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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Das spezifische Erregungsbildungs- und Leitungssystem
des Herzens

Das Herz besitzt ein spezielles System zur Bildung und Leitung von elektrischen
Impulsen, die von den Herzmuskelzellen in mechanische Arbeit umgesetzt wer-

den und die Herzkontraktion bewirken.

Physiologischer Taktgeber des Herzens ist der Sinusknoten. Der Sinusknoten ist
ein von dem umliegenden Gewebe anatomisch schwer abgrenzbares Konglome-
rat aus spezifischen Kardiomyozyten im Bereich der Einmindung der Vena cava
superior im sogenannten Sulcus terminales cordis in den rechten Vorhof. Die
spezifischen Kardiomyozyten besitzen die Eigenschaft, spontan tberschwellig zu
depolarisieren und so ein Aktionspotenzial zu erzeugen. Der Sinusknoten bildet
in Ruhe etwa 60 bis 80 elektrische Impulse pro Minute. Diese elektrischen Im-
pulse werden durch die Kardiomyozyten des Vorhofmyokards zum Atrioventriku-
larknoten (AV-Knoten) fortgeleitet. Der AV-Knoten liegt im Koch-Dreieck im infe-
rioren rechten Vorhof, welches durch das Ostium des Coronarvenensinus, das
septale Segel der Trikuspidalklappe und die Todarosehne (eine Verlangerung
der Valvula venae cavae inferioris im Bereich der Einmundung der unteren Hohl-
vene in den rechten Vorhof) eingegrenzt wird. Durch den AV-Knoten und das sich
anschliellende His-Blindel wird das elektrisch nichtleitende, aus Bindegewebe
bestehende Herzskelett Uberbrickt und die elektrischen Impulse kdnnen an das
Ventrikelmyokard weitergeleitet werden. Charakteristisch ist die Leitungsverzo-
gerung im Bereich des AV-Knotens. Diese Eigenschaft des spezifischen Reizlei-
tungssystems wird als ,dekrementale Leitung“ bezeichnet. Die weitere Reizlei-
tung erfolgt Uber die Tawara-Schenkel und Purkinje-Fasern in das Arbeitsmyo-

kard des rechten und linken Ventrikels.

1.2 Supraventrikulare Tachykardien

Supraventrikulare Tachykardien (SVT) gehodren zu den haufigsten symptomati-
schen Tachyarrhythmien im Kindes- und Jugendalter (Kriebel et al. 2007a, Saul
et al. 2016). Von einer SVT spricht man, wenn der Ursprung der Tachykardie
bzw. der kritische Bestandteil des Wiedereintrittsmechanismus der Tachykardie

vorhofseitig der Aufzweigung des His-Blundels in die Tawara-Schenkel lokalisiert
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ist. Abhangig vom Entstehungsmechanismus kdnnen grundsatzlich zwei Arten

von SVT unterschieden werden.

1. Wiedereintritts- (Reentry-) Mechanismus: hier liegen mindestens zwei
elektrisch leitende Zonen mit unterschiedlichen Leitungsgeschwindigkei-
ten und Refraktarzeiten vor, Uber welche dann eine Reentry-Tachykardie
entstehen kann. Beispiel hierfur sind akzessorische atrioventrikulare Lei-
tungsbahnen (s.u.).

2. Erhdhte Automatie: hier finden sich neben dem Sinusknoten ein oder meh-
rere weitere pathologische Schrittmacherzentren im Bereich des Vor-
hofmyokards, welche kontinuierlich oder diskontinuierlich elektrische Im-
pulse mit einer hdheren Frequenz als die des Sinusknotens generieren

und so zur Entstehung fokaler atrialer Tachykardien flhren.

Die Pravalenz der SVT wird nach aktueller Studienlage mit 2,25/1000 Personen
angegeben, wobei fur Kinder unter 19 Jahren von einer Inzidenz von 13/100.000
ausgegangen wird. Die Dunkelziffer durfte jedoch aufgrund der sporadisch auf-
tretenden Symptomatik, einem haufigen spontanen Sistieren der Tachykardie im
Sauglings- und Kleinkindalter und einem dadurch bedingten Ausbleiben der Di-

agnosestellung der SVT noch hoher ausfallen (Brugada et al. 2013).

Die klinische Symptomatik ist abhangig vom Alter der Patienten, der Herzfre-
quenz wahrend der SVT und der kardialen Anatomie. Bei ansonsten herzgesun-
den Sauglingen kommt es aufgrund der extrem hohen Kammerfrequenzen wah-
rend der Tachykardie von bis zu 300 Schlagen pro Minute und einer dadurch
bedingten verkurzten diastolischen Fulllung der Ventrikel rasch zur Entwicklung
einer Herzinsuffizienz mit vermehrtem Schwitzen, Nahrungsverweigerung, Erb-
rechen, sowie pulmonaler und intestinaler Stauung. Haufig werden diese Kinder
mit dem Verdacht auf eine Pneumonie in die Klinik eingewiesen. Bei groflieren
Kindern und Jugendlichen andert sich die Symptomatik dahingehend, dass eher
Palpationen, Schwindel, Unwohlsein und allgemeine korperliche Erschopfung im
Vordergrund stehen. Synkopen sind hingegen selten. Die chronisch-permanen-
ten Formen supraventrikularer Tachykardien gehen aufgrund der nicht allzu stark
erhdohten Herzfrequenzen seltener mit akuten Symptomen einher. Allerdings

kommt es haufig, wie schon oben beschrieben, durch die permanent gesteigerte
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Herzfrequenz zu einer Tachykardie-induzierten Kardiomyopathie (Paul et al.
2018).

1.3 Pathomechanismen der supraventrikularen Tachykardie

An dieser Stelle soll nur auf die beiden haufigsten Formen der SVT bei Kindern
und Jugendlichen eingegangen werden. Die haufigste Form der SVT im Kindes-
alter stellt die atrioventrikulare Reentry-Tachykardie (AVRT) dar. Hierbei kommt
es, bedingt durch das Vorhandensein einer akzessorischen atrioventrikularen
Leitungsbahn (s. Abbildung 1), zu einer kreisenden Erregung zwischen Atrium
und Ventrikel. Die Richtung der Reizlibertragung zwischen Atrium und Ventrikel
kann orthodrom oder antidrom erfolgen. Bezugspunkt fir die Nomenklatur ist je-
weils die Richtung der Leitung Uber das spezifische Reizleitungssystem des Her-
zens (AV-Knoten und His-Bundel). Bei der orthodromen Form kommt es zu einer
antegraden Uberleitung zwischen Atrium und Ventrikel Giber den AV-Knoten und
einer anschlieRenden retrograden Leitung zurick in den Vorhof Uber die ak-
zessorische Leitungsbahn. Die Kammerkomplexe im EKG sind in Tachykardie
schmal. Bei der antidromen Form hingegen kommt es zunachst zu einer antegra-
den Erregungsuberleitung vom Vorhof in die Kammer Uber die akzessorische
Leitungsbahn und anschliel3end zu einer retrograden Rickleitung aus der Kam-
mer in den Vorhof Uber den AV-Knoten. Bei der antidromen Form der SVT sind
die Kammerkomplexe breit. Von einem Wolff-Parkinson-White-Syndrom (WPW-
Syndrom) wird gesprochen, wenn bei Patienten mit SVT aufgrund einer akzesso-
rischen atrioventrikularen Leitungsbahn im Sinusrhythmus eine antegrade (d. h.
vom Atrium auf den Ventrikel) Erregungsleitung Uber die akzessorische Bahn
vorliegt und zu einem Praexzitationsmuster im Oberflachen-EKG fuhrt (s. Abbil-
dung 2).
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akzessorische

akzessorische 5 :
s Leitungsbahn - ;  Leitungsbahn

Abbildung1: Orthodrome (links) und antidrome (rechts) SVT (iber eine akzessorische Leitungs-
bahn (www.ecgpedia.org, OCT und ACT, CC BY-NC-SA 3.07)

Abbildung 2: WPW-Syndrom, Prdexzitation im Sinusrhythmus (www.ecgguru.com, Christopher
Watford, CC BY-NC-SA 3.0?)

Bei der AV-Knoten-Reentry-Tachykardie (AVNRT) liegen unterschiedliche elekt-

rophysiologische Eigenschaften im AV-Knoten selber vor, welche zu einer

! https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/3.0/
2 https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/3.0/
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funktionellen Spaltung und Unterschieden in der Leitungsgeschwindigkeit und
Refraktarzeit der beiden funktionellen AV-Knotenschenkel fihren. Es lassen sich
elektrisch/funktionell ein langsam leitender und ein schnell leitender Schenkel der
dualen AV-Knotenleitungsbahnen unterscheiden. Im Gegensatz zu einer ak-
zessorischen Leitungsbahn liegt der funktionellen Spaltung des AV-Knotens aber
kein eindeutig anatomisch abgrenzbares Korrelat zugrunde. Wahrend der schnell
leitende Schenkel eine lange Refraktarzeit aufweist, ist die Refraktarzeit des
langsam leitenden Schenkels kurz. So kann, z. B. durch ventrikulare oder supra-
ventrikulare Extrasystolen induziert, eine AV-Knoten-Reentry-Tachykardie ent-
stehen (s. Abbildung 3). Bei Adoleszenten ist die AV-Knoten-Reentry-Tachykar-

die die haufigste Ursache paroxysmaler supraventrikularer Tachykardien.

. langsa schnell
Atrium (slow) (fast)
~
AV-Knoten O
A
HIS

S L0

supraventrikuldre Extrasystole atriales Echo

Abbildung 3: Entstehung der AVNRT (www.ecgpedia.org, Re-entry, CC BY-NC-SA 3.0°)

1.4 Katheterablation von supraventrikuldaren Tachykardien

Supraventrikulare Tachykardien aufgrund akzessorischer atrioventrikularer Lei-
tungsbahnen oder aufgrund dualer Leitungseigenschaften des AV-Knotens sind
die haufigsten Ursachen fir paroxysmales Herzrasen im Kindes- und Jugendal-
ter. Auch wenn es sich in der Regel nicht um unmittelbar lebensbedrohliche Herz-
rhythmusstorungen handelt, besteht dennoch die Indikation zur Therapie, zum

Beispiel bei symptomatischen oder potentiell lebensbedrohlichen tachykarden

3 https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/3.0/
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Herzrhythmusstorungen. Grundsatzlich bestehen zwei Moglichkeiten der Thera-
pie der SVT bzw. des Substrats: 1. Symptomatische medikamentése Therapie
und 2. kausale Therapie durch Katheterablation des Tachykardiesubstrates.
Grundsatzlich wird bei Kindern mit einem Korpergewicht von > 15 kg die Kathe-
terablation empfohlen (Paul et al. 2018).

