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1 Einleitung

1.1  Einfithrung in das Thema der Arbeit

Die Katheterablation von Substraten supraventrikuldrer Tachykardien (SVT) durch Hoch-
frequenzstrom-Ablation (RFA) wurde seit Ende der 1980er Jahre bei Kindern angewandt
(Al-Ammouri und Perry 20006). Seitdem stieg der Stellenwert dieses Therapieverfahrens
schnell an. Heute stellt die RFA nicht nur die Therapiealternative fir medikamentds refrak-
tire Arrhythmien dar, sondern ist in vielen Fillen Mittel der ersten Wahl, sowie Eltern-
und/oder Patientenwunsch (DGPK 2018; Thomas und Macicek 2016).

Die Ablationstherapie findet sowohl bei Kindern und Jugendlichen mit strukturell gesunden
Herzen, als auch bei jenen mit angeborenen Herzfehlern (CHD) ihren Einsatz und erspart
als kurative Therapie hiufig die lebenslange Einnahme antiarrythmischer Medikamente
(Brugada et al. 2013).

Wihrend der RFA werden anatomische Substrate, die fir die Entstehung der SVT verant-
worttlich sind, thermisch zerstort. Mittels eines in die Herzhéhlen eingebrachten Hochfre-
quenzstrom-Ablationskatheters, dessen Spitze durch Wechselstrom erhitzt wird, findet eine
Verédung (Ablation) statt (Paul 2002, S. 177).

Trotz der nun schon langen Anwendungsdauer dieses Verfahrens am kindlichen Herzen sind
die Langzeitfolgen nach RFA am juvenilen Myokard bislang weitgehend unbekannt. Die
Frage nach dem Stellenwert der Anpresskraft (CF) zwischen Myokard und Katheterspitze
wihrend des Ablationsvorgangs ist nicht abschlieBend geklirt.

Um hieriiber neue Forschungserkenntnisse zu erlangen, beschiftigt sich der durchgefiihrte
tierexperimentelle Versuch zum Thema ,,Einfluss der Anpresskraft des Hochfrequenzstrom-
ablationskatheters auf die Lisionsbildung und das Auftreten von Koronarstenosen am wach-
senden Schweineherz sowohl mit den akuten Gewebeeffekten der RFA am Herzen junger
Schweine, als auch mit den langfristigen Folgen, die daraus am wachsenden Myokard resul-

tieren.
1.2 Epidemiologie supraventrikuldrer Tachykardien im Kindesalter

Die SVT ist mit einer Privalenz von 2,25/1000 die hiufigste Tachyarrhythmie bei Kindern,
Jugendlichen und Patienten mit einem angeborenen Herzfehler (Brugada et al. 2013; DGPK
2018). Im Sduglingsalter ist eine atrioventrikulire Reentry-Tachykardie (AVRT) auf
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Grundlage einer akzessorischen Leitungsbahn (AP) die hiufigste SVT (Ko et al. 1992). Ein
Teil der AP verliert im ersten Lebensjahr die Leitfahigkeit, sodass bei den Patienten dann
keine SVT mehr auftritt. Die Atrioventrikularknoten-Reentry-Tachykardie (AVNRT) ist im
ersten Lebensjahr eine Raritit, wird jedoch ab der zweiten Lebensdekade hiufigste Form der
SVT (Anand et al. 2009). Unabhingig vom Alter ist eine AVRT bei Jungen gegentiber Mad-
chen hiufiger, wihrend die AVNRT gehiuft bei Middchen auftritt (Anand et al. 2009).

Eine Besonderheit stellen Kinder mit CHD dar. Sie sind einerseits durch die Anatomie des
Herzfehlers selbst, andererseits durch die daraus entstehenden himodynamischen Verinde-
rungen, sowie durch Operationsnarben, fir die Entstehung einer SVT pridisponiert
(Brugada et al. 2013; Thomas und Macicek 2016). Bei diesen Patienten kommen gehauft
intraatriale Reentry-Tachykardien vor (Saul et al. 2016).

1.3  Therapieindikation supraventrikulirer Tachykardien

SVT bediirfen einer Behandlung, wenn sie symptomatisch sind, mit Zeichen kardialer Funk-
tionseinschrinkung einhergehen (z.B. Zunahme der Ventrikelweite) oder eine Operation bei
Kindern mit CHD ansteht, bei der das Auftreten der SVT den perioperativen Verlauf ge-
fahrden kann (DGPK 2018; Saul et al. 2016). Therapieziele sind die Beendigung einer akuten
SVT-Episode und die Anfallsprophylaxe (DGPK 2018).

Hierfur stehen nicht-medikamentdse, medikamentose und interventionelle MalBnahmen zur
Verfigung. Im Gegensatz zur Durchbrechung Atrioventrikular (AV)-Knoten-abhingiger
SVT durch Vagusmanover oder medikamentdser ,,Dauer-Prophylaxe®, stellt die Ablations-
therapie eine kurative Therapie dar. Sie wird in vielen Fillen mittlerweile klar empfohlen,
beispielsweise bei Patienten mit rezidivierenden oder permanenten SVT, welche eine ventri-
kulire Dysfunktion entwickeln. Eine nicht erfolgreiche medikamentése Therapie oder die
Entwicklung relevanter Nebenwirkungen stellen weitere Indikationen dar (DGPK 2018; Saul
et al. 2016). Bei Patienten > 15 kg zihlt auch der Patienten- oder Elternwunsch zur Vermei-
dung einer dauerhaften antiarrythmischen Medikation (DGPK 2018; Saul et al. 2016). Neben
der RFA ist die kalteinduzierte Unterbrechung eines Tachykardiesubstrates durch Kiithlung
der Katheterspitze mit fliissigem Stickstoff wihrend einer sogenannten ,,Kryoablation® eine

Methode der Ablationstherapie.
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1.4  Ablationstherapie

1.41 Hochfrequenzstromablation

Die RFA findet im Rahmen einer Herzkatheteruntersuchung mit elektrophysiologischer Un-
tersuchung (EPU) statt. Ziel der EPU ist die Charakterisierung und Lokalisierung des Ta-
chykardiesubstrates, z.B. der AP einer AVRT oder des AV-Knotenschenkels mit dualen Lei-
tungseigenschaften und konsekutiv induzierbarer AVNRT. Hierfiir werden mehre multipo-
lare Elektrokatheter in das Herz eingebracht und zumeist im rechten Vorhof (RA), im Ko-
ronarvenensinus (CS), am HIS-Potential und im rechten Ventrikel (RV) positioniert (Paul
2002, S. 175). Nach Identifizierung des auslésenden Mechanismus der Tachykardie wird mit
der Spitze des mandvrierbaren Mapping- und Ablationskatheters die Lokalisation des anato-
mischen Substrates aufgesucht (Paul 2002, S. 177). Durch Hochfrequenzstrom (500 kHz)
wird die Katheterspitze erhitzt und induziert an der Kontaktstelle mit dem Endokard eine
Koagulationsnekrose des Tachykardiesubstrates einschliefSlich des umgebenden Myokards
(Paul 2002, S. 177).

Wihrend einer konventionellen Ablation im ungekihlten Modus kénnen am Endokard
Thromben und Verkohlung durch hohe Temperaturen entstehen (Haines 2004). Die Nut-
zung von Ablationskathetern, deren Katheterspitze wihrend des Ablationsvorgangs mit
Kochsalzl6sung umsptlt wird, kann dies vermindern (Haines 2004). Hierbei resultiert durch
eine gleichmiBligere Abgabe des Hochfrequenzstromes in das Gewebe eine grof3ere und tie-
fere Lisionsausbildung und das Risiko fiir eine oberflichliche Thrombenbildung wird redu-

ziert (Garcia-Garcia et al. 2002; Gulletta et al. 2013; Haines 2004).
1.4.2 Katheter mit Anpresskraft-Sensor

Die CF der Katheterspitze an das zu behandelnde Gewebe ist ein wesentlicher Parameter
der Lisionsbildung (Avitall et al. 1997; Ikeda et al. 2014; Yokoyama et al. 2008). Daher wur-
den Katheter enwickelt, die einen Kraftsensor beinhalten, u.a. der TactiCath™ Quartz Contact
Force Ablationskatheter (Abbott Laboratories, Chicago [Illinois], USA). Er ermoglicht die
Erfassung der CF der Katheterspitze wihrend des Mappings und der RFA.

Der TactiCath™ Quartz Contact Force Ablationskatheter besitzt einen AuBlendurchmesser von
7 French (F) und eine 3,5 mm breite Spitze, in der ein fiberoptisches System integriert ist
(Abbott Cardiovascular n.d.; Franco et al. 2018). Dieses besteht aus drei optischen Fasern,
die im Winkel von je 120° zueinander in der Katheterspitze platziert sind (Abbot Cardiovas-

cular n.d.). Sie senden Licht mit einer definierten Wellenlinge aus, welches an der
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Katheterspitze reflektiert und tber das TactiSys™ Quartz Hardware System (Abbott Labora-
tories, Chicago [Illinois], USA) analysiert wird (Abbott Cardiovascular n.d.; Franco et al.
2018). Mit der Applikation von Kraft auf die Katheterspitze tritt eine Mikrodeformation und
damit eine Verinderung des iber die optischen Fasern gesendeten und reflektierten Licht-
signales auf (Abbott Cardiovascular n.d.). Hieraus wird die absolute Kraft und rdumliche
Anordnung der Krafteinwirkung berechnet (Abbott Cardiovascular n.d.; Franco et al. 2018).
Uber sechs zirkulir angeordnete Offnungen an der Katheterspitze kann wihrend der RFA
Spiilfliissigkeit ausgeleitet werden (Franco et al. 2018).

Zusitzlich ist die Katheterspitze mit einem elektromagnetischen Sensor fiir nicht fluorosko-
piegestiitzte Navigationssysteme ausgestattet (Abbott Cardiovascular n.d.).

Klinische Studien an erwachsenen Patienten mit Vorhofflimmern zeigen, dass die Anwen-
dung des TactiCath™ Quartz Contact Force Ablationkatheters sicher ist (Kuck et al. 2012;
Reddy et al. 2015). Die Genauigkeit und Sensitivitit des Kraftsensors wurde in experimen-

tellen Arbeiten demonstriert (mean-error < 1 g) (Yokoyama et al. 2008).
1.4.3 Effektivitit und Sicherheit der Hochfrequenzstromablation

Die RFA ist aufgrund der hohen Erfolgs- und niedrigen Komplikationsrate ein sicheres und
effektives Verfahren zur Behandlung tachykarder Herzrhythmusstérungen bei Kindern und
Jugendlichen (Brugada et al. 2013; Kugler et al. 2002; Saul et al. 2016). Je nach Substrat und
Lokalisation betrigt die akute prozedurale Erfolgsquote 87-98 %, bezogen auf Patienten mit
strukturell normalen Herzen (Saul et al. 2016). Im Hinblick auf Komplikationen wurde ein
tendenzielles Absinken der Komplikationshaufigkeit im Vergleich der Registerstudien der
letzten zwei Jahrzehnte aufgezeichnet (Dubin et al. 2019).

Als schwerwiegende Komplikationen der RFA werden jene definiert, durch die eine weitere
Behandlung erforderlich wird. Hier sind vor allem ein hohergradiger oder kompletter AV-
Block, eine Katheterperforation von Herzhéhlen oder Gefillen, sowie Thromboembolien
von Bedeutung (Saul et al. 2016). Komplikationen treten je nach Substrat und Lokalisation
in ca. 1-3 % der Falle auf (Brugada et al. 2013; Saul et al. 2016; van Hare et al. 2004).

Die Induktion eines permanenten AV-Blocks gehért zu den folgenschwersten Komplikati-
onen, da sie zu einer lebenslangen Abhingigkeit des Kindes von einem Schrittmachersystem
fihrt. In einer tschechischen multizentrischen Studie sowie der PAPCA-Studie betrug die
Komplikationsrate fiir permanente AV-Blockierungen ca. 1 % fur die Gesamtheit der behan-
delten Substrate (Kubus et al. 2014; van Hare et al. 2004). Bei AV-Knoten-nahen Substraten
(u.a. atypische AVNRT, parahissire AP) ist das Risiko fir das Auftreten eines AV-Blocks

erhoht (van Hare et al. 2004). Dies gilt ebenfalls beim Vorliegen einer strukturellen
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Herzfehlbildung des Patienten mit atypischer Lokalisation des Reizleitungssystems (Back-
hoff et al. 2016).

Kleinere vaskulire Komplikationen, die keiner weiteren Therapie bediirfen, z.B. ausgedehnte
Himatome und kleinere Blutungen, treten in 1-3 % der Fille auf und werden in Studien oft
nicht miterfasst (Saul et al. 2016).

Einzelne Fallbeispiele berichten vom Verschluss eines Koronargefiles nach RFA, fiir den
verschiedene Ursachen zugrunde liegen kénnen (Blaufox und Saul 2004; Khanal et al. 1999;
Paul et al. 2003). Die thermische Gefi3verinderung kann zu einem Odem, Spasmus oder
Thrombus des Koronargefi3es fiihren (Leo et al. 2014; Spar et al. 2010; Wong et al. 2010).
Folgen konnen ein Myokardinfarkt, Herzrhythmusstérungen und der Tod des Patienten sein
(Makimoto et al. 2013; Sakamoto et al. 2018). Es werden sowohl akute, als auch chronische
Koronarverschlisse beschrieben (Kaneko et al. 2017; Pons et al. 1997). Eine Koronarangio-
graphie nach Ende der Ablation wird an den meisten Kliniken nicht routinemif3ig durchge-
fihrt, sodass asymptomatische Verletzungen der Koronararterien in diesem Fall nicht aus-
geschlossen sind. Sie werden in ihrer Haufigkeit potenziell unterschitzt (Saul et al. 2016;
Schneider et al. 2009).

