folgen die elektrisch geladenen lonen der
Richtung des Drehstroms. Das Gewebe stellt dabei einen elektrischen Widerstand dar.
Demzufolge kommt es zu einer Umwandlung der elektromagnetischen Energie in
mechanische Energie und letztlich zur Hitzeentwicklung. Eine distal am Korper
angebrachte indifferente Flachenelektrode dient als Gegenelektrode durch die der Strom
den Korper wieder verlassen kann (Schmitt et al. 2006). Die Ablationszeit betragt
zwischen 30 und 120 Sekunden mit einer maximalen Solltemperatur zwischen 50°C und
70°C an der Katheterspitze. Wenn das Gewebe eine Temperatur von etwa 48°C
ubersteigt, wird den Zellen Wasser entzogen und es kommt zu einer
Koagulationsnekrose. Die pathologische Reizweiterleitung wird somit an der abladierten
Myokardregion unterbunden (Schneider 2005).
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1.6.3 Kryoablation

Insbesondere im Kindesalter ist die Kryoablation eine neuere Alternative zur
Hochfrequenzablation bei der Therapie vieler Arten von Tachykardien. Die Technik der
Kryoablation basiert im Gegensatz zur Radiofrequenzstromablation auf einer Schadigung
der Myokardzellen durch Kélte statt durch Hitze.

Hierbei wird fllssiger  Stickstoff durch einen Infusionskanal zu einer
Evaporationskammer an der Katheterspitze gefiihrt. Durch eine pl6tzliche Ausdehnung
des flissigen Stickstoffs wird der Katheterspitze und dem umliegenden Gewebe Warme
entzogen. Anschlielend wird der Stickstoff tiber einen Vakuumanschluss wieder aus dem
System entfernt (Schneider 2005).

Bei ca. -30°C bildet sich ein Eisball an der Katheterspitze, was dazu fiihrt, dass der
Katheter am Endokard festfriert. Die Myokardzellen werden bei dieser Temperatur
zundchst passager geschadigt, sodass der gewiinschte Effekt zwar voraussehbar, aber
reversibel ist. Ist aus dem intrakoronarem Elektrogramm nun erkennbar, dass die richtige
Stelle zur Ablation gefunden wurde, wird die Temperatur auf -75°C gesenkt. Dadurch
kommt es zur Gewebsschadigung und zum angestrebten Ablationseffekt. Den VVorgang,
die gewilnschte Ablationsstelle durch die besagte Technik ausfindig zu machen,
bezeichnet man als ,,Kryo-mapping* (Schumacher et al. 2008).

Der Mechanismus der Zellschadigung wahrend der Kryoablation kann in drei Phasen
unterteilt werden. Die Einfrier-/Auftau- Phase, die haemorrhagisch-inflammatorische
Phase und die fibrése Umwandlungsphase. Der Hauptmechanismus des Zelltodes durch
Kryoablation besteht in der intrazellularen Eisbildung, was die Zerstorung der

Zellmembran und der zytoplasmatischen Organellen zur Folge hat (Schmitt et al. 2006).

1.6.4 Doppelte Kryoablation

In verschiedenen Studien wurde festgestellt, dass die Kryoablation eine geringere
Effektivitat mit sich bringt als die Hochfrequenzstromablation (Deisenhofer et al. 2010,
Kriebel et al. 2005).

Um diesem Defizit entgegenzuwirken wurde in einigen Studien gezeigt, dass ein doppel-
ter Anfrierzyklus mit kurzem Auftauintervall eine hohere Effektivitat zur Folge haben
konnte (Dubuc et al. 1999, Schneider et al. 2013).

Auch in Studien zur Kryoablation an Leber, Prostata und Haut konnte nachgewiesen
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werden, dass ein Anfrier-Auftau-Anfrier-Zyklus zu massiveren Gewebeschaden und
groReren Lé&sionen fuhrt (Dubuc et al. 1999).

1.6.5 Nebenwirkungen der Ablationsbehandlung

Die Ablationsbehandlung ist auch bei Kindern eine sehr effektive und nebenwirkungs-
arme Behandlungsmethode (\VVan Hare et al. 2004). Die Langzeiteffekte der Ablationsbe-
handlung sind in der padiatrischen Kardiologie jedoch noch unzureichend untersucht.

In einer Studie von Kugler et al. (1994) wurden die Daten von 24 Zentren ausgewertet
und die Komplikationsrate von Radiofrequenzstrombehandlungen an jungen Patienten
beschrieben. Hierbei ergab sich eine Komplikationsrate von 4,8%. Neuere Studien be-
schreiben einen Riickgang der Komplikationsrate auf nur 3% (Kugler et al. 2002), bis hin
zu nur 0,7% in einer aktuellen Registerstudie (Krause et al. 2020).

Eine wesentliche Komplikation der Ablationsbehandlung besteht in einer irreversiblen
Schédigung des AV-Knotens. Das Risiko eines AV-Blocks liegt bei Hochfrequenzstrom-
ablation bei 1,2%-4% (Schumacher et al. 2008, Schmitt et al. 2006).

Eine weitere unerwiinschte Nebenwirkung ist die Affektion von Koronararterien, die
durch Proliferation von verletzten GefaBwénden oder thromboembolischen Obliteratio-
nen entstehen und sowohl im Tiermodell (Paul et al. 1997, Bokenkamp et al. 2000, Sturm
et al. 2004, Schmitt et al. 2006, Aoyama et al. 2005) als auch klinisch beschrieben wurden
(Bertram et al. 2001, Roberts-Thomson et al. 2009, Schneider et al. 2009, Stavrakis et al.
2014, Pothineni et al. 2019, Solomon et al. 1993).

Weitere schwerwiegende Komplikationen wie Myokardperforation, Perikarderguss,
Apoplex durch thromboembolische Ereignisse und Arrhythmien mit teilweise letalem

Ausgang wurden ebenfalls beschrieben (Schaffer et al. 2000).

1.6.6 Vorteile der Kryoablation als alternative Methode zur Hochfrequenzstrom-

ablation

Obwohl Hochfrequenzstromablation die zurzeit meistgenutzte Ablationsart ist, entwi-
ckelt die Kryoablation insbesondere in der padiatrischen Kardiologie einen zunehmenden
Stellenwert.

Ein bedeutender Vorteil der Kryoablation sowohl im Kindes-, als auch im

Erwachsenenalter, besteht in der Moglichkeit eine ,,Probeldsion zu setzen. Die
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Reversibilitat dieses Kryomappings ist, besonders in der Néahe kritischer Strukturen, wie
des AV-Knotens, ein sehr nutzlicher Effekt, da das Risiko einer Fehlablation, die zum
Beispiel einen AV-Block verursachen kdnnte, hierdurch deutlich gesenkt werden kann
(Schumacher et al. 2008). Zudem wird durch das Anfrieren des Katheters an das Myokard
eine Dislokation verhindert (Schmitt et al. 2006).

Verschiedene Studien weisen darauf hin, dass die Kryoablation ein geringeres Risiko fur
das Entstehen von Koronaraffektionen birgt (Kriebel et al. 2009, Khairy et al. 2003,
Schneider et al. 2013).

Ein weiterer Vorteil, welcher alle Altersstufen betrifft, ist die Schmerzfreiheit der
Prozedur. Bei der Anwendung von Radiofrequenzstrom dagegen kann besonders bei

Ablation in N&he der Vena Cava inferior ein Schmerzreiz entstehen (Schneider 2005).

1.7. Fragestellung und Zielsetzung der Dissertation

Die Kryoablation stellt eine gute Alternative zur Hochfrequenzablation dar, die gerade
im Kindesalter durch ihre héhere Sicherheit eine attraktive Behandlungsmdglichkeit
bietet. Der groReren Sicherheit steht allerdings die signifikant hohere Rezidivrate
entgegen (Deisenhofer et al. 2010, Kriebel et al. 2005).

Um diesen Nachteil eventuell ausgleichen zu kénnen, wurde die Methode der einfachen
Kryoablation um ein alternatives Konzept erweitert, in dem eine zusétzliche L&sion am
gleichen Ort durch einen Anfrier-Auftau-Anfrier-Zyklus eine hohere Effektivitat
erreichen sollte (Drago et al. 2010). Die GroRen- und Tiefenzunahme der Lasionen durch
diese alternative doppelte Ablationsform wurde bisher noch unzureichend am
wachsenden  Myokardgewebe  bei  entsprechenden  klinisch ~ angewandten
Ablationsbedingungen untersucht.

Ziel dieser Arbeit war es, durch einen doppelten Anfrier-Auftau-Anfrier-Zyklus gesetzte
L&sionen mittels exakter Volumetrie genau zu vermessen und die Morphologie zu
beurteilen. Durch Koronarangiographie, intrakoronaren Ultraschall und makroskopische
und mikroskopische Untersuchung der Applikationslasionen und der Koronararterien,
sollten mogliche Affektionen dieser GeféaRRe nach Applikation analysiert werden.

Eine Beurteilung der Grélienzunahme der Lasionen am wachsenden Myokard war durch
den Vergleich der volumetrischen Ergebnisse dieser Arbeit mit den Ergebnissen einer
vorausgehenden Arbeit dieser Studie mdglich (Schneider et al. 2013, Jakobi 2016), bei

welcher die Applikationsergebnisse unter gleichen Bedingungen, jedoch schon 48
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Stunden nach Applikation untersucht wurden.

Ziel war es, durch eine genaue mikroskopische Analyse der Ldsionen und der
Auswirkung der Energieapplikation auf die umgebenden kardialen Strukturen, die
unerwinschten Wirkungen dieser Behandlungsvariante zu eruieren, sowie deren
Effektivitat durch die Beurteilung der Ausdehnung und GroBenzunahme der Lé&sionen
abzuschétzen.

Durch diese Arbeit soll ein weiterer Schritt in der Suche nach einer effektiven und
gleichzeitig sicheren Behandlungsoption arrhythmogener Substrate bei Kindern gemacht

werden.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Versuchstiere

Die Untersuchungen dieser Studie wurden mit Schweinen durchgefuhrt, da Schweineherzen
sich bis auf einige Verschiedenheiten gut zum Vergleich mit Menschenherzen eignen,
insbesondere in Bezug auf die Koronargefale (Crick und Sheppard 1998).

Als Versuchstiere standen bei dieser Studie zehn junge Schweine der deutschen Landrasse
zur Verfugung, die im Alter von sechs Wochen bei einem Gewicht von ca. 15 kg untersucht
wurden. Die Tiere wurden auf einem Versuchsgut in Niedersachsen artgerecht gehalten und
vor sowie nach den tierexperimentellen Versuchen fir einige Tage in der tierexperimentellen
Abteilung des Universitéatsklinikums beobachtet. Nach der erfolgten Kryoapplikation
wurden die Schweine wieder auf das Versuchsgut gebracht, wo sie weitere sechs Monate
artgerecht aufgezogen wurden und wéhrend der gesamten Studiendauer unter tierérztlicher
Betreuung standen.

AuBer der tdglichen Gabe von 100 mg Acetylsalicylsdure, die zur Vermeidung von
Adhasionsthromben diente, erhielten die Tiere wahrend dieser Zeit keinerlei Medikamente.
Bei den zehn Schweine wurden zu Beginn des Experiments gemaR dem vorgegebenen
Arbeitsplan insgesamt sieben Kryoapplikationslasionen induziert. Nach 48 Stunden wurde
finf der zehn Tiere randomisiert erneut untersucht und das jeweils in tiefer
Allgemeinnarkose herauspraparierte Herz der histologischen Aufarbeitung zugefiihrt. Die
Ergebnisse dieser in einer frihen Phase untersuchten Tiere wurden in einer gesonderten
Arbeit veroffentlicht (Jakobi 2016, Schneider 2013).