Die Radiofrequenzstrom-Ablation (RFA) des anatomischen Substrates von sup-
raventrikularen Tachykardien ist bei Kindern aufgrund des niedrigen Risikos und
der hohen Effektivitat ein etabliertes Behandlungsverfahren. Mittels in die Herz-
hohlen eingebrachter Elektrodenkatheter werden pathologische, elektrisch lei-
tende Strukturen identifiziert und durch die Applikation von Radiofrequenzstrom
verddet. Den Patienten kann durch dieses kurative Behandlungsverfahren die
lebenslange Einnahme von antiarrhythmischen Medikamenten erspart werden.
Allerdings zeigten mehrere Studien, dass ein Kérpergewicht von < 15 kg mit einer
hoheren Komplikationsrate nach Radiofrequenzstrom-Ablation assoziiert ist
(Kugler et al. 1997, Kugler et al. 1994, Schaffer et al. 2000). Zusatzlich belegten
experimentelle und klinische Untersuchungen, dass die Radiofrequenzstrom-Ap-
plikation am unreifen Myokard mit signifikanten spaten Gewebeeffekten assozi-
iert sein kann. Bei neugeborenen Lammern wurde zudem eine Zunahme der La-
sionsgroRe nach Radiofrequenzstrom-Applikation im Laufe des weiteren Wachs-
tums beobachtet (Saul et al. 1994). Auch eine Affektion der Koronararterien im
Sinne von Stenosen konnte sowohl im kurzfristigen als auch im mittelfristigen
Verlauf nach Radiofrequenzstrom-Applikation im Tiermodell nachgewiesen wer-
den (Paul et al. 1997, Bokenkamp et al. 2000). Aber nicht nur im Tiermodell son-
dern auch bei Kindern und Erwachsenen wurden verschiedene Fallberichte von
Koronararterienverengungen und sogar Koronararterienverschlissen nach Ra-
diofrequenzstrom-Applikation publiziert (Bertram et al. 2001, Strobel et al. 2001,
Khanal et al. 1999, Chatelain et al. 1995, Pons et al. 1997, de Paola et al. 2003).
Somit konnten die tierexperimentell gewonnenen Daten auch klinisch bestatigt
werden. Kugler et al. berichteten von einem Todesfall eines 13-jahrigen Patienten
durch den Verschluss der linken Koronararterie drei Stunden nach Radiofre-
quenzstrom-Applikation (Kugler et al. 2002).

Mehrere klinische Studien zeigten, dass die Kryoenergie eine sichere und effek-
tive alternative Methode zur Ablation von arrhythmogenen Substraten bei Kin-

dern, Jugendlichen und Erwachsenen ist (Lowe et al. 2003, Rodriguez et al.
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2002, Riccardi et al. 2003, Lanzotti et al. 2002, Kirsh et al. 2005, LaPage et al.
2011, Kimman et al. 2004). Vorteile der Kryoenergie sind eine stabilere Katheter-
position durch das Anfrieren der Katheterspitze am Myokard (Kryoadhasion) und
die Méglichkeit einer Uberpriifung des Ablationserfolges vor Induktion einer per-
manenten Lasion durch das sog. Kryomapping. In Bereichen mit dem erhéhten
Risiko eines AV-Blockes ist vor Induktion einer permanenten Lasion auch die
Uberpriifung der Leitungseigenschaften des AV-Knotens wahrend des Kryomap-
pings maoglich (Skanes et al. 2000). Ein permanenter AV-Block nach Ablation ei-
nes Tachykardiesubstrates mittels Kryoenergie ist bislang nicht publiziert. Zu-
satzlich zu diesen klinischen Daten konnte in einer experimentellen Studie an
erwachsenen Hunden demonstriert werden, dass die Applikation von Kryoener-
gie im Vergleich zur Radiofrequenzstrom-Applikation eine hohere Sicherheit be-
zuglich der Induktion von Koronararterienstenosen besitzt (Aoyama et al. 2005).
Die GroRe der durch Kryoablation induzierten Lasionen ist dabei multifaktoriell
bedingt. Die Grélke der gewahlten Katheterspitze, die Zieltemperatur, mit der ab-
ladiert wird, und die Dauer der Ablation zahlen zu den Faktoren die die Lasions-
grolde beeinflussen (Markovitz et al. 1988).

In tierexperimentellen Untersuchungen zur Kryoablation wurden kleinere und
scharfer demarkierte Lasionen nach einmaliger Kryoablation am unreifen Myo-
kard von Schweinen im Vergleich zur Radiofrequenzstrom-Ablation dokumen-
tiert. Zudem wurden bislang keine signifikanten Koronararterienaffektionen nach
Kryoenergie-Applikation beschrieben (Kriebel et al. 2009, Schneider et al. 2009).
In der klinischen Praxis sind jedoch eine geringere akute Erfolgsrate (70-80 %)
und eine hohere Rezidivrate (bis zu 40 %) nach Kryoenergie-Ablation im Ver-
gleich zur Radiofrequenzstrom-Applikation (95-98 %) sowohl fur AV-Knoten-Re-
entry-Tachykardien (AVNRT) als auch fur akzessorische Leitungsbahnen zu be-
obachten (Kriebel et al. 2005, Kirsh et al. 2005, Bar-Cohen et al. 2006, Drago et
al. 2005, Miyazaki et al. 2005a, Collins et al. 2007). Daher wird die Kryoenergie
uberwiegend zur Ablation von Substraten in Regionen eingesetzt, die mit einem
erhdhten Risiko einer Affektion der Herzkranzgefal’e oder eines AV-Blocks be-
haftet sind.

Um die Erfolgsrate der Ablation durch Kryoenergie-Applikation zu erhéhen, ha-
ben einige Arbeitsgruppen ein alternatives Konzept in Form von, Sicherheitslasi-

onen’ klinisch angewandt. Hierbei wird eine zusatzliche Lasion am selben Ort
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durch einen Zyklus von Anfrieren-Auftauen-Anfrieren mit der Erwartung einge-
setzt, dass durch groRRere Lasionen eine Steigerung der akuten Effektivitat und
eine Reduktion der Rezidivrate erzielt werden kann. Durch dieses Konzept lief3
sich die Erfolgsrate bis auf 97,4 % steigern und die Rezidivrate auf 6,8 % senken
(Rodriguez et al. 2002, Skanes et al. 2000, Collins et al. 2007, Drago et al. 2010).
In einer tierexperimentellen Studie konnte gezeigt werden, dass diese modifi-
zierte Form der Kryoenergie-Applikation nicht zu akuten Verengungen der Koro-
nararterien fuhrt. Die feingewebliche Untersuchung der behandelten Herzen
zeigte zwar geringe Veranderungen der Tunica adventitia und media der Koro-
nargefallwand, das sensible Gefalkendothel war aber bei keinem der untersuch-
ten Tiere beschadigt. Im Vergleich zu den durch Radiofrequenzstrom induzierten
Gefallveranderungen liel3 sich somit auch mit der modifizierten Form der Kryo-
energie-Applikation (Anfrier-Auftau-Anfrier-Zyklus) ein gunstigeres Ergebnis be-
ziuglich der Veranderungen der Koronararterien dokumentieren. Hinsichtlich der
morphometrisch bestimmten Lasionsgrofie ergaben sich unterschiedliche Ergeb-
nisse. Verglichen mit der einmaligen Applikation von Kryoenergie konnte nach
zweimaliger Kryoenergie-Applikation eine Zunahme der Lasionsgrof3e (Volumen)
im Bereich der Vorhofe dokumentiert werden, wahrend sich die Lasionsvolumina
im Bereich der Ventrikel nicht unterschieden. Auch die Tiefe der durch zweima-
lige Kryoenergie-Applikation erzielten Lasionen unterschied sich nicht signifikant
im Vergleich mit Lasionen durch die einmalige Applikation von Kryoenergie.
Diese Daten beziehen sich auf kurzfristige Veranderungen nach Kryoenergie-
Applikation (Schneider et al. 2012). Auch die spate Untersuchung der myokardi-
alen Lasionen sowie der Koronararterien sechs Monate nach zweimaliger Kryo-
energie-Applikation zeigte keine signifikanten Stenosen der Koronararterien oder
eine Zunahme der Lasionsgréfie mit dem Wachstum der Tiere (Schneider et al.
2013).

Aufgrund dieser Daten lasst sich schlussfolgern, dass die zweimalige Kryoener-
gie-Applikation eine sichere und effektive Methode zur Ablation von Substraten
supraventrikularer Tachykardien darstellt. Die aus anderen Veroéffentlichungen
bislang erzielten Schlussfolgerungen einer Gréf3en- bzw. Tiefenzunahme, und
daraus abgeleitete Angaben zur Erfolgsrate, aus Ablationserfolgen nach Anwen-
dung des Anfrier-Auftau-Anfrier-Zyklus der Kryoenergie aus klinischen und tier-

experimentellen Beobachtungen waren aber widersprichlich (Dubuc et al. 1999,
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Avitall et al. 2004, Manusama et al. 2004). Auch entsprachen die z. T. verwende-
ten Kryoablationskatheter und -temperaturen nicht den aktuell klinisch eingesetz-
ten Kathetertechniken.

Unter der Annahme, dass eine weitere Erhohung der Anzahl der Anfrier-Auftau-
Zyklen den akuten und langfristigen Erfolg der Ablation eines Tachykardiesub-
strates mittels Kryoenergie verbessert, haben Gist et al. ein modifiziertes Kryo-
energie-Protokoll mit drei konsekutiven Anfrier-Auftau-Zyklen bei der Ablations-
therapie linksseitig lokalisierter akzessorischer Leitungsbahnen klinisch erfolg-
reich angewandt (Gist et al. 2009). Die Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass durch
die modifizierte Form der Kryoenergie-Applikation mit drei aufeinanderfolgenden
Zyklen der akute und mittelfristige Ablationserfolg ahnlich hoch wie bei der Ver-
wendung von Radiofrequenzstrom war. Wahrend der Nachbeobachtung der Pa-
tienten lag die Rezidivrate nach zwolf Monaten bei <5 % und somit deutlich unter
den bisher publizierten Daten (Kriebel et al. 2005, Gaita et al. 2003). Die Herz-
kranzgefalle wurden bei den Patienten nicht untersucht, somit ist die Entwicklung
subklinischer Koronarveranderungen nicht auszuschlie3en. Es ist nicht bekannt,
wie sich die weitere Erhdhung der Anzahl der Anfrier-Zyklen auf das Myokard
und die Herzkranzgefalde auswirkt. Da von den Autoren neben einer Erhdhung
der Zahl der Anfrierzyklen auch zusatzliche Lasionen neben das identifizierte Ta-
chykardiesubstrat platziert wurden, stellt sich die Frage, ob die hohe Effektivitat
des verwendeten Ablationsprotokolls durch eine Optimierung der punktuellen La-
sion oder einen Summationseffekt mehrerer nebeneinander platzierter Lasionen
zustande kam (Gist et al. 2009).

Ziel der vorliegenden Studie war es daher, durch exakte Volumetrie herauszufin-
den, ob tatsachlich mittels Kryoenergie-Applikation eine GroRenzunahme der La-
sionen durch einen dreifachen Anfrier-Auftau-Zyklus im Myokard erzielt werden
kann (Paul et al. 1997, Bokenkamp et al. 2000, Kriebel et al. 2009, Schneider et
al. 2012). Die im Rahmen der vorliegenden Studie gemessenen Lasionsgrofien
sollten mit den Werten aus vorausgegangenen Studien zur einfachen und dop-
pelten Kryoenergie-Applikation verglichen werden. Da in den vorausgegangenen
Studien das gleiche Tiermodell und der gleiche Kryoenergie-Ablationskatheter
verwendet worden waren, war das Heranziehen dieser ,historischen® Vergleichs-
kohorte moglich. Da grofRere Lasionen auch ein potentiell hdheres Risiko fur un-

erwiunschte Komplikationen, insbesondere eines AV-Blockes und einer Affektion
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von Herzkrangefalten, mit sich bringen kdnnen, galt es, diese Faktoren im Tier-
modell systematisch zu analysieren. Bislang galt die Kryoenergie hinsichtlich sol-
cher Komplikationen gegenuber der Radiofrequenzstrom-Applikation als Uberle-

gen.