Wihrend der RFA kann es zu einer Ungleichheit zwischen der Temperatur des subendothe-
lialen Gewebes und der Katheterspitze kommen, die das Risiko einer Wasserdampfentwick-
lung im Gewebe mit sich fiihrt (Ikeda et al. 2014; Matsumoto et al. 2003; Theis et al. 2015).
Diese konnen als hérbare myokardiale EinreiBungen wahrgenommen werden (sog. ,,S7ean-
Pop®), wenn eine unerwiinscht hohe Gewebeerhitzung von = 100 °C in der Tiefe entsteht.
Intramyokardialer Himatombildung, Perikardtamponade oder Myokardperforation kénnen
die Folgen sein (Cochet et al. 2014; Hsu et al. 2005; Matsumoto et al. 2003). S7ean-Pops treten
in ca. 2 % der RFA auf (Seiler et al. 2008).

1.5  Aktueller Stand der Wissenschaft

1.5.1 Auswirkungen thermischer Energie auf das wachsende Myokardgewebe

Die Applikation von Hochfrequenzstrom induziert am Myokard eine Koagulationsnekrose
(Paul 2002, S. 177). Diese stellt sich mikroskopisch durch einen Verlust der Myofibrillen-
struktur, Kontraktionsbandnekrosen, intramyokardiale Himorrhagie und einen leukozytiren
Randsaum als scharfe Abgrenzung zum umgebenden gesunden Myokard dar (Paul et al.
1997; Saul et al. 1994). An der durch die RFA unterbrochenen Endothelschicht kénnen sich
Ulzerationen bilden oder Thromben anhaften (Khairy et al. 2011; Saul et al. 1994).
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Nach mehreren Monaten stellen sich die Lisionen als eine kompakt-fibrosierte und mittel-
miflig vaskularisierte Myokardnarbe dar (Paul et al. 1997). Die Grenze zum umgebenden
Myokard wird undeutlich und subepikardiales Bindegewebe teilweise durch Fettgewebe er-
setzt (Bokenkamp et al. 2000; Paul et al. 1997).

Saul et al. (1994) fihrten RFA an jungen Lammern durch und beobachteten die Lisionsent-
wicklung akut, nach einem und nach acht Monaten. Die Lisionen im Atrium und in den
Ventrikeln vergréBerten sich wihrend der Nachbeobachtung, die Lasionen in der AV-Klap-
penebene jedoch nicht. Das Wachstum der Lisionen wurde im Atrium bereits nach einem
Monat, im Ventrikel erst nach acht Monaten beobachtet.

Zu einem dhnlichen Ergebnis kam die Arbeitsgruppe von Khairy et al. (2011), die Kryoabla-
tionen und RFA an jungen Limmern applizierten. Sie stellten nach insgesamt 12-monatiger
Wachstumsphase signifikant vergroferte atriale und ventrikulire Lisionen, aber nur unwe-
sentlich vergroerte Lasionen an der AV-Klappenebene fest.

Demgegentiber beschrieben Paul et al. (1997) sechs Monate nach RFA eine signifikante Gro-
Benabnahme von Lisionen im Atrium und Ventrikel bei jungen Schweinen.

Diese teils gegensitzlichen Ergebnisse verdeutlichen, dass die Gré3enverinderung der Liasi-

onen im wachsenden Myokard bislang nicht abschlieBend geklirt ist.
1.5.2 Schiden an Koronararterien

Tierexperimentelle Untersuchungen unterschiedlicher Arbeitsgruppen haben sich mit der
Morphologie von Gefi3en beschiftigt, die an RFA-Lisionen angrenzen. Die Arbeitsgruppe
Paul et al. (1997) beschrieb eine Koronararterienbeteiligung bei 4/5 der Schweine, deren
Herzen 48 h postinterventionell untersucht wurden. Histologisch wurden Inflammationsre-
aktionen bis in die rechte Koronararterie (RCA) durch rechtsatriale Lisionen nahe des Tti-
kuspidalklappenannulus nachgewiesen. In einer Vergleichskohorte entstanden durch Lisio-
nen derselben Lokalisation bei 4/5 der Schweine nach sechs Monaten Verinderungen der
RCA-Wandschichten bis zur Lamina media, teils mit resultierender Lumenreduktion (Paul
etal. 1997).

In einer Untersuchung der Elektrophysiologischen Forschungsgruppe aus Oklahoma wur-
den RFA und Kryolidsionen im CS von Hunden appliziert (Aoyama et al. 2005). Der Ramus
circumflexus befand sich dabei gezielt max. 2 mm von der Ablationsstelle entfernt. Durch
beide Energiearten kam es zu Medianekrosen, die bei RFA jedoch haufiger beobachtet wur-

den (70 % vs. 48 %).
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1.5.3 Einflussgrélen auf die Lisionsbildung wihrend der Hochfrequenzstrom-

ablation

Die wesentlichen zur Lisionsbildung bei der RFA beitragenden Parameter werden seit Etab-
lierung der Ablationstherapie untersucht (Haines 1991). Die CF der Katheterspitze an das
Myokard stellte sich in experimentellen Arbeiten als Pradiktor eines stabilen Wandkontaktes
und als wesentliche Variable fur die Lisionsbildung heraus (Avitall et al. 1997; Ikeda et al.
2014; Yokoyama et al. 2008).

Ein stabiler Wandkontakt zwischen Katheterspitze und Myokard wihrend der Ablation wird
benotigt, um Energieverluste durch Konvektion, bedingt durch den Blutfluss im Herzen,
gering zu halten (Haines 1991; Zheng et al. 2000). Dies wiirde zu einer ineffizienten Lasions-
bildung fithren (Haines 1991; Zheng et al. 2000). Ein intermittierender Wandkontakt wih-
rend des Herzzyklus tritt bei niedriger CF < 10 g auf (Franco et al. 2018; Reddy et al. 2012;
Reddy et al. 2015).

Die Lisionsformation selbst wird durch das Zusammenwirken der Hochfrequenzstromleis-
tung, der Applikationsdauer und der CF der Katheterspitze bestimmt (Reddy et al. 2015;
Shah et al. 2010). Mit einem Standard-Ablationskatheter ohne Kraftsensor wird die CF wih-
rend der RFA nicht erfasst, sondern durch die Hand des Anwenders subjektiv wahrgenom-
men. Surrogatparameter, wie beispielsweise Impedanzverinderungen wihrend der RFA,
Temperatur an der Katheterspitze oder Verlust der Elektrogramm-Amplitude konnen eine
Abschitzung der Effektivitit der Lasion erlauben (Ikeda et al. 2014; Reddy et al. 2015; Zheng
et al. 2000). Diese Surrogatparameter weisen jedoch nur eine begrenzte Vorhersagekraft auf
und sind der Pridiktion der mit einem spezialisierten Katheter erfassten CF im Hinblick auf
die resultierende Lisionsausdehnung unterlegen (Ikeda et al. 2014).

Experimentelle Studien zeigten eine Zunahme von Lisionstiefe, -durchmesser und -volumen
bei steigender CF (Ikeda et al. 2014; Yokoyama et al. 2008). Es wurden groB3ere Lisionen
durch niedrigere Leistung (30 W) mit hoherer CF (30 g oder 40 g) erzielt, als durch héhere
Leistung (50 W) mit niedriger CF (2-10 g) (Yokoyama et al. 2008). Wong et al. (2013) beo-
bachteten bei epikardialen RFA im Schafsmodell einen direkten linearen Zusammenhang
zwischen einer CF im Bereich zwischen 5-40 g und dem korrespondierenden Lisionsvolu-
mens.

Auf der anderen Seite ist eine tberschieBend hohe CF zu vermeiden. Ab einer CF > 10 g
bzw. > 20 g steigt das Risiko fiir das Auftreten von Szeam-Pops und Thromben in Abhingig-
keit von der angewendeten Leistung > 30 W (Ikeda et al. 2014; Yokoyama et al. 2008).
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Andere Arbeitsgruppen beschiftigten sich mit der Frage nach dem Zielwert der ,,optimalen®
CF, die mit einem Maximum an Effektivitit und Sicherheit einhergeht. Fir Pulmonal-
venenisolationen bei erwachsenen Patienten bestand ein besseres Langzeitergebnis, wenn die
tberwiegende Zahl der Ablationspunkte (> 90 %) mit einer CF = 10 g appliziert wurde
(Reddy et al. 2015).

Neben der Erfassung der mittleren CF wihrend der Ablation kénnen abgeleitete Werte zur
Vorhersage von LisionsgroB3e sowie Transmuralitidt klinisch genutzt werden (Squara et al.
2014; Whitaker et al. 2018): Das Force-Time-Integral (FT1) stellt das Produkt aus CF und Abla-
tionszeit dar und bertcksichtig somit die mitunter unterschiedliche Applikationszeit des
Hochfrequenzstromes (Squara et al. 2014). Ein FTT > 400 gs oder eine mittlere CF > 20 g
ist fur Pulmonalvenenisolationen anzustreben (Kautzner et al. 2015; Neuzil et al. 2013; Reddy
etal. 2012).

Der Lesion-Sizge-Index stellt eine Kombination aus Anpresskraftdaten, den elektrischen Mess-
daten und einer Zeitkonstante dar und spiegelt die nicht-lineare Ausbreitung der Lision wih-
rend der Applikation von Hochfrequenzstrom wider (Calzolari et al. 2017; de Mattia et al.
2018; Whitaker et al. 2018).

Ablationskatheter mit integriertem Kraftsensor, wie der TactiCath™ Quartz Contact Force Ab-
lationskatheter, kénnen die Lisionsbildung optimieren und zu einer Erhéhung des Sicher-
heitsprofils beitragen (Kuck et al. 2012; Reddy et al. 2012).

Dalal et al. (2017) behandelten kindliche Tachykardiesubstrate mit Hochfrequenzstrom unter
Berticksichtigung der CF (mediane CF 6 g). Sie kamen zu dem Ergebnis, dass bei padiatri-
schen Patienten effektive Lisionen mit einer deutlich niedrigeren CF erzielt werden kénnen,
als bisher in der Literatur fur erwachsene Patienten beschrieben (Dalal et al. 2017). Aussagen,
die dartiber hinaus fir die generelle Anwendbarkeit der CF-Technik bei Kindern hinausge-
hen, liegen derzeit nicht vor. Die vorliegende Forschungsarbeit soll daher den Stellenwert

einer systematischen Erfassung der CF bei Ablation im kindlichen Myokard erfassen.
1.6  Arbeitshypothesen und Versuchsziel

Der Einfluss der CF wihrend der Hochfrequenzstromapplikation wurde bisher nicht am
wachsenden Myokard untersucht. Denkbar ist es, dass bei den zarten anatomischen Struktu-
ren kindlicher Herzen eine geringere CF von 10-20 g gentigt, um eine effektive, transmurale
Lision und damit kurative Unterbrechung eines Tachykardiesubstrates zu erzeugen. Mog-
licherweise kann dadurch die mit dem Wachstum auftretende Tiefenausdehnung und Gré-

Benzunahme der Lision vermieden oder verringert werden.
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Es ist davon auszugehen, dass durch die geringere CF weniger oder keine Verletzungen der
Koronararterien auftreten, als bei einer hohen CF.
Auf Grundlage dieser Annahmen entstanden folgende Arbeitshypothesen fur die tierexperi-

mentelle Studie:

1.) Eine definierte CF von 10-20 g geniigt bei der RFA am juvenilen Myokard, um ein
effektives Lisionsvolumen und damit eine komplette Ablation des Tachykardiesub-
strates zu erzielen.

2.) Bei einer CF von 10-20 g treten keine oder signifikant weniger Verletzungen der

Koronararterien auf, als bei einer héheren CF von 20-60 g.

Durch die kontinuierliche Erfassung der CF wihrend der RFA an den Herzen junger Liu-
ferschweine und die sich anschlieBende histologische Untersuchung des Lisionsgewebes,
sollen neue Erkenntnisse zur optimalen CF am wachsenden Myokard gewonnen werden.
Ein besonderer Schwerpunkt der histologischen Aufarbeitung liegt auf der Volumetrie der
Lisionen und der Beurteilung von Myokard- und Koronararterienverinderung in Abhéingig-
keit von der angewandten CF. Das Ziel ist, mit den Ergebnissen zu einer Erhéhung der

Effektivitit und Sicherheit der RFA von SVT bei Kindern beizutragen.
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2 Material und Methoden
2.1 Tiermodell und Versuchsskizze

Das menschliche Herz und das Schweineherz dhneln sich in ihren anatomischen Grund-
strukturen sehr, weshalb die in diesem Tierversuch gewonnenen Ergebnisse auf das mensch-
liche Herz iibertragen werden konnen (Lelovas et al. 2014).
Um die Gewebeeffekte der RFA am juvenilen Myokard bei unterschiedlichen Ziel-CF zu
untersuchen, wurden an 12 jungen Lauferschweinen (Deutsche Landrasse, Alter ca. sechs
Wochen, Gewicht 15-22 kg) mit dem 7 F TactiCath™ Quartz Contact Force Ablationskatheter
je sieben RFA-Lisionen pro Tier appliziert. Als Lisionsorte wurden festgelegt:
a.) zwel Lasionen im RA
b.) drei Lisionen auf Hohe der AV-Klappenebene
(zwei am atrialen Aspekt der Trikuspidalklappe [TK], eine am ventrikuldren Aspekt der
Mitralklappe [MK])
c.) zwei ventrikulidre Lisionen

(eine am RV-Apex, eine an der freien Wand des linken Ventrikels [LV])

Abbildung 1: Schema der ausgewihlten Hochfrequenzstromablations-Lisionsorte (eigene Dar-
stellung). (A) Rechter Vorhof mit zwei Lisionen (septal, lateral oder apikal) sowie zwei Lisionen am
atrialen Aspekt der Trikuspidalklappe. (B) Linker Vorhof. (C) Rechter Ventrikel mit Lision am Apex. (D)
Linker Ventrikel mit Idsion am ventrikuliren Aspekt der Mitralklappe sowie Lision an der freien Wand.
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Bei jedem Tier wurden randomisiert sowohl Lisionen mit niedriger-mittlerer (10-20 g), als
auch mit hoher-mittlerer (20-60 g) CF appliziert, um anatomische Variabilitit, Unterschiede
im zeitlichen Ablauf oder gegebenenfalls auftretende Komplikationen als Einflussparameter
auf das Gesamtergebnis zu minimieren. Um die Zuordnung der CF-Daten und der Lisionen
in der spiteren Aufarbeitung des Herzens zu erleichtern, wurde pro Herzhohle eine einheit-
liche, entweder niedrige-mittlere oder hohe-mittlere CF angestrebt.

