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Zusammenfassung & Abstract

1 Zusammenfassung und Abstract

1.1 Zusammenfassung

1.1 Der Einfluss von Aprotinin und Selektivem Vaskuldrem Clamping auf die

Kryolésion der Leber im Schweinemodell

Colorektale Lebermetastasen und primidre Lebertumore sind in einer Vielzahl von
Fiéllen konventioneller chirurgischer Leberresektion nicht zuginglich. Hier erdffnet die
Kryotherapie der Leber als ein lokales Tumorablationsverfahren eine zusitzliche
Therapieoption. Es herrscht jedoch noch keine Einigkeit dariiber, welcher Frierzyklus
am besten zur Tumordestruktion geeignet ist. Weiter ist das intraoperative Monitoring
der Frierzone insbesondere bei groBen Tumoren problematisch. Zusitzlich ist unklar, ob
eine Moglichkeit besteht, bekannte Komplikationen der Kryochirurgie der Leber wie z.
B. Thrombozytopenie und septische Symptome zu verringern.

In der vorliegenden Studie erfolgte bei 30 Schwibisch-Halleschen Landschweinen in
Allgemeinanisthesie nach medianer Laparotomie mit dem Kryogerit Cryo 6 (Erbe,
Tiibingen, Sondendurchmesser 3,2mm, -180°C) eine Kryodestruktion an der Leber. Im
linken Leberlappen wurden jeweils 2 Kryoldsionen erzeugt. Die Versuchsgruppen
unterschieden sich hinsichtlich der Friermodalitit: (i) Repetitives Frieren fiir 2 x 7,5
min (n=6), (ii) Einmaliges Frieren fiir 15 min (n=6), (iii) Einmaliges Frieren mit
Selektivem Vaskuldren Clamping (SVC) (n=6) und (iiii) Einmaliges Frieren mit
Verabreichung des Medikaments Aprotinin (n=6). Weitere 6 Schweine dienten als
Kontrollgruppe. Intraoperativ bestimmten wir die Temperatur des Lebergewebes im
Randbereich der Kryoldsion. Durch Doppler-Flussmessungen wurden die
Mikroperfusionverhiltnisse im Lebergewebe ermittelt. Intra- und postoperativ wurden
Laborparameter (Kreatinin, ASAT, ALAT, GGT, AP, LDH, CRP, Elektrolyte, Hb,
Blutbild insbesondere den Thrombozyten) und Gerinnungsfaktoren (Quick, PTT,
Fibrinogen, AT 1III, D-Dimere, Thrombinzeit) bestimmt. Nach 7 Tagen
Nachbeobachtungszeitraum wurde die Ausdehnung der Kryolédsionen vermessen.
Kryochirurgie fiihrte in allen Versuchsgruppen zu einem signifikanten
Thrombozytenabfall, jedoch ohne signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen
Gruppen. Des weiteren fand sich ein signifikanter Anstieg der Leukozytenzahl, der

LDH, ALAT, ASAT in jeder der Gruppen wihrend des Beobachtungszeitraums.
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Zusammenfassung & Abstract

Zusitzlich kam es zu folgenden signifikanten Verdnderungen im Gerinnungssystem:
Anstieg der aktivierten partiellen Thromboplastinzeit, des Fibrinogens, der D-Dimere
und der Thrombinzeit, sowie Abfall der Thromboplastinzeit und des Antithrombin III.
Die Auswertung der Ausdehnung der Kryozonen ergab ein signifikant groeres
Kryoareal (p<0,05) nach Selektivem Vaskuldren Clamping gegeniiber Kryochirurgie
wihrend erhaltener Perfusion.

Die vorliegende Studie konnte sowohl zeigen, dass es in den Therapiegruppen mit
Repetitivem Frieren, als auch Einmaligem Frieren und SVC wihrend des Frierens im
Abstand von 2 cm zur Kryosonde zu einem kompletten Sistieren der Mikrozirkulation
und zu Temperaturen unterhalb von 0°C im Lebergewebe kam. Fiir die klinische
Anwendung bedeutet dies, dass eine groBtmogliche Homogenisierung durch Hypoxie
und Ischimie mit nachfolgendem Zelltod durch Apoptose im Randbereich der
Kryozone durch den Friermodus Repetitives Frieren und Einmaliges Frieren und SVC
erzielt werden kann. Weiter konnte gezeigt werden, dass durch den Einsatz des
Medikaments Aprotinin der intra- und postoperative Leukozytenanstieg in der
Therapiegruppe Einmaliges Frieren und Aprotinin geringer ausfiel, als in den iibrigen
Therapiegruppen und somit einen interessanten Ansatz darstellen konnte, septische

Komplikationen wihrend und nach Kryochirurgie der Leber abzuschwichen.
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1.2 Abstract

1.1 The influence of selective vascular inflow occlusion on the cryolesion of liver in a

porcine model

Liver metastases from colon carcinoma and primary liver cancer are not treatable in a
numerous number of cases in conventional surgical resection of liver. Here opens
hepatic cryotherapy new options of therapy. But there is still no agreement wich freeze-
thaw procedure is the best for tumor destruction. Further is problematic the
intraoperative monitoring of the freezing zone specially on big tumor. Additional it is
obscure, whether there is any possibility to reduce well known complications of
cryosurgery of liver like for instance thrombocytopenia and septic symptoms.

In the study you see here cryosurgery of liver happened with 30 pigs of the Suabian
Hall strain in general anesthesia after median laparotomy with the cryosystem cryo 6
(Erbe, Tiibingen, diameter or cryoprobe 3,2mm, -180°C). In the left liver lobe there
were induced two cryolesions. The groups of trials were different in the kinds of
freezing-thaw cycles: (i) A double freeze-thaw cycle of 7,5 min each (n=6), (ii) a single
freeze-thaw cycle of 15-min (n=6), (iii) a single freeze-thaw cycle with selective
vascular inflow occlusion (n=6), and (iiii) a single freeze-thaw cycle with intravenous
aprotinin treatment. Further 6 pigs were used as a group of control. We measured
intraoperatively the temperature of the liver in the periphery of the cryolesion. By
Doppler-flowmeasurement we found out the microcirculatory relations in the tissue.
Intra- and postoperatively blood samples were taken for hemostatic (creatinine, ASAT,
ALAT, GGT, AP, LDH, CRP, electrolytes, hemoglobin concentration, blood cell
counts) and coagulation (prothrombin time, activated partial thromboplastin time,
fibrinogen, antithrombin III, D-dimers, thrombin time) analysis. 7 days after
cryosurgery the volume of the cryolesions was measured.

The cryosurgery induced in all groups of treatment a decrease of the platelet count
compared with values in the beginning, but with no significant differences in the
different groups. Further there was a significant increase of leucocytes, ASAT, ALAT,
in each group while the observing. Further there were differences in the blood

coagulation system. The analysis of the volume of the cryolesions showed a significant
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greater area of cryolesion (p< 0,05) after selective inflow occlusion compared with
cryosurgery with running blood circulation.

This study could show, that in a distance from 2cm to the cryoprobe a complete
shutdown of the microvascular perfusion and temperatures lower than 0°C in the liver
tissue happened in the trial groups double freezing and further single freezing with
selective vascular inflow occlusion. For the clinical practice means this, that a most
possible uniformity at the edge of the cryolesion can be reached by double freezing and
single vascular inflow occlusion through ischemia and hypoxia with following
apoptoptic cell death. Further on the study showed the application of aprotinin had the
consequence that the intra- and postoperative recruitment of leucocytes was smaller
than in the other trial groups. This could be an interesting beginning to reduce septic

complications during and after cryosurgery of the liver.
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2 Einleitung und Fragestellung

2.1 Einleitung

Aufgabe der chirurgischen Forschung ist unter anderem, bereits bekannte Operations-
verfahren im Hinblick auf sich veridndernde Anforderungen kritisch zu beurteilen und
zu verbessern. Sind keine Fortschritte mehr zu erzielen, miissen bei Bedarf neue
Therapiemoglichkeiten gefunden werden.

In der Leberchirurgie erweitert die Kryotherapie seit einigen Jahren das Riistzeug des
Chirurgen. Erstmals wurde die Kryochirurgie der Leber 1973 klinisch eingesetzt [101].
Hierbei zeigte sich, dass dieses Verfahren eine sinnvolle Therapieoption bei ansonsten
inkurablen Lebertumoren darstellte. In der Folgezeit etablierte sich die Kryochirurgie
von primédren Lebertumoren oder Metastasen zu einem anerkannten Therapieverfahren
[57, 65, 72, 78]. Inwiefern Kryochirurgie der Leber zur Anwendung kommt und warum
ihre Weiterentwicklung von Interesse ist, wird im folgenden dargestellt:

Der Goldstandard zur Therapie primérer Lebertumore und von Metastasen ist die
chirurgische Resektion. Die Anzahl nicht resezierbarer Lebertumore jedoch ist hoch,
dies gilt besonders fiir Metastasen kolorektaler Karzinome: Zwischen 60-90% aller
Metastasen von kolorektalen Tumoren werden als nicht resektabel angegeben [1, 23, 74,
96]. Ob eine Resektion im Einzelfall durchfithrbar ist oder nicht, hingt von
verschiedenen  Faktoren ab: Kontraindikationen einer Leberresektion sind
beispielsweise ein schlechter Allgemeinzustand oder eine unzureichende zu erwartende
Restleberfunktion [11] des Patienten. Operationstechnische Griinde kdnnen ebenfalls
fiir den Ausschluss eines Patienten von der chirurgischen Resektion sprechen. Verteilen
sich die zu behandelnden Tumore auf beide Leberlappen, oder sind sie multifokal
verteilt, gelingt eine radikale Tumorentfernung mit kurativem Ziel oft nicht. Eine
Resektion kann technisch ebenfalls schwierig werden, wenn ein Lebertumor grosse
Gefisse miteinbezieht und zudem weit zentral oder hilusnah liegt [1, 7, 23, 32].