1.5 Historischer Ruckblick

Die ersten Ansatze zur Therapie von tachykarden Herzrhythmusstorungen be-
stand in der Anwendung von vagalen Manoévern und der Gabe von Digitalispra-
paraten. Aus den 70er Jahren des 20. Jahrhunderts datiert der erste kurative
Therapieansatz, der aus einem offenen chirurgischen Eingriff am Herzen und der
Entfernung des anatomischen Substrats, einer akzessorischen atrioventrikularen
Leitungsbahn, bestand (Sealy et al. 1976). Diese Form der chirurgischen Thera-
pie und der Unterbrechung der akzessorischen Leitungsbahnen mit dem Skalpell
wurde im Laufe der Jahre weiterentwickelt. So war es bald moglich, die akzesso-
rischen Bahnen mittels epicardialem Mapping (Sealy et al. 1981) genau zu loka-
lisieren, und diese durch das Resezieren von Gewebebricken (d.h. der akzesso-
rischen Leitungsbahn) im Bereich des Anulus fibrosus zu entfernen. Obwohl die-
ser Ansatz sehr effektiv war, konnte er sich langfristig nie als Therapie der Wahl
durchsetzen. Ursachlich dafir war die hohe Invasivitat des Verfahrens: die Not-
wendigkeit der Sternotomie und der Anwendung der Herz-Lungen-Maschine und
die damit assoziierte Sterblichkeit mit Mortalitatsraten von bis zu 5 % (Cox et al.
1985, Ruskin 1991).

Der Beginn der Katheterablationstherapie datiert auf das Jahr 1979, als bei einer
elektrophysiologischen Untersuchung versehentlich Gleichstrom im Bereich des
His-Bundels appliziert wurde und ein persistierender kompletter AV-Block resul-
tierte (Vedel et al. 1979).

Die erste Katheterablation im Kindesalter erfolgte im Jahr 1983. Bei zwei Kin-
dern mit einer junktionalen ektopen Tachykardie wurde eine His-Blndelablation
mit Gleichstrom durchgefihrt (Gillette et al. 1983). Die erste Katheterablation ei-
ner akzessorischen Leitungsbahn erfolgte an der Universitatsklinik Gottingen
ebenfalls im Jahr 1983 durch Helmut Weber und Lothar Schmitz (Weber und
Schmitz 1983). Die erste Radiofrequenzstrom-Ablation bei einem Kind erfolgte

1990 durch George van Hare in San Francisco (van Hare et al. 1990).
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1986 beobachtete die Arbeitsgruppe um Lavergne, dass es bei der Kardioversion
am Tiermodell durch die Stromapplikation zu Myokardlasionen kam, die Auswir-
kungen auf die Erregungsausbreitung hatten (Lavergne et al. 1986). Borggrefe
griff diese Beobachtung auf und entwickelte eine Technik, mit der es ihm 1987
erstmals gelang, eine akzessorische atrio-ventrikulare Leitungsbahn mittels Ra-

diofrequenzenergie zu unterbrechen (Borggrefe et al. 1987).

Seit 2003 wird die Kryoenergieablation als Therapiealternative zur RFA bei ver-
schiedenen arrhythmogenen Substraten verwendet (Collins et al. 2011). Die
ersten Veroffentlichungen zum Einsatz der Kryoablation waren vielverspre-
chend, jedoch zeichnete sich schnell eine wesentlich hdhere Rezidivrate ab, als
bei der RFA (Kriebel et al. 2005, Miyazaki et al. 2005a, BarCohen et al. 2006,
Collins et al. 2007, Drago et al. 2010). Allerdings zeigte sich im Laufe der Jahre,
dass die Rezidivrate umgekehrt proportional zur Erfahrung des anwendenden
Arztes im Umgang mit der neuen Technologie war. Neuere Veroffentlichungen
zeigen eine Abnahme der Rezidivrate bei zunehmender Erfahrung und Sicher-
heit des Anwenders im Umgang mit dem Verfahren (LaPage et al. 2010, Silver
et al. 2010, Czosek et al. 2010, Collins et al. 2011). Nun da die Kryoenergiea-
baltion schon uber 15 Jahre angewandt wird, sind die Erfahrungen der Handha-
bung, des Nutzen und die Kenntnisse der Limitationen ausreichend, um es als
sichere und effektive Alternative zur RFA anwenden zu kénnen (Kriebel et al.
2005, 2007b, Miyazaki et al. 2005 a, LaPage et al. 2010, Collins et al. 2011). Al-
lerdings gilt es, durch Studien, wie die Vorliegende, diese Ablationstechnik zu
optimieren, um einen fir den Patienten maximalen Nutzen aus der Kryoenergie-

ablation zu ziehen.

1.6 Ablationsverfahren als Therapie von supraventrikularen
Tachykardien

Goldstandard zur Ablation von Substraten supraventrikularer Tachykardien ist
die Anwendung von Radiofrequenzstromenergie (RF-Energie). RF-Energie wird
hierfar mit hoher Sicherheit und Effektivitat eingesetzt (Brugada et al. 2013, Mo-
rady 2004)

Uber einen Katheter wird Hochfrequenzstrom im Radiofrequenzbereich von 300-
500 kHz an das umliegende Myokard abgegeben und erzeugt durch Warmeent-

wicklung eine Koagulationsnekrose. Der Radiofrequenzstrom flief3t hierbei durch
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den Korper des Patienten zu einer neutralen Gegenelektrode, die beispielweise
am Rlcken des Patienten angebracht wird (s. Abbildung 4). Die Koagulations-
nekrose fuhrt zum Untergang des Tachykardiesubstrates. An der Stelle des Ge-

webeuntergangs bildet sich eine Narbe aus elektrisch inertem Bindegewebe.

Blut Gewebe

Lokalisation
Katheter

Lokalisation
Gegenelektrode

RF Generator

Abbildung 4: Schematische Darstellung Radiofrequenz-Katheterablation und Gegenelektrode
(Mit freundlicher Genehmigung durch Herrn Prof. Dr. med. T. Paul)

1.7 Kryoenergieablation

Im Gegensatz zur RF-Energie wird bei der Anwendung von Kryoenergie die Ab-
lationskatheterspitze durch das Einleiten von flissigem Stickstoff auf eine Tem-
peratur von -70 °C bis -80 °C abgekuhlt (s. Abbildung 5). Die bei ausreichend
langer Kryoenergieapplikation entstehende Nekrose flhrt dann zur irreversiblen

Schadigung des Tachykardiesubstrates. Ein wesentlicher Vorteil der Kryoenergie
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ist, dass durch die Kalteapplikation bereits vor Entstehung einer irreversiblen La-
sion der Effekt der Kryoenergie auf das Myokard und auch das spezifische Reiz-
leitungssystem erkennbar ist. So kann die Kryoenergieapplikation bei einer Be-
eintrachtigung des spezifischen Reizleitungssystem unterbrochen werden, bevor

eine irreversible Schadigung entsteht.

Abbildung 5: Schematische Darstellung des Anfrierprozesses bei der Kryoenergieablation. An
der Katheterspitze kommt es zur sog. ,Eisballformation“. (www.wikipedia.org, CC BY-SA 3.0%)

Das Myokard reagiert auf die Lasionsinduktion durch Kryoenergie und das an-
schlielende Auftauen mit Hamorrhagien, Inflammationsreaktionen und fibrosem
Umbau (Holman et al. 1983, Lustgarten et al. 1999, Mazur 1970). Die detaillierten
histopathologischen Auswirkungen und zellularen Reparationsmechanismen
nach der Kryoenergieablation im sich entwickelnden Myokard sind noch nicht
ausreichend bekannt und abschlieRend untersucht. In vorangegangenen tierex-
perimentellen Untersuchungen stellten sich die Lasionen nach Kryoenergie so-
wohl makroskopisch als auch mikroskopisch als glatt berandet dar, die sich deut-
lich von gesundem Myokardgewebe unterschieden (Kriebel et al. 2009, Schnei-
der et al. 2013).

Die Heilungsprozesse nach Kryoenergieapplikation laufen schneller ab als nach

Radiofrequenzstromapplikation. Dazu beschrieben Aoyama et al. einen Versuch

4 https://creativecommons.org/licenses/by-sa/3.0/legalcode
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an 29 Hundeherzen, welche sowohl einer Radiofrequenzstromapplikation als
auch einer Kryoenergieapplikation unterzogen wurden. Es zeigte sich in allen
Praparaten der histopathologische Nachweis von transmuralen Nekrosen im Be-
reich der Koronarsinus (Aoyama et al. 2005). Allerdings konnte in den L&sionen
eine Woche nach Kryoenergieapplikation, anders als nach Radiofrequenz-
stromapplikation, histologisch die Infiltration durch Fibroblasten nachgewiesen
werden. Diese Beobachtung lasst auf einen schnelleren Heilungsvorgang nach
Kryoenergieapplikation schlieRen. Selbe Beobachtung wurde ebenfalls in einer
Arbeit von Skanes et al. beschrieben, welche in Kryoenergielasionen ein homo-
generes und intakteres Muskelgewebe beschrieb, ohne den fur durch RFA indu-
zierten typischen gro3flachigen nekrotischen Zelluntergang (Skanes et al. 2004).
Diese Befunde trugen zum einen zur Erklarung der niedrigeren Komplikations-
rate, zum anderen aber auch zur Erklarung der hdheren Rezidivrate nach Kryo-

energieablation bei.

1.8 Komplikationen nach Katheterablation

Durch die Applikation von Radiofrequenzstromenergie wurden bei padiatri-
schen Patienten Komplikationen mit einer Pravalenz von 3 bis 4,2 % beobach-
tet (Brugada et al. 2013). Hauptsachlich handelte es sich hierbei um Korona-
raffektionen, thrombembolische Ereignisse, Perforationen, Perikardergusse o-
der iatrogen hervorgerufene Herzrhythmusstérungen. Bei den durch Radiofre-
quenzstromenergie induzierten Herzrhythmusstorungen ist in erster Linie der
schrittmacherpflichtige, permanente AV-Block 11I° zu nennen. Es wurden aber
auch tachykarde Herzrhythmusstorungen im Langzeitverlauf nach RFA be-
schrieben (Koch et al. 2015, Brugada et al. 2013, Blomstrom-Lundqvist et al.
2003, Deisenhofer et al. 2010). Auch Todesfalle als Komplikation der Radiofre-
quenzablation von Substraten supraventrikularer Tachykardien wurden be-
schrieben (Brugada et al. 2013). Mittlerweile ist allgemein akzeptiert, dass ein
Korpergewicht von unter 15 kg zum Zeitpunkt der Ablation mit einem erhdhten
Risiko flr unerwinschte Nebenwirkungen bei der Radiofrequenzablation ein-
hergeht (Schaffer 2000, Blaufox et al. 2004, Saul et al. 2016).

Hinsichtlich der Sicherheit insbesondere in Bezug auf das Auftreten von Schaden
des spezifischen Reizleitungssystems sowie Schadigungen der Koronararterien

gibt es Hinweise fur einen Vorteil der Kryoenergieanwendung gegenuber der
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RFA (Kriebel et al. 2005, Aoyama et al. 2005, Kriebel et al. 2009, Schneider et
al. 2009).