Vor der Applikation von Hochfrequenzstrom wurde bei jedem Tier eine selektive Korona-
rangiographie durchgefithrt. Diese wurde 30 min im Anschluss an die letzte RFA wiederholt,
um ablationsinduzierte Verdnderungen der Koronararterien zu untersuchen. Die Tiere wur-
den nach 48 h erneut mittels selektiver Koronarangiographie untersucht, an deren Ende sie
durch intrakoronare Kaliumgabe getétet und die Herzen zur histologischen Analyse entnom-
men wurden.

Die tierirztliche Betreuung und Kontrolle der Tiere fanden tiber den gesamten Zeitraum des
Versuchs statt.

Eine Genehmigung zur Durchfihrung dieses beschriebenen Tierversuches wurde vom Nie-
dersiachsischen Landesamt fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit erteilt (Vor-

gang 33.9-42502-04-16/2171).
2.2 Durchfithrung des Tierexperimentes

2.2.1 Betreuung und Anisthesie der Tiere

Die Unterbringung der Liuferschweine fand wihrend der Studie im Stall der tierexperimen-
tellen Finrichtung der Universititsmedizin Goéttingen statt. Die Untersuchungen und Abla-
tionen der 12 Tiere wurden innerhalb einer Woche durchgefiihrt.

Zur Primedikation erhielt jedes Tier 2 mg/kg Korpergewicht (KG) Azaperon (Stresnil
40mg/ml, Lilly Deutschland GmbH, Bad Homburg) intramuskuldr (im.) sowie 20 mg/kg
KG Ketamin (Ketamin-Hameln 50mg/ml, Hameln Group GmbH, Hameln) i.m..
Nachdem ein Gefi3zugang in die Vena (V.) auricularis gelegt wurde, erhielten die Tiere eine
Narkoseeinleitung mit 1 mg/kg KG mit Propofol (Propofol-Lipuro 1 %, B. Braun Melsun-
gen AG, Melsungen) intravends (i.v.). Es folgte die orotracheale Intubation der Tiere mit
einem Tubus der GroBe 5,5 Charriére. Die Narkose wurde fortan mit 2 Vol. % Sevofluran
(Sevofluran-Baxter, Baxter Deutschland GmbH, UnterschleiBheim) und 5-10 pg/kg KG/h
Fentanyl (Fentanyl-Hexal 0,1 mg/2 ml, Hexal AG, Holzkirchen) i.v. aufrechterhalten. Wih-
rend der Narkose wurde ein Monitoring der Atem- und Herzfrequenz, der peripheren Sau-

erstoffsittigung sowie eine Kapnometrie und Elektrokardiogramm durchgefiihrt.
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Nach sonographischem Aufsuchen der Arteria (A.) und V. femoralis und Gabe von 2-5 ml
Lidocain (Lidocain-Braun 2%, B.Braun Melsungen AG, Melsungen) am Ort der Punktions-
stelle wurde je eine 8 FF Schleuse (St. Jude Medical, Plymouth [Minnesota], USA) mittels Sel-
dinger-Technik in A. und V. femoralis platziert.

Die fur die Untersuchung notwendige Antikoagulation wurde mit einmalig 5000 I.E. Heparin
(Heparin-Natrium-5000-Ratiopharm, Ratiopharm GmbH, Ulm) i.v. erzielt. Zur Infektions-
prophylaxe erhielten die Tiere postoperativ einmalig 15 mg/kg KG Amoxicillin i.m. (Dupha-
mox L.A.; Zoetis Deutschland GmbH, Berlin).

2.2.2 Koronarangiographie vor Ablation

Die selektive Koronarangiographie der rechten und linken Koronararterie vor Ablation in
zwei Ebenen (rechtsschrige Projektion [RAO 30°] und linksschrige Projektion [LAO 60°])
wurde mit einem 5 F Koronarangiographiekatheter (Amplatz rechts bzw. links/spezial, Fa.
Cordis, Milpitas [Kalifornien], USA oder Judkins-Katheter, Fa. Cordis, Milpitas (Kalifor-
nien), USA) durch die Gabe von 5-6 ml Kontrastmittel (Imeron 300mg Iod/ml, Bracco-
Imaging Deutschland GmbH, Konstanz) durchgefithrt. Die Fluoroskopie, Angiographien
und Katheternavigation erfolgten unter Rontgendurchleuchtung mit einem C-Bogen (Philips

GmbH, Hamburg).
2.2.3 Katheterfithrung und Radiofrequenzablation

Zur Privention von Herzrhythmusstérungen wihrend der Intervention erhielt jedes Tier vor
der ersten Ablation 150 mg Amiodaron (Amiodaron-ratiopharm 150 mg/3 ml, ratiopharm
GmbH, Ulm) i.v..

Fir Lisionen im RA und RV und wurde der Ablationskatheter antegrad iiber die Hohlvene
und TK eingebracht, fur Lisionen im linken Vorhof (LA) und LV wurde ein retrograder,
transaortaler Zugangsweg gewahlt.

Zur elektronanatomischen Navigation im Herzen wurden die elektrischen intrakardialen Sig-
nale, die sich zwischen den vier Elektodenpaaren des Ablationskatheters ableiten lassen, ver-
wendet. Fur jede Lision wurde Hochfrequenzstrom mit 30 W und einer Zieltemperatur von
65 °C fir 30 s appliziert. Der Katheter wurde wihrend der Ablation nicht separat gespiilt,
sondern der Spilkanal des Katheters lediglich mit 2 ml/h NaCl 0,9 % (NaCl 0,9 %, Fa.
B.Braun Melsungen AG, Melsungen) befahren. Diese niedrige, kontinuierliche Spulrate
diente ausschlieBlich dem Verhindern einer Verlegung des Sptlkanals, sollte jedoch keinen

Effekt auf die Ablation vorweisen.
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Wihrend der Ablation wurde entweder eine niedrige-mittlere CF (10-20 g) oder hohe-mitt-
lere CF (50-60 g) angestrebt.

Neben der mittleren CF wurden FTT und der Lesion-Size-Index mit dem TactiSys™ Quartz
Hardware System festgehalten.

Die Lokalisation jeder RFA-Lision wurde protokolliert, um bei der spiteren makroskopi-

schen Aufarbeitung der Herzen eine eindeutige Zuordnung sicherzustellen.
2.2.4 Postinterventionelle Koronarangiographie

Zur Beurteilung akut induzierter Gefa3verinderungen wurde 30 min nach der letzten RFA
erneut eine Koronarangiographie durchgefiihrt. Nach Abschluss dieser wurden die Fremd-
materialien entfernt und die Punktionsstellen 20 min lang komprimiert, um Blutungskompli-
kationen zu vermeiden. Wihrenddessen wurde die Narkose ausgeleitet und bei auftretenden
Schutzreflexen sowie Spontanatmung der Tubus entfernt. Zur postprozeduralen Uberwa-
chung wurden die Schweine in ihren Stall gebracht und dort in einer separaten Box mit einer
Rotlichtlampe gewirmt.

Um weiterhin auch subakute Gefil3verinderungen darzustellen, wurde die Koronarangio-
graphie 48 h nach RFA wiederholt. Hierfiir wurde in erneuter Intubationsnarkose (Verfahren
s.0.) ausschliefilich die A. femoralis punktiert und in Seldinger-Technik eine 6 F Schleuse (St.
Jude Medical, Plymouth [Minnesota], USA) eingebracht. Nach erneuter Koronarangiogra-
phie mit einem 5 F Angiographie-Katheter (Verfahren s.o.) wurde ein 6 I Fihrungskatheter
(Sherpa NX Katheter, Medtronic, Minneapolis [Minnesota], USA) genutzt, um eine intravas-
kulire Ultraschalluntersuchung (IVUS) der Koronargefile durchzufihren. Hierfiir wurde
ein Y-Adapter mit pneumatischem Ventil (Gateway Advantage Y-Adapter, Boston Scientific,
Marlborough [Massachusetts], USA) an den 6 F Shernpa-Katheter angeschlossen und ein Ko-
ronardraht (0,014 Balace Middelweight, Abbott Laboratories, Chicago [Illinois] USA) in den
Hauptstamm der zu untersuchenden Koronararterie vorgebracht. Uber diesen Draht wurde
ein Ultraschallkatheter (Eagle Eye Platinum, Phillips, Amsterdam, Niederlande) eingefiihrt.
Wiahrend des Ruckzugs des Eagle Eye Platinum wurde das Lumen der Koronararterie analy-

siert.
2.2.5 Tod der Versuchstiere und Entnahme der Herzen

Im Anschluss an Koronarangiographie nach 48 h wurde die Narkose mit 200 ug Fentanyl
i.v. vertieft und selektiv 20 ml KCIl-Lésung (Kaliumchlorid 7,45 %, B. Braun Melsungen AG,
Melsungen) in das Ostium der linken Koronararterie appliziert. Der Tod der Tiere wurde

durch anhaltende Asystolie und fehlendes endtidales CO; in der Kapnometrie festgestellt.
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Mittels medianer Sternotomie wurde der knécherne Thorax der verstorbenen Tiere ge6ffnet.
Nach Einschneiden des fibrésen Perikards wurden die herznahen Gefal3e (Aorta ascendens,
Truncus pulmonalis, Venae [Vv.] pulmonales, Vv. cavae superior et inferior) ligiert, vom
Herzen abgetrennt und dieses entnommen. Nun erfolgte eine duflere und innere Spiilung des

Herzens mit Leitungswasser zum Ablosen von Blutkoageln.
2.3 Makroskopische Aufarbeitung

Der Transport eines entnommenen Herzens ins Forschungslabor erfolgte in einem mit phy-
siologischer NaCl-Losung (NaCl 0,9 %, B. Braun Melsungen AG, Melsungen) gefillten Ge-
taf3. Jedes Herz wurde gewogen und makroskopisch analysiert. Es erfolgte die fotografische
Dokumentation aller Herzseiten (Panasonic Lumix FZ100, Panasonic Deutschland GmbH,
Hamburg). Im nichsten Schritt mussten systematisch die im Protokoll vermerkten Lisionen
in den vier Herzhohlen aufgesucht, bzw. den Ablationsdaten zugeordnet werden. Hierfiir
wurde zunachst ein intercavaler Zugangsweg zum RA und ein transtrikuspidaler Zugang zum
RV gewihlt. Nach Absetzen der Herzspitze waren die Lasionen des LV und der MK-Ebene
auffindbar. Wurden alle Lisionen eindeutig den protokollierten Ablationsorten zugeordnet,
erfolgte das Herauspriparieren. Lisionen in der Nihe eines Koronargefil3es oder einer Herz-
klappe wurden unter Mitnahme dieser Strukturen entnommen. Es entstanden kleine Gewe-
beblécke, welche nummeriert, vermessen, fotografiert und zur Fixierung in formalingefiillte
(Formalinlésung 10 %, Roti-Histofix, Carl Roth-GmbH und Co.KG, Katlsruhe) Gefil3e ein-

gelegt wurden.
2.4 Histopathologische Aufarbeitung

2.4.1 Probenfixierung und -einbettung

Die Gewebeproben wurden in den formalingeftllten Gefil3en tiber einen Zeitraum von vier
Wochen auf einem Laborschittler (New Brunswick-Innova 2100, Eppendorf Vertrieb
Deutschland GmbH, Wesseling-Berzdorf) unter permanentem Schwenken fixiert, was zur
kompletten Durchtrinkung des Gewebes mit Formalin fithrte. Diese lange Fixierungsdauer
war aufgrund der Probengréfle und des kompakten Myokardgewebes erforderlich und
Grundvoraussetzung fiir die weitere Verarbeitung. Die Formalinfixierung wirkt generell ei-
ner Autolyse der Zellproteine entgegen und verhindert Faulnis (Noll und Schaub-Kuhnen
2000, S. 20).