Die bei der vorliegenden Arbeit behandelten finf Schweine wurden nach sechs Monaten
erneut untersucht. Auch die Aufarbeitung der Herzen firr die weiteren histologischen
Bestimmungen erfolgte zu diesem Zeitpunkt. Nach diesem sechsmonatigen Wachstum
wogen die Herzen der Tiere zwischen 240 g und 300 g.

Der Tierversuchsantrag zur aktuellen Studie wurde von der Tierschutzkommission in
Braunschweig genehmigt (Aktenzeichen 33.42502-04-031/07).
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2.2 Technische Instrumente

Fur die vorgesehenen Kryoenergieapplikationen wurde bei allen Tieren als
Kryoablationskatheter der 7 French Freezor® Xtra, Cryocath, Quebec, Canada benutzt. Die
jeweilige exakte Lokalisation des Katheters wurde durch das real-time, 3-dimensionale
Katheternavigationssystem  LocalLisa® gewahrleistet. Zur  Dokumentation  der
makroskopisch sichtbaren Lasionen wurde als Kamera die Digitalkamera D5000 der Firma
Nikon benutzt.

Nach Aufarbeitung der gesamten Lasionen in seriellen Langsschnitten wurden diese mit
Hilfe des digitalen Mikroskopiersystems DotSlide SL der Firma Olympus, bestehend aus
dem Olympusmikroskop BX51, einem automatischen Slideloader, einer integrierten peltier-
gekihlten Kamera und einer PC-basierten Workstation eingescannt. Die Bilddateien der
Histologiepraparate wurden zur Planimetrie mit einer Bildverarbeitungssoftware, der DP-

soft Archivierungssoftware F DP 10 der Firma Olympus, in ihrer Ausdehnung vermessen.

2.3 Experimenteller Teil

2.3.1 Vorbereitung

Zu Beginn des Versuches wurden alle zehn flir das Experiment vorgesehenen Tiere durch
die i.m.-Gabe von Azaperon (Stresnil®) pramediziert. Eine Venenverweilkaniile in der Vena
auricularis sicherte wahrend des Eingriffs den vendsen Zugang. Nach der VVorbereitung des
Punktionsortes im Inguinalbereich durch eine Lokalan&sthesie (Lidocain) wurden die

Arteria und die Vena femoralis mittels Seldinger-Technik punktiert.

2.3.2 Narkose

Das Versuchstier wurde nach endotrachealer Intubation zum weiteren Prozedere in
Rickenlage gelagert und fixiert. Zur Narkoseeinleitung bekamen die Tiere 0,1 mg
Midazolam pro kg KG (Korpergewicht) sowie 1 mg Ketamin pro kg KG. Die Dauernarkose
wurde mittels zweiprozentiger Isofloran-Gasnarkose gewéhrleistet, zusatzlich erhielten die
Tiere ein Hypnotikum (Propofol ca. 1 mg pro kg KG pro Stunde).

Das Narkosegerdt war von der Firme Dréger (Sulla 19), der Narkoseverlauf wurde
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dokumentiert und die Vitalparameter kontinuierlich iberwacht.

oy
A

Abbildung 1: Versuchsschwein wahrend der Behandlung

2.3.3 Medikamente

AuBer den bereits erwahnten Medikamenten zur Narkosevorbereitung und zur
Aufrechterhaltung der Dauernarkose erhielten die Tiere nach Anlage der venésen Schleuse
100 IE pro kg KG Heparin zur Antikoagulation.

Zusétzlich wurde mit einer einmaligen i.v.-Gabe von Cephazolin (50 mg pro kg KG) eine
Antibiotikum-Prophylaxe durchgefiihrt.

Ebenso erhielten die Tiere eine einmalige intrakoronare Gabe von Glycerolnitrat (0,2-0,3

mq) bei der intrakoronaren Ultraschalluntersuchung zur Vermeidung von Koronarspasmen.
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Wirkstoff Dosierung Applikation Zeitpunkt
Azaperon 80 mg/kg KG intramuskular Prémedikation
Lidocain 30 mg lokale Infiltration Pramedikation
Heparin 100 IE/kg KG intravends einmalige Prophylaxe
Cephazolin 50 mg/kg KG intravends einmalige Prophylaxe
Midazolam 0,1 mg/kg KG intravends Narkoseeinleitung
Ketamin 1 mg/kg KG intravends Narkoseeinleitung
Isofloran 2% inhalativ Narkose
Propofol 1 mg/kg KG intravends Narkose
Glycerolnitrat 0,2-0,3 mg intrakoronar vor Intervention
ASS 100 mg/Tag per os post OP bis Ende des
Tierversuchs
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2.3.4 Angiographie und intrakoronarer Ultraschall

Bei allen Versuchstieren wurden vor der Kryoapplikation sowohl die rechte als auch die
linke Koronararterie mittels eines Angiographiekatheters (4 F Amplatzer oder 4 F Judkins,
Cordis, Roden, Niederlande) selektiv dargestellt. Das mobile Rontgengerét (BV Pulsera,
Firma Phillips, Amsterdam, Niederland) ermdglichte die Durchleuchtung. Die
Réntgenaufnahmen (30° RAO und 60° LAO Projektion) wurden digital gespeichert.

Sechs Monate nach Kryoapplikation wurden die Tiere nicht nur angiographisch, sondern
auch mittels intrakoronarem Ultraschall (ICUS) untersucht. Dabei wurde ein 2,9 F groRer
Ultraschallkatheter (Jovus Avamar F/X, Volcano Therapeutics Inc., Brissel, Belgien) ge-
nutzt. Uber die Arteria femoralis oder Arteria carotis wurde die Arteria coronaria dextra,
sowie der Ramus circumflexus der Arteria coronaria sinistra tief sondiert. Die gewonnenen

angiographischen und sonographischen Daten wurden digital gespeichert und ausgewertet.
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2.3.5 Kryoapplikation

Nach den oben beschriebenen Untersuchungen wurde Uber die Vena femoralis ein
Kryoablationskatheter in den rechten VVorhof geschoben.

Uber diesen Katheter wurden jeweils sieben Kryoapplikationen entlang der
atrioventrikularen Grube vorgenommen. Dies erfolgte unter Durchleuchtung Uber einen
Anfrier-Auftau-Anfrier-Zyklus, wobei das Anfrieren bei -75° Celsius Uber eine Zeitspanne
von jeweils 4 Minuten, und das Auftauen Uber eine Zeitspanne von einer Minute erfolgte.
Um eine exakte Lokalisation des zweiten Anfrierzyklus zu gewahrleisen, wurde das real-
time dreidimensionale Katheternavigationssystem LocaLisa® benutzt, welches eine
Punktgenauigkeit von 1,4 £ 1,1 mm innerhalb von zwei Stunden mittels eines stabilen
Referenzkatheters erlaubt (Wittkampf et al. 1999).

{a}
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Abbildung 2: Katheternavigation mittels LocaL isa®

Die Abbildung zeigt eine 3-dimensionale Animation des Katheternavigationssystems LocaLisa®
(links 60° RAO (rechts anterior oblique), rechts 30° LAO (links anterior oblique)). Die verschieden-

farbigen Punkte stellen die jeweiligen Kryoablationsloci dar (eigene Darstellung).
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Im rechten VVorhof wurden am atrialen Ansatz des lateralen Trikuspidalklappenanulus vier
Applikationen gesetzt. Auf der linksatrialen Seite erfolgten drei L&sionen am ventralen

Ansatz des lateralen Mitralklappenanulus.

i anterolateral

12 antarolataral

Mi posterolateral

k= posterolateral

posteroseptal li posterior

Abbildung 3: Schemazeichnung der Lasionslokalisationen

Die roten Linien markieren die hdufigste Lokalisation akzessorischer Leitungsbahnen bei Patienten
mit  WPW-Syndrom, die schwarzen Pfeile die angestrebten Kryoapplikationsorte (eigene
Darstellung).

2.3.6 Nachsorge

Nach Beendigung aller Untersuchungen und Interventionen wurden die Tiere nach Erreichen
eines ausreichenden Wachheitszustandes extubiert und anschlieend in der
tierexperimentellen Abteilung uberwacht.

Finf randomisiert ausgesuchte Tiere wurden nach 48 Stunden erneut untersucht; diese
Ergebnisse sind Teil einer anderen Arbeit. Die fir diese Arbeit relevanten funf Schweine
wuchsen im Tiergut Holtensen artgerecht fiir weitere sechs Monate auf, erhielten téglich 100

mg Aspirin und kamen nach diesem halben Jahr zur erneuten Untersuchung.
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2.3.7 Nachuntersuchung

Um im spateren Verlauf nach Kryoapplikationen auftretende Koronaraffektionen am
wachsenden Herzen zu erfassen, wurden diese funf Versuchstiere nach sechs Monaten
erneut mit selektiver Koronarangiographie, intrakoronarer Ultraschalluntersuchung und
programmierter Stimulation nachuntersucht. Die Durchfiuihrung erfolgte nach dem oben
ausfihrlich beschriebenen Vorgehen.

AnschlieRend erfolgte in tiefer Allgemeinnarkose die Entnahme der Herzen zur

makroskopischen und mikroskopischen Aufbereitung.
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2.4 Aufbereitung und histologische Untersuchung

2.4.1 Makroskopische Dokumentation

Zu Beginn wurden die Lasionen an der endokardialen Oberflache vermessen, deren
Ausdehnung dokumentiert und die Herzen auf eventuelle Verletzungen untersucht. Die
Lasionen mitsamt des umgebenden Gewebes (Vorhof, Ventrikel und AV-Grube) und
anheftender Koronararterien wurden aus dem Herzen herausprépariert und alle L&sionen
wurden photographisch dokumentiert.

Nach der Entnahme der Schweineherzen wurden die mit bloBem Auge sichtbaren L&sionen
aufgesucht, vermessen und in passenden Zuschnitten mitsamt der AV-Grube und der Koro-

nararterie herausprapariert. Dabei wurde jede Lasion photographisch dokumentiert.

Abbildung 4 a-c: Makroskopische Aufnahmen einer atrialen Kryol&asion

Die Bilder zeigen eine atrial lokalisierte Kryolésion (gelbe Markierung). Abbildung 4a zeigt die
Lasion am vollstandigen herauspraparierten Herzen. In den Abbildungen 4b und 4c ist die Lasion
bereits aus dem Atrium herausprapariert und wird in Folge als Block zugeschnitten, um die
Histologiepréparate anzufertigen.
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2.4.2 Histologie

Die Lé&sionen wurden nun mit umgebendem Gewebe und Koronararterie in 10%
Formalinlésung fixiert und diese Gewebebldcke 48 Stunden in Paraffin eingebettet.
AnschlieBend wurden die einzelnen Ldsionen in ihrer gesamten Ausdehnung in seriellen
Langsschnitten mit einer Schichtdicke von 5 um aufgearbeitet. Je nach Grol3e der Lé&sion,
ergab sich daraus eine Gesamtzahl von ca. 1000 Schnitten bei der kleinsten L&sion und ca.
4200 Schnitten bei der grofiten L&sion, sodass sich durchschnittlich annahernd 3000 Schnitte
pro Lasion ergaben.

Von den angefertigten mikroskopischen Préparaten wurde jeder 40. Schnitt mit H.E.-
Farbung und der jeweils benachbarte Schnitt mit EvG-Féarbung bearbeitet. VVon den
gesamten Schnitten einer Lasion wurden auch in grofReren Abstanden Praparate mit Desmin
gefarbt.

Fur diese Arbeit erwiesen sich die EvG-Schnitte als am besten verwertbar, so dass die H.E.-
gefarbten Schnitte, sowie die seltenen Desmin-Schnitte nur teilweise zur Uberpriifung und
Kontrolle der korrekten Lokalisation der Lasion vergleichend herangezogen wurden.