1.9 Koronaraffektionen

Die Koronaraffektion ist eine schwere Komplikation der Katheterablation und po-
tentiell lebensbedrohlich. Die zur Elimination der Tachykardiesubstrate flihren-
den Gewebeeffekte kdnnen auch (in Abhangigkeit von der Entfernung zur Ener-
giequelle) die Wande der Koronararterien schadigen und so zu Lumeneinengun-
gen und konsekutiver Myokardischamie fuhren. Auch reaktive Spasmen der Ko-
ronararterien oder Odembildung in der Wand der Koronararterien kénnen ohne
morphologische Schadigung der GefalRwand zu einer verminderten Myokardper-
fusion und konsekutiver Ischamie fuhren (siehe Abbildung 6).

B

Abbildung 6: Stenose der rechten Koronararterie eines Schweines mit Lumeneinengung um
40% 6 Monate nach RFA mit deutlicher Zellproliferation im Bereich der Intima (I) und Media auf
der ldsionszugewandten Seite (gelbe Markierung). (Paul et al. 1997, Mit freundlicher Genehmi-

gung des Elsevier-Verlags)

Klinische Studienergebnisse zeigten, dass die Pravalenz von Koronaraffektionen
nach Katheterablation bei Kindern 0,03 % (Blaufox und Saul 2004, Kugler et al.
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1997) und bei Erwachsenen 0,06 bis 0,1 % (Calkins et al. 1992, Scheinman und
Huang 2000) betrug. Ebenso konnte gezeigt werden, dass es vor allem bei poste-
roseptal gelegenen akzessorischen Leitungsbahnen postinterventionell zu Lu-

menverengungen kommen kann (Schneider et al. 2009).

1.10 latrogen hervorgerufene Herzrhythmusstorungen

Bei kathetergestitzten Eingriffen mit Radiofrequenzenergie am Herzen kann es
auch zu Schadigungen des normalen Erregungsbildungs- und Leitungssystems
des Herzens kommen. Daraus konnen dann bradykarde Herzrhythmusstorungen
wie ein AV-Block oder eine Sinusknotendysfunktion resultieren. Das Risiko flr
das Auftreten von iatrogen erzeugten Rhythmusstérungen liegt bei 1 bis 2 %
(Brugada et al. 2013). Bei der Ablationstechnik mittels Kryoenergie konnte dieses
Risiko durch das Kryomapping deutlich gesenkt und das Sicherheitsprofil erhdht
werden. Das Kryomapping erlaubt eine reversible Lasionsformation und beugt
somit permanenten Schadigungen des spezifischen Reizleitungssystems des
Herzens vor. So wurde beispielsweise bisher bei der Anwendung von Kryoener-
gie kein permanenter AV-Block in der internationalen Literatur beschrieben
(Brugada et al. 2013).

Neben bradykarden Herzrhythmusstérungen sind aber auch tachykarde Herz-
rhythmusstorungen infolge der Katheterablation einer supraventrikularen Ta-
chykardie beschrieben (siehe Abbildung 7) (Koch et al. 2016).
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Abbildung 7: Diagnostik bei Patienten mit VT nach RFA einer linksseitig lokalisierten akzessori-
schen atrioventrikuléren Leitungsbahn, hyperintenses Signal im linksventrikuléren inferobasa-
lem Segment (roter Pfeil Bild A),hyperintenses Signal umgeben von signalfreier Grenzzone
tibereinstimmend mit Fettgewebe in myokardialem Narbengewebe (roter Pfeil Bilder B und C),
VT (Bild D), ,, low-voltage“ Bereiche im Narbengebiet in der EPU (Bild E), Ablation und sistieren
der VT (Bilder E-G) (Koch et al. 2016, Mit freundlicher Genehmigung der Oxford University
Press).

1.11 Fragestellung und Zielsetzung

Die im Rahmen der vorliegenden Dissertationsarbeit durchgefuhrte Studie sollte
die Frage beantworten, ob die Applikation zusatzlicher Kryoenergie Lasionen
(drei konsekutive Anfrier-Auftau-Zyklen an einem Punkt) die Effektivitat der Kry-
oenergieablation bei gleichbleibend hoher Sicherheit in Bezug auf Schadigungen
des spezifischen Reizleitungssystems sowie der Koronararterien im unreifen My-
okard erhoht. In der vorliegenden Studie wurden die Gewebeeffekte nach drei
konsekutiven Anfrier-Auftauzyklen fruh-postinterventionell nach 48 Stunden un-
tersucht. Die Studie wurde unter der Annahme durchgeflihrt, dass bei der dreifa-
chen Kryoenergieapplikation ein grof3eres Lasionsvolumen erzeugt werden kann
als bei einfacher oder doppelter Kryoenergieapplikation, was zu einer gesteiger-

ten dauerhaften Effektivitat fuhren soll. Ebenfalls sollte untersucht werden, ob
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durch die grélieren Lasionsvolumina die Rate der Komplikationen steigt. Beson-
deres Augenmerk wurde hierbei auf die Affektion von Koronararterien gelegt. Die
Ergebnisse dieser Studie sollten weitere wichtige Beitrage zur Indikationsstellung
und Risikoabwagung der Kryoenergieablationstechnik in der padiatrischen Kar-

diologie leisten.
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2 Material und Methoden

Fir die Durchfihrung der tierexperimentellen Studie lag eine Genehmigung des
Niedersachsischen Landesamtes fur Verbraucherschutz und Lebensmittelsicher-
heit unter dem Aktenzeichen 33.9-42502-04-13/1119 vor.

Um die Ergebnisse des Tierexperimentes auf den Menschen Ubertragen zu kon-
nen, ist es wichtig vergleichbare Voraussetzungen zu schaffen. Aufgrund der
starken Ahnlichkeit zwischen dem Herzen des Schweines und dem des Men-
schen, eignen sich Schweine besonders als Modelltiere in der Kardiologie. Von
groRer Bedeutung fiir die Ubertragung der tierexperimentellen Ergebnisse auf
den Menschen sind vor allem die Anordnung der Koronararterien, das nahezu
identisch aufgebaute spezifische Reizleitungssystem und die Fahigkeit nach my-

okardialer Ischamie Kollateralen bilden zu kénnen (Crick et al. 1998).

In der Versuchsreihe wurden insgesamt sieben Schweine vom Typ ,Deutsche
Landrasse” untersucht. Zum Zeitpunkt der Katheterablation mit Kryoenergie hat-
ten die Tiere ein Gewicht zwischen 15 — 20 kg und ein Alter von 6 — 8 Wochen.
Das entspricht, auf den Menschen Ubertragen, einem Kleinkind. Die artgerechte
Haltung erfolgte auf einem Versuchsgut im niedersachsischen Holtensen, bevor
die Tiere drei bis flinf Tage vor Versuchsbeginn in die Zentrale Tierexperimentelle
Einrichtung (ZTE) der Universitatsmedizin Gottingen transportiert wurden. Zu je-
dem Zeitpunkt der Studie war die Betreuung der Tiere durch einen erfahrenen

Veterinarmediziner und Tierpfleger gegeben.

2.1 Vorbereitung, Voruntersuchungen und Anasthesie

Vor Beginn der Herzkatheteruntersuchung und zur Vorbereitung der Narkose er-
folgte die Pramedikation der Tiere mit einer intramuskuldren Applikation von
80 mg/kg Korpergewicht Azaperon (Strensil ®, Jansen-Cilag, Neuss, Deutsch-
land). Nach Eintreten der gewunschten sedierenden Wirkung wurde die Vena
auricularis an einem der beiden Ohren mit einer Venenverweilkanule punktiert
und somit ein vendser Zugang geschaffen. Uber diesen Zugang erfolgte die in-
travendse Einleitung der Narkose unter Einhaltung des folgenden Standardver-
fahrens: Zur Einleitung der Narkose erhielten die Tiere 0,1 mg/kg Korpergewicht
Midazolam (Midazolam-Ratiopharm®, Ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland)

sowie 1 mg/kg Korpergewicht Ketamin (Ketamin-Ratiopharm, Ratiopharm
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GmbH, Ulm, Deutschland). Die Aufrechterhaltung der Anasthesie erfolgte mittels
Gasnarkose unter Verabreichung von Isofloran 2 % (Forene®, Abbott GmbH und
Co. KG, Wiesbaden, Deutschland) und zusatzlicher Gabe von Propofol (Propo-
fol-Lipuro®, Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) in der Dosierung
von 1 mg/kg Kdérpergewicht/Stunde. Nach erfolgreicher endotrachealer Intubation
in Brust-Bauch-Lage wurden die Tiere an das Narkosegerat ,Sulla19“ der Firma
Drager (Dragerwerk AG, Libeck, Deutschland) angeschlossen. Der Narkosever-
lauf wurde dokumentiert und die Vitalparameter kontinuierlich Uberwacht. Zum
Monitoring der Vitalparameter wurden die transkutane Sauerstoffsattigung und
der Kohlenstoffdioxidgehalt in der Exspirationsluft gemessen, sowie ein Extremi-
taten-Elektrokardiogramm abgeleitet. Die kontinuierliche invasive Blutdruckmes-
sung erfolgte nach Punktion der A. femoralis und Platzierung der arteriellen
Schleuse. Zur Anlage der Schleusen wurden die Schweine in Ruckenlage ver-
bracht und anschliel3end fixiert (siehe Abbildung 8). Unter sterilen Bedingungen
wurden im Gebiet der geplanten Punktionsstellen im Inguinalbereich ca. 30 mg
des Lokalanasthetikums Lidocain (Xylocain, Astra Zeneca, Wendel, Deutsch-
land) injiziert. Die Arteria und Vena femoralis wurden palpatorisch lokalisiert und
dann mit einer Standard-Punktionsnadel (18 G, Cook Medical, Bloomington,
USA) punktiert. Anschlieliend wurden in Seldinger-Technik jeweils eine
7-French-Schleuse (7 F) in die Gefale eingelegt (Cordis, Roden, Niederlande).
Nach Platzierung der Schleusen erfolgte die Antikoagulation mit unfraktioniertem
Heparin (100 IE/kg Kdrpergewicht, Heparin-Natrium, Ratiopharm GmbH, Ulm,
Deutschland) Gber die vendse Schleuse. Gleichermalen erfolgte die einmalige
prophylaktische i. v. Gabe von 50 mg/kg Korpergewicht des Antibiotikums Ce-
phazolin (Cephazolin, Fresenius Kabi AG, Bad Homburg, Deutschland).

Zur selektiven angiographischen Beurteilung der rechten und linken Koronarar-
terien wurde Uber die zuvor platzierte arterielle Schleuse ein 5-French-Korona-
rangiographiekatheter (5 F Amplatz re/li oder 5 F Judkins li, Cordis, Roden, Nie-
derlande) bis in die Aortenwurzel vorgeschoben und die Koronargefalle durch
selektive Kontrastmittelgabe dargestellt. Die selektiven Angiographien der Koro-
nararterien wurden hinsichtlich Stenosen, arteriosklerotischer Plagueformationen
oder sonstiger pathologischer Anomalien untersucht. Die Réntgen-Durchleuch-
tung erfolgte mit einem mobilen Réntgengerat (BV Pulsera, Firma Phillips, Ams-

terdam, Niederlande) in den Standardprojektionsebenen 30° RAO (rechts-
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anterior-oblique) und 60° LAO (links-anterior-oblique). Die Aufnahmen wurden
fur die Auswertung digital gespeichert. Die Punktion der inguinalen Gefale, die
Koronarangiographien sowie die intrakoronare Ultraschalluntersuchung (s. u.)
und die Induktion der Kryoenergie-Lasionen wurden von einem in der Durchflh-
rung von Herzkatheteruntersuchungen und Katheterablationen bei Kindern und

Jugendlichen erfahrenen Kinderkardiologen durchgefiihrt.