Im Anschluss wurden die Gewebeblécke ca. einen Tag unter flieBendem Leitungswasser

ausgewaschen. In einem Gewebeeinbettautomat (Shandon-Citadel 1000, Shandon GmbH,
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Frankfurt am Main) fanden iiber einen Zeitraum von 17 h die Schritte der Entwisserung und
Paraffineinbettung statt (Tabelle 1). Ethanol (Ethanol Chemsolute 99 %, Th. Geyer, Ren-
ningen) wurde in aufsteigenden Konzentrationen genutzt (aufsteigende Alkoholreihe), um
dem Gewebe Wasser zu entziehen. Xylol (Xylol [Isomere] > 98 %, Catl Roth-GmbH und
Co. KG, Karlsruhe) fungierte als Zwischenmedium, da es sich sowohl mit Ethanol, als auch
mit Paraffin verbindet. Es folgte die Infiltration mit fliissigem Paraffin (Roti®-Plast 100 %
Paraffin, Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe), das sich hierbei in den Rdumen aus-

breitete, die zuvor mit Wasser gefiillt waren.

Tabelle 1: Schritte der Gewebeeinbettung im Einbettautomat Shandon-Citadel 1000.

Probengefifl Loésung Zeit [h]
1 H:O bzw. Ethanol 60 %  bis Start 3:00
2 Ethanol 70 % 01:00

3 Ethanol 80 % 01:00

4 Ethanol 96 % 01:00

5 Ethanol 100 % 01:00

6 Ethanol 100 % 01:00

7 Ethanol 100 % 01:00

8 Xylol 01:30

9 Xylol 01:30
10 Paraffin 01:00

11 Paraffin 01:00

12 Paraffin 03:00

In einer AusgieBstation (Leica EG1150H, Leica Mikrosysteme Vertriecb GmbH, Wetzlar)
wurden Einbettformen zu ca. 1/3 mit heiBem Paraffin befullt, die Gewebeprobe positioniert
und der Rest der Form mit Paraffin aufgefillt. Durch Auflegen eines beschrifteten Rahmens
behielt jeder Paraffinblock seine Zuordnung und Lisionsnummer. Die Blécke wurden nach
dem Erkalten im Gefrierfach gelagert, um die zum Schneiden benétigte Festigkeit zu Erhal-

ten.
2.4.2 Schneiden der Paraffinblocke

Mit einem Rotationsmikrotom (Leica RM2165, Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetz-
lar) wurden die gefrorenen Paraffinblécke nach einem Schnittprotokoll in 5 um dicken Schei-
ben aufgearbeitet. Fir eine Schnittserie wurden im Abstand von 100 um sechs Schnitte a
5 um (fir die Himatoxylin-Eosin-[HE]-Firbung sowie als Reserveschnitte) auf Objekttriger

(Objekttriger mit Mattrand, Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig) aufgezogen. Alle
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500 um wurden zwei der sechs Schnitte auf spezielle Objekttriger (Superfrost-Plus Objekt-
trager, Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig) aufgezogen, die spater fiir die Desmin-Far-
bung genutzt wurden. Die folgenden 14 Schnitte bis zum Erreichen der nichsten 100 um-
Marke wurden verworfen. Dieses Schnittprotokoll wurde solange wiederholt, bis sich der
Block unter Raumtemperatur (RT) zu sehr erwirmte, um ihn sicher weiter zu schneiden.
Durch erneutes Einfrieren konnte zu einem spiteren Zeitpunkt das Aufschneiden durch den
gesamten Block hindurch fortgesetzt werden.

Ein Objekttriger mit aufgezogenem Gewebeschnitt musste vor der weiteren Verarbeitung
in einem Wasserbad (45-50 °C, destilliertes Wasser) erwirmt werden, wodurch sich das Pa-
raffin des aufgebrachten Schnittes erwirmte. Der feine, vom Schneiden teils wellige Schnitt,
glittete sich durch diesen Vorgang und wurde gleichzeitig auf dem Objekttrager fixiert. In
Styroporkisten wurden die nassen Objekttriger zum Trocknen aufgereiht, wihrenddessen
mit Tier-, Lisions-, Serien- und Schnitthummer manuell beschriftet. Uber Nacht wurden die

Schnitte bei 37 °C im Brutschrank getrocknet.
2.4.3 Firbemethoden

Zur mikroskopischen Beurteilung der RFA-Lisionen wurde die HE-Firbung als Standard-
tirbung festgelegt. Zusitzlich wurde eine immunhistochemische Firbung mit anti-Desmin-
Antikérpern in grofleren Abstinden durchgefithrt. Desmin ist ein Intermedidrfilament der
Kardiomyozyten und Markerprotein fir intakte Herz- sowie Skelettmuskulatur und glatte
Muskulatur.

Vor den Firbevorgingen mussten die Schnitte zunachst von Paraffin befreit werden, um ein
wissriges Medium zu erzielen, was durch ein wiederholtes Auswaschen mit abnehmender

Alkoholkonzentration erfolgte (Tabelle 2).
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Tabelle 2: Schritte der Entparaffinierung.

Durchginge Substanz Zeit [min] Anmerkung

3 Xylol je 8 Xylol nach 5-7 Durchgingen er-
neuern

2 100 % Alkohol je3 Alkohol nach 5-7 Durchgingen er-
neuern

1 96 % Alkohol 5

1 70 % Alkohol 5

1 50 % Alkohol 5

1 30 % Alkohol 5

1 entionisiertes H,O 5

Die HE-Ubersichts-Firbung liefert mit der basischen Substanz Himalaun (Himalaunlésung
sauer nach Meyer, Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe) eine dunkelblaue bis violette
Farbung der Zellkernstrukturen, wohingegen der saure Farbstoff Eosin (Eosin G, Merck,
Darmstadt) das Zytoplasma, die Kollagenfasern, restliche Gewebeanteile und Erythrozyten
rosa bis hellrot markiert (Lang 2013, S. 204).

Hierftir wurden die Schnitte im Anschluss an die absteigende Alkoholreihe wie folgt gefirbt
(Tabelle 3):

Tabelle 3: Schritte der Hamatoxylin-Eosin-Farbung.

Durchginge Substanz Zeit [min]
3 Himalaun nach Meyer  je 3
1 flieBendes Leitungs- 6
wasser
1 entionisiertes H.O 2
2 Eosin je 2
1 entionisiertes H,O spulen
1 96 % Alkohol 1
2 100 % Alkohol je 2
3 Xylol je3

Fir die Desminfirbung musste im Anschluss an das Auswaschen mit absteigender Alkohol-
konzentration (Verfahren s.o.) zusitzlich eine Entplastung (Technovit 9100, Morphisto
GmbH, Frankfurt a.M.) stattfinden (Tabelle 4). Durch Herauslosen des Einbettmediums las-

sen sich die Dunnschnitte differenzierter anfirben (Lang 2013, S.121).
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Tabelle 4: Schritte der Entplastung im Technovit 9100.

Durchginge Substanz Zeit [min]
2-3 Xylol je 20

1 2-Methoxy-EthylAcetat 20

2 Aceton 5

2 destilliertes H,O 2

Im Anschluss konnte die weitere Vorbehandlung zur enzymatischen Antigendemaskierung
stattfinden (Tabelle 5). Um durch die Formalinfixierung entstandene Aldehydvernetzungen
im Gewebe aufzuheben, war zunichst eine Vorbehandlung mit TBS-T Puffer (Tris-buffered
saline with tween-20, pH 7.6, Agilent, Waldbronn) erforderlich (Lang 2013, S.41). Endogene
Peroxidasen, die zu falsch-positiven Firbereaktionen des Chromogens fiihren kdnnen, muss-
ten blockiert werden (Lang 2013, S.55). Hierfiir wurden die Schnitte mit einer entsprechen-
den Losung behandelt (Dako real peroxidase-blocking solution, Agilent, Waldbronn). Nun wurde
der Primirantikorper inkubiert (anti-Desmin-Antikorper, D9 wouse monoclonal 1gG1, Progen,
Heidelberg). Am nichsten Tag folgte das Auswaschen mit TBS-T Puffer und im Anschluss
die Inkubation mit dem Sekundarantikérper (Polyclonal rabbit anti-monse Immunglobulin HRP,
Agilent, Waldbronn), welcher am Primirantikorper bindet. Der Sekundirantikérper ist mit
dem Markerenzym Meerettichperoxidase (horseradish [HRP]) gekoppelt, welches mit einem
entsprechend entgegengerichteten Komplex aus der Chromogen-Lésung durch eine Enzym-
Substrat-Reaktion zu einem farbigen Endprodukt fihrt (Tabelle 5).

Durch diese Farbreaktion erscheint gesundes Myokardgewebe (Nachweis von Desmin)
braun, wihrend die Lasionszone mit geschadigten Proteinstrukturen (Antigenen) weil3 ent-
firbt aufleuchtet. Diese anti-Desmin-Antikérperfirbung kann somit als Ubersichtsfirbung
benutzt werden.

AbschlieBend wurden die Schnitte in alkoholisches Eindeckmittel eingedeckt (Entellan,
Merck, Darmstadt).
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Tabelle 5: Schritte der Desminfiarbung.

Arbeitsschritt Zeiten und Reagenzien

Vorbehandlung EnVision flex: target retrieval solution high pH
concentrate (Agilent, Waldbronn)

Inkubation 20 min im Dampfkochtopf bei 90° C

Waschen mit Puffer

Blockieren der endogenen Peroxidase
Inkubation

Waschen

Inkubation mit Antikérper-Verdinnung

1. Antikorper
Inkubation
Waschen

2. Antikorper
Inkubation

Waschen
Substrat-Chromogen-System

Abstoppen der Firbereaktion

Gegenfirbung

Entwisserung

2.5

Mikroskopische Aufarbeitung

5 x 2 min mit TBS-T Puffer

Datko real peroxidase blocking solution

17 min bei RT

5 x 2 min mit TBS-T Puffer

30 min mit Dako real antibody diluent
(Agilent, Waldbronn)

Desmin, D9 mouse monoclonal 1gG1 in Ver-
dinnung 1:100

Bei 4 °C Gber Nacht

5 x 2 min mit TBS-T Puffer

Polyclonal rabbit anti-monse Immunglobulin
HRP in Verdinnung 1:100

30 min bei RT

5 x 2 min mit TBS-T Puffer

DAB frisch ansetzen: pro 1 ml Substrat +
50 ul Zytochem DAB Substrat Kit high con-
trol (Zytomed Systems, Berlin)

5-30 min Inkubation unter Mikroskopkon-
trolle

4 x 1 min destilliertes H,O, 1 x 5 min des-
tilliertes H,O

3 min Himalaun,

3-4 min flieBendes Leitungswasser (Vor-
sicht bei Kernfirbung, wird leicht tiber-
deckt)

1 x 1 min 96 % Alkohol,

2 x 2 min 100 % Alkohol,

3 x 3 min Xylol,

Eindecken mit Entellan

Zur mikroskopischen Auswertung wurden die gefirbten Gewebeschnitte mit einem automa-

tisierten Priparatescanner erfasst. Hierbei konnten max. 50 Objekttriger gleichzeitig pro

Einlesevorgang auf eine Ladestation aufgelegt werden. Die Objekttriger wurden dann ein-

zeln durch eine Luftansaugvorrichtung aus ihrer Einheit angesaugt, unter einem Mikroskop

(BX 69vs, Olympus Europe SE & Co.KG, Hamburg) platziert und mit 20-facher
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VergroBerung eingelesen. Durch eine am Mikroskop angeschlossene Kamera (Olympus
xc10, Olympus Europe SE & Co.KG, Hamburg) wurde das Bild erfasst und mit Hilfe des
zugehorigen Programmes (DotSlide, Olympus Europe SE & Co.KG, Hamburg) elektronisch
gespeichert.

Die erzeugten Bilddateien liefen sich zur Auswertung mit einer speziellen Mikroskopiesoft-
ware (Virtual Slide Desktop-Software, Olympus Europe SE & Co.KG, Hamburg) 6ffnen
und bearbeiten. Mittels dieser Mikroskopiesoftware wurde auf jedem eingescannten Schnitt
durch das Setzen vieler einzelner Randpunkte ein Polygon erzeugt, welches die Lasionsrin-
der markierte. Jeder der insgesamt ca. 6500 Schnitte wurde auf diese Weise bearbeitet. Die
Fliche des Polygons, entsprechend dem Querschnitt der Lision, lie3 sich hierdurch berech-
nen. Aus der Querschnittsfliche der Polygone und dem definierten Abstand zueinander (100
um) wurde das Volumen fur jede Lision erzeugt nach

VL‘aLsion = APolygon * 100 Hm
2.6  Statistische Auswertung

Die erhobenen Daten wurden in Tabellenform (Microsoft Excel 2010, Microsoft Corpora-
tion, Redmont [Washington|, USA) aufbereitet.

Die statistische Auswertung der gewonnenen Daten erfolgte mit dem Programm SPSS (Ver-
sion 25.0, IBM Corporation, Armonk [New York]|, USA). Zunichst wurden die erhobenen
Daten auf Normalverteilung hin tberprift (Histogramme, Quantil-Quantil-Diagramme,
Kolmogorow-Smirnow-Test). Nach Analyse der Datenstruktur und Verteilung wurde eine
deskriptive Statistik durchgefithrt. Unterschiede zwischen stetigen Datengruppen (z.B. Vo-
lumina zwischen atrialen und ventrikuliren Lisionen) wurden mit dem Mann-Whitney-U-
Test fiir Rangsummen dargestellt. Unterschiede zwischen binomial verteilten Datengruppen
(z.B. Koronarstenosen bei atrialen und ventrikuldren Lisionen) wurden mit dem Chi-Quad-
rat-Test bzw. dem Fischer-Test berechnet. Ein p-Wert von < 0,05 wurde als signifikant de-

finiert.
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3  Ergebnisse

3.1 Stichprobe

Es wurden insgesamt 87 RFA Liasionen bei 12 jungen Liuferschweinen appliziert.