Daher lohnt es sich in diesen Fillen, alternative Therapieverfahren einzusetzen, wenn
aus onkologischer Sicht eine komplette Zerstorung des Tumors aussichtsreich erscheint.
Ausschlaggebend fiir die weitere Untersuchung neuer Therapieverfahren sind folgende
Uberlegungen: In Fillen, in denen eine vollstindige Entfernung kolorektaler Metastasen
durch chirurgische Resektion moglich ist, fiihrt dies zu einem rezidivfreien Langzeit-

iiberleben von 20-25% der Patienten [23, 74]. Auch durch die Behandlung mit
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Kryotherapie kann eine vollstdndige lokale Tumordestruktion in situ gelingen — bei
Patienten mit saniertem Primédrtumor ohne extrahepatische Metastasen oder solchen mit
solitdaren primédren Lebertumoren — sodass ebenfalls gute Ergebnisse in den ersten
Jahren nach der Operation berichtet werden [1, 36, 65, 102]. Hinsichtlich der Fiinf- und
Zehnjahresiiberlebensraten ist die Datenlage der Literatur noch nicht hinreichend.

Ebenso unzureichend sind die Daten im Hinblick auf die optimale Methode zur lokalen
Tumordestruktion in situ. Momentan stehen mehrere chemische und physikalische

Methoden zur lokalen Tumordestruktion zur Verfiigung:

(1) Regionale Chemotherapie [45]

(2)  Alkoholinjektion (PEI) [43]

(3) Hochfrequenzthermotherapie (HFTT) bzw. Radiofrequenztherapie (RFA)
[14, 27, 44, 59]

(4) Laserinduzierte Thermotherapie (LITT) [94, 95]

(5) Kryotherapie

Die Ergebnisse der lokalen Chemotherapie und der PEI haben — mit Ausnahme der PEI
bei hepatozelluliren Karzinomen — gegeniiber den anderen lokalablativen Verfahren
deutlich schlechtere Ergebnisse gezeigt. So hat die Therapie von Lebertumoren mit
lokaler Chemotherapie lediglich palliativen Charakter [1]. Des weiteren ist es unmoglich
bei der Therapie kolorektaler Metastasen mit der PEI einen exakten Sicherheitsrand
zwischen abladiertem Tumormaterial und gesundem Lebergewebe einzuhalten [10].

Als lokal ablatives Verfahren ist die Kryotherapie das am langsten klinisch Etablierte,
so dass deren Anwendung in der klinischen Routine bereits Einsatz gefunden hat [12,
36, 65, 90, 102]. Die zugrundeliegenden Pathomechanismen der Gewebsdestruktion
sind jedoch noch nicht hinreichend untersucht. So herrscht zum Beispiel keine Einigkeit
iber den Einsatz bestimmter Therapieprotokolle hinsichtlich Frierzeit und Anwendung
einzelner oder mehrerer Frierzyklen. Auch ist noch nicht untersucht, ob die Gabe
spezieller Medikamente die Kryoldsion und Begleitkomplikationen wihrend des
Frierens giinstig beinflussen konnen. Zusitzlich ist unklar, wie sich eine temporire
Unterbrechung der Leberdurchblutung (Pringle-Manover) wihrend Kryochirugie auf
die Tumordestruktion auswirkt.

Leider liegen auch hinsichtlich therapieinduzierter Nebenwirkungen der lokalablativen

Verfahren unzureichende Daten vor.
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In klinischen und experimentellen Studien wird als systemische Nebenwirkung der
Kryotherapie das Auftreten einer Thrombozytopenie berichtet [13, 25, 26, 61, 73]. In
Kombination bei gleichzeitig moglicher Gerinnungsstérung, wie von weiteren Autoren
berichtet, kann dies auch zu letalen Komplikationen fithren [80]. Als schwerste
Nebenwirkung gilt das sog. ,,Kryoschockphidnomen* [3, 57, 80, 86] unter dem
Multiorganversagen mit schwerer Gerinnungsstorung und DIC (disseminierte
intravasale Gerinnung) verstanden wird. Ziel der Forschung muss es daher sein, das
bekannte Therapiekonzept beziiglich der Gewebsdestruktion und der zu erwartenden

Nebenwirkungen zu optimieren.

2.2 Mechanismen der Zelldestruktion durch Kiilte

In vitro Versuche haben primire und sekundidre Mechanismen fiir die Zerstorung von
Zellen und Gewebe durch Kilte ergeben. Die frithen, also primédren Effekte sind
definiert als intra- und extrazelluldre Eiskristallbildung mit nachfolgender Zellnekrose
[50]. Dazu kommt sekundir ein durch den Zusammenbruch der Mikrozirkulation mit
nachfolgender Ischimie und Anoxie im Bereich der Kryoldsion entstehender

Gewebsuntergang.

2.2.1 Extrazellulédre Eisbildung

Dieser, auch Losungseffekt genannte, Mechanismus (,,solution effect”) wurde von
Lovelock beschrieben [46]. Bis heute gilt der Losungseffekt als einer der Hauptgriinde
fiir den Zelltod durch Frieren.

Bei der Bildung von extrazelluldrem Eis wird der Extrazellularlosung ein Teil ihres Lo-
sungsmittels (H,O) durch Eiskristallbildung entzogen. Im Extrazellularraum steigt daher
die Konzentration der verbleibenden l6slichen Teile. Entlang dieses osmotischen
Gradienten stromt freies intrazelluldres Wasser nach extrazellulidr. Der Wasserverlust im
Inneren der Zellen bewirkt eine Dehydratation. Ist ein Maximum an Dehydratation
erreicht und steigt die Konzentration der extrazelluldren Losung weiterhin an, so
diffundieren 10sliche Teile aus dem Extrazellularraum in das Zellinnere, um das
osmotische Gleichgewicht aufrechtzuerhalten. Die letale Zellschiddigung entsteht dann
wihrend des Auftauvorganges. Beim Auftauen bewirkt die osmotische Kraft der

zusitzlich hineindiffundierten loslichen Teile einen erhohten Wassereinstrom, der die
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Zelle zum Platzen bringt. Der Losungseffekt tritt solange auf, bis der eutektische' Punkt
erreicht ist. Er wird fiir die Extrazellularlosung mit -21°C angegeben [50, 58, 91].
Danach erstarrt das Gemenge aus Losungsmittel und 16slichen Teilen einheitlich. Durch
Konzentrationsianderungen hervorgerufene Zellschidden treten ab diesem Punkt nicht

mehr auf.

2.2.2 Intrazelluldre Eisbildung

Obwohl extrazelluldre Eisbildung immer zuerst stattfindet [2], wird auch intrazellulédre
Eisbildung fiir die Zerstorung von Zellen verantwortlich gemacht. Sie tritt nur unter
Bedingungen des sog. ,,supercoolings* bei bereits vorhandenem extrazellulidren Eis auf
[6]. Bei hohen Gerfrierraten reicht die Diffusionskapazitit fiir Wasser nicht aus, um den
entstehenden osmotischen Gradienten schnell genug auszugleichen. Anstatt in den
Extrazellularraum zu diffundieren, bildet dann auch intrazelluldres Wasser bei ca. -5°C
bis -15°C Eiskristalle (,,supercooling®). Grund fiir das spéte Einfrieren intrazellulidren
Wassers bei Temperaturen weit unter dem Gefrierpunkt ist das Fehlen von
Kristallisationskeimen im Inneren der Zelle [50]. Die nach intrazelluldrer Eisbildung
stattfindende Zerstorung wird -verglichen mit extrazelluldrer - als groBer beschrieben

[49].

2.2.3 Einfliisse der Gefrierrate auf die Zellzerstorung

Als Gefrierrate wird der Abfall der Temperatur pro Zeiteinheit bezeichnet. Sie wird zum
Beispiel in Grad Celsius pro Minute angegeben. Bei zunehmender Gefrierrate dndert
sich das Ausmalf der Zellzerstorung:

(1) Zunichst findet extrazellulidre Eisbildung statt (siehe 2.2.1). Zwischen -4°C und dem
eutektischen Punkt der extrazelluldren Fliissigkeit [50, 58, 91] tritt der sog.
Losungseffekt auf. Die Zellen werden wihrend des Tauens zerstort.

(2) Bei einem weiteren Anstieg der Frierrate ist die Zeit fiir die Einstellung des Gleich-
gewichts reduziert. Dadurch wird die durch den Losungseffekt hervorgerufene
Zerstorung geringer.

(3) Steigt die Frierrate weiter, bildet sich intrazellulires Eis (siehe 2.2.2). Das Ausmal}

der Zelldestruktion steigt wieder.

! eutektischer Punkt: Niedrister Erstarrungspunkt einer Mischung aus zwei oder mehren Stoffen.

Ist der eutektische Punkt erreicht, erstarrt das Gemenge einheitlich.



Einleitung & Fragestellung

In Diagramm 1.1 ist diese Beziehung grafisch dargestellt.
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Diagramm 1.1 Einfluf} der Gefrierrate auf die Zellzerstorung [58]

Der Zeitpunkt des Auftretens dieser einzelnen Phidnomene bei einer bestimmten

Gefrierrate ist abhéngig von der Art des zu behandelnden Gewebes [6, 50].
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2.2.4 Mikrozirkulationsstorungen

In vivo Versuche haben gezeigt, dal auch an Stellen, an denen unter oben genannten
Bedingungen (2.2.1-2.2.3) keine vollstindige Zellzerstorung zu erwarten ist (Diagramm
1.1), nach 48h komplette Nekrosen auftraten. Erkldart wird dies durch den
Zusammenbruch der Mikrozirkulation am Ort der Kryolidsion, welcher zu einer
zelluldren Anoxie fiihrt. Diese Anoxie in den Stunden nach der Kryotherapie fiithrt zu
sekundirer Zellnekrose [24, 71, 76]. Der Zusammenbruch der Mikrozirkulation hat
folgende Griinde: Zellmembranen gelten als natiirliche Barriere fiir die Eisbildung. Die
Eisfront breitet sich daher nicht allein nach dem Temperaturgradienten aus, sondern
vorzugsweise innerhalb der Gefidlle. Das wihrend des Friervorgangs aus den Zellen
ausstromende Wasser (siehe 3.2.1) gefriert im Inneren der Gefid3e und bringt diese so

zum Platzen.

2.3 Fragestellung

2.3.1 Effektivitit der Kryotherapie

Zur Sicherung der Effektivitit der Kryotherapie werden weltweit verschiedene
Protokolle verwandt. Die Protokolle variieren hierbei hinsichtlich der Dauer und Anzahl
der Frierzyklen. Es wird von einer besseren Wirksamkeit der Kryotherapie nach
wiederholten Frier-/Tauzyklen ausgegangen [22, 24]. In dieser Studie sollte die
Effektivitit der Kryotherapie bei ein und zwei Frier-/Tauzyklen bestimmt werden. Die
Auswirkung von aufrechterhaltenem bzw. sistiertem Blutflu3 durch die Leber auf die
Effektivitit wurde ebenfalls untersucht. Grund dafiir ist die von einigen Autoren
beschriebene Herabsetzung der Frierleistung durch vorbeiflieBendes warmes Blut, der
sog. ,.heat sink“-Effekt [47, 55, 85, 98]. Dariiber hinaus wurde gepriift, inwieweit das
Medikament Aprotinin, ein Fibrinogeninhibitor, die Kryodestruktion und die

Nebenwirkung der Thrombopenie beeinflusst.