Abbildung 8: Intubiertes und in Riickenlage fixiertes Schwein. Auf dem Brustkorb EKG-Elektro-
den und an der rechten Vorderpfote ein SpO2-Sensor

2.2 Kryoablation

Nach Durchfihrung der Koronarangiographien wurde ein Kryoenergie-Ablations-
katheter (7 F FreezorXtra®, 6 mm Spitze, Medtronic, Minneapolis, USA) Gber die
venose Schleuse bis zum Trikuspidalklappenanulus vorgeschoben. Der Ablati-
onskatheter wurde an eine CryoCath®-Konsole (Medtronic, Minneapolis, USA)
angeschlossen. Die korrekte Positionierung des Ablationskatheters wurde zum
einen Uber die Analyse der bipolaren Elektrogramme, welche Uber das distale
Elektrodenpaar des Ablationskatheters abgeleitet wurden (Amplitude atrialer und

ventrikularer Elektrogramme) sowie fluoroskopisch bestimmt. Es wurden jeweils
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Kryoenergielasionen am atrialen und am ventrikularen Rand des Trikuspidalklap-
penanulus induziert. Mit einer Temperatur von -70 bis -80 °C und Uber die Dauer
von vier Minuten wurde die Kryoenergie uber die Spitze des Katheters auf das
Myokard Ubertragen. Nach Beendigung der Kryoenergieapplikation erfolgten an
der gleichen Stelle nach einer Auftauzeit von einer Minute jeweils zwei weitere
Kryoenergieapplikationen, so dass Lasionen durch einen Anfrier-Auftau-Anfrier-
Auftau-Anfrier-Auftau-Zyklus induziert wurden. Um die exakt identische Positio-
nierung des Ablationskatheters an einer Stelle fur die darauffolgenden Kryoener-
gieabgaben sicherzustellen, wurde ein elektroanatomisches Navigationssystem
(LocaLisa®, Medtronic, Minneapolis, USA) verwendet. Dieses System erlaubt die
Repositionierung eines Katheters an einer identischen Stelle mit einer Punkt-
genauigkeit von 1,4 = 1,1 mm (Wittkampf et al. 1999). Nachdem jeweils drei La-
sionen am atrialen und ventrikularen Aspekt der Trikuspidalklappe induziert wa-
ren, erfolgte die retrograde, transaortale Platzierung des Ablationskatheters am
Mitralklappenanulus. Am Mitralklappenanulus wurden ebenfalls je drei Kryoener-
gielasionen am atrialen und am ventrikularen Aspekt der Mitralklappe durch Wie-

derholung von jeweils drei Anfrier-Auftau-Zyklen pro Lasion induziert.

Nachdem alle Kryoenergie-Lasionen in den Tieren induziert worden waren, er-
folgte erneut eine selektive Angiographie beider Koronararterien, welche insbe-
sondere im Hinblick auf neu aufgetretene Stenosen oder Wandunregelmaligkei-
ten nach Kryoenergieapplikation untersucht wurden. Nach Abschluss der invasi-
ven Malinahmen wurden die inguinal liegenden Schleusen entfernt und Druck-
verbande angelegt. Die Narkose wurde ausgeleitet und nach sichergestellter
Spontanatmung und bei ausreichenden Schutzreflexen erfolgte die Extubation
der Schweine. Zur post-interventionellen Uberwachung wurden die Schweine zu-
ruck in die Stalle der ZTE der Universitatsmedizin Gottingen gebracht. Um die
Bildung von Adhasionsthromben zu vermeiden, erhielten die Tiere fur die folgen-

den zwei Tage taglich 2 - 3 mg/kg Acetylsalicylsaure per os.

2.3 Nachuntersuchung 48 h nach dreifacher Kryoenergieappli-
kation

48 Stunden nach der dreifachen Kryoenergieapplikation wurden die Schweine

einer erneuten selektiven Angiographie beider Koronararterien unterzogen. Die
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Untersuchung erfolgte ebenfalls in Intubationsnarkose und wurde durch einen
erfahrenen Veterinarmediziner begleitet. Die Vorgehensweise entsprach dabei
den angiographischen Voruntersuchungen (siehe oben), mit dem Unterschied,
dass dieses Mal nur eine arterielle Schleuse (7 F) gelegt wurde. Anschlie3end
erfolgte dann eine intrakoronare Ultraschalluntersuchung (ICUS) der rechten und
linken Koronararterien. Mittels dieses Verfahrens war es moglich, die Wandstruk-
tur der Koronararterien auf pathologische Veranderungen, Plaqueformationen,
Adhasionsthromben oder andere stenosierende Prozesse zu untersuchen. Hier-
fur wurde Uber einen 0,014 Inch starken Fuhrungsdraht (Hi-Torque, Balance Mi-
ddleweight, Abbott, Diegem, Belgien) ein 2,9 French starker Eagle Eye Platinum
® Ultraschallkatheter (Volcano Europe, Zaventem, Belgien) bis in die distale
rechte bzw. linke Koronararterie vorgeschoben. Die Ultraschalluntersuchung er-
folgte mit einer Frequenz von 20 MHz. Der Ultraschallkatheter wurde moglichst
weit distal in das Koronargefal vorgebracht und unter fluoroskopischer Kontrolle
langsam manuell bis zum Erreichen des GefalRostiums retrahiert. Die erhobenen
Untersuchungsdaten wurden digital gespeichert (Volcano s5i™ imaging system,
Volcano, San Diego, USA) und waren somit auch nachtraglich noch offline far

weitere Analysen zuganglich.

2.4 Herzentnahme

Nach Abschluss der ICUS-Untersuchung erfolgte die Euthanasie der Schweine.
Hierfur wurde den Tieren eine Uberdosis Pentobarbital durch den Veterinarme-
diziner intravenods appliziert. Unmittelbar nach sicherem Eintreten des Todes er-
folgte die Entnahme der Herzen. Mittels einer medianen Sternotomie wurde der
Brustkorb er6ffnet und das Perikard aufgetrennt. Das Herz und die umliegenden
Strukturen wurden freiprapariert und dargestellt. Die grofien Gefalte wie die
Aorta, die Hohlvenen und die Pulmonalgefalte wurden durch Ligaturen abgebun-
den und konnten schlie3lich abgesetzt werden. LosgelOst konnte das Herz nun
entnommen und zunachst in physiologischer Kochsalzlésung gewaschen wer-

den.

2.5 Makroskopische Untersuchung

Nach der Entnahme der Herzen wurden diese gewogen und anschlielend scho-
nend eroffnet. Im Inneren von Atrium und Ventrikel wurde nun im Bereich der

Mitral- und Trikuspidalklappe nach makroskopisch sichtbaren Lasionen gesucht
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(siehe Abbildung 2). Jede Lasion erhielt unmittelbar nach ldentifizierung eine ei-
gene Nummer. Die Lasionen wurden fotografiert (Nikon D5000, Digitalkamera)
und mit einem Lineal in ihrer Ausdehnung makroskopisch vermessen. Die La-
sionsnummer, die Lokalisation der Lasion sowie die Ergebnisse der makroskopi-

schen Vermessung und sonstige Auffalligkeiten wurden dokumentiert.

2.6 Histologische Aufarbeitung

Die Arbeitsschritte der histologischen Aufarbeitung fanden im Forschungslabor
der Klinik fur Padiatrische Kardiologie und Intensivmedizin der Universitatsmedi-
zin Goéttingen statt. Nach der Identifizierung und makroskopischen Untersuchung
und Vermessung der Lasionen wurden die entsprechenden Areale in grol3zlgi-
gen Gewebsblocken mit dazugehorigem AV-Klappenanulus und Koronargefald
herausgeschnitten und in 10 %iger Formalinlésung (Roti® Histofix, Carl Roth-
GmbH und Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) fixiert. Anschlielend wurden die fi-
xierten Gewebsblocke unter Verwendung eines Gewebeeinbettautomaten
(Shandon-Citadel 1000®, Shandon GmbH, Frankfurt am Main, Deutschland) in

Paraffin eingebettet. Dieses erfolgte nach nachfolgendem Schema:
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Schritt Losungmittel Zeit
1 H,0 bzw. Ethanol 60 % 180 Minuten
2 Ethanol 70 % 60 Minuten
3 Ethanol 80 % 60 Minuten
4 Ethanol 96 % 60 Minuten
5 Ethanol 100 % 60 Minuten
6 Ethanol 100 % 60 Minuten
7 Ethanol 100 % 60 Minuten
8 Xylol 90 Minuten
9 Xylol 90 Minuten
10 Paraffin 60 Minuten
11 Paraffin 60 Minuten
12 Paraffin 180 Minuten

Paraffin besitzt die Eigenschaft, sich bei hoheren Temperaturen auszudehnen,

was sich negativ auf die Schneidefahigkeit auswirken kann. Um fur den anschlie-

Renden Schneidevorgang eine bessere Stabilitat und Festigkeit des fixierten und

eingebetteten Gewebeblockes gewahrleisten zu kdnnen, wurden diese zunachst

tiefgekuhlt. Nach Aushartung der wurfelférmigen Blocke konnten diese mit Hilfe

eines Rotationsmikrotoms (RM2165, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,

Deutschland) in Schnitte mit einer Schnittdicke von finf Mikrometern geschnitten

werden. Daraufhin wurden die Schnitte auf einen Objekttrager (Superfrost+ Ob-

jekttrager, Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig, Deutschland) aufgetragen. Je-

der Block und jeder Schnitt erhielt ebenfalls eine fortlaufende Nummer, die auf
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die Label-Seite des Objekttragers aufgetragen wurde. Somit war eine Zuordnung

zum Tier, zur Lasion, zum Block und zur Schnittfolge gewahrleistet.

2.6.1 Histologische Farbungen

Um eine mikroskopische Beurteilung der Praparate vornehmen zu kénnen, wur-
den verschiedene Farbungen angefertigt. Alle 200 Mikrometer erfolgten eine
Standard Hamatoxylin-Eosin-Farbung sowie eine Elastika-van-Gieson-Farbung.
Die speziellen immunhistochemischen Desmin-, Fibrin- und von-Willebrand-Far-
bungen wurden nach jedem zehnten Schnitt angefertigt. Diese dienten einer bes-
seren Gewebsdifferenzierung zwischen Muskulatur und Bindegewebe bezie-

hungsweise zwischen geschadigtem und unversehrtem Gewebe.

2.6.2 Farbetechniken
Zunachst erfolgte die Rehydrierung der Gewebeschnitte, indem die Praparate
eine absteigende Alkoholreihe durchliefen. Dieser Arbeitsschritt wurde fur alle

Farbemethoden identisch durchgefuhrt.