Bei 5/12 Tieren (42 %) der Kohorte traten Komplikationen im Zusammenhang mit der In-
tervention auf, die damit ein Abweichen von dem geplanten Versuchsaufbau zur Folge hat-
ten.

Wihrend der RFA kam es bei zwei Tieren zu Kammerflimmern (VF), das nicht durch Defi-
brillation terminiert werden konnte. Sie verstarben periprozedural bei erfolgloser Reanima-
tion.

Zwei Tiere entwickelten 27 h und 36 h nach Ablation ein schmerzendes Himatom an der
Punktionsstelle. Nach Vorstellung der Tiere bei der betreuenden Tierdrztin wurde die Belas-
tung fir die Tiere als ,,hoch® eingestuft und die Tiere entsprechend der festgelegten Verfah-
rensanweisungen im Tierversuchsantrag aus dem Versuch genommen und unverziiglich ge-
totet.

Ein weiteres Tier verstarb 4 h postinterventionell am plotzlichen Herztod (SCD).

Auch die Herzen und zuvor applizierten Lisionen (n = 26/87) dieser Tiere mit vorzeitiger

Organentnahme wurden in der vorliegenden Studie verwendet.
3.2 Ergebnisse der makroskopischen Auswertung nach 48 Stunden

Das Gewicht der Herzen betrug im Median 133 g (Interquartilsabstand 111-137 g).

Bei der makroskopischen Aufarbeitung wurden 79/87 Lisionen (91 %) zweifelsfrei identifi-
ziert und zur weiteren Aufarbeitung pripariert.

Makroskopisch erschienen die RFA-Lisionen nach 48 h als derb tastbare, rund-ovale, weil3-
graue Myokardaufhellungen mit kriftig ausgebildetem, dunkelrotem himorrhagischem
Randsaum und teils zentraler R6tung (Abbildung 2, Abbildung 3). Der Durchmesser betrug
ca. 6 mm. Alle atrialen Lidsionen erschienen bereits epikardial und hatten somit eine trans-

murale Ausdehnung,.
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Abbildung 2: Makroskopische Ansicht Abbildung 3: Makroskopische Ansicht

einer Lision (¥) an der Spitze des lin- einer Lision (*) am rechten Vorhofohr.
ken Ventrikels.

3.2.1 Makroskopische Besonderheiten

Wihrend der Explantation des Herzens wurde bei einem Tier der Abdruck einer Lision des
RA und Vorhofohres durch das Perikard ins Lungenparenchym der rechten Lunge sichtbar
(Abbildung 4).

.
Abbildung 4: Lisionsabdruck auf der Lunge. (A,B) Die Lision ist auf dem Perikard zu sehen (A:*)

und wurde mit einer mittleren Anpresskraft von 12 g an der Basis des rechten Vorhofohres (B:**) appli-
ziert. (C) Ein Abdruck der Lision ist auf dem rechten Lungenuntetlappen (***) zu sehen.
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Weitere makroskopische Auffilligkeiten waren Infarktareale, die bei vier Tieren in der Um-
gebung einer Lisionsstelle festgestellt wurden.

Bei einem Tier zeigte sich auf der dorsalen Herzseite ein keilférmiges hamorrhagisches Areal,
das sich tiber die Herzspitze bis auf die Ventralseite des LV ausbreitete und auch in der
Tiefenausdehung grof3e Teile des Myokards betraf (Abbildung 5). Das Tier verstarb 4 h post-
interventionell am SCD. In der histologischen Aufarbeitung wurde ein Verschluss der V.
cordis media vor der Einmundung in den CS als Ursache fiir die himorrhagische Infarzie-
rung und den plétzlichen Herztod identifiziert. Die Lision grenzt an den posteroseptalen
Ast der RCA, der sich in der Koronarangiographie unauffillig darstellen lieB3 (vgl. auch Ab-
bildung 20).
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Abbildung 5: Makroskopische Befunde des Herzens eines Tieres, das vier Stunden postinterven-
tionell am plétzlichen Herztod verstarb. (A,B) Ansicht der Dorsalseite des Herzens mit himorrhagi-
scher Infarzierung (A:*) entlang des Sulus interventricnlaris posterior mit Ausbreitung dieser tber die Herz-
spitze auf die Ventralseite des Herzens (B:*). (C) Blick in den erdffneten rechten Vorhof. Der weil3e Pfeil
kennzeichnet die Lision (mittlere Anpresskraft 58 g) an der Einmtundung des Sinus coronarius (CS). (D)
Querschnitte auf ventrikulirer Ebene lassen die Tiefenausdehnung des himorrhagisch infarzierten Areals
erkennen (Pfeile). (E) Ansicht des Herzens von dorsal mit Blick auf die Lision (weiller Pfeil) nahe des
Posteroseptalastes der rechten Koronararterie (**)
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Bei einem weiteren Tier entstand durch eine Lision im CS eine himorrhagische Infarzierung

von Anteilen des linken Herzohres (Abbildung 6). Zusitzlich zu diesem Befund lief3 sich der

CS aufgrund einer Thrombose ab der Lisionsstelle nicht mehr mit einer Sonde passieren

(Abbildung 7).

Abbildung 6: Himorrhagische In- Abbildung 7: Sondierter Sinus coronarius.
farzierung des linken Herzohres Ansicht auf die Dorsalseite des Herzens. Hi-
(*). Verursacht durch eine Lision am morrhagische Infarzierung des linken Herz-
Sinus coronarius mit einer mittleren An- ohres (*¥). Die Sonde ist im Sinus coronarins
presskraft von 15 g. platziert, der ab der Lision (Pfeil) nicht mehr

passierbar ist.

Bei einem Tier lag ein Infarktareal nahe einer posteroseptalen TK-Lision vor (Abbildung 8).
Bei Applikation der zugeordneten Lision entwickelte das Tier VF. Die Koronarangiographie
dieses Tieres zeigte nach 30 min sowie 48 h eine leichte RCA-Stenose, die histologisch im
Gewebeausschnitt allerdings nicht erkennbar war. Eine erneute Koronarangiographie nach
48 h konnte bei diesem Tier nicht durchgefiihrt werden, da es auf Grundlage eines
schmerzenden Leistenhdmatoms an der Punktionsstelle vorzeitig aus dem Versuch

genommen und getotet werden musste.
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Abbildung 8: Ventrikulédres Infarktareal. Ansicht des Herzens von ventral (A) und lateral (B) mit einer
Doppellision (A,B: *,*) (mittlere Anpresskraft 14 g) an der posteroseptalen Trikuspidalklappe. Ausbrei-
tung des darunter liegenden ventrikuliren Infarktareals (Pfeil).

Bei einem Tier mit komplikationsloser Intervention sowie Verlauf zeigte sich eine Einblu-
tung nahe einer posterioren MK-Liasion, die sich auf das ventrikulire Myokard ausbreitete

(Abbildung 9).

2 5 6 7 8
e A

Abbildung 9: Einblutung in das apikale linksventrikuldre Myokard. Ansicht des Herzens von vent-
ral (A) und lateral-dorsal (B) mit Einblutung (*) in das apikale linksventrikulire Myokard. Die ursichliche
Lision (mittlere Anpresskraft 17 g) nahe des posterioren Anteils der Mitralklappe ist nicht ersichtlich, da
sie nicht transmural war.
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Zudem wurden extrakardiale Abdriicke von Lisionen auf die A. pulmonalis (n=3) (Abbil-
dung 10) und Aorta (n=4) (Abbildung 11) ersichtlich. Sie wurden in der Mehrzahl der Fille
durch Applikation der Lision mit niedriger-mittlerer CF (6-22 g) erzeugt.

Abbildung 10: Lisionsabdruck auf der A. pulmonalis. Exemplarische Makroskopie und Histologie
eines Lisionsabdruckes auf die A. pulmonalis. (A) Ansicht des Herzens von ventral mit transmuraler La-
sion (mittlere Anpresskraft 44 g) des linken Vorhofohres (*) und Abdruck dieser auf die A. pulmonalis
(**). B) Detailansicht der transmuralen Lision (*) und des Abdruckes (**). (C) Eréffnete A. pulmonalis
ohne endovaskuliren Abdruck der Lision (¥*).

(D) Himatoxylin-Eosin-Firbung. Histologische Darstellung einer transmuralen Lision (mittlere Anpress-
kraft 12 @) des linken Atriums (¥, eingekreistes Areal) mit Abdruck auf die benachbart liegende A. pulmo-
nalis (**). Lumen der A. pulmonalis (+). (E) Nahausschnitt des eingerahmten Bereiches aus (D). Die von
der Lision mitbetroffenen Wandabschnitte der Lamina media sind als wellig angeordnete Gefilimuskel-
zellen erkennbar (¥), teils mit Einblutungen (kleine Pfeile). Die unversehrten Abschnitte der Lamina media
lassen demgegentiber eine radidre, geordnete Anordnung erkennen (**). Lumen der A. pulmonalis (+).
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Abbildung 11: Lisionsabdruck auf der Aorta. Exemplarische Makroskopie und Histologie eines Lisi-
onsabdruckes auf der Aorta. (A) Ansicht auf die Atrioventrikularklappen-Ebene mit posteriorem Mitral-
klappen-Segel (+) und Lision (¥) (mittlere Anpresskraft 10 g). (B) Ansicht der transmuralen Lision (*) mit
Abdruck auf die Aortenwurzel bzw. Aorta ascendens (**).

(C) Himatoxylin-Eosin-Farbung. Histologische Darstellung einer Lision (¥, umkreistes Areal) (mittlere
Anpresskraft 22 g) der anteroseptalen Trikuspidalklappe (+) mit Abdruck auf die Aortenwurzel und Aorta
ascendens (*¥). Anschnitt der Aortenklappe (++). Die Lision breitet sich bis in die Lamina media der
Gefillwand aus, teils mit Einblutungen (Pfeil).

3.3 Ergebnisse der mikroskopischen Auswertung

3.3.1 Histologische Darstellung der Hochfrequenzstrom-Lisionen

Zur Lision wurde in der histologischen Auswertung jegliches Gewebe gezihlt, welches Zei-
chen einer thermischen Schidigung durch den Hochfrequenzstrom aufwies. Dies betraf je
nach Lokalisation im Herzen teils Endokard und darunterliegendes Myokardgewebe, andern-
orts zusatzlich epikardiales Fettgewebe, Herzklappen, oder benachbarte Gefille, in einem
Fall sogar das Lungenparenchym.

Ablationsstellen lieBen sich durch eine Unterbrechung des Endokards an der Stelle der
Stromapplikation erkennen. Diese Areale zeichneten sich zudem durch eine himorrhagisch-
fibrinGs zersetzte Zellstruktur aus. Um die Kontaktstelle zwischen Ablationskatheter und
Endo-Myokard herum breiteten sich die Lisionsstellen rund-oval im Sinne einer Koagulati-

onsnekrose in die Peripherie aus (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Mikroskopische Ansicht einer septalen rechtsventrikuliren Lision. Himatoxylin-
Eosin-Firbung. Histologische Ansicht einer septalen rechtsventrikuliren Lision (mittlere Anpresskraft
46 g) mit Anteilen des Ramus interventricularis anterior (+) innerhalb der Lisionszone (umkreistes Areal).
Die Kontaktstelle mit dem Ablationskatheter zeigt eine Unterbrechung der Endokardschicht (*) mit zent-
raler Gewebsnekrose, die himorraghisch-fibrinds durchsetzt ist (**). Sie breitet sich rund-oval in das um-
gebende Myokard aus (Pfeil). Ventrikelseptum (++). Epikard (+++). Rechtsventrikulires Myokard (x).
Rechtsventrikulires Lumen (xx).

Je nach postinterventioneller Ubetlebenszeit des Tieres gab es unterschiedliche Lisionscha-
rakteristika der entstandenen Koagulationsnekrose. Bei Tieren, die aufgrund von Komplika-
tionen (s.0.) eine Nachbeobachtungszeit < 32 h bis zur Entnahme der Herzen hatten, fanden
sich im Vergleich zum umgebenden Myokard an den Lisionsstellen vor allem eosinophilere
Kardiomyozyten. Das Gewebe erschien mit zahlreichen Erythrozyten durchsetzt, typischer-
weise gelockert und 6demat6s. Die Abgrenzung dieser Lisionen nach kurzer Nachbeobach-
tungszeit (n = 26) zum gesunden Myokard war hierbei im Vergleich zu Lasionen von Tieren,
die eine Nachbeobachtungszeit von > 32 h hatten (n = 53), erschwert, da die Gewebeverin-
derungen weniger ausgeprigt vorlagen (Abbildung 13). Hier erwies sich die Desminfirbung
als hilfreich, mit der sich Lisionen aufgrund der geschidigten Desminfilamente als entfirbte
Areale darstellen, gegeniiber den braun angefirbten, intakten Desminfilamenten auf3erhalb

der Lisionszone (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Mikroskopische Ansicht einer rechtsatrialen Lision. Lision (umkreistes Areal) am
rechten Vorhofohr (mittlere Anpresskraft 33 g) eines vier Stunden postinterventionell am plétzlichen
Herztod verstorbenen Tieres. (A) Himatoxylin-Eosin-Farbung. Einblutungen (*), Fibrin (**) und hyper-
cosinophiles Gewebe innerhalb der Lisionszone. Strukturell intaktes Myokard (+). (B) anti-Desmin-An-
tikérperfirbung. Die durch die Ablation strukturell verinderten Desminfilamente der Kardiomyozyten
binden den anti-Desmin-Antikérper nicht, das Areal erscheint farblos (¥). Umgebende, unbeschidigte
Desminfilamente mit Antikérperbindung erscheinen in der Fiarbung braun (+) und ermdglichen dadurch
die exakte Lisionsbegrenzung. Rechtsatriales Lumen (x).