2.3.2 Monitoring der Kryolédsionen
Um die Effektivitit der Kryotherapie im klinischen Einsatz sicher iiberpriifen und auch
vorhersagen zu konnen, kommen intraoperative Monitoringverfahren zum Einsatz.

Neben bildgebenden Verfahren (CT, Ultraschall, NMR) verwenden einige Autoren die

10
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intraparenchymale Temperaturmessung wihrend der Kryotherapie [4, 20, 81]. Die
Auswertung laboranalytischer Daten zum Monitoring der Kryotherapie ist ebenso
gebriuchlich [13, 25, 26].

Zum Einsatz kommen in dieser Studie sowohl Temperaturmessung als auch die Analyse
verschiedener Laborparameter. Die Objektivierung der Lisionsgrofe und die
Beurteilung der entstandenen Nekrose wird durch die makroskopische pathologische
Untersuchung der Schweinelebern nach Obduktion vorgenommen.

Zusitzlich wurde, um die Makrohdmodynamik des Lebergewebes zu erfassen, der Fluss
von Vena portae und Arteria hepatica intraoperativ bestimmt. Die Dokumentation der
Mikrohdmodynamik des Lebergewebes wurden ebenfalls wihrend des gesamten
Eingriffs erfasst.

Da das Monitoring der Frierzone problematisch ist, sollte in dieser Studie gepriift
werden, durch welche der in den vorherigen zwei Abschnitten dargestellten Methoden
die Grosse der Kryonekrose schon intraoperativ. moglichst genau vorherbestimmt
werden kann. Im allgemeinen ist es schwierig, von der intraoperativ bestimmten
Eisballgrosse durch Ultraschall exakte Vorhersagen auf die Grosse der dann spiter
entstehenden Kryonekrose machen zu kdnnen, insbesondere bei grosseren Tumoren [39,

40].

2.3.3 Komplikationen und Nebenwirkungen bei Kryotherapie der Leber

Als bekannte Nebenwirkung der Kryotherapie der Leber gelten Thrombozytopenie und
Gerinnungsstorung. Ebenso miissen sowohl lokale Komplikationen wie Blutung,
Einrisse der Leberkapsel (sog. ,,Crackings®), Gallefisteln oder Abszesse als auch
systemische Risiken der Kryotherapie wie z. B. eine Beeintrichtigung der
Leberfunktion, akutes Nierenversagen durch Zellzerfall oder das Auftreten des
,Kryoschock* -Phidnomens in Betracht gezogen werden [3, 57, 80, 86]. Wir wollten in
dieser Studie herausfinden, ob und wie die durch Kryochirurgie hervorgerufenen

Nebenwirkungen bei effektiver Gewebsdestruktion reduziert werden kénnen.

11
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3 Material und Methoden

3.1 Allgemeine Projektvorstellung der Arbeitsgruppe

Die vorliegende Arbeit war Teil einer umfangreichen tierexperimentellen Studie zum
Thema Kryotherapie der Leber und der dadurch bedingten Thrombozytopenie. Im
Rahmen der Versuche arbeiteten zwei Chirurgen, ein Nuklearmediziner, dessen
Arbeitsbeitrag  jedoch Gegenstand einer weiteren Dissertationsarbeit 1ist, eine
Laborassistentin und zwei Tierpfleger. Die eigenen Untersuchungen im Rahmen der
Promotionsarbeit beziehen sich auf die OP- Durchfiihrung (mit Anésthesie), Mikro- und
Makroperfusionsmessungen der Durchblutung des Lebergewebes, die postoperative
Uberwachung der Tiere, die regelmiBig pri-, intra- und postoperativ durchgefiihrten

Blutentnahmen (3.3.4) sowie die makroskopische Pathologie.

12
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3.2 Kryogerit und Kryosonde

3.2.1 Kryogerit

Bei allen Versuchen wurde das ERBE CRYO 6 System verwendet (Erbe
Elektromedizin GmbH, Tiibingen) (Abb.3.1). Das Gerit nutzt fliissigen Stickstoff (N»)
als Kryogen.

Der fliissige Stickstoff wird aus einem im Gerit befindlichen Tank mittels einer Pumpe
durch die Kryosonden gepumpt. Es lassen sich bis zu sechs Kryosonden gleichzeitig
betreiben. In der in der vorliegenden Studie verwendeten Versuchsanordnung wurde

jeweils nur eine Kryosonde eingesetzt.

Bedienkonsole
Mikroprozessor-
steuerung

 Sonde

H = Heizung

V = Ventil

M = Motor

Cr6-G = Cryo 6-Ge-
hiiuse

P= Pumpe
T =Tank

Abb. 3.1
Prinzipskizze Erbe Cryo 6. Aus: Bedienungsanleitung und Informationsmaterial zu Erbe Cryo 6 (Fa.

Erbe Elektromedizin, Tiibingen)

13
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3.2.2 Kryosonde

Die Kryosonde besteht aus Anschlufl, zufiihrendem Schlauch und der eigentlichen
Kryosonde, deren Durchmesser 3,2mm betrigt, die Gesamtlinge ohne Handgriff betragt
220mm. Die Frierzone befindet sich an der Spitze der Kryosonde und ist 30mm lang. In

ihrem Inneren besteht die Sonde aus 3 Lumina: (von innen nach auf3en)

(1) Lumen zur Zufiihrung des Stickstoffs
(2) Lumen zur Abfiihrung des verbrauchten (erwiarmten) Stickstoffs

(3) evakuiertes Lumen zur Vakuumisolation der Sonde

Desweiteren existiert eine Zuleitung zum Thermosensor an der Spitze der Sonde. Im
Bereich der Frierzone (30mm) ist die Sonde nicht vakuumisoliert. Durch sie zirkuliert
Stickstoff. Die Oberfldche der Frierzone (Mantelfldiche [M= 2 & r h] der nichtisolierten
Kryosondenspitze) betrdagt 301,6mm?* (Abb.3.3).

..... »

Frierzone (30mm) Handgriff

Abb.3.2 Kryosonde

Aus: Bedienungsanleitung und Informationsmaterial zu Erbe Cryo 6 (Fa. Erbe Elektromedizin, Tiibingen)
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3.3 Tierexperimente

3.3.1 Versuchstierhaltung

Alle Tierversuche wurden nach den Bestimmungen des deutschen Tierschutzgesetzes
und bei vorliegender Genehmigung der zustindigen Behorde durchgefiihrt. Fiir die im
folgenden beschriebenen Versuche wurden 30 Schwibisch-Hallesche Landschweine
einer regional ansédssigen Schweinezucht verwandt. Das Durchschnittsgewicht der Tiere
betrug bei Versuchsbeginn bei 25,0 = 0,5 kg. Die Tiere befanden sich wihrend des
Versuchs in der Versuchstierhaltung der Abteilung fiir Klinisch-Experimentelle
Chirurgie, Universitit des Saarlandes, Homburg/Saar (Direktor: Prof. Dr. med. M. D.
Menger, Tierschutzbeauftragte Frau Dr. med. vet. Frings). Mit Ausnahme der
perioperativen Phase erfolgte die Erndhrung mit Standardfutter (Raiffeisen, Koln). Zur

Operationsvorbereitung erhielten die Tiere einen Tag prioperativ nur Wasser.

3.3.2 Pramedikation und Narkose

Die intramuskuldre Primedikation erfolgte am Op-Tag mit 10 mg/kg KG Azaperon
(Stresnil®; Jannsen, Neuss) und 10 mg/kg KG Methomidate Hydrochlorid (Hypnodyl®;
Janssen, Neuss). Zur Narkoseeinleitung wurde 1 mg/kg KG Etomidate (Hypnomidate®,
Janssen, Neuss) iiber einen peripherien vendsen Zugang in eine Ohrvene injiziiert.

Die Vena anonyma wurde von oberhalb des Manubrium sterni her punktiert und ein
zentraler Venenkatheter (Certofix®; B. Braun, Melsungen) bis in die V. cava superior
vorgeschoben.

Die Tiere wurden mit einem 7 - Charriere Tubus in Riickenlage oral intubiert und
wihrend der Operation kontinuierlich beatmet (Siemens Elena 900D).

Zur Entlastung des Magens wurde eine grosslumige Magensonde gelegt.

Die balancierte Narkose wihrend der Operation wurde mit einer Infusion von 2 bis 4
mg/kg KG/h Thiopenthal Natrium (Trapanal®; Byk Gulden, Konstanz), gelost in
isotonischer NaCl-Losung (Delta Pharma, Pfullingen) aufrechterhalten. Die mittlere
Narkosedauer betrug 130+4,5min. Die Beatmung des Schweins erfolgte mit einem Fi
O, von 0,30 bei einem Atemzugvolumen von 10 ml/kg KG und einer Frequenz von f
=12/min. Intraoperativ wurden diese Parameter zur Aufrechterhaltung physiologischer
Verhiltnisse individuell angepasst. Der dabei angestrebte EtCO, betrug 30 bis 38
mmHg. Das Tier unterlag dabei einer stindigen Uberwachung durch ein Dreikanal -

EKG (Siemens SC 700). Des weiteren erfolgten vor der ersten und zweiten
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Kryochirurgie jeweils eine Blutgasanalyse (Chiron Diagnostics 348; Chiron Diagnosics,
East Walpol, MA, USA).

Zur Fliissigkeits- und Elekrolytsubstitution fiihrte man auf Korpertemperatur
vorgewiarmte Ringerlaktatlosung (B. Braun, Melsungen) und 0,9% NaCl nach Bedarf
intravends zu (10 bis 20 ml/kg KG/h). Als perioperative Antibiotikaprophylaxe dienten
1000mg Ampicillin und 500 mg Sulbactam ( Unacid® 1,5g; Pfizer, Karlsruhe).

Zum Operationsende wurde die Narkose durch Umstellung des Respirators von CMV-
Beatmung (controlled mechanical ventilation) auf CPAP-Beatmung (continous positive
airway pressure = druckunterstiitzt) ausgeleitet. Bei ausreichender Spontanatmung,
Wiedereintreten des Schluck- und Hustenreflexes und entsprechender Kontrollphase bei

einem FiO, von 0,21 wurde das Schwein extubiert.