Tabelle 2: Arbeitsschritte zur Rehydrierung mit absteigender Alkoholreihe

Wiederholungen Losungsmittel Zeit
3 Xylol 8 Minuten
2 Alkohol 100 % 5 Minuten
1 Alkohol 96 % 5 Minuten
1 Alkohol 70 % 5 Minuten
1 Alkohol 50 % 5 Minuten
1 Alkohol 30 % 5 Minuten
1 Entionisiertes H,0 5 Minuten

Nachfolgend sind die charakteristischen Arbeitsschritte der einzelnen Farbetech-

niken aufgeflhrt, die sich dem oben angegebenen Schritt anschliel3en.
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2.6.3 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Tabelle 3: Arbeitsschritte zur Anfertigung der Hdmatoxylin-Eosin-Farbung

Wiederholungen Losungsmittel Zeit
3 Meyers Hamalaunlésung 3 Minuten
1 FlieBendes Leitungswasser 6 Minuten
1 Entionisiertes H,0 2 Minuten
2 Eosinlosung 5 % 2 Minuten
1 Entionisiertes H,O splilen

Meyers Hamalaunlésung (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)

Eosinldsung 5 % (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)

2.6.4 Elastika-van-Gieson-Farbung

Tabelle 4: Arbeitsschritte zur Anfertigung der Elastika-van-Gieson-Férbung

Wiederholungen Losungsmittel Zeit
1 Elastin nach Weigert 10 Minuten
1 FlieRendes Leitungswasser 1 Minute
1 Weigert A& B 1:1 5 Minuten
1 FlieBendes Leitungswasser 1 Minute
1 Pikrofuchsin-L6sung 2 Minuten
Elastin  nach  Weigert (Firma  Merck, @ Darmstadt,  Deutschland)

Weigert A & B 1:1 (Firma Merck, Darmstadt, Deutschland)
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2.6.5 Immunhistochemische Farbung

Um die Praparate den immunhistochemischen Farbstoffen zuganglich zu ma-
chen, musste das Paraffin zunachst aus dem Gewebe entfernt werden. Die so-

genannte Entplastung lief nach nachfolgendem Schema ab:

Tabelle 5: Arbeitsschritte der Entplastung

Wiederholungen Losungsmittel Zeit
3 Xylol 20 Minuten
1 2-Methoxyethylacetat 20 Minuten
2 Aceton reinst 5 Minuten
1 Entionisiertes H,0 5 Minuten

Das Prinzip immunhistochemischer Farbungen basiert auf der Bildung von Anti-
gen-Antikorper-Komplexen. Um bestimmte Gewebskomponenten sichtbar zu
machen, werden Antigene dieser Strukturen durch die Zugabe von unkonjugier-
ten Primarantikoérpern, die sich gegen die Gewebsantigene richten, markiert. Die
Detektion dieser Antigen-Antikorper-Komplexe erfolgt durch die Zugabe von Se-
kundarantikorpern, die sich gegen die Primarantikorper richten. Da sich die Far-
beschritte der immunhistochemischen Farbungen lediglich in der Vorbehandlung,
d. h. in der Demaskierung der Gewebsantigene, und der verwendeten Antikorper
unterscheiden, erfolgt zunachst eine tabellarische Auffliihrung des allgemeinen
Farbeprotokolls und anschlieRend die Erlauterung der Unterschiede in Vorbe-
handlung und Antikorpern.
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Tabelle 6: Arbeitsschritte des allgemeinen immunhistochemischen Farbeprotokolls

Vorbehandlung

Farbungsspezifisch (s.u.)

Waschen

5x2 Minuten mit TTBS

Blocken der endogen Peroxidase

DAKO Peroxidase Blocking Reagent SO01

Inkubation

12 Minuten bei Raumtemperatur

Waschen

5x2 Minuten mit TTBS

Inkubation mit AK-Diluent 30 Minuten

1. Antikorper Siehe unten

Inkubation 60 Minuten bei Raumtemperatur
Waschen 5x2 Minuten mit TTBS

2. Antikorper

Siehe unten

Inkubation 60 Minuten bei Raumtemperatur
Waschen 5x2 Minuten mit TTBS
Inkubation 30 Minuten bei Raumtemperatur

Substrat-Chromogensystem

DAB frisch ansetzen: pro 1ml Substrat

1Tropfen Liquid DAB Chromogen

Inkubation: 5-30 Minuten unter Mikroskopkon-

trolle
Waschen 4x1 Minute mit Aqua destillata
1x5Minuten mit Aqua destillata
Gegenfarben 15 Sekunden- 1 Minute mit Hamalaun

7Minuten unter flieBendem Leitungswasser
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2.6.6 Desmin-Farbung

Die Vorbehandlung der Desmin-Farbung bestand aus der Hinzugabe eines Puf-
fers (Target Retrieval Puffer high pH) in einen Dampfkochtopf bei 90 °C lUber eine
Inkubationszeit von 20 Minuten. Als Primar-Antikdrper kam ein Maus-Antikorper
(Monoclonal 1gG, Progen No. 10519, Verdunnung 1:50, 32ul AK + 1586ul AK-
Diluent) zur Verwendung. Dieser musste bei 4 °C Uber Nacht inkubieren. Die
Hinzugabe des Sekundar-Antikorpers (Rabbit-Anti-Mouse Immunglobulin DAKO
P0260, Verdinnung 1:100, 16l AK + 1584ul AK-Diluent) erfolgte mit einer Inku-

bationszeit von 60 Minuten unter Raumtemperatur.

2.6.7 Fibrin-Farbung

Hier bestand die Vorbehandlung in der Hinzugabe eines Citrat-Puffers (pH 6,
DAKO S2031) ebenfalls in einen Dampfkochtopf bei 90 °C und einer Inkubati-
onszeit von 40 Minuten. Der Primarantikdrper war ein Maus-Antikérper (Mono-
clonal Mouse-Anti-Human Fibrin R-chain, American diagnostica Inc. ADI No. 350,
Verdinnung 1:500) und als Sekundarantikdrper wurde ein gegen Maus-Immun-
globuline gerichteter Kaninchen-Antikérper (Rabbit-Anti-Mouse Immunglobulin
DAKO P0260, Verdinnung 1:100) verwendet.

2.6.8 Von-Willebrand-Farbung

Zur Demaskierung der Gewebsantigene wurde auch bei dieser Farbung ein Ci-
trat-Puffer (pH 6, DAKO S2031) im Rahmen der Vorbehandlung verwendet. Die-
ser wurde ebenfalls in einem Dampfkochtopf bei 90 °C Uber 40 Minuten inkubiert.
Hier wurde zunachst ein Kaninchen-Antikorper (Anti-Human von-Willebrand-Fak-
tor DAKO A0082, Verdinnung 1:400, 1ul AK + 399ul AK-Diluent) als Primaranti-
korper eingesetzt, bevor der Schweine-Antikdrper (Swine-Anti-Rabbit Immunglo-
bulin DAKO P0217, Verdinnung 1:100, 2ul AK + 198ul AK-Diluent) als Sekun-

darantikoper Verwendung fand.

Nachdem alle Praparate mit ihrer jeweiligen Farbung gefarbt worden waren,
schloss sich fur jedes der Schritt der erneuten Dehydrierung an. Dieser wurde

wie folgt durchgefuhrt:
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Tabelle 7: Arbeitsschritte der Dehydrierung nach histologischer Farbung

Wiederholungen Losungsmittel Zeit
1 Alkohol 96 % 1 Minute
2 Alkohol 100 % 2 Minuten
1 Xylol 3 Minuten

AbschlieRend erfolgte die Eindeckung mit Entellan ® (Firma Merck, Darmstadt,
Deutschland). Die gefarbten Schnitte wurden nun nach der Schnittfolge geordnet
in histologische Aufbewahrungskasten einsortiert und bis zur mikroskopischen
Untersuchung im Forschungslabor der Klinik fir Padiatrische Kardiologie und In-

tensivmedizin der Universitatsmedizin Géttingen aufbewahrt.

2.7 Mikroskopische Untersuchung

Zur mikroskopischen Untersuchung der Schnittpraparate wurde ein virtuelles
Mikroskopie-System der Firma Olympus (Olympus Life Science Europe GmbH,
Hamburg, Deutschland) benutzt. Dieses System bestand aus einem Mikroskop
(Typ BX51), einer Kamera (Typ 1376x1032 Pixel dotSlide Camera) und einer
Objekttrageraufbewahrungseinheit. Das Mikroskop war mit Objektiven fur 10-,
20- und 40-facher Vergrélerung ausgestattet. Die Aufbewahrungseinheit bot
Platz fur bis zu 50 Objekttrager und war unterteilt in funf Untereinheiten. Wahrend
die Einlage der Schnittpraparate manuell durch den Untersucher erfolgte, liefen
der Scann- und Einlesevorgang automatisch ab. Ermdglicht wurde dieser Auto-
matismus durch eine zwischengeschaltete Kontrollbox (BX-REMCB). Als Soft-
ware diente das Programm ,DotSlide 2.1®" (DP-Soft Archivierungssoftware F DP
10, Olympus, Hamburg, Deutschland), an das die eingescannten Ausschnitte
ubermittelt wurden. In einem ersten Scanvorgang mit 20-facher VergrofRerung
konnte der gewunschte Untersuchungsbereich eingegrenzt werden. Anschlie-
Rend fotografierte die Kamera mit 40-facher Vergroflerung den vorgegebenen
Bereich automatisch in Bilderfolgen ab und ubermittelte die Bilder an das Com-

puterprogramm. Die Software setzte die Einzelbilder nun wieder zu einem
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Ganzen zusammen, verarbeitete sie zu einer Datei und speicherte sie in einer

Online-Datenbank.

2.8 Flachenberechnung

Die digitale Vermessung der eingescannten Praparate erfolgte unter Verwen-
dung des Programmes ,DotSlide®“ (DP-Soft Archivierungssoftware F DP 10,
Olympus, Hamburg, Deutschland). Die eingescannten Schnitte wurden vom Un-
tersucher visuell beurteilt, anschlieRend wurden die Lasionen manuell und indi-
viduell in jedem Schnitt umfahren. Die Gro3e der umfahrenen Flache entsprach
dann der Lasionsflache in dem untersuchten Gewebeanschnitt und wurde von

der Software automatisch berechnet.

2.9 Volumenberechnung

Die durch DotSlide® ermittelten Werte wurden in Excel-Tabellen (Microsoft,
Redmond, USA) exportiert. Zur Berechnung des Volumens der Lasionen wurde

die Formel
Lasionsvolumen = Grundflache x Hohe

verwendet. Die Grundflache entsprach hierbei der zuvor durch DotSlide® ermit-
telten Flache. Fur die Hohe wurde der Wert von 200 Mikrometern in die Formel
eingesetzt, da die Schnitte zwar im Abstand von funf Mikrometern angefertigt
wurden, aber nur jeder 40. Schnitt aus Praktikabilitatsgrinden planimetrisch ver-
messen wurde (40 x 5 Mikrometer = 200 Mikrometer). Die Gesamtvolumina der
Lasionen lielen sich anschlie®end nach der Formel: i = (Flache; * Hohei) be-

rechnen, wobei i die Anzahl der Schnitte pro Lasion darstellte.

2.10 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Ergebnisse wurde mit der Software SPSS (Ver-
sion 22.0, IBM, Somers, NY, USA) durchgefuhrt. Sofern es nicht anders beschrie-
ben ist, werden die Daten als Mittelwert + der Standardabweichung angegeben.
Zur Bewertung der Ergebnisse konnten Vergleichsdaten von vorangegangenen
Versuchsreihen mit doppelter Kryoenergieablation (Schneider et al. 2013) heran-
gezogen werden. Zum Vergleich der Lasionsvolumina wurde ein ungepaarter
t-Test durchgefuhrt.
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Der Vergleich zwei — und dreifacher Kryoenergielasionen in der gleichen Ver-
suchsreihe hatte eine hdhere Anzahl von Versuchstieren erforderlich gemacht.
Dies war von der zustandigen Behdrde nicht genehmigt worden. Daher erfolgte
der Vergleich der in der vorliegenden Arbeit induzierten Lasionen mit den Lasio-
nen einer historischen Kohorte. Da die in der historischen Kohorte induzierten
Lasionen aber am gleichen Modell und mit Ausnahme der Haufigkeit der Kryo-
energielasionen auch unter Verwendung des gleichen Versuchsprotokolls und
eines identischen Ablationskatheters induziert worden waren, bestanden keine

Bedenken gegen die Verwendung der historischen Daten als Vergleichsgruppe.