Ab einer Nachbeobachtungsspanne von > 32 h bestand zusitzlich als Randbegrenzung der
Lisionen ein teils doppelt ausgebildeter Leukozytenwall (Abbildung 14).

In der mikroskopischen Ansicht lief3 sich die Transmuralitit der Lasion beurteilen. Als trans-
mural wurde hierbei eine Lision definiert, die sich vom endokardialen Applikationsort durch
das gesamte Myokard bis auf die gegeniiberliegende epikardiale Seite erstreckt (Abbildung
14, Abbildung 15). In der AV-Klappenebene wurde eine Lision als transmural definiert,
wenn durch ihre Ausdehnung eine komplette Unterbrechung des atrialen vom ventrikuliren

Myokard erreicht wurde (Abbildung 15).
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Abbildung 14: Transmurale Lision. Hi-
matoxylin-Eosin-Firbung. Lision (mittlere
Anpresskraft 48 g) an der Spitze des linken
Ventrikels 48 Stunden nach Ablation. Der
doppelte Leukozyten-Randwall (**) stellt die
duBere Begrenzung der Lision dar. Links-
ventrikulires Lumen (x).

Abbildung 15: Transmurale Lision der Atrioventri-
kularklappen-Ebene. Himatoxylin-Eosin-Firbung. Li-
sion (mittlere Anpresskraft 40 g) des rechten Atriums mit
angrenzender rechter Koronararterie (*) und Anschnitt
der Trikuspidalklappe (**). Durch die transmurale Lision
(umkreistes Areal) wird eine Isolation des atrialen (+)
vom ventrikuldren (++4) Myokard erreicht.

3.3.2 Verinderungen der Koronararterien in der mikroskopischen Auswertung

Mikroskopisch wurde in 11/79 Lisionen (14 %) eine strukturell verinderte Koronararterie

bzw. Anteile dieser innerhalb der Lisionszone gefunden. Von den elf betroffenen Koronar-

arterien lag eine im Atrium, acht in der AV-Klappenebene und zwei im Ventrikel (Tabelle

0). Ein signifikanter Zusammenhang zwischen der angewendeten mittleren CF und der Hiu-

figkeit der strukturellen Koronararterienverinderung ergab sich im exakten Test nach Fi-

scher weder fur die einzelnen Lokalisationen, noch fiir die Gesamtheit der Lasionen (Tabelle

6).
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Tabelle 6: Verteilung der Koronararterienverinderungen in Abhingigkeit von der Lokalisation

und der angewendeten Anpresskraft.

Ablationsstelle =~ Koronararterien- Anpresskraft Exakter Test
verinderung 0-20 g 20-60 g  nach Fischer
Atrium Nein 11 11
Ja 1 0
p = 0,522
AV-Klappen- Nein 13 11
ebene Ja 4 4
p = 0,579
Ventrikel Nein 10 12
Ja 0 2
p = 0,330

Hinsichtlich der betroffenen Arterien war in der Mehrzahl der Fille (n = 7) die RCA nach
Ablationen des posteroseptalen RA oder der lateralen-posteroseptalen TK-Region betroffen,
wobei Schidigungen sowohl nach Ablation mit niedriger-mittlerer, als auch hoher-mittlerer
CF auftraten. Koronarien an der Randzone einer Lision (n = 5) zeigten auller geringen Ein-
blutungen in die Adventitia keine weiteren Verinderungen der Media oder Intima. Koro-
narien innerhalb der Lisionszone (n = 6) zeigten Einblutungen bis in die Lamina Media, eine
gelockerte Zellstruktur aller Schichten, teils Odembﬂdung und eine Verinderung der Wand-
dicke (Abbildung 16, Abbildung 17). Stenosen oder Thrombusformation im Gefi3lumen

wurden in der histologischen Aufarbeitung nicht beobachtet.
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Abbildung 16: Mikroskopische Ansicht der rechten Koronararterie innerhalb der Lisionszone.
Himatoxylin-Eosin-Firbung. (A) Ansicht einer Lision (mittlere Anpresskraft 7 g) an der posterioren Tri-
kuspidalklappe (*) mit Anteilen der rechten Koronararterie (**) innerhalb der Lisionszone (umkreistes
Areal). (B) Nahausschnitt des eingerahmten Bereiches aus (A). Die im Bild oberen Anteile der rechten
Koronararterie, die innerhalb der Lisionszone liegen, erscheinen ddematds (+) im Vergleich zur Wand-
dicke auBerhalb der Lisionszone (++). Die lamindre Anordnung der Gefi3muskelzellen der Lamina me-
dia ist innerhalb der Lisionszone aufgehoben. Die Auskleidung des GefiSlumens durch das Endothel ist
unterbrochen (**). Lumen der rechten Koronararterie (). (C) anti-Desmin-Antikérperffirbung. Es findet
keine Bindung des anti-Desmin-Antikérpers innerhalb der von der Lisionszone betroffen Gefdimuskel-
zellen (**) statt. Die Schidigung dieser Gefdl3abschnitte ist belegt. Lumen der rechten Koronararterie (¥).
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Abbildung 17: Strukturelle Verinderung der rechten Koronararterie nach Ablation. Himatoxylin-
Eosin-Firbung. Ansicht einer Lision (mittlere Anpresskraft 35 g) an der lateralen Trikuspidalklappe (*)
mit Anteilen der rechten Koronarartetie (**) innerhalb der Lisionszone (umkreistes Areal). Atriales My-
okard (+). Ventrikulires Myokard (++). (B) Ausschnitt aus (A). Lumen der rechten Koronararterie (¥).
Der linke, innerhalb der Lisionszone liegende Anteil der rechten Koronararterie zeigt Einblutungen in
die Lamina adventitia (+), sowie einen Bereich, in dem die Lamina media verdiinnt und strukturverindert
ist (++). Das Endothel ist stellenweise unterbrochen (Pfeile).

3.3.3 Weitere Gewebeauffilligkeiten

Weitere Auffilligkeiten in der mikroskopischen Aufarbeitung waren einerseits eine ablati-
onsbedingte Stenose des CS, die die Passage der Knopfsonde in den distalen CS unméglich
machte (Abbildung 18, vgl. auch Abbildung 6, Abbildung 7). Andererseits fielen innerhalb
der Lisionen in einigen Fillen myokardiale (n = 3) und epikardiale (n = 3) Einblutungen auf
(Abbildung 19). Diese kénnen durch hitzebedingte Gasentwicklung im Zentrum der Lision
entstehen. Die Einblutungen wurden jedoch nicht mit Komplikationen wihrend oder nach
der Ablation in Zusammenhang gebracht.

Durch die histologische Aufarbeitung konnte die Ursache des SCD eines Versuchstieres ge-
klirt werden. Es zeigte sich ein Verschluss der V. cordis media, der die makroskopische hi-
morrhagische Infarzierung weiter Teile der Hinterwand und damit den SCD erklirte (Abbil-
dung 20, vgl. auch Abbildung 5).
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Abbildung 18: Sinus coronarius-Thrombose. Himatoxylin-Eosin-Firbung. Ansicht einer Lision
(mittlere Anpresskraft 15 g), die innerhalb des Sinus coronarius platziert wurde. Das Lumen des Sinmus
coronarius (*) ist thrombosiert. In der makroskopischen Aufarbeitung war eine Sondierung nicht moglich.
Im Bindegewebe innerhalb der Lisionszone (umkreistes Areal) sind Einblutungen (**) zu erkennen. At-
riales Myokard (+), ventrikulires Myokard (++), Mitralklappe (+++). Rechtsatriales Lumen (x).

Y Y el AR
Abbildung 19: Myokardialer Thrombus nach Einblutung in die Lision. (A) Himatoxylin-Eosin-
Firbung. Ansicht einer Lision (umkreistes Areal, mittlere Anpresskraft 11 g) im rechtsventrikuliren My-
okard mit zentraler Einblutung nach Szan-Pop (*), die sich in ihrer Ausbreitung durch den Grof3teil der
Querschnittsserie der Lision erstreckt. Ventrikuldres Myokard (**).
(B) Himatoxylin-Eosin-Firbung. Ansicht einer Lision (umkreistes Areal, mittlere Anpresskraft 34 ) des
rechtsventrikuliren Ausflusstraktes mit mittiger Einblutung nach Steam-Pop (*). Ventrikulires Myokard
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Abbildung 20: Thrombose der V. cordis media. Mikroskopische Befunde einer Lision (mittlere An-
presskraft 58 g) des posteroseptalen rechten Atriums vor der Einmtndung des Sinus oronarius des nach
vier Stunden am plotzlichen Herztod verstorbenen Tieres. Orthogonale Schnittfiihrung durch die Atrio-
ventrikularklappen-Ebene. (A)-(C) Himatoxylin-Eosin-Firbung. Die histologischen Anschnitte zeigen ei-
nen Thrombus (A-C: *) innerhalb der Lisionszone (eingekreistes Areal), der die Lision im vollstindigen
Durchmesser durchzieht. Innerhalb der Lision finden sich zahlreiche Einblutungen (A-C: **). Anteile des
Ramus posteroseptalis (B: +) der rechten Koronararterie (B: ++) liegen innerhalb der Lision. Beide stell-
ten sich in der Koronarangiographie postinterventionell unauffillig dar. (D, E) Durch immunhistochemi-
sche Firbungen kann der Thrombus einem vendsen Gefil3 zugeordnet werden. (D) anti-Smooth-Muscle-
Firbung. Die braune Firbung der Gefiwinde (Pfeile) beweist die Lage des Thrombus im vendsen Gefal3.
(E) von-Willebrand-Faktor-Firbung mit brauner Anfirbung von Bereichen, in denen Blutgerinnung statt-
findet (Pfeile). (F) anti-Desmin-Antikérperfirbung zur exakten Abgrenzbarkeit des von der Lision (ein-
gekreistes Areal) betroffenen Myokards, welches nicht anfirbbar erscheint (*). In Zusammenschau wird
der hier dargestellte Verschluss der V. cordis media als Ursache fiir den plétzlichen Herztod des Tieres
angenommen.

3.4 Lasionsvolumina nach 48 Stunden

Von 79 identifizierten Lisionen waren 23 Lisionen im atrialen Myokard lokalisiert, 32 Lisi-
onen in der AV-Klappenebene und 24 Lisionen im ventrikuliren Myokard. Das mediane
Lisionsvolumen (Interquartilsabstand) betrug im Atrium 35,4 mm’ (27,8-75 mm’), in der
AV-Klappenebene 69,3 mm’ (45,3-116,7 mm’) und im Ventrikel 116,1 mm’ (79,9-
160,9 mm”).

Eine Normalverteilung lag nur fiir die Volumina der ventrikuldren Lisionen vor (Kolmo-

gorov-Smirnov p > 0,2), fir die Volumina der Lisionen im Vorhof und an der AV-
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Klappenebene konnte keine Normalverteilung angenommen werden (Kolmogorov-Smirnov
p = 0,001 / p = 0,009).

Im Man-Whitney-U-Test ergibt sich ein signifikant niedrigeres Volumen fiir die atrialen Li-
sionen, als fir die der AV-Klappenebene (p = 0,015) und des Ventrikels (p < 0,001) (Abbil-
dung 21). Die ventrikuliren Lisionen hingegen waren wiederum signifikant grof3er, als die

der AV-Klappenebene (p = 0,016).
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Abbildung 21: Darstellung der Lisionsvolumina der unterschiedlichen Lokalisationen 48 Stunden
nach Hochfrequenzstromablation. Es ergibt sich im Man-Whitney-U-Test ein signifikant niedrigeres
Volumen fiir atriale Lisionen, verglichen mit denen der Atrioventrikular-Klappenebene (p = 0,015) und
der Ventrikel (p < 0,01).

Ein signifikanter Unterschied des Volumens zwischen Lisionen, die mit niedriger-mittlerer
CF (10-20 g) und Lisionen, die mit hoher-mittlerer CF (20-60 g) appliziert wurden, besta-
tigte sich weder fiir die Gesamtheit der Lisionen (15 = -0,002; p = 0,967), noch innerhalb der
einzelnen Lokalisationen (Atrium, AV-Klappenebene, Ventrikel) (Abbildung 22, Abbildung
23, Abbildung 24, Abbildung 25).
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Abbildung 22: Vergleich der Lisionsvolumina zwischen niedriger-mittlerer und hoher-mittlerer
Anpresskraft: Es zeigt sich weder innerhalb der verschiedenen Lokalisationen, noch fir die Gesamtheit
ein signifikanter Unterschied.
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Abbildung 23: Streudiagramm der Lisionsvolumina atrialer Lisionen in Abhingigkeit von der
angewendeten Anpresskraft.



3 Ergebnisse

38

250

200

150

100

Lisionsvolumen [mm?]

50

(@)
QO
0
O
O
p
A~ O
hH
&
o O o
- )
O
O @)
>< oo
\/ )
O
@)

O °8

20 30 40

Mittlere Anpresskraft [g]

~
@)
-

)

O

50

=0,163
p=0,194

60

Abbildung 24: Streudiagramm der Lisionsvolumina der Lisionen in der Atrioventrikular-Klap-
penebene in Abhingigkeit von der angewendeten Anpresskraft.
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Abbildung 25: Streudiagramm der Lisionsvolumina ventrikuldrer Lisionen in Abhingigkeit von
der angewendeten Anpresskraft.



3 Ergebnisse 39

3.4.1 Transmuralitit

Von den 79 identifizierten Lisionen erwiesen sich 65 Lasionen (82 %) als transmural. Dies
betraf alle atrialen Lisionen (n = 23), 24/32 (75 %) Lisionen der AV-Klappenebene und
18/24 (75 %) ventrikulire Lisionen.