3.3.3 Operationsdurchfithrung

Das Tier wurde in Riickenlage gegen zu starkes Auskiihlen auf einer elektrischen
Heizmatte auf dem OP-Tisch gelagert und an den Extremitéten fixiert. Die Bauchhaut
wurde rasiert und mit wissriger Povidon-Jod-Losung (Braunol®; B. Braun Melsungen)
desinfiziert. Alle Eingriffe erfolgten unter aseptischen Bedingungen. Fiir die Operation
wurden Instrumente benutzt, die auch bei der humanen Bauch- und Leberchirurgie
eingesetzt werden. Das Versuchstier wurde median laparotomiert. Es folgte ein
schichtweises Eroffnen der Bauchdecke unter elektrischer Blutstillung (Elektrotom
ACC 300; Erbe Elektromedizin, Tiibingen). Die Darstellung des Situs erfolgte nach
Einbringen eines Rahmens und Mobilisation des Diinndarmes, welcher in der Folgezeit
durch Bauchtiicher geschiitzt wurde. Mittels anschliessender Préiparation des
Ligamentum hepatoduodenale folgte das Freilegen von Vena portac und Arteria
hepatica propria, um perivaskuldr jeweils eine Ultraschallflussmesssonde (4RB;
Transonic Systems, Ithaca, NY, USA) an den beiden Gefden anzubringen. Die
Flussmesskopfe ~ wurden  mit  Ultraschallgel bedeckt und mit einem
Ultraschallvolumenflussmessgerdt (T 206; Transonic Systems) konnektiert. Danach
wurden der linke mittlere und der linke seitliche Leberlappen mobilisiert, um
nacheinander zwei Kryotherapiezyklen im linken Leberlappen durchzufiihren. Hierfiir
wurde eine 3,2 mm im Durchmesser betragende Kryosonde (Erbe Elektromedizin,
Tiibingen) mit dem Kryosystem (Cryo 6, Erbe) verbunden und in der Leber des

Versuchstieres platziert. Zur Temperaturerfassung wurden zusitzlich zur Kryosonde
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zwei Thermoelemente (Erbe) in ein und zwei cm Entfernung zur Kryosonde ins
Lebergewebe eingebracht. Die Mikrozirkulationsmessung des Lebergewebes wurde
gewihrleistet durch zwei auf die Leber gesetzte Flachsonden des Systems O2C (LEA
Medizintechnik GmbH, Gieflen). Nun folgte der erste Frierzyklus im linken seitlichen
Leberlappen bei einer Temperatur der Kryosondenspitze von -168 °C und
anschliessendem passivem Auftauen. Nach Entfernen der Sonde wurden Blutungen aus
den Stichkanidlen der Sonde mit PDS 3-0 (Ethicon Norderstedt) iiberniht. Ebenso
wurden beim Tauvorgang auftretenden Leberkapseleinrisse, sogenannte Crackings [73,
80, 96] versorgt. 15 bis 60 Minuten lang wurde eine Erholungsphase gewdhrleistet,
bevor der zweiten Frierzyklus im linken mittlerem Leberlappen durchgefiihrt wurde.

Am Ende des Eingriffs erfolgte die Entfernung aller Messonden, und nach Priifung auf
Bluttrockenheit der schichtweise Verschluss der Bauchdecke: Zuerst fortlaufende Naht
von Peritoneum und Muskelfaszie mit Vicryl 1 (Ethicon Norderstedt), dann fortlaufende
Subkutannaht mit Vicryl 2-0 (Ethicon Norderstedt) und abschlieBend Zutackern der
Haut mit einem Klammergerit.

Um den ZVK sicher zu fixieren, wurde von der Einstichstelle am Hals bis hinter das
rechte Ohr die Haut bis nach subkutan inzidiert und der ZVK im Subcutangewebe mit
Einzelknopf-Nihten fixiert Vicryl 3-0 (Ethicon Norderstedt), anschliessend wurde das
Hautareal zugeklammert. Zum Schluss wurden die Wunden mit einem
wasserdampfpermeablen Sprithverband (Smith and Nephew GmbH Medical Division,
Lohfelden) abgedeckt.

3.3.4 Nachbeobachtung

Nach Operationsende wurden die Tiere zur weiteren Nachbeobachtung,
Infusionstherapie und Wirmeverabreichung mit einem Heizstrahler in einer speziell fiir
diesen Zweck angefertigten Holzkiste gehalten. Dieses Vorgehen war notig, da in den
Stallungen wegen des zu grossen Bewegungsspielraums dies nicht hitte gewdéhrleistet
werden konnen.

Endgiiltig in die Einzelboxen des Stalles wurden die Schweine ab 8 Stunden
postoperativer Nachbetreuungsphase entlassen. Hier erfolgte die tidgliche Visite zur

postoperativen Wundkontrolle und Blutentnahme.
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3.3.5 Kryotherapiemethoden

s

Flusssonds &

Flusssonde B

Abb. 3.3: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus: Intraoperative Platzierung der Kryosonde (Ks)
mit Temperatursonden (TS) 1 und 2, Mikrohdimodynamikmessung durch Sonden (I, IT) im Lebergewebe,

Makrohdmodynamikmessung durch Flussonde A fixiert an A. hepatica propria und Flussonde B fixiert

an V.portae.

18



Material & Methoden

Das Temperaturmonitoring erfolgte jeweils kontinuierlich an der Spitze der Kryosonde
und iiber zwei Thermoelemente mit 200 Mikrometer Durchmesser im jeweils
definierten Sondenabstand von 10 und 20 mm.

Die lokale Mikrohimodymamik des Lebergewebes wurde permanent durch das O2C-
System (LEA) in 2 und 8 mm Eindringtiefe im Lebergewebe erfasst, wobei eine Sonde
in unmittelbarer Ndhe der zu erwartenden Kryolision, die andere im peripheren Bereich
des betreffenden Leberlappens platziert wurde.

Die Makrohdmodynamik der Leber wurde iiber jeweils eine Ultraschallflussmessonde

an Arteria hepatica propria und Vena portae stindig bestimmt.

3.3.6 Beschreibung der Gruppeneinteilungen und des Versuchsablaufs

Gruppe Kontrolle: Diese Tiere dienten als Kontrolle (Sham-Operation). Hier wurde ein
ZNVXK zur regelmissigen Blutentnahmen gelegt. Es erfolgte eine Laparotomie, danach
die Préaparation des ligamentum hepatoduodenale mit Freilegung der Vena portae und
der Arteria hepatica propria und nachfolgender Mobilisation des linken mittleren und
seitlichen Leberlappens, jedoch keine Kryotherapie, anschliessend wieder der

Bauchdeckenverschluss.

Fiir alle anderen Gruppen wurde entsprechend dem jeweiligen Frierprotokoll, welches
auf den nachfolgenden Seiten graphisch dargestellt ist, eine Lidsion im linken mittleren

und linken seitlichen Leberlappen durchgefiihrt.

An den jeweiligen Messzeitpunkten erfolgte die Dokumentation von:

¢ Kryosondentemperatur
e Temperatur Thermoelement 1 und 2
¢ Fluss A. hepatica propria und V. portae

® Herzfrequenz

Gruppe Kontrolle: Sham OP:

Vorgehensweise der OP wie unter 3.3.6 Absatz 1 beschrieben, im Gegensatz zu den

Kryotherapiegruppen ohne Sondenplatzierung.
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Gruppe Repetitives Frieren : 2 x 7,5min wiederholtes Frieren:

Kryosondentemperatur

-168 °C -

36 °C

0 °C

< 7,5 min—= < 7,5 min—

I v v v v vl IX X Xl XX XIV XV
Zeit [min]

Messpunkt I: Beginn des Frierens bei Temperatur des Lebergewebes von 30°C
Messpunkt II: Erreichen von 0°C

Messpunkt III: Erreichen des Sollwerts der Friertemperatur von -168°C
Messpunkt IV: 2min Frieren bei —168°C

Messpunkt V: 4min Frieren bei —168°C

Messpunkt VI: 6min Frieren bei —168°C

Messpunkt VII: Nach 7,5min Frieren bei -168°C passives Auftauen
Messpunkt VIII: Erreichen von 0°C und erneuter Beginn des Frierens
Messpunkt IX: Wiedererreichen des Sollwerts der Friertemperatur von -168°C
Messpunkt X: 2min Frieren bei —168°C

Messpunkt XI: 4min Frieren bei —168°C

Messpunkt XII 6min Frieren bei —168°C

Messpunkt XIII: Nach 7,5min Frieren bei —168°C passives Auftauen
Messpunkt XIV: Erreichen von 0°C

20



Material & Methoden

e  Messpunkt XV: Erreichen von 30°C der Leber

Gruppe Einmaliges Frieren: 15min Frieren:

36 °C
3
©
()
o
£

2 0 °C -
c
(0]
©
c
(@]
n
o
>
X

-168 °C

</,5min =<75min—

[ | R T A VA VAR V/ B V[ VIl IX X
Zeit [min]

e Messpunkt I: Beginn des Frierens bei Temperatur des Lebergewebes von 30°C

e  Messpunkt II: Erreichen von 0°C

e Messpunkt III: : Erreichen des Sollwerts der Friertemperatur von -168°C

e Messpunkt IV : 2min Frieren bei —168°C

e Messpunkt V: 4min Frieren bei —168°C

e  Messpunkt VI: 6min Frieren bei —168°C

e  Messpunkt VII: 7,5min Frieren und Umschalten des Kryogerits auf Temperatur
halten (,,holding*, Reduktion der Frierleistung des Erbe Cryo 6 von s« auf « )

e Messpunkt VIII: Nach zusitzlichen 7,5min Temperatur holding bei —168°C
passives Auftauen

e  Messpunkt IX: Erreichen von 0°C

e Messpunkt X: Erreichen von 30°C der Leber
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Gruppe: Einmaliges Frieren mit selektiven vaskuliren Clamping (SVC) des linken

Leberlappens: 15min Frieren

Beginn SVC Ende des SVC

36 °C -
=
o
o)
o
£

o 0 °C A
c
(o)
o
c
o
[0}
o
-
X

-168 °C -

</,5min =<75min—=

I i m v v Vv Vi Vil IX X
Zeit [min]