Bei einem vorgegebenen Signifikanzniveau von a = 5 % galt, dass bei einem
p-Wert kleiner als 0,05 die Nullhypothese verworfen werden mufdte und das Er-

gebnis als signifikant galt.
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3 Ergebnisse

3.1 Herzrhythmusstorungen

Bei keinem der Tiere traten wahrend der Kryoenergieapplikation oder der folgen-
den Nachuntersuchungen eine Auffalligkeit im Oberflachen-EKG im Sinne ta-
chykarder oder bradykarder Arrhythmien auf. Insbesondere kam es bei keinem

der Versuchstiere zum Auftreten eines héhergradigen AV-Blocks.

3.2 Ergebnisse der bildgebenden Diagnostik

3.2.1 Selektive Koronarangiographie

Die Analyse der selektiven Koronarangiographien der linken und rechten Koro-
nararterien, die unmittelbar vor Kryoenergieapplikation und 48 Stunden danach
durchgefuhrt wurden, ergab keinen Anhalt fur pathologische Prozesse. Es liel3en
sich keine Gefal3stenosen, Gefallverschlusse oder Wandunregelmaligkeiten

dokumentieren (s. Abbildung 9).
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Abbildung 9: Koronarangiographie der LCA in LAO 60°eines der Testtiere 48 h nach Kryoener-
gieablation

3.2.2 Intrakoronare Ultraschalluntersuchung (ICUS)

Im Rahmen der Nachuntersuchung 48 Stunden nach Kryoenergieapplikation,
wurde eine intrakoronare Ultraschalluntersuchung bei den Schweinen durchge-
fuhrt (s. Abbildung 10). Auch hierbei lie3en sich keine Stenosen der Gefale do-
kumentieren. Auch andere Zeichen, die hinweisend fur eine Affektion der Koro-
nararterien waren, wie Intimaproliferation, Plaques oder Thromben, waren mittels

ICUS nicht nachweisbar.
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1 mm

Abbildung 10: ICUS des Ramus inteventricularis anterior der linken Koronararterie eines der
Testtiere 48 h nach Kryoenergieablation. Stenosen oder Plaques sind im Lumen des Gefédl3es
nach Kryoenergieapplikation nicht zu erkennen. Die linke Bildseite zeigt einen ostiumnahen re-
prasentativen Gefal3querschnitt, die rechte Bildseite den Katheterriickzug (oben: distal, unten

proximal).

3.3 Makroskopische Ansicht der Lasionen

48 Stunden nach dreifacher Kryoenergieapplikation konnten 30 Kryoenergielasi-
onen identifiziert und ausgewertet werden. 18 dieser Lasionen waren im Atrium
lokalisiert, davon 13 am Trikuspidalklappenanulus und flinf am Mitralklappenanu-
lus. Die restlichen zwolf Lasionen fanden sich im Ventrikelmyokard, wovon drei
am ventrikularen Aspekt des Trikuspidalklappen- und neun am ventrikularen As-
pekt des Mitralklappenanulus zu finden waren. Die Lasionen imponierten als oval
geformte hamorrhagische Areale inmitten von gesundem Myokardgewebe. Die
Lasionen waren zudem von einem weildlichen Randsaum umgeben (s. Abbildung
11).
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Abbildung 2: Makroskopische Ansicht einer Kryoldsion (Knopfsonde) nach dreifacher Kryoener-
gieablation am ventrikuldren Aspekt der Trikuspidalklappe (Pfeile). Die hdmorrhagische Lasion
ist durch einen weillen Saum scharf vom vitalen Myokardgewebe abgrenzbar. Skala = 10 mm

3.4 Mikroskopische Ansicht der Lasionen

Mikroskopisch imponierten die Lasionen durch eine Auflockerung des Gewebes
mit Einblutungen. Der wei3e Randsaum, der die Lasionen abgrenzte, zeichnete
sich mikroskopisch vor allem durch die Bildung eines reaktiven Odems sowie

eine massive Leukozyteninfiltration aus.

Zur besseren Differenzierung zwischen gesundem und geschadigtem Myokard-
gewebe wurde mit der Desmin-Farbung eine spezifische immunhistochemische
Farbemethode angewandt. Desmin ist ein Intermediarfilament und Bestandteil
des Zytoskeletts. In gesundem Myokardgewebe lasst sich Desmin gut anfarben
und erscheint braunlich. Innerhalb der durch dreifache Kryoenergie erzeugten
Lasionen war es zur Schadigung des Zytoskellets mit Untergang der Intermedi-
arfilamente gekommen. Das Desmin lie3 sich nicht mehr anfarben und das be-

troffene Areal stellte sich grau dar (s. Abbildung 12).
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Abbildung 3: Transmurale Kryoldsion (Stern) am atrialen Aspekt der Mitralklappe (MV). A: Des-
min-Férbung; B: Hématoxylin-Eosin-Féarbung; Skala = 1 mm.

Auch mikroskopisch lie} sich kein Anhalt flr eine Schadigung der Koronararte-
rien dokumentieren. In keinem der Praparate fanden sich Zeichen fir pathologi-
sche Veranderungen der GefalRwande oder Lumina. Ebenso wenig fanden sich
Thrombenformationen oder Plaques (s. Abbildung 13).
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Abbildung 4: Transmurale Kryoldsion (Stern) am ventrikuldren Aspekt der Trikuspidalklappe
(TV). Am angeschnittenen Teil der rechten Koronararterie (RCA) ist keine pathologische Veran-
derung nachweisbar. A: Desmin-Férbung; B: Hdmatoxylin-Eosin-Farbung; Skala = 1 mm.

3.5 Planimetrie und Volumetrie

Im nachfolgenden Teil werden die Lasionsvolumina in Abhangigkeit inrer Lokali-

sation beschrieben.

3.5.1 Atriale Lasionen

Von den insgesamt 30 identifizierten Kryolasionen konnten 18 Lasionen (60 %)
auf der atrialen Seite der AV-Klappenringe identifiziert werden. 13 der atrialen
Lasionen fanden sich am Trikuspidalklappenring, die verbleibenden funf atrialen
Lasionen konnten am Mitralklappenannulus nachgewiesen werden. Die Einzel-
werte flr die Volumina der atrialen Lasionen sind in der Tabelle 8 aufgefuhrt. Die
Spannweite der Lasionsvolumina reichte von einem Minimum von 13 mm? bis zu
einem Maximum von 685,4 mm?3. Der Mittelwert der atrialen Lasionsvolumina
nach dreifacher Kryoablation betrug 190,7 £ 167,5 mm?. Alle atrial gelegenen

Lasionen wiesen eine transmurale Ausdehnung auf.

TV
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Tabelle 8: Atriale Lasionsvolumina und jeweilige Lokalisation, Trikuspidalklappenring (TK) und

Mitralklappenring (MK)
Lasionen | Volumen (mm?3) Lokalisation
1 121,9 TK
2 4254 TK
3 137,2 TK
4 241 TK
5 46,5 TK
6 42,3 TK
7 92,7 TK
8 125 MK
9 232,8 MK
10 39,4 MK
11 297 1 TK
12 286,7 TK
13 100,3 TK
14 298,9 MK
15 171,7 TK
16 685,4 MK
17 74,7 TK
18 13 TK

3.5.2 Ventrikulare Lasionen

Von insgesamt 30 Lasionen wurden zwolf Lasionen (40 %) auf der ventrikularen

Seite der AV-Klappenannuli lokalisiert. Die Spannweite der Lasionsvolumina fur
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die ventrikularen Lasionen reichte von 44,3 mm? bis zu einem Maximum von
285,8 mm?. Die Einzelwerte fir die Lasionsvolumina sind in Tabelle 9 dargestellt.
Der Mittelwert fur die ventrikular gelegenen Lasionen nach dreifacher Kryoabla-
tion ergab 184,3 £ 107,4 mm?. Von den insgesamt zwolf ventrikular gelegenen

Lasionen wiesen nur zwei eine transmurale Ausdehnung auf.

Tabelle 9: Auflistung der ventrikuldr gelegenen Kryoldsionen nach Volumen und Lokalisation,
Trikuspidalklappenring (TK) und Mitralklappenring (MK)

Lasionen Volumen (mm?3) Lokalisation
1 401,7 TK
2 2428 MK
3 161,1 MK
4 96 MK
5 285,8 TK
6 178,6 MK
7 44,3 MK
8 164,6 MK
9 236,7 MK
10 69,3 TK
11 268 MK
12 63,4 MK

3.6 Vergleich von atrialen und ventrikularen LasionsgroBen

Mit einem Mittelwert der Lasionsvolumina von 184,3 + 107,4 mm? unterschieden
sich die ventrikularen Lasionen in ihrer GrofRe nicht von den atrialen Lasionen
(190,7 £ 167,5 mm?3, p = 0,24).
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Die Boxplots in Abbildung 14 veranschaulichen die Verteilung der erhobenen
Werte fur die Lasionsvolumina in Abhangigkeit zum Ort, an dem die Lasionen

generiert wurden.
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Abbildung 5: Box-Plot der Lésionsvolumina in Abhdngigkeit zur Lokalisation. RA = rechtes At-

rium, RV = rechter Ventrikel, LA = linkes Atrium, LV = linker Ventrikel

3.7 Vergleich der Lasionsvolumina nach dreifacher Kryoener-
gieapplikation zu Lasionsvolumina nach doppelter Kryoab-
lation

Verglichen mit den Ergebnissen aus Voruntersuchungen, in denen die Auswir-

kungen von doppelter Kryoenergieablation auf das heranwachsende Myokard

untersucht worden waren, fanden sich signifikante Unterschiede der Lasionsvo-
lumina (Schneider et al. 2013). Die Lasionsvolumina waren nach der dreifachen

Anwendung von Kryoenergie, verglichen mit den Ergebnissen nach doppelter

Kryoenergieanwendung, sowohl im Atrium als auch im Ventrikel grof3er. Die Er-

gebnisse sind in der Tabelle 10 dargestellt.
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Tabelle 10: Vergleich der Ldsionsvolumina von doppelter (Schneider et al. 2013) und dreifacher
Kryoenergieapplikation (MittelwertxSD) in Abhdngigkeit der Lokalisation. n= Anzahl der Lésio-

nen

Doppelte Kryoenergie

Dreifache Kryoenergie

Lasionen

(n=15)

(n=12)

p-Wert
Applikation Applikation
3 3
Atriale Lisio- 109,2£39,6 mm 190,7£167,5 mm
0,004
hen (n=16) (n=18)
3 3
Ventrikulire 150,5£53,2 mm 184,3+107,4 mm
0,034
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4 Diskussion

In der Therapie von supraventrikuldren Tachykardien (SVT) stellt die Kryoener-
gieablation eine bedeutende Alternative zur Radiofrequenzstrom-Ablation (RFA)
dar. Der Vorteil der Kryoenergie, gegenuber der Radiofrequenzenergie, ist das
hohere Sicherheitsprofil aufgrund der initialen Reversibilitdt der Kryoenergielasi-
onen. Allerdings waren in den meisten zur Kryoenergieablation im Kindesalter
publizierten Studien die mittel- und langfristigen Erfolgsraten mit 75 - 87 % nied-
riger, als nach Radiofrequenzablation, welche eine mittel bis langfristige Erfolgs-
rate von 90 - 96 % aufweist (LaPage et al. 2011, Miyazaki et al. 2005a, Kriebel
et al. 2005, Bar Cohen et al. 2006). Klinische Studien zeigten, dass eine Verbes-
serung der Erfolgsrate der Kryoenergieablation durch die Applikation doppelter
Kryoenergielasionen zu erzielen war. Die Erfolgsrate stieg auf 89 - 98 % (Skanes
et al. 2000, Collins et al. 2007, Rodriguez et al. 2002, Drago et al. 2006). Da die
Grolde der Ablationslasionen eine wesentliche Determinante fur eine erfolgreiche
Ablation zu sein scheint, werden unterschiedliche Strategien zur Optimierung der
Lasionsgrofien angewandt. Wahrend sich bei der RFA der Katheteranpressdruck
an das Gewebe als wichtiger Parameter herausgestellt hat (Kuck et al. 2012) wird
bei der Kryoenergieablation durch wiederholte Kryoenergieapplikationen an einer

identischen Stelle eine Verbesserung des Ablationserfolges erzielt.