Sowohl in der AV-Klappenebene, als auch im Ventrikel, bestand kein Unterschied hinsicht-

lich Transmuralitit und verwendeter CF (Chi-Quadrat p = 0,42; p = 0,49).

3.5 Angiographische Verinderung an den Koronararterien nach 48

Stunden

Bei allen 12 jungen Liuferschweinen konnten die Koronarangiographien der rechten und
linken Koronararterie vor der RFA, wie vorgesehen, durchgefithrt werden. Es stellte sich
stets eine unauffillige Gefi3situation dar.

Die Koronarangiographie 30 min nach Intervention wurde bei 11/12 Tieren durchgefihrt,
ausgenommen das wihrend der Intervention verstorbene Tier. Die Koronarangiographie
48 h nach RFA wurde bei 7/12 Tieren durchgefihrt. Bei 1/7 Tieren zeigte sich hierbei eine
RCA-Stenose, die in der Koronarangiographie 30 min nach Ablation noch nicht sichtbar
war. Die Gefil3situation der Gbrigen Tiere blieb ohne Unterschied zur Voraufnahme.
Insgesamt wurde postinterventionell bei 5/12 (42 %) Tieten eine Einengung an einem der
Koronararterien-Hauptstimme, bei 2/12 (17 %) Tieren eine Verengung eines Koronararte-
rienendastes registriert (Abbildung 26).

Bei 3/12 Tieren konnten IVUS-Untersuchungen der rechten und linken Koronararterie
durchgefithrt werden. Die Auswertung brachte keine verwertbaren Ergebnisse, da der ver-
wendete IVUS-Katheter das Lumen der Koronararterien nahezu vollstindig ausftllte. Eine
Beurteilung des Durchmessers im ungedehnten Zustand war nur im proximalen Haupt-

stamm der Koronararterien, nicht aber im Bereich der RFA-Lisionen moglich.
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nach Ablation. (A) Koronarangiographie der linken Koronararterie (Pfeil) vor Ablation in 60° /ff-ante-
rior-obligne-Projektion. (B) Koronarangiographie der linken Koronararterie nach Ablation mit hoher-
mittlerer Anpresskraft von 40 g in 60° lft-anterior-obligue-Projektion. Es liegt eine ca. 30 %-ige Einengung
des Ramus circumflexus vor (Pfeil). (C) Histologische Aufarbeitung der Lision am posterioren Mitral-
klappen-Ring, die fiir die Stenose in (B) als ursichlich angesehen wurde mittels Azan-Firbung 48 Stun-
den nach Ablation. Es besteht eine zentrale Einblutung (*), der Ramus circumflexus ist teilweise inner-
halb der Lisionszone (umkreistes Areal) lokalisiert (**). Linksatriales Lumen (x). Linksventrikulires Lu-
men (xx). Mitralklappe (+). (D) Detailansicht des Ramus circumflexus aus (C) mit aufgetricbener LLamina
adventitia und -media in den innerhalb der Lision liegenden, oberen Bereichen (**). Das Lumen der
Koronararterie ist nicht relevant verengt. Méglicherweise hatte sich die durch Odem bedingte koronar-
angiographisch sichtbare Stenose zu diesem Zeitpunkt bereits zuriickgebildet.
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4 Diskussion

4.1 Volumen und Morphologie der Lisionen

In dieser Arbeit wurde bei konventioneller RFA ohne aktive Kihlung der Katheterspitze
kein Einfluss der CF auf das Lidsionsvolumen dargestellt — weder fir die Gesamtheit der
Lisionen, noch innerhalb der einzelnen Lokalisationen (Atrium, AV-Klappenebene, Ventri-
kel).

Die CF gilt jedoch als einer der wesentlichen physikalischen Parameter fiir eine effektive
Lisionsbildung bei einer Ablation mit aktiver Kihlung der Katheterspitze (Avitall et al. 1997;
Ikeda et al. 2014; Shah et al. 2010; Yokoyama et al. 2008). In einigen experimentellen Studien
stellte sie sich als stirkster Pradiktor fiir Lasionsgro3e und Transmuralitit heraus und war
dabei der Voraussagekraft anderer klinisch genutzter Parameter (Impedanzabfall, Amplitude
der lokalen elektrischen Signale, Elektrodentemperatur) tiberlegen (Ikeda et al. 2014; Oku-
mura et al. 2008). Einzelne Studien protokollierten demgegentiber nur einen schwachen oder
fehlenden Zusammenhang zwischen der angewendeten CF und der Lisionsausdehnung
(Calzolari et al. 2017, Haines 1991).

Unser Ergebnis steht daher im Kontrast zu experimentellen Studien, die eine Zunahme von
Lisionstiefe, -durchmesser und -volumen bei steigender CF wihrend einer RFA mit Sptlung
der Katheterspitze beobachteten (Ikeda et al. 2014; Yokoyama et al. 2008). Da der mit einem
CF-Sensor versehene TactiCath™ Quartz Contact Force Ablationskatheter fur diese aktive Kith-
lung der Katheterspitze entwickelt wurde, liegen bislang keine Vergleichsdaten fir den Stel-
lenwert der CF bei konventioneller, nicht-gekiihlter RFA vor. Méglicherweise ist die unter-
schiedliche Energicausbreitung mit bzw. ohne Spiilung der Katheterspitze Ursache fiir den
in der vorliegenden Arbeit erfassten fehlenden Zusammenhang zwischen CF und Lisions-
volumen. Bei fehlender Spilung der Katheterspitze kommt es zu einer oberflichlicheren
Lisionsausdehnung, da bei Denaturierung des Myokards (,,Verkohlung®) der elektrische Wi-
derstand bedeutend steigt und weniger Energie in die Tiefe des Gewebes transportiert wer-
den kann (Haines 2004; Nakagawa et al. 1995).

Alle atrialen Lidsionen waren in unserer Auswertung transmural, unabhingig von der ange-
wendeten CF. Gleichzeitig ergab sich im Vergleich der Volumina dieser drei Lokalisationen
ein signifikant niedrigeres Volumen der atrialen Lisionen (medianes Volumen im Atrium

35,4 mm’, in der AV-Klappenebene 69,3 mm’, im Ventrikel 116,1 mm’). Sowohl die



4 Diskussion 42

Transmuralitit als auch die niedrigen Volumina der atrialen Lisionen sind somit auf die
dinne Wand der Vorhofe zuriickzufithren, die am ausgewachsenen Schweineherzen 2,4 mm
* 0,5 mm betrigt und beim nicht-ausgewachsenen Myokard noch geringer sein wird (Bo-
kenkamp et al. 2000). Méglicherweise ist ein Teil der Lision extrakardial (z.B. Perikard, Me-
diastinum) appliziert und nicht in der vorliegenden Volumetrie erfasst worden.

Lisionen mit niedriger-mittlerer CF induzierten auch in der AV-Klappenebene und im
Ventrikel hiufig eine transmurale Ausdehnung (AV-Klappenebene: 71 %, Ventrikel: 70 %).
Dieser Anteil wird durch eine hohe-mittlere CF an der AV-Klappenebene und im Ventrikel
nur geringfiigig gesteigert (80 % bzw. 79 %) und spiegelt den fehlenden Zusammenhang
zwischen CF und Volumen bzw. Transmuralitit wider. Diese Beobachtung betont jedoch
auch, dass erfolgreiche Lisionen mit niedriger-mittlerer CF erzielt werden kénnen.

Die morphologischen Auffilligkeiten (Infarktareale und Infarzierungen, Ausdehnung der
Lision bis hin zur Aorta und A. pulmonalis, Lasionsabdruck ins Lungenparenchym) wurden
bis auf einen Fall alle durch niedrige-mittlere CF erzeugt. Bei einer Lasion mit hoher-mittlerer
CF entstand eine himorrhagische Infarzierung durch den Verschluss der V. cordis media an
der Einmindung des CS in das RA. Dies zeigt, dass im juvenilen Myokard auch bei Ablation
mit geringer Anpresskraft morphologische Schiden an Koronarien, groflen GefiBlen oder
Nachbarorganen durch transmurale Lisionsausdehnung entstehen konnen. Im Umkehr-
schluss sollte deshalb gerade im juvenilen Myokard von der Anwendung einer hohen CF
abgesehen werden, da diese das Risiko fir Szam-Pops oder Thromben erhoht (Ikeda et al.
2014; Yokoyama et al. 2008).

4.2  Strukturelle Koronararterienverinderung

Wihrend der RFA besteht das Risiko, ein Koronargefial thermisch zu schidigen. In den
postinterventionellen Koronarangiographien unserer Versuche zeigten sich bei 5/12 Tieren
(42 %) eine Einengung am Hauptstamm, bei 2/12 Tieren (17 %) am Koronararterienendast.
Das Risiko fiir die thermische Schiadigung einer Koronararterie ist eine seltene Komplikation,
die moglicherweise unterschitzt wird (Blaufox und Saul 2004; Castafio et al. 2011; Mao et al.
2015). Das Risiko hierfir betragt fiir Patienten < 21 Jahren ca. 2 % (Schneider et al. 2009).

Die hiufigsten akuten Verdnderungen sind Thrombosen und reversible Gefillspasmen
(Pons et al. 1997; Pothineni et al. 2019). Es ist daher moglich, dass es sich nicht bei allen in
unserer Tierversuchsserie erfassten Koronarstenosen um eine persistierende oder fortschrei-
tende Schidigung handelt. Im Langzeitverlauf konnen sich jedoch klinisch relevante Steno-

sen entwickeln (Pons et al. 1997). Bertram et al. (2001) berichten von asymptomatischen
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Stenosen der RCA nach > 1 Jahr im Anschluss an RFA am Trikuspidalklappenring. Der
Stellenwert der bei der RFA akut induzierten Koronarverletzungen ist bislang weitestgehend
unklar.

Histologisch wurde in unserer Studie innerhalb von 11/79 der Lisionen (14 %) ein struktu-
rell verdndertes Koronargefil3 erfasst. Dabei fanden sich in 6/11 Fillen (55 %) Verinderun-
gen bis in die Intima der GefiB3e hinein, in den tUbrigen 5/11 Fillen (45 %) Verinderungen
der Media und Adventitia. Eine relevante Reduktion des Lumens haben wir jedoch nicht
erfasst. Die Arbeitsgruppe Paul et al. (1997) fand sechs Monate nach RFA bei 2/5 Ferkel-
Herzen Stenosen der RCA, wobei ebenfalls eine Intimaverdickung im Lisionsbereich be-
schrieben wurde. In derselben Arbeitsgruppe wurden fibrose Verdickungen aller Wand-
schichten der RCA in 3/8 Lisionen beobachtet (Bokenkamp et al. 2000). Bei allen drei Tie-
ren fithrten diese Wandverdickungen jedoch zu einer Stenose, die in maximaler Auspragung
eine 60 %-ige Lumenreduktion Giber 5 mm bemal.

Die Mehrzahl der histologisch sowie fluoroskopisch gesicherten Koronararterienverinde-
rungen unserer Arbeit betrafen die RCA (64 % bzw. 57 %). Auch klinisch betreffen Koro-
narstenosen nach RFA in 2/3 der Fille die RCA (Pothineni et al. 2019). Ablationsorte mit
hohem Risiko fiir eine Koronarschidigung sind der posteroseptale Trichter und der proxi-
male CS (Mao et al. 2015). Moglicherweise wird dieses Risiko unterschitzt (Alazard et al.
2018). Gerade bei Ablation an Hochrisiko-Lokalisationen empfiehlt sich daher ein vorsich-
tiges Vorgehen und die Vermeidung grof3er Lisionen, sofern diese nicht zwingend notwen-
dig sind. In unserer Arbeit haben wir keinen Einfluss der CF auf das Auftreten von Koro-
narstenosen feststellen konnen, die Hohe der CF scheint so nicht als klarer Pradiktor fur das

Auftreten von Koronarstenosen nutzbar zu sein.

4.3 Tiere mit Protokollverletzung

Die klinische Sicherheit der RFA ist sehr hoch, schwerwiegende Komplikationen (héhergra-
diger AV-Block, Perforation und Perikardtamponade, Thromboembolien) treten in Abhin-
gigkeit von Substrat und Lokalisation bei ca. 1-3 % der Behandlungen auf (Brugada et al.
2013; Saul et al. 2016; van Hare et al. 2004). Tédliche Komplikationen sind eine Raritit (Kug-
ler et al. 2002; van Hare et al. 2004). Daher stechen die 5/12 Tiere, die vorzeitig aus dem
Versuch genommen werden mussten, in dieser Arbeit hervor. Bei der Mehrzahl der vorzeitig
aus dem Versuch genommenen Tiere liegt die Ursache in dem Tiermodell begriindet: Zwei

dieser Tiere entwickelten ein groBes Himatom im Hinterlauf, da die Tiere nach dem
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schnellen Aufwachen aus der Narkose sofort liefen und der Druckverband nicht ausreichend
komprimierte.

Bei zwei weiteren Schweinen trat wihrend der RFA nicht-terminierbares VF auf. Makrosko-
pisch und histologisch wurden an den Herzen dieser Tiere keine Auffilligkeit gefunden. Es
ist bekannt, dass der Wechselstrom-Effekt der RFA im porcinen Myokard maligne Arrhyth-
mien induzieren kann. Diese Beobachtung wird durch die hohe Vulnerabilitit von Schwei-
nen hinsichtlich des SCD-Risikos und das nativ lange QT-Intervall der Tiere unterstiitzt
(Crick et al. 1998; Lelovas et al. 2014). Wir haben das unerwartete Auftreten von malignen
Arrhythmien auf die RFA bei Schweinen im Allgemeinen, nicht jedoch auf die CF im Spezi-
ellen attribuiert.