Das Frierprotokoll ist identisch zur Gruppe Einmaliges Frieren
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Gruppe Einmaliges Frieren und prdoperative Gabe von Aprotinin: 15min Frieren

Aprotiningabe

36 °C
3
©
(0]
[oX
£

S 0°C-
c
(0]
©
C
o
[72]
o
>
X

-168 °C

</75min =<75min—

I i m v v Vv Vi Vi IX X
Zeit [min]

Das Frierprotokoll ist identisch zur Gruppe Einmaliges Frieren
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3.3.7 SVC und Aprotinin

Um die Einfliisse von zirkulierendem Blut auf die Kryotherapie zu beurteilen, wurden
die Tiere aus der Gruppe Einmaliges Frieren und SVC unter Abklemmung der zum
linken Leberlappen fiithrenden Gefdsse kryotherapiert. Im Gegensatz zu einer
kompletten Okklusion des Ligamentum hepatoduodenale, dem sog. Pringle-Manover
[61] wurde ein Selektives Vaskuldres Clamping (=SVC) des linken Leberlappens
durchgefiihrt, um den venosen Abfluss liber die mesenteriale Strombahn wihrend des
gewihlten Zeitraums nicht zu stark zu beeintriachtigen. Mit einer Overholtklemme
wurden Mersilenebiandchen sowohl um den linken Ast der V. portae als auch um die A.
hepatica sinister gelegt. Bis zum Beginn der Kryotherapie blieben die Tourniquets
gedffnet, so dass die Durchblutung des linken Leberlappens nicht beeintridchtigt war.
SVC wurde unmittelbar vor Beginn der Kryotherapie ausgefiihrt. Die
Durchblutungsunterbrechung fiir jede Kryoldsion betrug eine Stunde.

Die Tiere aus der Gruppe Einmaliges Frieren und Aprotinin erhielten zusitzlich zur
Kryotherapie 70 mg Aprotinin = 500000 Kallikrein inaktivierende Einheiten (Trasylol®
500000 KIE; Bayer AG, Leverkusen). Direkt vor Beginn der Laparotomie wurde ein
intravenoser Bolus verabreicht. Uber einem Zeitraum vom 3 h folgte diesem die
restliche Gabe der 500000 KIE durch kontinuierliche Infusion mit einem Infusomat

(Braun Infusomat Secura; B. Braun, Melsungen).

3.3.8 Todeszeitpunkt und Euthanasie

Am Ende des Versuchs (7 Tage nach der Operation) wurden die Schweine nach
sedativer Pramedikation mit 0,1 mg/kg Kg Midazolam (Dormicum®, Roche, Grenzach-
Whylen) und anschliessender Barbituratnorkose mit 35mg/kg KG Narcoren® (Merial,
Hallbergmoos) durch 2mmol/kg KG KCL i.v. (Kaliumchlorid—Braun®) in tiefer

Narkose euthanasiert.

3.3.9 Obduktion
Nach Totung der Tiere wurden diese in Riickenlage relaparotomiert und die Bauchhohle
inspiziert. Die Leber wurde nach Durchtrennen der Leberpforte sowie aller fixierenden

Bandstrukturen in toto entnommen. Nach Begutachtung der Leber und Auffinden der
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Kryoldsionen im linken Leberlappen wurde dieser lamelliert und die Grosse der

Lisionen vermessen.

3.4 Untersuchte Parameter

3.4.1 Mikrozirkulation der Leber

Mit Hilfe der Gerits O2C (LEA, Giessen) wurden die Durchblutungsgroffen im
Lebergewebe durch Laserlicht bestimmt. Die hier verwendeten
Geschwindigkeitsmessungen des Blutes beruhen auf dem Doppler — Effekt. Licht wird
von einem bewegten Erythrozyten in Abhidngigkeit von dessen Geschwindigkeit
verschoben. Die Geschwindigkeitsverteilung aller Erythrozyten in einem Messvolumen
wird aus der Frequenzverschiebung bestimmt, in Relation zu dem Laserlicht, das in das

Gewebe eingestrahlt wird. Ermittelt wurden:

e der relative Blutfluss (Volumen / Zeiteinheit) [ Arbitrary Units]

e die Blutfliessgeschwindigkeit (Strecke / Zeiteinheit) [Arbitrary Units]

Die Bezeichnung Arbitrary Units (arb. Units) als Einheit fiir den Blutfluss und die
Blutfliessgeschwindigkeitwerte bedeutet virtuelle Einheiten.

Der Grund fiir die Einfilhrung von Arbitrary Units fiir Blutflusswerte liegt in der
Entstehung der Werte. Die gemessen Signale fiir den Blutfluss sind elektrische Grossen
aus Frequenzen und Amplituden, so dass sich als Einheit eine Kombination aus
elektrischen Einheiten ergeben wiirde. Ublicherweise wird fiir den Blutfluss deshalb
eine Einheit eingefiihrt, die virtuell benannt werden kann.

Das Gerit ist als Zweikanalsystem aufgebaut und ermoglicht die Bestimmung der
Durchblutungsgréfen in unterschiedlichen Gewebetiefen. Mit Kanal 1 wurden die
oberflichennahen Durchblutungswerte der Leber in 2 mm Eindringtiefe ermittelt. Kanal
2 erfasste die Werte der Durchblutung in 8mm Lebergewebetiefe. Intraoperativ wurden
zwei runde Flachsonden mit 14 mm Durchmesser wie im Kapitel 3.2.5 skizziert direkt
auf der Schweineleber fixiert. Die Messwerte wurden iiber ein Zeitfenster von 20 sec zu

den jeweiligen Zeitpunkten gemittelt.
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3.4.2 Perfusion von Arteria hepatica und Vena portae
Die Makrozirkulation der oben genannten Gefdsse wurde iiber einen Flussmessgerit

(M 206) und Flussonden der Firma Transonic ( Ithaca NY, USA) ermittelt.

Schematische Darstellung des perivaskuldren Ultraschallvolumenflussmesskopfes:

Zweiseitiger breiter Ultraschallstrahl

Umwandler Umwandlef

»
/ ' Blutgfdh  Reflektor
Blutgfan Reflektor
Seitansicht Querschnitt
N o

Mit Hilfe eines breiten Ultraschallstrahls senden zwei Umwandler abwechselnd
Ultraschallsignale in und gegen die Flussrichtung der vorbeistromenden Fliissigkeit
(hier des Blutes) aus, die von den Ultraschallstrahlen durchkreuzt wird. Der
angeschlossene Flussmesser erhilt so ein exaktes Mall der Durchlaufzeit, die die
Ultraschallwelle benétigt, um vom einen Umwandler zum anderen zu gelangen. Die
Differenz zwischen den gegen und mit dem Blutfluss bendtigten Durchgangszeiten der
Ultraschallstrahlen ergibt ein exaktes Maf fiir den Volumenfluss der vorbeistromenden

Fliissigkeit.
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3.4.3 Laborparameter

Gewinnung der Proben:

Uber den in der Vena cava liegenden zentralen Venenkatheter wurde den Tieren zu
folgenden Zeitpunkten Blut in zwei Serum-, einer EDTA- und einer Citratmonovette

(Sarstedt, Niimbrecht) abgenommen:

® Prioperativ vor Eroffnen der Bauchhthle

e Zwischen ersten und zweiten Kryotherapiezyklus
¢ Eine halbe Stunde nach Kryotherapie

¢ Eine Stunde nach Kryotherapie

¢ Drei Stunden nach Kryotherapie

¢ 6 Stunden nach Kryotherapie

e 24 Stunden nach Kryotherapie

e Jeden Tag einmal bis zum 7. postoperativem Tag
Fiir die Blutentnahmen iiber den ZVK mussten die Tiere je nach Bedarf mit bis zu 2mg
Dormicum® i. v. sediert werden. Nach der Blutentnahme wurden 0,6 ml Heparin in den

ZVK instilliert, um eine Thrombosebildung am ZVK zu vermeiden.

Untersuchte Parameter:

1. Leukozyten 7. Alanin-Aminotrasferase (ALAT)
2. Erythrozyten 8. Gammaglutamyltrasferase (GGT)
3. Himoglobin 9. Alkalische Phosphatase (AP)

4. Thrombozyten 10. Laktatdehydrogenase (LDH)

5. Kreatinin 11. C-reaktives Protein (CRP)

6. Aspartat-Aminotransferase (ASAT)

Gerinnungsparameter:

12. Thromboplastinzeit (Quick) 15. Antithrombin III
13. Aktivierte Partielle Thromboplastinzeit (PTT) 16. D-Dimere

14. Fibrinogen 17. Thrombinzeit (TZ)
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3.4.4 Grosse der Kryoldsionen
Nach Lamellierung der Leber wurde die Grosse der Kryoldsionen durch drei senkrecht
aufeinanderstehende Durchmesser (d;, d,, ds;) bestimmt. Die Volumina der Lisionen

wurden wie folgt berechnet: V=3/4 1 (d;/2) (d2/2) (d3/2)

3.5 Laborchemische Methoden

3.5.1 Bestimmung des Blutbildes:
Die Himoglobinwerte, die Erythrozytenzahlen, die Leukozytenzahlen und die
Thrombozytenzahlen wurden vollautomatisch am Gerit Cell-DYN® 3500 SL bestimmt
(Abbott Diagnostika Wiesbaden).

3.5.2 Bestimmung der Elektrolyte
Natrium und Kalium wurden mit Hilfe der Methode Ionenselektive Elektrode am Gerét
Modular (Roche Diagnosics, Mannheim) in der Laborroutine des klinischen

Zentrallabors der Chirurgischen Universitatsklinik Homburg mitbestimmt.

Fir die im folgenden genannten Bestimmungen wurden die jeweiligen Test-
Kombinations-Sets der Firma Roche Diagnostics Mannheim verwendet. Die
Bestimmungen erfolgten an dem Analysegerit Gerits 717 der Firma Roche/Hitachi. Im

einzelnen handelte es sich um folgende Bestimmungen:

3.5.3 Bestimmung des Kreatininwerts:
Das Kreatinin im Serum wurde nach einer von Bartels et al modifizierten Jaffe’-

Methode ermittelt: Die Kreatininkonzentration wurde photometrisch gemessen.