Die Préparate in dieser Untersuchungsreihe wurden mit verschiedenen Férbetechniken zur
mikroskopischen Aufarbeitung vorbereitet. Hierzu wurden die Histologieschnitte vorerst

mittels absteigender Alkoholreihe schrittweise entparaffiniert.

Tabelle 2: Arbeitsschritte der Alkoholfixierung

Anzahl Substanz Zeit
3X Xylol 8 Min. je
2X 100% Alkohol 5 Min. je
1x 96% Alkohol 5 Min.
1x 70% Alkohol 5 Min.
1x 50% Alkohol 5 Min.
1x 30% Alkohol 5 Min.
1x entionisiert H20 5 Min.

23



2 Material und Methoden

Die fir die vorliegende Arbeit relevanten Férbungen waren die Elastica-van-Gieson
(E.v.G.), die Hamatoxylin-Eosin (H.E.) und die immunhistochemische Desmin-Féarbung.
Die Elastica-van-Gieson-Farbung ist eine der wichtigsten histologischen Farbetechniken,
die Bindegewebe als insbesondere auch elastische Fasern darstellen kann, und war auch fur
die Préparate dieser Versuchsreihe von entscheidender Bedeutung.

Die Pikrofuchsinfarbung nach van Gieson, erganzt durch die Resorcin-Fuchsin-Ldsung nach
Weigert ermoglicht eine gute Differenzierung zwischen Kernen, Bindegewebe, elastischen
Fasern und Muskulatur.

Abbildung  5:  Elastica-van-Gieson-

Farbung eines Myokardschnittes mit
Kryolasion

Das Bild zeigt einen E.v.G. angefarbten Histolo-
gieschnitt. Das atriale (A) und ventrikulare (V)
Myokard stellt sich hier rot-brdaunlich dar.

Die Myokardstruktur wird im Bereich der
Lasion (gelbe Umrandung) unterbrochen und

vom weiB-rotlich gefarbten Lé&sionsgewebe

abgelost.

Tabelle 3: Farbeprotokoll der Elastica-van-Gieson-Farbung

Anzahl | Substanz Zeit
1x Elastin nach Weigert | 10 Min.

1x flieRendes Leitungs- | 1 Min.
wasser
1x Weigert A&B 1:1 5 Min.
1x flieRendes Leitungs- | 1 Min.

wasser

1x Pikrofuchsin-Losung | 2 Min.

1x 70% Alkohol 1 Min.

2X 96% Alkohol 1 Min. je
2X 100% Alkohol 2 Min. je
3X Xylol 3 Min. je
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Bei den mit Hamatoxylin-Eosin-Farbstoffen (H.E.) angefertigten Praparaten farben sich die
Zellkerne blau, das Zellplasma blassrosa und das Muskelgewebe sowie die Erythrozyten rot

an.

Abbildung 6: Hamatoxylin-Eosin-Farbung eines
Myokardschnittes mit Kryolasion

Das Bild zeigt einen H.E.-gefarbten Histologieschnitt.
Das intakte atriale Myokard (A) stellt sich rétlich dar.
Im Bereich der Lasion (gelbe Umrandung) ist das
Gewebe weil3-rosa gefarbt. Die Wandstruktur der
rechten Koronararterie (RCA) stellt sich ebenfalls

rotlich dar.

%, 4
¥ o
p

Tabelle 4: Farbeprotokoll der Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Anzahl Substanz Zeit
3X Héamalaun 3 Min. je
1x flieBendes Leitungs- 6 Min.

wasser
1x entionisiert H.O 2 Min.
2X Eosin 2 Min. je
1x entionisiert H.O Spulen
1x 96% Alkohol 1 Min. je
2X 100% Alkohol 2 Min. je
3x Xylol 3 Min. je
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Die fir den Einsatz in der Immunhistochemie an formalinfixierten Paraffinschnitten
bestimmte Desmin-Farbung ermdglicht eine gute Darstellung der gesetzten Kryoldsionen.
Desmin, ein Intermediérfilament-Protein der glatten und quergestreiften Muskulatur, ist
durch die Féarbung der Z-Linie ein spezifischer Marker fur intakte Muskelzellen, somit auch
fur Herzmuskelzellen. Der Verlust der Desmin-Farbung kennzeichnet deutlich die
geschadigten Herzmuskelzellen und ermdglicht das differenzierte Erkennen der durch den
Kryoenergiereiz entstandenen Verletzung. Die bei der Farbung verwendeten

Mausantikorper dienen zur Lokalisation von Desmin.

B Abbildung 7: Desmin-
GAY, T Farbung eines
2 4 ‘ Myokardschnittes mit
Kryolasion
/ Desmin-angefarbter
‘ / _/'l Histologieschnitt. ~ Man
£ ‘\\ =l ‘;‘"% erkennt deutlich, wie das
; * i v : ‘ ] bratinlich gefirbte
I " W | Ventrikelmyokard durch
i i = | i : die  Lasion  (gelbe
) ‘ N 2 “ Umrandung)
] : = L \ unterbrochen wird.

2 mm
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Tabelle 5: Farbeprotokoll der Desmin-Farbung

Vorbehandlung

Target Retrieval Puffer high pH
aus Kit Flex (50x) DAKO K8004
Inkubation im Dampfkochtopf 90°C 20 Min.

Waschen

5 x 2 Min. TTBS (Tris-Puffer-Lésung)

Blocken d. endogenen Per-

DAKO Peroxidase Blocking Reagent S2023

oxidase
Inkubation Raumtemperatur 17 Min.
Waschen 5x 2 Min. TTBS (= TBS + 0,1 % Tween)

Inkubation mit AK-Diluent

Dako REAL Antibody Diluent S2022 30 Min.

Desmin, D9 Mouse monoclonal 1gG Progen No.

) 10519
1. Antikorper _
Verd. (Verdinnung) 1:50 (2 pl AK + 98 pl AK Di-
luent)
Inkubation 4°C Uber Nacht
Waschen 5x 2 Min. TTBS

2. Antikorper

Rabbit Anti Mouse Immunglobulin DAKO P0260
Verd. 1:100 (1 pl AK + 99 pl AK Diluent)

Substrat-Chromogensystem

Inkubation Raumtemperatur 60 Min.
Waschen 5x 2 Min. TTBS
DAB Substrat Kit Zytomed DAB5000plus frisch an-
setzen:

Verd. 1:20 (50 pl Chromogen + 1000 pl Substrat)
Inkubation 5 — 30 Min. unter Mikroskopkontrolle

Waschen 4 x 1 Min. A.dest. 1 x 5 Min. A.dest.
2 x 1,5 Min. Hamalaun
Gegenfarbung 7 Min. flieRendes Leitungswasser (lauwarm)
(Vorsicht bei Kernfarbung wird leicht Gberdeckt!)
1 x 1 Min. 96% Alkohol
Entwéisserung 2 X 2 Min. 100% Alkohol

1 x 3 Min. Xylol
eindecken mit Entellan Merck 1.07961.0100
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2.5 Planimetrie und Volumetrie

Zum Einscannen der so bearbeiteten Histologie-Praparate wurde das digitale
Mikroskopiersystem dotSlide SL der Firma Olympus genutzt. Dieses System besteht aus
abgestimmten Komponenten, dem Olympus-Mikroskop BX51, einem automatischen Slide-
Loader, einer integrierten Peltier-gekihlten dot-Slide-Kamera und der PC-basierten
Workstation. Dies ermdglicht es, die erzeugten virtuellen Slides so zu untersuchen, wie ein
Préparat auf einem ublichen Mikroskopiertisch. Je zehn Préparate werden auf ein Tablett
sortiert. Dabei konnen fiinf Tabletts pro Scanvorgang beladen werden, von dem der Slide-
Loader die Praparate einzeln per Ansaugvorrichtung und Roboterarm dem Objekttrager
zufiihrt. Die von der Kamera erzeugten Bilder haben mit 1379x1032 Pixeln durch die hohe
Auflésung eine groRe Schéarfe und hervorragende Detailgenauigkeit. Dadurch konnte man
die Lasionen du in starker VergroRerung ohne Bildqualitatsverlust betrachten.

Die so ermittelten Metadaten der Praparate wurden der Bildverarbeitungssoftware (DP-Soft
Archivierungssoftware F DP 10, Olympus) zugefuhrt und konnten dadurch in ihrer maxima-
len Ausdehnung mittels Planimetrie bestimmt werden. Auf diese Weise kam jeder 40.
Schnitt einer L&sion zur Erfassung.

Nach dem Vergleich aller Bilder einer Léasion und der Zuordnung der dargestellten Struktu-
ren zu der korrespondierenden Lasion wurde diese mittels des Systemtools Closed-Polygon
an ihrer &ulleren Begrenzung markiert. Dadurch wird automatisch der Flacheninhalt des mar-
kierten Bereichs berechnet.

Die sich aus allen so bearbeiteten Préparaten ergebenden Flacheninhalte der einzelnen L&-
sion wurden in eine Exceldatei Gbertragen und summiert. Die Summe wurde mit der Schicht-
dicke (200 pum [berechnet aus der Schnittdicke von 5 um multipliziert mit 40, da nur jeder
40. Schnitt vermessen wurde]) multipliziert (Formel Xi=(Flache; x Tiefei)), wobei das i in
der Formel fiir die Anzahl der Schnitte der jeweiligen Léasion steht. Daraus ergab sich das
Volumen der Lasion.

\on jeder einzelnen Lasion wurde das Praparat, bei dem die maximale Tiefe ermittelt wurde,

herausselektiert und dieser Wert gesondert gespeichert.
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2.6 Statistische Auswertung

Die berechneten Volumina und weitesten Tiefen wurden in eine Tabelle Gbertragen und
statistisch ausgewertet. Dabei wurde zwischen atrialen und ventrikuldren Ld&sionen
unterschieden. Lasionen, die sich nicht eindeutig zuordnen oder exakt vermessen liel3en,
wurden verworfen und kamen nicht zur statistischen Auswertung.

Sowohl von den atrialen als auch von den ventrikuldren L&sionen wurden jeweils das
arithmetrische Mittel, der Medianwert, die Spannweite, die Varianz und die
Standardabweichung des Mittelwertes berechnet.

Um die verschiedenen Ergebnisse untereinander zu vergleichen, kamen zwei
unterschiedliche Testverfahren zur Anwendung. Zur Prufung, ob sich die atrialen und
ventrikuldren L&sionen in Volumen und Tiefe signifikant unterschieden, wurde der T-Test
fur unabhéngige Stichproben zur Hilfe genommen. Um zu ermitteln, ob bei den
Thrombusformationen und der transmuralen Ausdehnung ein Zusammenhang mit der
jeweiligen Lésionslokalisation im Vorhof bzw. Ventrikel bestand, wurde der y>-Test
verwendet. Als Wert fur die Irrtumswahrscheinlichkeit wurde bei beiden Tests ein Wert von
0,05 gewahlt.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Kryoapplikation und bildgebende Verfahren

Wahrend der Kryoapplikation kam es bei keinem der Tiere zu EKG-Veranderungen,
Herzrhythmusstorungen oder Zeichen einer Myokardischamie.

Bei allen Tieren konnte die Koronarangiographie vor Kryoapplikation und sechs Monate
nach Kryoapplikation erfolgreich und ohne Komplikationen durchgefihrt werden.

Die intrakoronare Ultraschalluntersuchung der rechten Koronararterie und des Ramus
circumflexus konnte ebenfalls bei allen funf Schweinen komplikationslos nach Gabe von

Heparin und Nitroglycerin durchgefuhrt werden.
3.1.1 Koronarangiographie
Die koronarangiographischen Untersuchungen wurden bei allen finf Tieren erfolgreich

durchgefuhrt. Bei den Untersuchungen wurde insbesondere auf eventuelle Stenosen und auf

Wandunregelméligkeiten der Koronararterien geachtet (Abbildung 8 und 9).