Ein Tier verstarb unerwartet 4 h nach der RFA. Makroskopisch erfassten wir einen Ver-
schluss der V. cordis media durch eine Lasion mit hoher-mittlerer CF nahe der Einmtindung
des CS. Dieser Gefa3verschluss fiihrte zu einer groen himorrhagischen Infarzierung, v.a.
im Bereich der LV-Hinterwand. Ablationen innerhalb des CS sind aufgrund besonderer
Nihe zu den Koronargefil3en risikoreich (Stavrakis et al. 2014). Der Abstand zwischen der
Ablationsstelle und dem nichsten Koronargefil3 betrug in einer CT-Studie erwachsener Pa-
tienten bei der Mehrzahl < 2 mm und bei nur einem Viertel der Patienten > 5 mm (Stavrakis
etal. 2014). Der fehlende Abstand zwischen der Ablationsstelle und der Koronarvene scheint
auch in unserem Fall Grundlage der schweren Komplikation zu sein. Inwiefern die hohe-
mittlere CF der Lision zu der Entwicklung der Komplikation beigetragen hat bleibt unklar,
da alle weiteren erfassten Koronarstenosen (s.0.) auf Lisionen mit niedriger-mittlerer CF
zurickzufthren sind. In Anbetracht der Schwere dieser Komplikation sollte jedoch gerade
an Orten mit erthohtem Risiko, wie dem proximalen CS, der Einsatz hoher-mittlerer CF ver-

mieden werden.

4.4 Limitationen und methodische Einschrinkungen

Zunichst ergibt sich aus der Anzahl an Versuchstieren (n = 12) und untersuchten RFA-
Lisionen (n = 79) eine limitierte Aussagekraft dieser Studie. Der Stichprobenumfang dieser
Studie wurde zur Detektion eines relevanten Einflusses der CF auf das zu erzielende Lisi-
onsvolumen kalkuliert. Das Fehlen eines statistischen Nachweises in der untersuchten Ko-
horte schlieft jedoch einen sehr kleinen Einfluss nicht vollstindig aus, hierfiir wire ggf. ein
weitaus grof3erer Stichprobenumfang nétig gewesen. Ein direkter Hinweis auf einen solchen
Zusammenhang liegt auf Grundlage unserer Ergebnisse jedoch nicht vor. Der beschriebene

Versuch wurde an einem etablierten Tiermodell durchgefithrt, mit dem unsere Arbeitsgruppe
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aus friheren Experimenten vertraut war. Die Nutzung von Schweinen begriindet sich in der
anatomischen Ahnlichkeit zum menschlichen Herzen (Lelovas et al. 2014). Dennoch ist das
Schweineherz in einer horizontalen und vom Menschen grundsitzlich unterschiedlichen
Konfiguration im Thorax angeordnet, was die Katheterorientierung und Lisionsplatzierung
wihrend des Versuchs erschwerte (Crick et al. 1998; Lelovas et al. 2014). Anders als in der
klinischen Praxis wurde fiir den Versuch auf die Nutzung eines teuren nicht-Fluoroskopie-
Navigationssystems verzichtet und die Navigation ausschlieflich durch Fluoroskopie und
elektroanatomisches Mapping gesteuert. Diese Technik entspricht somit eher der Ablations-
behandlung der ,,frithen Ara®, als dem technischen Stand der aktuellen Behandlung (Kugler
et al. 2002; Seizer et al. 2016). Im Gegensatz zur gezielten RFA von Tachykardiesubstraten
wurden in dieser Studie die Herzen gesunder, junger Liuferschweine an definierten Stellen
abladiert. Die Beurteilung der Effektivitit stiitzt sich somit auf die histologische Beurteilung
der Transmuralitit und des Lasionsvolumens, konnte aber nicht klinisch und elektrophysio-
logisch bestitigt werden, da kein tachykardieauslésendes Substrat vorlag.
Komplikationsbedingt konnte nicht bei allen Versuchstieren die gesamte Untersuchung
durchgefiihrt werden. So lagen zur Auswertung dieser Studie nur von 7/12 Versuchstieren
(58 %) Koronarangiographien nach 48 h vor, da es bei den tbrigen Tieren zum verfrithten
Tod kam. Méglicherweise im Verlauf koronarangiographisch sichtbare Verianderungen die-
ser Tiere bleiben somit unklar.

Der geplante Einsatz des IVUS-Katheters stellte sich bei den sechs Wochen alten Versuchs-
tieren als nicht praktikabel dar, da durch das noch geringe Lumen der Koronarien lediglich
die Hauptstimme, nicht aber periphere Bereiche der RFA Lisionen, erreicht werden konn-
ten. Es bleibt offen, ob mit dieser Technik weitere Verinderungen der Koronararterien hit-
ten entdeckt werden kénnen.

Durch den vorzeitigen Abbruch des Versuches bei 5/12 Tieren (42 %) war die histologische
Auswertung durch die nicht-einheitliche Zeitspanne zwischen RFA und Entnahme des Her-
zens erschwert. Lisionen von Tieren mit postinterventioneller Ubetlebensdauer von < 32 h
hatten keine klar demarkierten Lasionen (n = 26/79). Zur Bestimmung der Lisionsgrofe
mussten weitere Kriterien und Spezialfirbungen zur Hilfe genommen werden. Es bleibt un-
klar, ob das so bestimmte Lisionsvolumen identisch ist mit dem, das nach 48 h durch deut-

lichere Begrenzung hitte erhoben werden kénnen.



4 Diskussion 46

4.5 Klinische Bedeutung und Ausblick

Die in dieser tierexperimentellen Studie erfassten Ldsionsvolumina korrelierten nicht mit der
angewendeten mittleren CF. Im Gegenzug bedeutet dies, dass es durchaus vorstellbar ist,
effektive RFA am nicht-ausgewachsenen Myokard mit einem niedrigen-mittleren Ziel-CF
von 10-20 g durchzufithren. Der Stichprobenumfang der vorliegenden Arbeit war jedoch
nicht fiir eine Subanalyse des CF-Bereiches unter 10 g kalkuliert. Dies steht in Einklang mit
dem Ergebnis der Arbeitsgruppe Dalal et al. (2017), die kindliche Tachykardiesubstrate mit
RFA und moderater Sptlung der Katheterspitze unter der Berticksichtigung der CF (mediane
CF 6 g) behandelten. Schlussfolgerung der Autoren ist, dass effektive Lasionen in dieser
Patientengruppe auch mit einer deutlich niedrigeren CF erzielt werden koénnen, als bisher in
der Literatur fiir erwachsene Patienten beschrieben (Dalal et al. 2017).

Unsere Ergebnisse betonen, dass ein relevantes Risiko einer Schidigung der Koronarien
durch RFA besteht, sowohl durch niedrige-mittlere als auch durch hohe-mittlere CF. Dieses
Risiko sollte bei Indikationsstellung zur RFA bei Kindern berticksichtigt werden. Die Meht-
heit (92 %) der Koronararterienverinderungen nach RFA ldsst sich auf die anatomische
Nihe zwischen Gefil3 und Ablationsstelle zuriickfithren (Pothineni et al. 2019). Fir RFA
von AP in Regionen mit hohem Risiko einer Koronararterienschidigung (u.a. lateral-poste-
roseptalen TK-Region innerhalb des CS) sollte der exakte Verlauf und Abstand eines Koro-
nargefiBles von der bestmdglichen Ablationsstelle evaluiert und alternative Energieformen
(z.B. Kryoablation) in Betracht gezogen werden (Alazard et al. 2018; Pothineni et al. 2019).
Bei einem Abstand < 5 mm zu einem Koronargefal3 sollte von einer RFA abgesehen werden
(Pothineni et al. 2019).

Die Ablation mit Kryoenergie erweist sich im Hinblick auf die Sicherheit iiberlegen (Aoyama
et al. 2005; Bravo et al. 2018; Stavrakis et al. 2014). In tierexperimentellen Studien unserer
Arbeitsgruppe zu Kryoablationen an der AV-Klappenebene wurden keine Koronarstenosen
detektiert (Krause et al. 2017; Kriebel et al. 2009; Schneider et al. 2013; Schneider et al. 2019).
Die aktuelle Empfehlung zur Katheterablation bei Kindern sieht daher die Verwendung von
Kryoenergie (Klasse Ila Empfehlung) fiir Lokalisationen mit hohem Risiko fiir eine Verlet-
zung der Koronargefille vor (Saul et al. 2010).

Ein geringeres Auftreten von strukturellen Koronararterienverinderungen durch Anwen-
dung einer niedrigeren-mittleren CF konnte durch diese Studie nicht bestitigt werden. Die
Ergebnisse beziehen sich jedoch auf koronarangiographische sowie histologische Untersu-
chungen des Zeitraumes bis 48 h postinterventionell. Ergebnisse tiber langfristige, wachs-
tumsbedingte Verinderungen bleiben hiermit offen. Es ist denkbar, dass es sich bei koro-

narangiographisch belegten Stenosen teilweise um passagere Verdnderungen, wie einen
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Spasmus oder ein Odem handeln kénnte. Die weitere Entwicklung der Lisionen und be-
troffener Koronargefi3e wiahrend des Wachstums ist nicht abschlieBend geklart und wird in
einer zweiten Kohorte mit einer sechs-monatigen Nachverfolgung der Tiere untersucht wer-

den.



5 Zusammenfassung 48

5 Zusammenfassung

Die Hochfrequenzstromablation (RFA) anatomischer Substrate supraventrikulirer Ta-
chykardien ist bei Kindern und Jugendlichen eine etablierte Therapieoption. Durch den Ein-
satz thermischer Energie wird am Myokard eine Koagulationsnekrose induziert. Der Lang-
zeitverlauf dieser Lidsionen am juvenilen Myokard ist bislang nicht abschlieBend geklirt. Die
Tiefenausdehnung und Volumenentwicklung einer Lision wihrend der RFA wird durch ver-
schiedene Parameter, darunter die Anpresskraft (CF) der Ablationskatheter-Spitze an das
Myokard, beeinflusst. Bislang wurde der Einfluss der CF wahrend der RFA auf die Lisions-
bildung nicht am wachsenden Myokard untersucht.

In dieser tierexperimentellen Studie wurde daher der Einfluss der CF wihrend der RFA auf
die myokardiale Lisionsbildung und die Bildung von Koronarstenosen bei 12 jungen Liu-
ferschweinen untersucht. Hierfur wurden insgesamt 87 RFA-Lisionen mit niedriger-mittle-
rer CF (10-20 g) und hoher-mittlerer CF (20-60 g) mit dem TactiCath™ Quartz Contact Force
Ablationskatheter appliziert. Die RFA erfolgten jeweils mit 30 W, einer Zieltemperatur von
65 °C fiir 30 s ohne Spiilung der Katheterspitze.

Erginzend wurden vor und im Anschluss an die RFA je eine selektive Koronarangiographie
der rechten Koronararterie und der linken Koronararterie durchgefithrt. Die Herzen der
Tiere wurden nach einer weiteren Koronarangiographie 48 h postinterventionell entnommen
und makroskopisch begutachtet. Die Lisionen wurden exzidiert, histopathologisch aufgear-
beitet, mikroskopisch vermessen sowie volumetriert.

Die in unserer Studie erfassten RFA-Lisionsvolumina waren im Atrium gering (medianes
Volumen 35,4 mm’) und wiesen an der Atrioventrikular-Klappenebene sowie im Ventri-
kelmyokard ein signifikant gréBeres Volumen auf (69,3 mm’ bzw. 116,1 mm’). Es lieB sich
weder fir die Gesamtheit der Lasionen, noch fiir die Subgruppen der einzelnen Lokalisatio-
nen ein signifikanter Unterschied im Lisionsvolumen zwischen Lisionen mit niedriger-mit-
tlerer CF und hoher-mittlerer CF feststellen. Die gemessenen Lisionsvolumina korrelierten
nicht mit der angewendeten CF.

Koronarangiographisch bestand nach RFA bei 5/12 (42 %) Tieren eine Stenose am Haupt-
stamm, bei 2/12 (17 %) Tieten eine Stenose des Endastes. Eine strukturelle, aber subklini-
sche Verdnderung der Koronararterien wurde in 14 % der Lasionen histologisch gesichert.

Diese betraf vorwiegend die RCA (64%) und trat nach Ablation an der Atrioventrikular-
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Klappenebene auf. Es bestand kein signifikanter Zusammenhang zwischen der angewende-

ten mittleren CF und dem Auftreten struktureller Koronararterienverinderungen.

Fir die hier verwendete Ablationsmodalitit am juvenilen Myokard ist daher die Verwendung
einer niedrigen-mittleren Ziel-CF denkbar, um eine effektive Lisionsbildung zu erreichen.
Die Bedeutung der CF fiir die Lisionsbildung bei Verzicht auf eine Spillung des Katheters
ist nicht abschlieBend geklirt.

Offen bleibt weiterhin die Bedeutung der CF fir die langfristige Lisionsentwicklung am
wachsenden Myokard sowie der langfristige Verlauf struktureller Koronararterienverande-
rungen in Abhingigkeit von der bei der RFA angewendeten CF. Hierfiir mussen die Ergeb-
nisse unserer Arbeitsgruppe einer separat ausgewerteten Gruppe identisch behandelter Lau-

ferschweine mit einer Nachbeobachtungszeit von sechs Monaten abgewartet werden.
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