3.5.4 Bestimmung der ASAT- (Aspartat-Aminotransferase) Aktivitit:
Die ASAT Konzentration im Serum erfolgte mittels eines UV-Tests nach einer

standardisierten Methode (AST IFCC mit Pyridoxalphosphataktivierung).
3.5.5 Bestimmung der ALAT- (Alanin-Aminotransferase) Aktivitt:

Das Testprinzip beruht auf einem UV-Test nach einer standardisierten Methode. (HiCo
ALT IFCC ohne/mit Pyridoxalphosphataktivierung).
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3.5.6 Bestimmung der GGT- (Gamma-Glutamyl-Transferase) Aktivitit:

Sie erfolgte nach einer standardisierten Methode von Persijin und van der Slik.

3.5.7 Bestimmung der AP- (alkalische Phosphatase) Aktivitit:
Testprinzip: Farbtest nach einer standardisierten Methode (ALP IFCC liquid).

3.5.8 Bestimmung der Laktatdehydrogenase- (LDH) Aktivitit:
Testprinzip: UV- Testmethode nach Empfehlung der International Federation of
Clinical Chemistry (LDH IFCC fliissig).

3.5.9 Bestimmung des C- reaktiven Proteins (CRP):

Messprinzip: Immunologischer Triibungstest

Beim Mischen einer Probe mit Antikorper enthaltendem Puffer bindet der CRP-
Antikorper spezifisch an das in der Probe enthaltene CRP, wobei es zur Bildung von
unloslichen Aggregaten kommt, welche die Probe triiben. Der Triibungsgrad kann
optisch bestimmt werden und ist proportional der Menge CRP in der Probe. (CRP-HS®,
Wako Chemicals, GmbH, Neuss).

3.5.10 Bestimmung der Gerinnungsparameter:

Nach Abzentrifugieren bei 3000 Umdrehungen pro Minute fiir 10 Minuten und
Abpipettieren des Citratblutes wurden die Proben sofort nach Blutentnahme bei -70° C
tiefgefroren, um zu einem spiteren Zeitpunkt die Werte der einzelnen Parameter im
Labor fiir Gerinnung und Hémostaseologie der chirurgischen Universititskliniken
Homburg bestimmen zu lassen. Folgende Parameter wurden vollautomatisch am

Autoanalysierer (BCS® Dade Behring Marburg GmbH, Marburg) ermittelt:

Bestimmung der Thromboplastinzeit (Quick):
Sie erfolgte mit dem Test Dade® Innovin® (Dade Behring Marburg GmbH, Marburg).
Die Thromboplastinzeit in % wurde anhand eines frischen Normalplasmapools

kalibriert.

Bestimmung der akivierten partiellen Thromboplastinzeit (PTT):
Sie erfolgte mit dem Test Dade® Actin® FS Reagenz (Dade Behring Marburg GmbH,
Marburg).
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Bestimmung des Fibrinogenkonzentration:

Sie erfolgte nach der abgeleiteten Fibrinogenmethode: Die wéhrend der Fibrinbildung
auftretende maximale Triibung wurde bestimmt. Die Triibungsmessung erfolgte im
Anschluss an die Thromboplastinzeitbestimmung. (Dade® Innovin®, Dade Behring

Marburg GmbH, Marburg).

Bestimmung des Antithrombin III:
Sie erfolgte photometrisch mit dem kommerziellen Testsystem Berichrom Antithrombin

III (A), (Dade Behring Marburg GmbH, Marburg).

Bestimmung der D-Dimere:
Sie erfolgte mit dem kommerziellen D-Dimer Plus Testsystem, das zu einer Triibung

der Probe fiihrt (Dade Behring Marburg GmbH, Marburg).

Thrombinzeit

Die Bestimmung der Thrombinzeit erfolgte manuell am KC-10 Koagulometer
(Amelung GmbH, Lemgo) mit dem STA® Thrombin Reagenz (Roche-Diagnostica
Stago, Roche, Mannheim).
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4 Ergebnisse

4.1 Operation und Uberleben der Versuchstiere

4.1.1 Intraoperativer Verlauf

Alle 30 Schweine iiberlebten die Operation. Bei einem Schwein aus der Gruppe
Einmaliges Frieren und SVC wurde im Rahmen der Narkoseeinleitung ein Arrhythmie
beobachtet, die durch Defibrillation behandelt wurde (s.u. 4.1.2). Massive Probleme
oder Blutungen, die zum Abbruch der Operation fiihrten, blieben aus. Respiratorische

Probleme oder klinische Zeichen einer Hypothermie traten nicht auf.

4.1.2 Intraoperative Komplikationen

Es kam bei allen Tieren wihrend und nach der Kryotherapie zu sogenannten
,»Crackings“. Gelegentlich dehnten sich diese bis auf die Leberoberfliche aus. Durch
rasches Ubernidhen wurde dieses Problem der Leberkapselseinrisse beherrscht. Bei
einem Schwein aus der Gruppe FEinmaliges Frieren und SVC wurde nach
Narkoseeinleitung und ZVK Anlage Kammerflimmern festgestellt. Durch einmaliges
Defibrillieren mit 240 Joule war der Sinusrhythmus der Herzaktion wieder hergestellt.
Bei einem Schwein aus der Gruppe Einmaliges Frieren und Aprotinin kam es durch
eine Fehllage des ZVK zu einem Serothorax rechts. Daraufhin wurden zwei Liter

Fliissigkeit aus diesem Areal abpunktiert und die Fehllage des ZVK korrigiert.

4.1.3 Postoperativer Verlauf

Alle Tiere wurden nach Beendigung der Operation bei suffizienter Spontanatmung
extubiert und fiir 6 h tiberwacht.

Fiir die Blutentnahmen iiber den ZVK mussten die Tiere je nach Bedarf mit bis zu 2mg
Dormicum® i. v. sediert werden. Danach wurde der ZVK mit 0,6 ml Heparin gefiillt.
Dariiber hinaus wurde den Schweinen keine zusdtzlichen Medikamente verabreicht.
Spitestens 4 h nach der Operation wurde Spontanurin produziert. Mit Ausnahme von
einem Schwein aus der Gruppe Kontrolle und zwei Schweinen aus der Gruppe
Repetitives Frieren waren 24 h spiter normale Nahrungsaufnahme und Defédkation
moglich. Komplikationen wie Leberversagen, Blutungen, Wundheilungsstérungen,

Peritonitis oder Gallelecks blieben aus.
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4.1.4 Postoperative Komplikationen

Nach der Operation wurden Komplikationen bei Tieren aus folgenden Therapiegruppen
festgestellt:

Gruppe Kontrolle:

Ein Schwein dieser Gruppe wurde mit Exitus letalis am 1. POD aufgefunden. Die
Obduktion ergab keinen Hinweis auf die Todesursache. Deshalb wurde angenommen,
dass durch zu frithes Entlassen des Schweins in den Stall ein Narkoseiiberhang fiir den
Todeseintritt ausschlaggebend war.

Gruppe Repetitives Frieren:

Ein Schwein dieser Gruppe wurde mit Exitus letalis am 5. POD aufgefunden. Die
Obduktion ergab als Todesursache einen hohen Diinndarmileus.

Ein weiteres Schwein dieser Gruppe wurde mit Fasziendehiszienz im
Laparotomiegebiet am 2. POD aufgefunden. Diese wurde problemlos in Kurznarkose
revidiert.

Gruppe Einmaliges Frieren, Einmaliges Frieren und SVC und Einmaliges Frieren und
Aprotinin:

Keine Komplikationen.
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4.2 Mikrozirkulation der Leber

Gruppe Repetitives Frieren

—&— 2mm Tiefe, 20mm Entfernung zur Sondenspitze
—O— 8mm Tiefe, 20mm Entfernung zur Sondenspitze
—w»— 2mm Tiefe, Peripherie
—— 8mm Tiefe, Peripherie
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Abb. 4.1:

Flow: Hepatische Mikrohdmodynamik (Flow) bei Repetitivem Frieren von 2 x 7,5 min. Schwarze Kreise:
Flow in 2 mm Tiefe und und 20 mm Entfernung zur Sondenspitze in arbitrary Units, weisse Kreise: Flow
in 8 mm Tiefe und und 20 mm Entfernung zur Sondenspitze in arbitrary Units. Schwarze Dreiecke: Flow
in 2 mm Tiefe in der Peripherie in arbitrary Units, weisse Dreiecke: Flow in 8 mm Tiefe in der Peripherie
in arbitrary Units.

Mittelwert = SEM

In 20 mm Abstand zur Kryosonde kam es zu einem Anstieg des Blutflusses bis zum
ersten Erreichen von 0°C. Nach 7,5 min Kryotherapie wurde ein kompletter Stillstand
des Blutflusses in 2 und 8 mm Gewebstiefe erreicht.

In der Peripherie kam es zum Absinken der Mikroperfusion (Flow) von 120 auf 100 arb.
Units in 2 mm Gewebstiefe nach 7,5 min Frieren und Erreichen von 0°C. Nach weiteren
7,5 min Frieren stieg die Perfusion an und sank auf 100 arb. Units in dieser

Gewebstiefe.
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—&— 2mm Tiefe, 20mm Entfernung zur Sondenspitze
—O— 8mm Tiefe, 20mm Entfernung zur Sondenspitze
—w— 2mm Tiefe, Peripherie
—v— 8mm Tiefe, Peripherie
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AbD. 4.2:

Velocity: Hepatische Mikrohdmodynamik (Velocity) bei Repetitivem Frieren von 2 x 7,5 min. Schwarze
Kreise: Velocity in 2 mm Tiefe und und 20 mm Entfernung zur Sondenspitze in arbitrary Units, weisse
Kreise: Velocity in 8 mm Tiefe und und 20mm Entfernung zur Sondenspitze in arbitrary Units. Schwarze
Dreiecke: Velocity in 2 mm Tiefe in der Peripherie in arbitrary Units, weisse Dreiecke: Velocity in § mm
Tiefe in der Peripherie in arbitrary Units.

Mittelwert = SEM

In 20 mm Entfernung zur Kryosonde kam es zu einem Absinken der
FlieBgeschwindigkeit bis auf O arbitrary Units nach 6 min Kryotherapie in 2 mm
Gewebstiefe. Dieser Perfusionsstillstand blieb bis zum Therapieende in 2 mm Tiefe
bestehen.

In 20 mm Abstand zur Sonde und 8 mm Tiefe kam es nach 4 min Kryotherapie zur
Reduktion der FlieBgeschwindigkeit von 40 arbitrary Units auf 5 arbitrary Units.
Danach kam es zum Wiederanstieg der Fliessgeschwindigkeit bis auf 25 arb. Units bei
30°C Sondentemperatur.