Abbildung 8 a,b: Koronarangiographie der linken Koronararterie

Die linke Koronararterie zweigt sich in den Ramus circumflexus (RCX, schwarzer Pfeil) und den
Ramus interventrikularis anterior (RIVA, weiler Pfeil) auf (Projektionsebene a: 60° LAO, b: 30°
RAOQ). Sechs Monate nach Kryoapplikation sind regelrechte GefaRverldufe zu erkennen und es
zeigen sich keine Hinweise auf Arterienwandproliferation, Thrombusformation, Plaquebildung oder

andere stenosierende Lumeneinengungen.
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Abbildung 9 a,b: Koronarangiographie der rechten Koronararterie

Die rechte Koronararterie (Pfeile) sechs Monate nach Kryoapplikation (Projektionsebene a: 60°
LAO, b: 30° RAO) =zeigt einen physiologischen Gefaverlauf ohne Hinweise auf

Arterienwandproliferation, Thrombusformation, Plaquebildung oder andere stenosierende Prozesse.
Bei keiner der durchgefiihrten Untersuchungen konnten Stenosen, Thrombosen,

Plaqueformation, intimale Proliferation oder andere pathologische Gefaliveranderungen

angiographisch festgestellt werden.
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3.1.2 Intrakoronare Ultraschalluntersuchung

Die Intaktheit der GefaRe und die Homogenitat des umgebenden Gewebes wurden mittels
ICUS untersucht. Bei den untersuchten Tieren fanden sich keine erkennbaren
Signalverstarkungen oder Zeichen von Plaques, Stenosen, intimaler Proliferation,
Verkalkungen oder von anderen pathologischen Aufféalligkeiten (Abbildung 10).

Abbildung 10: Darstellung der rechten Koronararterie sechs Monate nach doppelter
Kryoapplikation durch ICUS im Querschnitt

Muittig ist die Ultraschallsonde innerhalb des Lumens der RCA (rechte Koronararterie) zu erkennen
(Pfeil). Sie liegt der GefédBwand im blutgefillten Lumen (schwarz) superior an. Die innere
GefaBwand stellt sich zirkumferentiell regelméaRig dar, ohne Anhalt fiir Proliferationen, Plaque oder

Stenosen. Insbesondere weist die Intima keine Thromben oder Verdickungen auf.
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3.2 Makroskopie der Kryol&sionen

Die einzelnen Kryol&asionen imponierten makroskopisch als gut erkennbare weil3e Bezirke
mit glatter Oberfliachenstruktur, die an ihren Grenzen einen relativ scharfen Ubergang ins
umliegende vitale Gewebe zeigten (Abbildung 11 und 12).

Abbildung 11 a-c: Lasionsmorphologie

Die Kryolasion zeigt sich in Abbildung 11a als weiRer Bezirk innerhalb des herauspraparierten Her-
zens. In Abbildung 11b ist selbige Lasion zu einem Block in Paraffin zurechtgeschnitten.
Abbildung 11c zeigt einen Histologieschnitt der Lasion (E.v.G.-Féarbung). Man erkennt sie als rot-
weillich gefarbten Bereich (gelbe Umrandung) innerhalb des braunen Myokardgewebes entlang der
AV-Grube. In der oberen Bildhalfte ist die rechte Koronararterie (RCA) zu sehen. Es sind keine
Auffalligkeiten der Wandschichten zu erkennen.
A = Atrium, V = Ventrikel, TK = Trikuspidalklappe, RCA = rechte Koronararterie, AV = Atriovent-
rikular

33



3 Ergebnisse

Es konnte bei 14 der 29 Lé&sionen eine transmurale Ausdehnung beobachtet werden (48%).
Bei den atrialen Lasionen waren zwolf der insgesamt 16 L&sionen transmural ausgedehnt

(75%), bei den ventrikuldren L&sionen waren es zwei der insgesamt 13 L&sionen (15%).

Einige der Lasionen waren bereits makroskopisch als transmural erkennbar.

Abbildung 12 a,b: Praparat einer transmuralen atrialen Kryolasion

Die Kryolasion (gelbe Umrandung) lasst sich makroskopisch als weilRer, scharf abgegrenzter Bereich
innerhalb des brdaunlichen Myokardgewebes abgrenzen. Abbildung a zeigt die L&sion von
endokardial, Bild b von epikardial.

3.3 Mikroskopie

Es konnten von den insgesamt 35 applizierten Lasionen 29 Ldasionen (82%) ausgewertet
werden. Die fehlenden Lasionen waren aufgrund technischer Probleme und Verletzungen

wahrend der Praparation nicht mikroskopisch verwertbar.
3.3.1 Histologische Auffalligkeiten
Die Praparate wurden auf mogliche histologische Auffalligkeiten untersucht. Dabei standen

neben den La&sionen selbst insbhesondere die Koronararterien und ihre eventuellen

pathologischen Veranderungen im Fokus der Betrachtung.
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3.3.1.1 Histologische Untersuchung der Koronargefalie

Bei den meisten Préparaten stellten sich die Koronargefdle ohne pathologische
Besonderheiten dar (Abbildungen 13 bis 16).

Abbildung 13: Atriale Kryo-
lasion mit unauffalliger Koro-
nararterie

Im oberen Bildbereich dieses
E.v.G.-gefarbten Schnittes erkennt
man das atriale Myokard (A) mit
der dazugehérigen Lé&sion (gelbe
Umrandung). Die Ldsion besteht
aus bindegewebiger Vernarbung
und beim Ubergang ins epikardiale
Fettgewebe der AV-Grube
zunehmend aus Fettzellen. Im
unteren  Bildbereich ist das
Ventrikelmyokard (V) zu sehen.
Dazwischen liegt in der AV-Grube

die rechte Koronararterie (RCA).

Abbildung 14: VergrofRerung
der Koronararterie aus Ab-
bildung 13

In der VergroRerung erkennt man
einen unauffalligen Wandaufbau
der RCA, bestehend aus Tunica
intima, Tunica media und Tunica
adventitia. Keine der Schichten
zeigt eine aufféllige Verdickung
oder UnregelméRBigkeit. Auch das
Lumen der Arterie ist nicht

pathologisch verengt.
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Abbildung 15: Ventriku-
lare Kryolasion mit unauf-
falliger Koronararterie

Im gelb eingerahmten Bezirk ist
eine E.v.G.-gefarbte Kryolésion
im Bereich des Ventrikelmyo-
kards (V) zu erkennen. Die L&-
sion besteht Uberwiegend aus
dichter bindegewebiger Vernar-
bung. Das atriale Myokard (A)
sieht man im oberen Bildbe-
reich. Die rechte Koronararterie
(RCA) liegt zwischen dem My-
okard in der AV-Grube. Links
von der Arterie liegt eine Koro-
narvene, beide GefélRe zeigen

keine Stenose.

Abbildung 16: VergroRe-
rung der Koronararterie
aus Abbildung 15

Auch in der BildvergréRerung
erkennt man bei keiner der drei
Wandschichten eine Verdi-
ckung. Das Koronarlumen ist
ebenfalls nicht verengt, die Tu-
nica intima ist einschichtig und
intakt.
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Bei einigen Schnitten fiel auf, dass die Wande der Koronarien, auf der zur Ldsion zeigenden
Seite verdickt waren. Zum groRRen Teil zeigten sich diese Verdickungen im Bereich der
Tunica adventitia (Abbildungen 17 und 18), es gab jedoch auch Praparate, die eine
Mediaverdickung aufzeigten (Abbildungen 19 und 20). Der Wandverdickung lag eine
Proliferation des jeweiligen Gewebes zugrunde. In zwei Fallen war die Tunica intima
ebenfalls proliferiert, die Lamina elastica interna blieb jedoch bei allen Kryolasionen intakt
(Abbildung 21 und 22). Dies fiihrte in keinem Fall zu einer signifikanten Stenosierung der

jeweiligen Koronararterie.
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Abbildung 17: Ventrikulare Kryola-
sion mit Koronararterienveranderung

E.v.G.-Farbung einer Kryolasion mit einer
Koronarie, welche auf der Seite der Lasion
(gelbe  Umrandung)  eine  deutliche
Verdickung der Tunica adventitia (weiBer
Pfeil) aufweist. Am Rande der Tunica
adventitia ist eine Neovaskularisation
(schwarzer Pfeil) zu beobachten. Diese
Neovaskularisation liegt vereinzelt auch im
Lasionsbereich vor (schwarze Pfeile). Die
Kryol&sion bestent im  Bereich der
Oberflache vor allem aus bindegewebigen
Anteilen und geht dann ins epikardiale
Fettgewebe (ber.

Abbildung 18: Vergroflerung der Ko-
ronararterie aus Abbildung 17

In der Bildvergrofierung erkennt man noch
eindeutiger die verdickte Tunica adventita
und die prominenten Neovaskularisationen
(Pfeile) auf der lasionszugewandten Seite der
Arterie. Die Tunica media und intima sind

nicht verdickt.
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Abbildung 19: Koronararterie mit Ver-
dickung von zwei Wandschichten

E.v.G.-Férbung einer atrialen Kryolasion
(gelbe Markierung).

Die Lé&sion geht vom atrialen Myokard (A) ins
epikardiale Fettgewebe der AV-Grube tber.
Auf der zur L&sion zeigenden Seite ist eine
Verdickung von zwei Wandschichten der
rechten Koronararterie zu sehen (Pfeil).

s Abbildung 19

Die VergroRerung zeigt die Koronararterie mit deutlicher Verdickung der Tunica media und nur
geringer Verdickung der Tunica adventitia. Die pathologischen Verdnderungen zeigen sich nur auf
der Seite, die zur Lasion zeigt. Die Tunica intima ist intakt und besteht aus einer Zellschicht.
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Abbildung 21: Atriale Kryoléasion mit Verdickung
aller drei Arterienwandschichten

Bei dieser E.v.G.-gefarbten atrialen Kryoldsion besteht
eine deutliche Verdickung aller drei Wandschichten der
rechten Koronararterie auf der lasionszugewandten Seite
(Pfeil).

Abbildung 22 a,b: VergroRerung der Koronararterie aus Abbildung 21

In der VergroRerung ist neben der Verdickung der Tunica adventitia und der Tunica media auch die
Tunica intima betroffen. Die geringe Verdickung besteht aus mehreren Schichten Endothel. Jedoch
ist die Lamina elastica (schwarz) intakt.
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Eine der 29 Lé&sionen wies einen kleinen intrakoronaren Thrombus auf. Die betroffene rechte
Koronararterie wies eine Proliferation aller drei Wandschichten auf. Der Thrombus liegt den
proliferierten Endothelschichten auf. Zudem ist der Thrombus bereits organisiert, bestehend
auch aus fibrésem Gewebe mit einer glatten Oberflache. Dieses impliziert, dass es sich nicht
um einen frischen Thrombus handelt und somit kein postmortem Phanomen darstellt.
Intravendse oder endokardiale Thromben wurden nicht gefunden.

Abbildung 23: Ventrikularen Kryolasion mit intra-
koronarem Thrombus

Bei dieser E.v.G.-Farbung einer ventrikuldren L&sion (gelbe
Markierung) ist ein kleiner Thrombus innerhalb des Lumens
der rechten Koronararterie zu erkennen (Pfeil). Dieser liegt
der Tunica intima an. Zudem sind alle drei Wandschichten
leicht proliferiert. Die Kryoldsion erstreckt sich bis in das epi-

kardiale Fettgewebe und erreicht die rechte Koronarie.

i i LA e ——— »
Abbildung 24 a,b: VergrofRerung der Koronararterie aus Abbildung 23

In der VergroRerung ist zu erkennen, dass der Thrombus innerhalb der Koronararterie bereits
organisiertes Gewebe aufweist. Zur Lumenseite weist der Thrombus bereits glattbegrenztes
fibrosiertes Gewebe auf. Intimawaérts zeigen sich thrombotisch organisierte Erythrozyten. Es ist
auffallig, dass der Thrombus der proliferierten Seite des Endothels aufliegt. Zudem ist auch die
Tunica media lasionswérts durch Proliferation der glatten Muskelzellen, jedoch erhaltener
Ultrastruktur verdickt. Auch bei dieser Lasion sind alle drei Wandschichten der Koronararterie

verdickt. Es finden sich ebenfalls Gefalneubildungen im Lé&sionsbereich.
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3.3.1.2 Morphologische Auffalligkeiten der Kryolasionen

In der Histologie stellten sich die Lasionen morphologisch als relativ scharf begrenzte, gut
erkennbare Bereiche dar, die in manchen Lé&sionen jedoch strahnig ins umgebende
Muskelgewebe ubergingen. Die Kryol&sionen bestanden vorwiegend aus Bindegewebe und
Fettzellen, in der Regel war die endokardiale Oberflache intakt. Als Besonderheit fand man
in drei L&sionen Inseln aus erhaltenem muskuléren Gewebe.