Dieser klinische Befund konnte in einer vorangegangenen tierexperimentellen
Studie aus der Klinik flr Padiatrische Kardiologie und Intensivmedizin der Uni-
versitatsmedizin Gottingen bestatigt werden. Es konnte gezeigt werden, dass
durch die Applikation doppelter Anfrier-Auftau-Zyklen gro3ere Lasionen im Myo-
kard junger Schweine induziert wurden als nach nur einem Anfrier-Auftau-Zyklus
(Kriebel et al. 2009, Schneider et al. 2012). Um die Effektivitat der Kryoenergie-
ablation weiter zu erhdhen, wurden zuletzt klinisch drei konsekutive Anfrier-Auf-
tau-Zyklen angewandt. Ob ein weiterer Anfrier-Auftau-Zyklus aber tatsachlich zu
einer weiteren GréRenzunahme der Lasionen fuhrt, mit dem Ziel einer Erhéhung
des Ablationserfolgs, ist bislang nicht untersucht worden. Gleichfalls wurde die
Auswirkung eines dreifachen Anfrier-Auftau-Zyklus auf sensible anatomische
Strukturen des Herzens, wie den AV-Knoten und insbesondere die Koronararte-

rien, nicht systematisch untersucht.
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Da die Grdlke und Eindringtiefe der Lasionen ein Mal fir die Effektivitat der Ab-
lation ist (s. 0.), sollte untersucht werden, ob bei gleicher Sicherheit eine hohere
Effektivitat, d. h. eine grolRere Gewebslasion, durch drei konsekutive Anfrier-Auf-
tau-Zyklen zu erreichen war.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestatigen die Annahme, dass bei einer
dreifachen Kryoenergieapplikation das Volumen der induzierten Lasionen gegen-
uber der doppelten Kryoenergieapplikation tatsachlich zunimmt.

Ebenso zeigte sich keine Reduktion des Sicherheitsprofils durch den zusatzli-
chen Anfrier-Auftau-Zyklus, welches dem der RFA Uberlegen ist. Allerdings
zeichnet sich die RFA in der aktuellen Literatur weiterhin durch eine bessere Ef-
fektivitat in mittel- und langfristigen Nachbeobachtungen aus (LaPage et al. 2011,
Miyazaki et al. 2005b, Kriebel et al. 2005, Bar-Cohen et al. 2006).
Untersuchungen zu den Auswirkungen der Applikation von zweifacher Kryoener-
gie am heranwachsenden Myokard beschrieben eine gesteigerte Effektivitat des
unmittelbaren Interventionserfolges sowie die Freiheit von SVT-Rezidiven in mit-
telfristigen Nachbeobachtungen bei Patienten mit AVNRT (Qureshi et al. 2013,
Gist et al. 2009, Drago et al. 2010, Rodriguez et al. 2002). Die klinische Beobach-
tung, dass durch doppelte Kryoenergieapplikation die Effektivitat des Therapie-
verfahrens erhoht werden konnte, wurde durch den Nachweis gréflierer Lasionen
nach doppelter Kryoenergieapplikation bestatigt (Schneider et al. 2013).

Um die Effektivitat der Kryoenergieablation weiter zu steigern, wurde das Kon-
zept der gesteigerten Anzahl an Anfrier-Zyklen aufgegriffen und um einen dritten
Zyklus erweitert. Die klinische Anwendung einer dreifachen Kryoenergieapplika-
tion ergab, dass die Effektivitat der Ablation mit Kryoenergie durch eine Erhdhung
der Anfrier-Auftau-Zyklen zu verbessern ist (Qureshi et al. 2013). Warum unter
dreifacher Kryoablation die Effektivitat stieg und das Rezidivrisiko sank, wurde in
der Publikation von Qureshi et al. allerdings nicht untersucht. Ein weiteres Risiko
bei der kathetergefuhrten Ablation von SVT stellt die potentielle Gefahrdung von
Koronargefal’en durch die Applikation der zur Ablation des Tachykardiesubstra-
tes notwendigen Energie dar. Deshalb war die Unversehrtheit der Koronararte-
rien nach repetitiver Kryoapplikation ein weiterer wichtiger Endpunkt der Unter-

suchung.

Die wesentlichen Erkenntnisse der Untersuchung lassen sich wie folgt zusam-

menfassen: Die Applikation von drei aufeinanderfolgenden Anfrierzyklen fur vier
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Minuten, unterbrochen durch 1-minitige Auftauphasen, am heranwachsenden
Myokard, fuhrte zu einer signifikanten Zunahme der Lasionsvolumina am Tier-
model. Obwohl die Lasionen groliere Ausmale aufwiesen und so eine hohere
Effektivitat auf die Substrate tachykarder Herzrhythmusstérungen angenommen
werden darf, liel3en sich keine Schaden an den Koronargefalien nachweisen.

In der vorangegangenen Studie zu den Auswirkungen von zweifacher Kryoener-
gieapplikation auf das noch nicht ausgewachsene Myokard waren mittels Koro-
narangiographie und ICUS keine Veranderungen an den Koronararterien dar-
stellbar. Allerdings stellten sich bei histologischen Untersuchungen der Praparate
in 6 % der Lasionen Anomalitaten der GefaRwande dar. Bei einer Untersuchung
zu den Auswirkungen von einfacher Kryoenergieapplikation auf das heranwach-
sende Myokard waren keine Veranderungen der Koronargefallwande gefunden
worden. In der aktuellen Studie zu dreifacher Kryoapplikation fand sich in den
histologischen Untersuchungen ebenfalls kein Anhalt flr Veranderungen der Ko-
ronararterien, obwohl die Lasionsvolumina signifikant gré3er waren.

Unter Berucksichtigung der Erkenntnisse, dass die Distanz zwischen Endokard
am AV-Klappenannulus und den Koronargefal3en signifikant variiert (Al-F-Ammouri
und Perry 2006), lassen sich die Ergebnisse der Koronargefallaffektion der Stu-
die, abgesehen von der erhohten Anzahl an Kryoenergie-Zyklen, auch mit der
Lokalisation der gesetzten Lasionen begrunden.

Somit erscheint es sinnvoll, vor einer gepalnten Katheterablation (und das nicht
nur mit doppelter oder dreifacher Kryoenergieapplikation) am heranwachsenden
Myokard, die individuelle Koronaranatomie des Patienten darzustellen, um so
enge anatomische Lagebeziehungen zwischen der geplanten Lasionslokalisa-
tion und Koronargefallen zu erkennen.

Im Vergleich zu Untersuchungen zur Lasionsbildung nach Kryoablation wurde in
der vorliegenden Untersuchung eine dreidimensionale morphometrische Analyse
der Lasionsvolumina durchgefuhrt. Mittels dieses Vorgehens war es moglich, die
Ausmalde der verursachten Lasionen prazise zu ermitteln und mit den Vorergeb-
nissen der Arbeiten der Arbeitsgruppe zu vergleichen.

Es ist bekannt, dass die Grof3e der Lasionen nach Kryoenergieablation multifak-
toriell bedingt ist. Zu den Faktoren zahlen unter anderem die GroRe der verwen-
deten Katheterspitze, die Zieltemperatur, mit der abladiert wird, und die Dauer
der Ablation (Markovitz et al. 1988).
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Die Ergebnisse der aktuellen Studie deuten eine bevorzugte dreifache Kryoener-
gie Applikation im klinischen Kontext bei der Ablation von supraventrikularen
Substraten am heranwachsenden Myokard an. Allerdings konnen die Ergebnisse
aus tierexperimentellen Studien nicht eins zu eins auf den Menschen uUbertragen
werden. Um die Effektivitat und die Sicherheit des untersuchten Ablationsproto-
kolls mittels modifizierter dreifacher Kryoenergie in der Therapie von supraventri-
kularen Tachykardien an padiatrischen Patienten voranzutreiben und zu optimie-

ren, sind weiterfiuhrende randomisierte klinische Studien erforderlich.
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5 Zusammenfassung

Supraventrikulare Tachykardien gehéren zu den haufigsten symptomatischen
Tachyarrhythmien im Kindes-und Jugendalter. Haufig werden diese Tachykar-
dien durch das Vorhandensein akzessorischer Leitungsbahnen oder dualer Lei-
tungseigenschaften des AV-Knotens bedingt. Neben der medikamentdsen The-
rapie hat sich die Katheterablation als Therapiemdglichkeit etabliert. Die Radio-
frequenzablation gilt als schnell, effektiv und wenig risikobehaftet. Allerdings
kann sie gerade am unreifen Myokard mit signifikanten Gewebeeffekten und Ko-
ronarstenosen assoziiert sein. Als sichere und effektive Alternative zur Ablation
von arrhythmogenen Substraten gilt die Kryoenergieablation. Zwar gilt die Effek-
tivitatsrate der Kryoablation der der RFA als unterlegen, jedoch zeichnet sie sich
durch ein hoheres Sicherheitsprofil, vor allem in Bezug auf KoronargefaRaffekti-

onen, aus.

Um die Effektivitat der Kryoablation weiter zu steigern, ohne das gewohnt hohe
Sicherheitsprofil zu senken, wurde in einer tierexperimentellen Studie die Auswir-
kung einer modifizierten dreifachen Kryoenergieablation auf die Lasionsgroe
und die Koronararterien am heranwachsenden Myokard untersucht. Die Ergeb-
nisse wurden mit denen aus vorangegangenen Untersuchungen zur doppelten
Kryoablation verglichen. In sieben Schweineherzen konnten insgesamt 30 Kryo-
|lasionen ausgewertet werden. Von den 30 Kryolasionen fanden sich 18 im Atrium
lokalisiert und zwolf im Ventrikel. Die Lasionsvolumina nach dreifacher Kryoabla-
tion zeigten eine signifikante GroRenzunahme verglichen mit den Volumina nach
doppelter Kryoablation. Trotz GroRenzunahme der induzierten Lasionen, konnte
bei keinem der Tiere eine Affektion der Koronargefalie oder eine bleibende Herz-
rhythmusstérung nachgewiesen werden. Somit scheint ein zusatzlicher dritter
Anfrier-Auftau-Zyklus das hohe Sicherheitsprofil der Kryoenergieablation nicht zu

kompromittieren.

Da die Ergebnisse aus tierexperimentellen Studien nicht eins zu eins auf den
Menschen Ubertragen werden konnen, ist es erforderlich, weitere randomisierte
klinische Studien zur Auswirkung eines modifizierten dreifachen Kryoenergieab-
lationsprotokolls zur Sicherung der Effektivitat und der Sicherheit in der Therapie

von SVT bei padiatrischen Patienten durchzuflhren.
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