In der Peripherie kam es zu einem geringen Absinken der FlieBgeschwindigkeit in 2 und

8 mm Gewebstiefe bis zum Erreichen von 30°C Sondentemperatur.
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Gruppe Einmaliges Frieren

—&— 2mm Tiefe, 20mm Entfernung zur Sondenspitze
—O— 8mm Tiefe, 20mm Entfernung zur Sondenspitze
—w— 2mm Tiefe, Peripherie
—— 8mm Tiefe, Peripherie
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Abb. 4.3:

Flow: Hepatische Mikrohdmodynamik (Flow) bei Einmaligem Frieren von 15 min. Schwarze Kreise:
Flow in 2 mm Tiefe und und 20 mm Entfernung zur Sondenspitze in arbitrary Units, weisse Kreise: Flow
in 8 mm Tiefe und und 20 mm Entfernung zur Sondenspitze in arbitrary Units. Schwarze Dreiecke: Flow
in 2 mm Tiefe in der Peripherie in arbitrary Units, weisse Dreiecke: Flow in 8 mm Tiefe in der Peripherie
in arbitrary Units.

Mittelwert + SEM

In 20 mm Abstand zur Sonde kam es zu einer kontinuierlichen Reduktion der
Mikroperfusion in 2 und 8 mm Lebergewebstiefe. Es kam zu keinem volligen Sistieren
des Blutflusses nach 15 min Therapie.

In der Peripherie reduzierte sich in 2 mm Gewebstiefe der Blutfluss von 130 arbitrary
Units bei Therapiebeginn auf 100 arb. Units bei 30°C Sondentemperatur. In 8 mm

Gewebstiefe kam es zum geringen Absinken des Blutflusses bis Therapieende.
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—&— 2mm Tiefe, 20mm Entfernung zur Sondenspitze
—O— 8mm Tiefe, 20mm Entfernung zur Sondenspitze
—w— 2mm Tiefe, Peripherie
—— 8mm Tiefe, Peripherie
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Abb. 4.4:

Velocity: Hepatische Mikrohimodynamik (Velocity) bei Einmaligem Frieren von 15 min. Schwarze
Kreise: Velocity in 2 mm Tiefe und und 20 mm Entfernung zur Sondenspitze in arbitrary Units, weisse
Kreise: Velocity in 8 mm Tiefe und und 20mm Entfernung zur Sondenspitze in arbitrary Units. Schwarze
Dreiecke: Velocity in 2 mm Tiefe in der Peripherie in arbitrary Units, weisse Dreiecke: Velocity in § mm
Tiefe in der Peripherie in arbitrary Units.

Mittelwert + SEM

In 20 mm Sondenabstand reduzierte sich die FlieBgeschwindigkeit von 18 arb. Units bis
auf 5 arb. Units in 2 mm Gewebstiefe. In 8 mm Lebergewebstiefe ging die
FlieBgeschwindigkeit von 50 arb. Units auf 12 arb. Units bei 30°C Sondentemperatur
zuriick.

In der Peripherie kam es zum geringen Riickgang der Fliessgeschwindigkeit in 2 und 8

mm Gewebstiefe wihrend der Kryotherapie.
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Gruppe Einmaliges Frieren und SVC

—&— 2mm Tiefe, 20mm Entfernung zur Sondenspitze
—O— 8mm Tiefe, 20mm Entfernung zur Sondenspitze
—w— 2mm Tiefe, Peripherie
—— 8mm Tiefe, Peripherie
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Abb. 4.5:

Flow: Hepatische Mikrohimodynamik (Flow) bei Einmaligem Frieren und SVC von 15 min. Schwarze
Kreise: Flow in 2 mm Tiefe und und 20 mm Entfernung zur Sondenspitze in arbitrary Units, weisse
Kreise: Flow in 8 mm Tiefe und und 20 mm Entfernung zur Sondenspitze in arbitrary Units. Schwarze
Dreiecke: Flow in 2 mm Tiefe in der Peripherie in arbitrary Units, weisse Dreiecke: Flow in 8 mm Tiefe
in der Peripherie in arbitrary Units.

Mittelwert + SEM

In 20 mm Abstand zur Kryosonde kam es zum volligen Sistieren des Blutflusses nach
7,5 min Kryotherapie in 2 und 8 mm Lebergewebstiefe.
In der Peripherie reduzierte sich der Blutfluss in geringem Masse bis Therapieende in 2

und 8 mm Gewebstiefe.
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—&— 2mm Tiefe, 20mm Entfernung zur Sondenspitze
—O— 8mm Tiefe, 20mm Entfernung zur Sondenspitze
—w— 2mm Tiefe, Peripherie
—— 8mm Tiefe, Peripherie
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Abb. 4.6:

Velocity: Hepatische Mikrohimodynamik (Velocity) bei Einmaligem Frieren und SVC von 15 min.
Schwarze Kreise: Velocity in 2 mm Tiefe und und 20 mm Entfernung zur Sondenspitze in arbitrary Units,
weisse Kreise: Velocity in 8 mm Tiefe und und 20 mm Entfernung zur Sondenspitze in arbitrary Units.
Schwarze Dreiecke: Velocity in 2 mm Tiefe in der Peripherie in arbitrary Units, weisse Dreiecke:
Velocity in 8 mm Tiefe in der Peripherie in arbitrary Units.

Mittelwert = SEM

In 20 mm Sondenentfernung reduzierte sich die Fliessgeschwindigkeit in 2 und 8 mm
Gewebstiefe nach 4 min Therapie auf Werte nahe bei O arbitrary Units bis zum
Zeitpunkt 15 min Kryotherapie.

In der Peripherie kam es zum geringen Riickgang der Fliessgeschwindigkeit in 2 und 8

mm Gewebstiefe ab Therapiebeginn bis zum Therapieende.
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4.3 Makrozirkulation der Leber

Gruppe Repetitives Frieren:

—&— \ena portae
—O— A.hepatica
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Abb. 4.7:
Hepatische Makrohdmodynamik bei Repetitivem Frieren von 2 x 7,5 min. Schwarze Kreise: Blutfluss V.

portae in ml/min. Weisse Kreise: Blutfluss A. hepatica in ml/min.

Mittelwert + SEM

Der Fluss von Vena portae fiel nach 7,5 min Frieren von 750 ml/min auf 580 ml/min,
stieg dann auf 600 ml/min und betrug nach Therapieende noch 520 ml/min.

Wihrend der Kryotherapie fiel der Fluss von A. hepatica innerhalb der ersten 7,5 min
Frierens von 180 ml/min auf 140 ml/min, stieg dann wieder auf den Ausgangswert an

und sank bis zum Therapieende auf 120 ml/min.
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Gruppe Einmaliges Frieren:
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Abb. 4.8:

Hepatische Makrohdmodynamik bei Einmaligem Frieren von 15 min. Schwarze Kreise: Blutfluss V.
portae in ml/min. Weisse Kreise: Blutfluss A. hepatica in ml/min.

Mittelwert = SEM

Der Fluss von V. portae blieb wihrend der ersten 7,5 min Frierens relativ konstant bei
480 ml/min, stieg dann leicht beim Halten der Temperatur und fiel dann kontinuierlich

bis auf 410 ml/min.
Der Fluss von A. hepatica fiel wihrend des Frierens von 180 ml/min auf 130 ml/min

und stieg wieder bis auf 150 ml/min bei 30°C Kryosondentemperatur.

40



Ergebnisse

Gruppe Einmaliges Frieren und SVC:
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Abb. 4.9:
Hepatische Makrohimodynamik bei Einmaligem Frieren und SVC 15 min. Schwarze Kreise: Blutfluss V.
portae in ml/min. Weisse Kreise: Blutfluss A. hepatica in ml/min.

Mittelwert + SEM

Durch die SVC wurde der Fluss von V. portae von 530 ml/min auf 420 ml/min wihrend
des Frierens reduziert. Bei wieder offener Perfusion am Ende der Therapie sank der
Fluss weiter ab auf 400 ml/min.

Durch SVC und Kryochirugie wurde der Fluss von A. hepatica von 150 ml/min auf 50
ml/min reduziert und stieg nach Freigabe der Perfusion bis wieder fast auf den

Ausgangswert an.
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Gruppe Einmaliges Frieren und Aprotinin:
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Abb. 4.10:

Hepatische Makrohdmodynamik bei Einmaligem Frieren und Aprotinin 15 min. Schwarze Kreise:

Blutfluss V. portae in ml/min. Weisse Kreise: Blutfluss A. hepatica in ml/min.

Mittelwert = SEM

Wihrend der Kryochirurgie blieb der Fluss von V. portae relativ konstant bei 700

ml/min und fiel danach bis auf 580 ml/min bei 30°C Kryosondenspitze.

Der Fluss von A. hepatica blieb vor und wihrend der Therapie bei 200 ml/min und stieg

dann leicht an bis zum Erreichen von 30°C Sondentemperatur.
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4.4 Laborparameter

4.4.1 Zusammenfassung der statistisch signifikanten Ergebnisse der laborchemischen
Methoden

Dargestellt sind die statistisch signifikanten Ergebnisse innerhalb einer Therapiegruppe
zu verschiedenen Zeitpunkten. Die detaillierten Ergebnisse konnen der entsprechenden
Graphik entnommen werden. Zusitzlich werden im erklidrenden Text der jeweiligen
Graphik die statistisch signifikanten Ergebnisse der jeweiligen Therapiegruppe bei

einem Zeitpunkt beschrieben.