Abbildung 25: Ventrikulare

Kryolasion mit muskularem
Gewebseinschluss

Innerhalb dieser E.v.G.-gefarbten

: bindegewebigen und fetthaltigen
\ Kryoldsion (gelbe Umrandung)
~ am ventrikularen AV-Klappen-

anulus erkennt man eine kleine

u," s Insel aus muskuldarem Gewebe.
':/"‘ Die Lasion geht bindegewebig

: 4 strahnig ins intakte
Q‘ : ; ' s Ventrikelmyokard Uber. Sie zeigt
3 | keinen direkten Kontakt zur
Oberflache, das Endokard ist

T ; intakt und einzellig.

e

Abbildung 26: VergroRe-
rung der Kryolasion aus Ab-
bildung 25

In der VergrofRerung erkennt man
deutlich den Bereich aus intakten
Myozyten, eingeschlossen von
Lasionsgewebe.

Deutlich sichtbar sind auch die
sich weil3 darstellenden

Fettzellen innerhalb der Lasion.
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Innerhalb von vier vetrikuldren L&sionen beobachteten wir knorpelige Bereiche, welche sich

scharf vom umliegenden L&sionsgewebe abgrenzten.

Abbildung 27: Knorpelformation
innerhalb einer ventrikularen Kry-
olasion

Die Abbildung zeigt eine E.v.G. Farbung
einer ventrikulédren Ld&sion. Innerhalb
dieser Lasion (gelbe Umrandung)
befinden sich Bereiche aus Chondrozyten
(Pfeile). Das Umgebende intakte
Myokardgewebe ist frei von
Knorpelgewebe.  Die  naheliegende
Koronararterie und -vene sind intakt.

Abbildung 28: VergroRerung des Lasionsberei-
ches aus Abbildung 27

In der VergrolRerung erkennt man die sich dunkel
darstellenden Chrondrozyten. Die knorpeligen Bereiche
grenzen sich scharf vom umliegenden (iberwiegend

fibrosen Lasionsgewebe ab.
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Auffallig war ebenfalls, dass in vielen histologischen Schnitten innerhalb der L&sionen
kleine GeféalRe zu finden waren. Solche Geféal3proliferationen konnten sonst weder im
muskularen Bereich um die L&sionen gefunden werden, noch im Myokard unbehandelter
Kontrolltiere. Diese GefalRe zeichnen sich durch eine auffallig dicke Tunica media auf.

Abbildung 29: GefaBproliferation inner-
halb einer atrialen Kryol&sion

E.v.G.-Farbung einer atrialen Kryol&sion am
AV-Klappenring. Im Lasionsbereich sind
mehrere kleine, dickwandige GefaRe zu sehen
(Pfeile). Im intakten Bereich der AV-Grube
und des Myokardgewebes sind diese

GefaRformationen nicht vorhanden.

Abbildung 30: Vergréflerung
des Lasionsbereiches aus Ab-
bildung 29

In der VergroRerung erkennt man,
dass besonders die Tunica media
und die Tunica adventitia der neu-
gebildeten Gefale verdickt sind.
Die Tunica intima ist jedoch regu-
lar einzellig. Die GeféaRRe befinden
sich innerhalb vom Binde- und

Fettgewebe der Léasion.
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Insgesamt zeigte sich bei einer der 29 Lé&sionen eine intrakoronare Thrombusformation.
Geringflgige Veranderungen der koronaren GeféalRwénde konnten in acht der 29 Lé&sionen
gefunden werden. Bei zwei Lé&sionen waren alle Wandschichten betroffen. Der
Stenosierungsgrad betrug jedoch in keinem Fall mehr als 20%. Knorpelige Bereiche fielen
bei vier der 29 Ldasionen auf, Muskelresiduen wurden in drei der 29 Lasionen gefunden. Die
haufigste Auffalligkeit war das Auftreten von Gefal3proliferationen innerhalb der Lasionen.
Dies zeigte sich bei 16 der 29 Lé&sionen. Neun der betroffenen Lésionen waren am atrialen
AV-Klappen anulus lokalisiert, sieben am ventrikuldren. Eine signifikante Abhéangigkeit des
Auftetens der Verdnderung von der Lokalisation der Ld&sion zeigte sich nur bei den
knorpeligen Bereichen. Diese waren nur in ventrikularen Lasionen zu finden. Alle anderen
Auffalligkeiten waren nicht signifikant abhangig von der Lokalisation im Vorhof oder
Ventrikel.

Tabelle 6: Haufigkeit und Lokalisation der morphologischen Auffalligkeiten

Atrial | Ventrikular | Gesamt X2-Test | Signifikanz
Thrombusformation 0/16 1/13 1/29 0,84 nicht
signifikant
Knorpel 0/16 4/13 4/29 571 signifikant
Muskelresiduen 1/16 2/13 3/29 0,65 nicht
innerhalb der L&sion signifikant
Koronarveranderungen 6/16 2/13 8/29 1,76 nicht
signifikant
GeféaRproliferation 9/16 7/13 16/29 0,02 nicht
signifikant

Die Tabelle stellt das Auftreten der im oberen Abschnitt aufgezahlten Auffélligkeiten in

Abhangigkeit von der Lasionslokalisation dar.
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3.3.2 Volumetrie

3.3.2.1 Atriale Lasionen

Von den 29 L&sionen befanden sich 16 Lasionen im VVorhofmyokard.
Die folgende Tabelle (Tabelle 7) fiihrt die Messergebnisse der atrialen Ldsionen im

einzelnen auf:

Tabelle 7: Lasionsausdehnung der atrialen Kryolasionen

Lasionsnummer Volumen in mm3 Maximale Tiefe in mm
1 250,59 2,70
2 249,50 2,98
3 203,73 3,76
4 70,65 1,81
5 198,29 3,90
6 116,65 3,35
7 190,35 4,42
8 155,49 4,91
9 272,85 4,42
10 135,20 2,69
11 131,12 3,63
12 235,64 411
13 149,94 3,53
14 39,08 3,40
15 149,95 3,53
16 235,64 411

Tabellarische Auflistung der gemessenen Ergebnisse der VVolumetrie der 16 atrialen Kryoldsionen

sechs Monate nach doppelter Kryoapplikation

Das mittlere Volumen aller atrialer Lasionen betrug 174,04 mm3, die Standardabweichung
des Mittelwerts ergab einen Wert von 67,18 mms,
Der minimale Wert betrug 39,08 mm? und der maximale Wert 272,85 mm3. Es wurde als

Median ein Wert von 172,92 mm? berechnet.

46



3 Ergebnisse

Aus den einzelnen Werten der maximalen Tiefe der Lasionen ergab sich ein arithmetisches

Mittel von 3,58 mm. Als Standardabweichung des Mittelwerts wurde ein Wert von 0,78 mm

berechnet.

Der Median lag ebenfalls bei 3,58 mm. Der Minimalwert der Tiefenausdehnung lag bei 1,81

mm, der Maximalwert bei 4,91 mm.

Tabelle 8: Statistische Auswertung der Ausdehnung der atrialen Kryol&sionen

Volumen in mm3 Maximale Tiefe in mm
Minimum 39,08 1,81
Maximum 272,85 491
Median 172,92 3,58
Arithmetisches Mittel 174,04 3,58
Standardabweichung 67,18 0,78

Uberblick tiber Minimalwert, Maximalwert, arithmetisches Mittel und Standardabweichung der

Volumina und Tiefen der atrialen Kryolasionen
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3.3.2.2 Ventrikulare Lasionen

Von den insgesamt 29 Ldasionen befanden sich 13 im Ventrikelmyokard.
Die Messergebnisse fir die einzelnen ventrikuldren Lasionen kdnnen aus der folgenden

Tabelle (Tabelle 9) ersehen werden:

Léasion Volumen in mm?3 Maximale Tiefe in mm
1 260,59 7,37
2 264,55 4,24
3 514,43 3,64
4 270,38 5,08
5 150,01 3,48
6 107,59 4,05
7 164,33 3,60
8 121,08 4,59
9 233,06 5,39
10 173,09 4,80
11 178,44 4,19
12 368,46 4,02
13 297,00 5,39

Tabellarische Auflistung der gemessenen Ergebnisse der Volumetrie der 13 ventrikuléaren

Kryolasionen sechs Monate nach doppelter Kryoapplikation

Bei den ventrikuldren Lasionen betrug der arithmetische Mittelwert der Volumina 238,69
mm3, bei einem Minimalwert von 107,59 mm3 und einem Maximalwert von 514,43 mm3.
Der Wert fur die Standardabweichung des Mittelwertes war 112,1 mm?,

Als Median fand sich ein Wert von 233,06 mm3.

Aus der Berechnung der Ergebnisse der maximalen Tiefe der ergab sich ein arithmetrisches
Mittel von 4,60 mm. Die Standardabweichung des Mittelwertes wies hier einen Wert von
1,05 mm auf.

Der Median betrug 4,24 mm, bei einem Minimalwert der Tiefe von 3,48 mm und einem

Maximalwert von 7,37 mm.
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Tabelle 9: Statistische Auswertung der Ausdehnung der ventrikularen Kryoléasionen

Volumen in mm3 Maximale Tiefe in mm
Minimum 107,59 3,48
Maximum 514,43 7,37
Median 233,06 4,24
Arithmetisches Mittel 238,69 4,60
Standardabweichung 112,10 1,05

Uberblick tiber Minimalwert, Maximalwert, arithmetisches Mittel und Standardabweichung der

Volumina und Tiefen der ventrikularen Kryoldsionen
3.3.2.3 Statistische Analyse

Im Folgenden werden die Einzelergebnisse von Volumen- und Tiefenausdehnung der
atrialen und ventrikularen Lasionen aufgefthrt und verglichen.

Abbildung 31 und 32 veranschaulichen graphisch die Unterschiede der Volumina der
Kryol&sionen zwischen atrialer und ventrikulérer Lasionslokalisation. Die blauen Rechtecke
zeigen das zweite und dritte Quartil an. Die Antennen veranschaulichen das obere und untere
Quartil mit den Extremwerten am Antennenende. Die jeweils horizontalen Linie innerhalb
der blauen Rechtecke zeigt den Median an. Auf der y-Achse sind die Werte der Volumen-
bzw. Tiefenausdehnung in mm bzw mm? angegeben.

Die Tabelle unterhalb der Boxplott Darstellungen (Tabelle 11) fuhrt die Ergebnissen der

statistischen Analyse auf.
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Abbildung 31: Boxplott-Darstellung der Volumina sechs Monate nach doppelter
Kryoapplikation

Auf dieser Abbildung ist zu erkennen, dass die ventrikul&ren L&sionsvolumina groRer als die atrialen
Lasionen sind. Der Unterschied ist jedoch statistisch nicht signifikant.

Tiefe in mm
7,5

6,5
55
4,5

3’5 -

2,5

15
Atrium Ventrikel

Abbildung 32: Boxplott-Darstellung der Tiefenausdehnung sechs Monate nach doppel-
ter Kryoapplikation

Bei dieser Boxplott-Darstellung befinden sich die blauen Rechtecke auf unterschiedlicher Hohe und
uberschneiden sich kaum. Die Tiefenausdehnung der ventrikularen Kryol&sionen ist im Durchschnitt

signifikant tiefer als die der atrialen Kryol&sionen.
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Die ventrikuldr lokalisierten Kryoldsionsvolumina waren zwar groRer als die atrial
lokalisierten, dieser Unterschied war jedoch statistisch nicht signifikant. Die Lasionstiefe
erwies sich bei den ventrikuldren Lasionen als signifikant tiefer. Der y2-Test zeigte, dass eine
transmurale Ausdehnung signifikant haufiger bei den atrialen Lasionen auftrat als bei den

ventrikularen.

Tabelle 10: Statistischer Vergleich der Lasionsausdehnungen sechs Monate nach
Kryoapplikation

Applikationsort Volumen Maximale Tiefe | Transmurale Ausdehnung
mm? mm
Atriale Lasionen 174,04 + 67,18 3,58 +£0,78 12/16
n=16
Ventrikulére L&sio- 238,69 £ 4,60 + 1,05 2/13
nen, n=13 112,10
Alle L&sionen 203,02 + 94,20 4,04 +1,03 14/29
n=29
Signifikanz nicht signifikant signifikant
signifikant
p-Wert/y>-Wert p=0,08 p=0,01 ¥*=10,20

Die Tabelle fihrt die Lasionsvolumina, die maximalen Tiefen, die transmurale Ausdehnung und das

Auftreten von Thromben auf.
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3.3.2.4 Vergleich mit Messergebnissen 48h nach Applikation

Im ersten Teil dieser Studie wurden die Herzen von funf auf die gleiche Weise behandelten
Schweinen 48 Stunden nach der Applikation morphologisch und planimetrisch untersucht.
Um eine GroRenzunahme im wachsenden Myokard zu untersuchen, wurden die
Lasonsvolumina und maximalen Tiefen 48 Stunden und sechs Monate nach der Applikation

verglichen.

Tabelle 11: Vergleich der Lasionsausdehnung 48 Stunden und sechs Monate nach dop-
pelter Kryoapplikation

nach 48 Stunden | nach 6 Monaten p-Wert Signifikanz

Volumen atrial 109,21 + 39,61 174,04 + 67,18 0,003 signifikant

Volumen 150,30 £53,21 | 238,69+ 112,10 0,019 signifikant

ventrikular

Volumen gesamt | 129,09 + 50,41 203,02 £ 94,20 0,001 signifikant
Tiefe atrial 3,07+ 1,08 3,58 £0,78 0,140 nicht signifikant

Tiefe ventrikular 3,56 + 1,30 4,60 + 1,05 0,019 signifikant

Tiefe gesamt 3,20+ 1,20 4,04 +1,03 0,001 signifikant

Anhand der Tabelle lassen sich Volumen und Tiefenausdehnung der Kryoldsionen 48 Stunden und

sechs Monate nach Applikation vergleichen. Die Signifikanz der GréRenzunahme ist aufgefihrt.

Es zeigte sich eine signifikant groBere Ausdehnung des Volumens bei den nach sechs
Monaten untersuchten Schweinen, sowohl im Vergleich der atrialen Lasionen untereinander,
als auch der ventrikularen. Auch bei der Gesamtheit der L&sionen war ein signifikant
groReres Volumen bei den nach sechs Monaten untersuchten Schweinen zu verzeichnen. Die
Tiefenausdehnung der Lé&sionen liel bei der Gesamtheit der Ld&sionen und bei den
ventrikuldren Ldasionen eine signifikante Grofienzunahme nach sechs Monaten erkennen.

Allein die Tiefe der atrialen Lasionen unterschied sich nicht signifikant.
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3.4 Zusammenfassung der Ergebnisse

Koronarangiographische Untersuchungen und intrakoronare Ultraschalluntersuchungen 30
Minuten und sechs Monate nach Kryoapplikation am unreifen Myokard zeigten in diesem
Tiermodell keine pathologischen Befunde. Die Kryolésionen stellten sich makroskopisch als
relativ scharf begrenzte Bereiche aus Binde- und Fettgewebe dar.

Die Auswertung der histologischen Préparate zeigte in vielen Féallen geringfligige
Veranderungen der Koronargefalwandschichten. Hauptsachlich handelte es sich hierbei um
leichte Proliferationen der Tunica adventitia und media. Eine geringe Proliferation der
Tunica intima von 2-4 Zellschichten konnte in zwei Féllen detektiert werden. Bei einer
dieser Lé&sionen wurde eine thrombotische Auflagerung einer Koronararterie entdeckt.
Endokardiale Thromben stellten sich jedoch nicht dar.

Als histologische Besonderheiten fiel eine Neoproliferation von kleinen, wandstarken
Gefdllen im Bereich vieler Lasionen auf. Des Weiteren fanden sich bei drei der 29
ausgewerteten Lasionen kleinere Inseln aus intaktem muskuldrem Gewebe innerhalb der
Lasion, bei vier weiteren kam es zu knorpeligen Gewebsverénderungen.

Wahrend die ventrikuldren L&sionen ein mittleres Volumen von 238,69 mm?3 und eine
mittlere Tiefe von 4,60 mm aufwiesen, lag das Volumen der atrialen Lasionen im Mittel bei
174,04 mm3, die mittlere Tiefe der Lasionen bei 3,58 mm. Somit zeigte sich eine signifikant
grolere Léasionstiefe der ventrikuldren Lasionen im Gegensatz zu den atrialen. Die Volumina
der ventrikuldren L&sionen waren zwar groler als die der atrialen, der Unterschied war
jedoch nicht signifikant.

Bei 14 der 29 Lé&sionen zeigte sich eine transmurale Lasionsausdehnung. Diese trat
signifikant haufiger bei den atrial platzierten Lasionen auf.

Der Vergleich der Lé&sionsvolumina und La&sionstiefen mit Ergebnissen einer
vorangegangenen Studie 48 Stunden nach Kryoapplikation zeigte signifikant groRere
Lasionsvolumina bei den nach sechs Monate untersuchten Schweinen. Dies traf sowohl auf
die ventrikul&ren, als auch auf die atrialen L&sionen zu. Die Lé&sionstiefen wiesen bei den
ventrikuldren Ldsionen ebenfalls ein signifikantes Wachstum nach sechs Monaten auf.
Lediglich wurde keine signifikante Zunahme der Tiefenausdehnung der atrialen L&sionen
beobachtet.

53



4 Diskussion

4 DISKUSSION

Das Ziel dieser Arbeit ist die Beurteilung der Effektivitat und der Sicherheit der doppelten
Kryoablation als alternatives Behandlungskonzept zur Hochfrequenzablation fir supra-
ventrikulare Tachykardien bei Kindern. Dazu wurden an einem durch unsere Arbeitsgruppe
etablierten Tiermodell angiographische und detaillierte mikroskopische Untersuchungen

durchgefihrt.

4.1 Unerwunschte Nebenwirkungen nach Katheterablation

4.1.1 Koronararterielle Veranderungen

Bei der Ablation mit Hochfrequenzstrom gibt es einige Fallberichte Gber Koronarstenosen
bei Kindern als Folge der Behandlung. Khanal et al. (1999) stellten einen Fallbericht vor,
der einen akuten Koronarverschluss eines zwolIf Jahre alten Jungens direkt nach Ablation
mit Hochfrequenzstrom beschreibt, der nur durch eine Stentimplantation behoben werden
konnte. In einem weiteren Fallbericht wird beschrieben, dass ein acht Jahre alter Junge,
direkt nach Hochfrequenzstromablation einen nichtthrombotischen Verschluss der rechten
Koronararterie erlitt. Auch diese war nur durch einen Stent zu revaskularisieren (Strobel et
al.  2001). Auch Koronarverschlisse im weiteren zeitlichen Verlauf nach
Hochfrequenzstromablation werden in der Literatur beschrieben (Dinckal et al. 2003,
Nakagawa und Jackman 2007). Zum Beispiel berichten Kugler et al. (2002) tiber den Tod
eines 13 Jahre alten Kindes drei Stunden nach erfolgreicher Hochfrequenzstromablation.
Ursache war eine Verletzung der linken Koronararterie. Hingegen wurde noch nie ein
Fallbericht Gber Koronarverschliisse bei Kindern oder Erwachsenen nach Kryoablation
beschrieben.

Auch im Tiermodell an Schweinen wurden Koronarstenosen nach Hochfrequenzapplikation
beobachtet. In einer Studie unsere Arbeitsgruppe aus dem Jahr 2000 am Schweinemodell
zeigte sich eine Wandverdnderung der rechten Koronararterie sechs Monate nach
Hochfrequenzstromapplikation bei drei von den acht langzeittiberlebenden Versuchstieren
(Paul et al. 1997, Bokenkamp et al. 2000, Sturm et al. 2004). Mehrere Studien an Tieren
weisen darauf hin, dass Kryoablation geringere koronararterielle Verdnderungen zur Folge
hat als Hochfrequenzstromablation (Kriebel et al. 2009, Misaki et al. 1983, Skanes et al.
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2004, Aoyama et al. 2005).

In einer anderen Studie unserer Arbeitsgruppe am gleichen Tiermodell wurden bei zehn
Schweinen die einfache Kryoapplikation angewandt. Hierbei zeigten sich bei keinem der
Versuchstiere Gefallveranderungen oder Stenosen der Koronararterien nach 48 Stunden, drei
und sechs Monaten (Kriebel et al. 2009).

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass durch einen doppelten Zyklus der Kryoenergie
groRere und auch tiefere L&sionen entstehen. Daraus ergibt sich auch die Frage nach einem
hoheren Nebenwirkungsprofil. In unserer Studie konnten weder durch Koronarangiographie
noch durch ICUS sechs Monate nach Applikation Koronararterienveranderungen
nachgewiesen werden. Histologisch war bei acht der insgesamt 29 Lé&sionen eine minimale
Proliferation der Wand der Koronararterien nachweisbar, jedoch ohne Stenosierung. Meist
war von der Wandverdickung die Tunica adventitia betroffen. Allerdings kam es in zwei
Fallen zu einer geringen Proliferation, nicht nur der Tunica media und adventitia, sondern
auch der Tunica intima. Diese intimale Proliferation bestand aus zwei bis vier Zellreihen.
Auch in dem vorangehenden Teil dieser Studie, bei dem die Herzen der Versuchstiere 48
Stunden nach doppelter Kryoapplikation histologisch untersucht wurden, zeigte sich in zweli
Fallen eine leichte Veranderung der Koronararterien. Hierbei handelte es sich um
Wandverdunnungen mit Nekrose der Tunica media und adventitia. Die Tunica intima und
die Elastica interna blieben intakt.

Diese Ergebnisse decken sich weitestgehend mit einer Studie von Aoyama et al. (2005) an
Hunden, in welcher die Schadigung von Koronararterien bei Radiofrequenzstromapplikation
direkt mit denen der einfachen und doppelten Kryoapplikation verglichen wurden. Hierbei
zeigte sich im ICUS wahrend der Hochfrequenzstromapplikation eine Wandverdickung und
Einengung des Ramus circumflexus der linken Koronararterie in neun von zehn Fallen.
Koronarangiographische Untersuchungen zeigten funf Minuten und eine Woche nach
Applikation eine Stenosierung in sechs von zehn, bzw. vier von neun Fallen. Histologisch
wurde in sieben von zehn Féllen eine Nekrose der Tunica media beschrieben, in funf davon
war auch die Tunica intima betroffen. Hingegen zeigte der ICUS waéhrend der
Kryoapplikation nur reversible Eisballkompressionen der Koronararterie. Die
koronarangiographische Untersuchung nach fiinf Minuten und einer Woche ergab weder bei
einfacher noch bei doppelter Kryoapplikation Hinweise auf eine Stenosierung. Einfache
Kryoapplikation verursachte in zwei von sieben Fallen eine geringe Medianekrose, doppelte
Kryoapplikation in acht von 14 Féllen. Nach einer Woche zeigten sich keine Veranderungen

der Tunica intima, nach drei Monaten wurde in zwei von acht Féallen eine leichte
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Intimaproliferation ohne Lumeneinengung detektiert. Insgesamt ergab sich aus den
tierexperimentellen  Studien eine  wesentlich  geringere  Koronaraffektion nach
Kryoapplikation als nach Hochfrequenzstromapplikation. Doppelte Kryoapplikation hatte
eine etwas hohere Rate an Koronaraffektionen zur Folge als einfache Kryoapplikation, diese
blieb jedoch wesentlich geringer als nach Hochfrequenzstromapplikation (Aoyama et al.
2005).

4.1.2 Thrombusformation

Sechs Monate nach doppelter Kryoapplikation wurde bei einer der 29 Lasionen (3,4%) ein
kleiner Thrombus im Lumen der rechten Koronararterie gefunden. Bei der betroffenen L&-
sion zeigte sich zusétzlich eine Proliferation aller drei Wandschichten der den Thrombus
enthaltenen Koronararterie. Sowohl die proliferierten Arterienwande als auch der Thrombus
befanden sich auf der lasionszugewandten Seite der Arterie.

48 Stunden nach doppelter Kryoapplikation wurden im Vergleich dazu keine intrakoronaren
Thromben gefunden, jedoch ein Thrombus in einer Koronarvene (Schneider et al. 2013).
Zusétzlich beobachtete man 48 Stunden nach doppelter Kryoapplikation endokardiale
Thrombusformationen bei sechs von 31 Lasionen (19,4%).

Ahnliche Ergebnisse erbrachte eine Studie von Skanes et al. 2004, bei der an 14 Schweinen
eine Kryoapplikation durchgefthrt wurde. Nach 48 Stunden wurden die L&sionen
histologisch untersucht, wobei bei vier der insgesamt 25 Lé&sionen (16%) endokardiale
Thrombusformationen gefunden wurden.

Khairy et al. (2011) applizierten bei 32 Minischweinen eine Hochfrequenzstrom- oder eine
Kryoapplikationslasion. Bei 26,8% der Kryoapplikationslédsionen wurden direkt nach
Applikation Adhasionsthromben beschrieben. Bei der Hochfrequenzstromapplikation waren
es 73,3%. Bei den sechs Monate nach Kryoapplikation untersuchten Lasionen wurde nur
noch jeweils bei einer der Kryo- und Hochfrequenzstomapplikationen ein Thrombus
gefunden. Zwolf Monate nach Applikation konnte bei beiden Energiemethoden kein
Thrombus mehr gefunden werden.

Endokardiale Thromben fanden wir sechs Monate nach doppelter Kryoapplikation ebenfalls
nicht. Es ist in Zusammenschau der Studien zu vermuten, dass das Risiko endokardialer
Thrombenbildung nur im engen zeitlichen Zusammenhang zu der Applikation besteht,
welches am ehesten eine akute Reaktion auf die endokardiale Verletzung darstellt. Das

Fehlen von Thromben im Verlauf entspricht daher der defektfreien Heilungsreaktion der
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endokardialen Oberfléche.

Zusétzlich weisen auch die Ergebnisse von Khairy et al. (2011) darauf hin, dass die
Hochfrequenzapplikation mit einem hoheren Risiko einer Thrombusbildung einhergeht als
Kryoapplikation. Auch die Ergebnisse einer anderen Studie von Khairy et al. (2003), bei der
an 22 Hunden die endokardiale Thrombusformation im Vergleich von
Hochfrequenzstromapplikation und einfacher Kryoapplikation bei unterschiedlicher
KathetergrolRe, Kuhlungsrate und Endtemperatur sieben Tage nach Applikation untersucht
wurden, unterstiitzen diese These. Kryoapplikation ging hierbei mit einer Thrombusrate von
30% der Lasionen einher. Bei Hochfrequenzstrom war die Rate mit 75% signifikant hoher.
Ebenfalls auffallig war, dass bei Hochfrequenzstromapplikation mit der Grél3e der Lasion

auch die Grof3e der Thrombusbildung wuchs. Bei Kryoapplikation traf dies nicht zu.

4.2 Morphometrische Analyse

In verschiedenen Studien wurde beschrieben, dass eine Abhéngigkeit des Lasionsvolumens
von Ablationstemperatur, ElektrodengroRe, Ablationsdauer und Anzahl der Ablationszyklen
besteht (Schwagten et al. 2010, Markovitz et al. 1988). Eine groRere Lasionsausdehnung
konnte eine grofere Effektivitat zur Folge haben, mdglicherweise jedoch mit einem
gesteigerten Risikoprofil.

Waihrend die Mehrheit der vorangegangenen Studien die GroRe der Applikationslasionen
durch Extrapolierung ermittelte, konnte wir in unserer Studie durch eine detaillierte 3-
dimensionale histologische Messung eine genaue Analyse der GroRenverhaltnisse der
Lasionen gewadbhrleistet. Bei vorangehenden Studien derselben Arbeitsgruppe mit gleichem
Versuchsaufbau und gleicher Messmethode wurden die Ldasionsvolumina bei
Hochfrequenzstrom und einfacher Kryoapplikation 48 Stunden nach Applikation, sowie
nach sechs Monaten untersucht, ebenso bei doppelter Kryoapplikation nach 48 Stunden.
Dadurch ist ein direkter Vergleich der Lé&sionsvolumina der verschiedenen
Energieanwendungen  moglich, aber auch die Beurteilung der jeweiligen

Volumenveranderungen nach sechs Monaten.

4.2.1. Lasionsvolumina im Vergleich der unterschiedlichen Energiemodalitaten

Im Vergleich der GroRenverhaltnisse waren die L&sionen 48 Stunden nach Hochfrequenz-

stomapplikation etwa gleich grof3 wie nach einfacher Kryoapplikation.
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Die ventrikuldren Lé&sionen der doppelten Kryoapplikation waren groRer als die der
einfachen Kryoapplikation und die der Hochfrequenzapplikation. Allerdings war dieser
Unterschied statistisch nicht signifikant. Bei den atrialen Lasionen der doppelten
Kryoapplikation lieR sich ein etwa doppelt so groRes Volumen vermessen als bei der
einfachen. Dies erreichte statistische Signifikanz (Tabelle 13) (Kriebel et al. 2009, Kriebel
et al. 2010, Schneider et al. 2013).

Insgesamt waren die ventrikularen L&sionen bei allen Energiemodalitdten groRer als die
atrialen.

Die Lasionen der doppelten Kryoapplikation zeigten eine signifikant groRere Ausdehnung
des Volumens nach sechs Monaten als 48 Stunden nach Applikation (Schneider et al. 2013).
Sowohl die atrialen als auch die ventrikuléren Lasionen zeigten eine Zunahme des VVolumens

von etwa 60%.

Tabelle 12: Vergleich der Lasionsvolumina 48 Stunden und sechs Monate nach Hoch-
frequenzstromapplikation, einfacher Kryoapplikation und doppelter Kryoapplikation

Messzeitpunkt

nach Applikation

Energiemethode

Mittleres VVolumen

der VVorhoflasionen

Mittleres Volumen
der

Ventrikelldsionen

Kryoapplikation

48 Stunden Hochfrequenz 48 £13,5 150,2 £5,2
einfache 52+ 45 144 + 203
Kryoapplikation
doppelte 109,21 + 39,61 150,3 £ 53,21
Kryoapplikation
6 Monate Hochfrequenz 27,8+4.2 96,7 £ 18,6
einfache 40 £ 20 192 + 118
Kryoapplikation
doppelte 174 + 67,18 238,6 +112,1

Khairy et al. (2011) berichten, dass sich sowohl Kryo-, also auch Hochfrequenzlasionen im

zeitlichen Verlauf vergrolRern. Dabei zeigte sich kein Unterschied der Wachstumsrate
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zwischen den beiden Energiemodalitdten. Auch stellte sich kein signifikanter Unterschied
im Lasionswachstum im Vergleich atrialer- und ventrikuldrer L&sionslokalisation heraus.
Insgesamt waren aber auch, wie bei unseren Studien, die ventrikul&ren Lasionen groler als
die atrialen.

Dass Lé&sionen nach doppelter Kryoapplikation im Mittel groRere Ausmale haben als nach
einfacher Kryoapplikation beschrieben auch Dubuc et al. (1999) in einer Studie an Hunden.
Hier war der Unterschied aufgrund der groen Spannweite der Volumina jedoch nicht
signifikant.

Diese Beobachtung bestétigt Ergebnisse anderer Studien (Saul et al. 1994, Khairy et al. 2011,
Kriebel et al. 2010), bei denen beobachtet wurde, dass sich die Ld&sionen mit dem
somatischen Wachstum vergroRern. In unserer Studie nahmen die Lasionsvolumina um das
etwa 1,5 -fache zu. Dies entspricht jedoch weder der Zunahme des Koépergewichtes noch der
des Gewichts der Herzen, welche in unserem Schweinemodel um das flinf- bis sechsfache

zugenommen haben.

4.2.2 Tiefenausdehnung von Kryoapplikationslasionen

Wichtige Einflussgrofien fir die Effektivitat der Ablationsbehandlung sind die Tiefenaus-
dehnung und besonders die Transmuralitat der L&sionen.

Die mittlere Eindringtiefe der Lasionen dieser Studie lag bei den atrialen Lasionen bei 3,5
mm, bei den ventrikulédren bei 4,6 mm. Die ventrikularen Lasionen waren somit signifikant
tiefer. Die Tiefen der L&sionen bei den 48 Stunden nach Applikation untersuchten Tiere im
vorangehenden Teil dieser Studie waren mit 3,0 mm bei den atrialen Ldsionen und 3,5 mm
bei den ventrikuléren Lasionen etwas geringer als die der nach sechs Monaten untersuchten
Tieren. Dieser Unterschied war jedoch nicht signifikant (Jakobi 2016, Schneider et al. 2013).
Bei den Versuchen dieser Studie zeigten 14 der 29 Lé&sionen (48%) eine transmurale
Ausdehnung. Zwolf der transmuralen L&sionen waren atrial lokalisiert. Dies deckt sich mit
den Ergebnissen des vorangehenden Teils dieser Studie. Dort zeigte sich bei 50% der nach
48 Stunden untersuchten doppelten Kryol&sionen eine transmurale Ausdehnung. Auch hier
war der Anteil der atrial gelegenen transmuralen L&sionen wesentlich groRer als der der
ventrikular lokalisierten (Jakobi 2016, Schneider et al. 2013). Die Ergebnisse der Studie von
Kriebel et al. (2009) mit einfacher Kryoenergie als Applikationsmethode beschrieben, dass
auch bei einfacher Kryoapplikation alle atrialen L&sionen eine transmurale Ausdehnung

aufwiesen, die ventrikulé&ren jedoch nicht.
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In der Studie von Bokenkamp et al. (2020) zeigte sich bei durch Hochfrequenzstrom
gesetzten L&sionen ein gleiches Verteilungsmuster. Alle atrialen L&sionen wurden hier zwolf
Monate nach Applikation als transmural detektiert. Von den ventrikuldren L&sionen zeigte
jedoch keine eine transmurale Ausdehnung.

Auch Khairy et al. (2011) untermauern die Ergebnisse unserer Studie. Bei ihren VVersuchen
wurden mit Hochfrequenzstrom gesetzte Lasionen und Kryoapplikationslasionen in
verschiedenen Zeitrdumen nach Applikation unter anderem auf ihre Transmuralitat
untersucht. 70% der atrialen Lasionen waren transmural, nur 38% der ventrikularen. Die
transmurale Lasionsausdehnung kam bei beiden Energiemodalitdten gleichermal3en oft vor.
Der wahrscheinlichste Grund des vermehrten Auftretens transmuraler Lasionen im Atrium
wird die geringere Wanddicke der VVorhofe sein. Die Wahl der Energiemethode hat demnach

wahrscheinlich keinen entscheidenden Einfluss auf die Transmuralitat der Lasionen.
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4.3 Lasionsmorphologie

Die in dieser Studie untersuchten Kryol&sionen stellten sich sechs Monate nach Applikation
morphologisch als relativ scharf begrenzte, homogene, gut erkennbare, weilliche Bereiche
dar, die in manchen Lasionen jedoch strahnig ins umgebende Muskelgewebe ibergingen.
Sie bestanden vorwiegend aus Bindegewebe und Fettzellen.

Wir beobachteten bei 16 der 29 Kryolasionen kleine Gefalle mit deutlich verdickten GefaR-
wanden innerhalb der Lasionen. Diese Art von Gefél3en konnte weder in der angrenzenden
Muskulatur aller untersuchten Lasionen noch in der Muskulatur der Kontrolltiere gefunden
werden.

Misaki et al. untersuchten in einer Studie zu Langzeiteffekten epikardialer und endokardialer
Kryochirurgie bei Schafen Applikationslasionen im zeitlichen Verlauf bis zwei Jahre nach
Applikation histologisch. Auch seine Arbeitsgruppe beschrieb eine deutliche
Vaskularisation, wobei sich die Kapillarwande als ungewohnlich dick darstellten. Zudem
zeigte sich, dass der fibrindse Umwandlungsprozess bereits nach vier Wochen vollsténdig
abgeschlossen war. Die Lasionen stellten sich allzeit mit scharfer Abgrenzung zum
umgebenden Gewebe dar (Misaki et al. 1983).

Hingegen zeigten sich Hochfrequenzstromlésionen, sowohl bei dem gleichen Versuchsauf-
bau als auch in anderen Studien als unscharf begrenzte Lasionen mit Unterbrechungen der
Endothelzellschicht und niedrigem Kapillarisierungsgrad (Bokenkamp et al. 2000, Khairy et
al. 2011).

Die scharfe Abgrenzbarkeit der Kryolasionen lasst sich méglicherweise dadurch erkléren,
dass der Katheter im Gegensatz zur Hochfrequenzstromapplikation durch Kryoadhésion am
Gewebe festhaftet und nicht durch die Herzbewegung dislozieren kann. Diese Daten weisen
darauf hin, dass die Kryoapplikation mit einer wesentlich schonenderen Art der
Gewebsverletzung einhergeht. Die erhaltene Endothelschicht nach Kryoenergieapplikation
bringt den zusétzlichen Vorteil eines geringeren thomboembolischen Risikos (Schwagten et
al. 2010).
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4.4 Effektivitat der Ablationsbehandlungen

Die Ergebnisse von verschiedenen Studien wiesen darauf hin, dass einfache Kryoablation
zwar kurzfristig eine vergleichbare Effektivitat zeigt, im mittelfristigen Verlauf jedoch mehr
Rickfélle aufzeigt als Hochfrequenzstromablation (Kriebel et al. 2005, Miyazaki et al. 2005,
Bar-Cohen et al. 2006, Deisenhofer et al. 2010, LaPage et al. 2011).

Die Ergebnisse dieser Arbeit legen nahe, dass ein doppelter Kryoablationszyklus durch
Induktion einer groReren Lasion auch mit einer Steigerung der Klinischen Effektivitat
einhergenen und auch bessere Langzeitergebnisse erzielen konnte. Dubuc et al.
veroffentlichten 1999 eine Studie, deren Orientierungspunkt die Induktion eines kompletten
AV-Blockes bei Hunden war. Dies gelang mit einfacher Kryoablation nur bei einem von
sechs Hunden, bei doppeltem Kryozyklus jedoch bei jedem der sechs Hunde.

Auch klinische Beobachtungen haben sowohl gezeigt, dass durch Applikation von doppelter
Kryoenergie am heranwachsenden Myokard eine hdhere Effektivitét zu erzielen ist, als auch
dass eine geringe Rezidivrate in mittelfristigen Nachbeobachtungen bei Patienten besteht
(Gist et al. 2009, Collins et al. 2007, Drago et al. 2006, Rodriguez et al. 2002).

Die in dieser Arbeit untersuchten Kryoldsionen zeigten in den meisten Féllen eine homogene
Narbenstruktur. Bei drei der 29 Lasionen waren kleinere Inseln aus erhaltenem, muskul&rem
Gewebe zu finden. Solche Muskelzellreste kdnnten in vivo die Grundlage fir Rezidive bil-
den (Kowalski et al. 2012).

4.5 Schlussfolgerung

Doppelte Kryoenergieapplikation stellte sich in dieser Studie als eine effektive
Alternativmethode zur Hochfrequenzstromapplikation am wachsenden Herzen dar. Sie
zeigte groRBere Lasionsausdehnungen als die Hochfrequenzlasionen und somit
wahrscheinlich ein vergleichbares MaR an Effektivitdt mit einem geringeren Risiko fiir das
Auftreten thrombotischer Veranderungen. Es kann also in Korrelation zu anderen Studien
vermutet werden, dass eine Ablationsbehandlung mit doppeltem Kryoenergiezyklus am
wachsenden Herzen besonders in Risikolokalisationen mit enger N&he zu Koronargeféa3en
und dem AV-Knoten einer Behandlung mit Hochfrequenzstromablation vorzuziehen sein
konnte.

Im Vergleich zur einfachen Kryoapplikation zeigte die in dieser Arbeit vorgenommene
Ablationsmethode mit einem doppelten Kryozyklus gréRere Lasionen und konnte klinisch
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auf eine hohere Effektivitat gegebenenfalls mit Verringerung der Rezidivrate hinweisen.
Jedoch konnte das Auftreten minimaler Koronarverdnderungen gezeigt werden, die bei
einfacher Kryoapplikation nicht beobachtet wurden.

Ob sich eine weitere Zunahme der Effektivitat auch ohne Verlust an Sicherheit durch eine
dreifache Kryoapplikation erzielen l&sst (Qureshi et al. 2013, Krause et al. 2017), wird von
unserer Arbeitsgruppe im Tiermodell bereits untersucht. Diese Ansédtze sollten durch

randomisierte klinische Studien Uberprift werden.
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4.6 Limitationen

Fur die oben beschriebenen Experimente wurden Schweine als Versuchsobjekte eingesetzt.
Dies ist zwar vorteilhaft, da eine groRe Ahnlichkeit in OrgangréBe und Physiologie zum
menschlichen Herzen besteht, trotzdem unterscheiden sie sich auch in vielen Eigenschaften,
deshalb kann das Schweinemodell nicht vollstandig auf Menschen Ubertragen werden
(McKenzie 1996; Crick et al. 1998). Die Ergebnisse sind somit zwar wegweisend, aber nicht
uneingeschrankt mit Ergebnissen am Menschen gleichzusetzen.

Zudem wurden die Applikationslasionen an Schweinen gesetzt, bei denen keine
akzessorische Leitungsbahn vorlag. Die Ergebnisse sind deshalb nicht vollstdndig auf reale
Patienten Ubertragbar.

Eine weitere Einschrankung ergibt sich aus der sehr geringen Anzahl an Versuchstieren,
weshalb sich nur begrenzt représentative Schlussfolgerungen ziehen lassen.

Die Ergebnisse beziehen sich auf einen Zeitraum von sechs Monaten nach Applikation. Uber
mdogliche im weiteren zeitlichen Verlauf auftretende Ereignisse lasst sich keine Aussage
treffen.

Wenige Lasionen konnten aufgrund von Praparationsméngeln nicht ausgewertet werden.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die Kryoenergieablation ist als Alternative zur Hochfrequenzstromablation ein akzeptiertes
Verfahren zur Behandlung von supraventrikuldren Tachykardien im Kindesalter. Die
einfache Kryoenergieablation zeigt allerdings eine geringere Erfolgsrate und hohere
Rezidivrate als die Hochfrequenzstromablation. Um die Wirksamkeit der
Kryoenergieapplikation zu erhéhen, ist in der Kklinischen Praxis ein doppelter
Kryoenergieapplikationszyklus ~ (Anfrieren-Auftauen-Anfrieren)  zur  Anwendung
gekommen. Dazu liegen jedoch nur unzureichende experimentelle Daten vor, insbesondere
nicht im wachsenden Organismus. Stenosierungen der Koronararterien wurden als schwere
Komplikation nach Hochfrequenzstromanwendung sowohl experimentell als auch klinisch
beobachtet, nicht jedoch nach einfacher Kryoenergieapplikation.

In der vorliegenden Studie wurden dazu anhand eines etablierten Schweinemodells die
Auswirkungen einer doppelten Kryoenergieapplikation am AV-Klappenannulus auf das
wachsende Myokard und die Koronararterien nach 6 Monaten untersucht, um Riickschlisse
zur Sicherheit und Effektivitat dieser Methode ziehen zu kdnnen.

Die histologischen Untersuchungen zeigten bei acht der 29 induzierten Kryoenergie-
Lasionen geringfligige Veranderungen der Wandschichten der Koronararterien. In den
meisten Fallen war hierbei allerdings nur die Tunica adventitia durch Proliferation verdickt.
In zwei Féllen lag eine geringe Proliferation der Tunica intima vor, die Lamina elastica
interna war intakt. Es wurde keine bedeutsame Stenosierung des Lumens der
Koronararterien gefunden, nie war die gesamte Zirkumferenz betroffen. Die
Wandveranderungen der Koronararterien fanden sich immer auf der lasionszugewandten
Seite. In einer Ldsion bestand ein kleiner Thrombus im Lumen der rechten Koronararterie
im Bereich der proliferativ verdnderten Tunica intima. Alle drei Wandschichten der
betroffenen Koronararterie waren an dieser Stelle verdickt. Endokardiale oder intravendse
Thromben wurden jedoch nicht gefunden.

Diese subklinischen Veranderungen konnten weder angiographisch noch durch
intrakoronaren Ultraschall entdeckt werden. Die koronararteriellen Verdnderungen waren
im  Vergleich zu den Ergebnissen  vorangegangener  Experimente  mit
Hochfrequenzstromapplikation deutlich seltener und weniger ausgepragt.

Eine histologische Auffalligkeit der Kryolasionen war die Proliferation von kleinen Gefalien

innerhalb der Lasionen, welche aufféllig dicke GefaBwénde aufwiesen. Dies war in Uber der
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Hélfte der L&sionen nachweisbar. Vereinzelt wurden Residuen von intaktem
Myokardgewebe innerhalb der Ldsionen gefunden. Diese Beobachtungen konnten die

Ursache fur die geringere Effektivitat und erhdhte Rezidivrate der Kryoenergie sein.

Im Vergleich mit vorangehenden Studien zeigte sich, dass die doppelten Kryoapplikations-
lasionen nach sechs Monaten ein um etwa 60% grof3eres Volumen aufwiesen als die Lasio-
nen nach Hochfrequenzstrom- und einfacher Kryoapplikation.

Zusammenfassend zeigten sich sechs Monate nach doppelter Kryoenergieapplikation am
wachsenden Myokard in seltenen Féllen geringe Wandverénderungen der Koronararterien.
Die Ldasionen waren inhomogen mit Proliferation von kleinen Gefalien und Residuen von
intaktem Myokardgewebe. Die lebenslangen Konsequenzen dieser Verdnderungen sind
bislang nicht bekannt oder untersucht worden. Daher sind weitere Studien zur Uberpriifung
des Risikoprofils und der Effektivitdt der wiederholten Anwendung der Kryoenergie

erforderlich.
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