Therapiegruppe Repetitives Frieren

Zeitpunkt | o | = | = | = | @ | ||| w | &l | Q
S|T| T E|elelalala]e =
= S
Zusammenfassung =
der statistisch ™
signifikanten
Ergebnisse der
Laborparameter
Kreatinin X | X X X[ X|X|X Abb. 4.11
ASAT-Aktivitat X X [ X[ X[X|X Abb. 4.12
ALAT-Aktivitit X X | Abb. 4.13
GGT-Aktivitit X | X | X Abb. 4.14
AP-Aktivitit XX |X Abb. 4.15
LDH-Aktivitit X X X[ X[ X |X|X Abb. 4.16
CRP X| X | X|X|X|X| X |Abb.4.17
Himaglobinwerte X | Abb. 4.18
Leukozytenzahlen X[ X[ X[ X|X | X |X|X|X|Abb.4.19
Thrombozyten Abb. 4.20
Quick X Abb. 4.21
PTT X | X Abb. 4.22
Fibrinogen X X X | Abb. 4.23
Antithrombin 111 X X X | Abb. 4.24
D-Dimere X Abb. 4.25
Thrombinzeit X | X Abb. 4.26

Tab. 4.1: (X p <0,05)
In Gegeniiberstellung zu den anderen Messwerten
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Therapiegruppe Einmaliges Frieren

Zeitpunkt — o2l P w|slun|la| Q
SR B = I~ B R NV B S 5
= S
=,
=~

Laborparameter
Kreatinin X X[ X[ X | X |X Abb. 4.11
ASAT-Aktivitit X X[ X | X |X | X|X Abb. 4.12
ALAT-Aktivitit X I XX X[ X[X|X Abb. 4.13
GGT-Aktivitit X | X | Abb.4.14
AP-Aktivitit X[ XXX | X|X[|[X|X Abb. 4.15
LDH-Aktivitit X X[ X | X |X|X|X Abb. 4.16
CRP X[ X | X |X|X|X | X |Abb. 417
Himaglobinwerte Abb. 4.18
Leukozytenzahlen X[ X | X|X|X|X|X|X|Abb. 419
Thrombozyten X | X Abb. 4.20
Quick Abb. 4.21
PTT X Abb. 4.22
Fibrinogen X X X | Abb. 4.23
Antithrombin 111 X X X X | Abb. 4.24
D-Dimere X | Abb. 4.25
Thrombinzeit X Abb. 4.26

Tab. 4.2: (X p <0,05)

In Gegeniiberstellung zu den anderen Messwerten
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Therapiegruppe Einmaliges Frieren und SVC

Zeitpunkt mlmlwla| R w|w|slvlo] Q
S|T| T | T E|elelalaa]e =
= S
=
=~

Laborparameter
Kreatinin Abb. 4.11
ASAT-Aktivitit X[ X | X | X |X Abb. 4.12
ALAT-Aktivitit X X[ X | X|X|X|X Abb. 4.13
GGT-Aktivitit X | X | Abb.4.14
AP-Aktivitit XX |X Abb. 4.15
LDH-Aktivitit X X[ X | X|X|X|X|X|X|X|X|Abb. 416
CRP X | X|X|X|X|X| X |Abb.4.17
Himaglobinwerte X | X Abb. 4.18
Leukozytenzahlen X[ X[ X[ X|[X|X|X|X|X|Abb.4.19
Thrombozyten Abb. 4.20
Quick Abb. 4.21
PTT Abb. 4.22
Fibrinogen X X X | Abb. 4.23
Antithrombin III X X | Abb. 4.24
D-Dimere X | Abb. 4.25
Thrombinzeit Abb. 4.26

Tab. 4.3: (X p <0,05)

In Gegeniiberstellung zu den anderen Mefwerten
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Therapiegruppe Einmaliges Frieren und Aprotinin

Zeitpunkt mlzm|le R |(w|w|s|lulaa]Q Q
S SIS |E|&|&|alalala g
=,
=~

Laborparameter
Kreatinin X Abb. 4.11
ASAT-Aktivitit X[ X | X | X |X Abb. 4.12
ALAT-Aktivitit X Abb. 4.13
GGT-Aktivitit X | Abb. 4.14
AP-Aktivitit X[ X |X Abb. 4.15
LDH-Aktivitit X X[ X | X|X|X|X|X|X|X|X|Abb.416
CRP X | X|X|X|X|X | X |Abb.4.17
Himaglobinwerte X Abb. 4.18
Leukozytenzahlen X[ X[ X | X | X |X|X | X |Abb.4.19
Thrombozyten X | X | X | X | Abb. 420
Quick Abb. 4.21
PTT X | Abb. 4.22
Fibrinogen X X X | Abb. 4.23
Antithrombin III X X | Abb. 4.24
D-Dimere X X | Abb. 4.25
Thrombinzeit Abb. 4.26

Tab. 4.4: (X p <0,05)

In Gegeniiberstellung zu den anderen Mefwerten
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4.4.2 Kreatinin

Bis zum ersten postoperativem Tag kam es in allen Therapiegruppen aufler in der
Kontrollgruppe zu einem Kreatininanstieg. Der steilste Anstieg zeigte sich in der
Gruppe Repetitives Frieren, in der Gruppe Einmaliges Frieren und Aprotinin fiel
der Anstieg am geringsten aus. In allen Therapiegruppen ausser der Kontrollgruppe
fielen die Werte nach dem zweiten bis dritten postoperativen Tag bis unterhalb des
Niveaus der Ausgangswerte ab. In Gruppe Repetitives Frieren war der Zuwachs des
Kreatinins innerhalb 24h am grossten, in Gruppe Einmaliges Frieren und Aprotinin
am geringsten. Im Zeitraum vor Kryotherapie und 1h nach Kryotherapie fielen die
Kreatininwerte in den Gruppen Repetitives Frieren, Einmaliges Frieren und
Einmaliges Frieren und Aprotinin ab. In der Gruppe Einmaliges Frieren und SVC

fielen die Werte in der Zeitspanne vor Kryotherapie bis vor zweitem

Kryotherapiezyklus.
—e— Kontrolle
—v— Repetitves Frieren
—&— Einmaliges Frieren
. —O— Einmaliges Frieren und SVC
Kreatinin [mg/dl] —e— Einmaliges Frieren und Aprotintin
1.4 # #H * *7 % #
1,2
1,0
0,8
0,6
0,4 % v
0,2
0,0 T T T T T T T T T T T T T

0 1 05h 1th 3h 6h 24h 2d 3d 4d 5d 6d 7d

Abb. 4.11:

Kreatininwerte in mg/dl. Dargestellt sind die statistisch signifikanten Unterschiede innerhalb der

jeweiligen Therapiegruppe zu verschiedenen Zeitpunkten.

Mittelwert = SEM
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Die jeweilige Symbolfarbe entspricht der Gruppenfarbe
# p <0,05 vs 4d, 7d

* p<0,05vs4d,5d,7d

p <0,05 vs 2d, 3d, 4d, 5d, 6d, 7d
,  p<0,05vs3d,4d, 5d, 6d, 7d
* p < 0,05 vs 0,5h, 1h, 3h, 3d, 4d, 5d, 6d, 7d
\Y p<0,05vs 5d

Des weiteren gab es statistisch signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen
Gruppen zu einem Zeitpunkt:

Gruppe Repetitives Frieren zu den Zeitpunkten vor Kryotherapie, zwischen beiden
Kryotherapiezyklen, 1h, 3h, 6h, 24h, 2d und 3d nach Kryotherapie vs Gruppe
Einmaliges Frieren, Einmaliges Frieren und Aprotintin und Einmaliges Frieren und
SVC.

Gruppe Repetitives Frieren zu den Zeitpunkten 0,5h und 4d nach Kryotherapie vs
Gruppe Einmaliges Frieren und SVC und Gruppe Einmaliges Frieren und Aprotintin.
Gruppe Repetitives Frieren zum Zeitpunkt 5d nach Kryotherapie vs Gruppe Einmaliges
Frieren und Aprotinin.

Gruppe Einmaliges Frieren und SVC zu den Zeitpunkten vor Kryotherapie, zwischen
beiden Kryotherapiezyklen, 0,5h 1h, 3h, 6h, 24h, und 5d vs Gruppe Einmaliges Frieren
und Aprotinin.

Gruppe Einmaliges Frieren zu den Zeitpunkten zwischen beiden Kryotherapiezyklen,

0,5h, 1h, 3h, 6h und 24h vs Gruppe Einmaliges Frieren und Aprotinin.
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4.4.3 ASAT-Aktivitit

Postoperativ kam es zu einem Anstieg der ASAT-Aktivitdten. In der Gruppe Einmaliges
Frieren und SVC waren im Vergleich zu den anderen Therapiegruppen die Aktivitdten
nach 6h am hochsten. In den Gruppen Einmaliges Frieren und SVC und Repetitives
Frieren zeigten sich die hochsten Werte in einer Zeitspanne von 0,5h bis 6h nach der
Operation. In den Gruppen Einmaliges Frieren und Einmaliges Frieren und Aprotinin

waren zwischen 0,5h und 3h nach Kryotherapie die hochsten Werte beobachtbar und in

der Gruppe Repetitives Frieren zwischen 0,5 und 1h nach Kryotherapie.

—&— Kontrolle

ASAT [U/L]

—v— Repetitives Frieren

—&— Einmaliges Frieren

—C— Einmaliges Frieren und SVC
—&— Einmaliges Frieren und Aprotinin

1600

1400

12001 # o o o # #

1000

800 ~
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400 ~

200 ~

0 T T T T T T T T T T

0.5h 1th 3h 6h 24h 2d 3d 4d

Abb. 4.12:

ASAT-Aktivitaten in U/L. Dargestellt sind die statistisch signifikanten Unterschiede innerhalb der

jeweiligen Therapiegruppe zu verschiedenen Zeitpunkten.

Mittelwert = SEM

Die jeweilige Symbolfarbe entspricht der Gruppenfarbe
#, #, # p<0.05vs0,2d, 3d, 4d, 5d, 6d, 7d

* %, p<0.05vs0, 1,24h, 2d, 3d, 4d, 5d, 6d, 7d

) p<0.05vs7d
p<0.05vs 0, 1,0,5h, 24h, 2d, 3d, 4d, 5d, 6d, 7d
¢ p <0.05 vs 0, 1, 6h, 24h, 2d, 3d, 4d, 5d, 6d, 7d
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Des weiteren gab es statistisch signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen
Gruppen zu einem Zeitpunkt:

Gruppe Repetitives Frieren zum Zeitpunkt vor Kryotherapie vs Gruppe Einmaliges
Frieren und Aprotinin.

Gruppe Repetitives Frieren zum Zeitpunkt 3d nach Kryotherapie vs Gruppe Einmaliges
Frieren.

Gruppe Repetitives Frieren zu den Zeitpunkten 4 und 5d nach Kryotherapie vs Gruppe
Einmaliges Frieren, Gruppe Einmaliges Frieren und SVC und Gruppe Einmaliges
Frieren und Aprotinin.

Gruppe Einmaliges Frieren zum Zeitpunkt 7d nach Kryotherapie vs Gruppe Repetitives

Frieren, Einmaliges Frieren und SVC und Einmaliges Frieren und Aprotinin.
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4.4.4 ALAT-Aktivitit

Nach Kryotherapie kam es zu einem Anstieg der ALAT-Aktivititen. In den Gruppen
Repetitives Frieren und Einmaliges Frieren und SVC verlief der Aktivititszuwachs am
steilsten. Die hochsten Werte waren in den allen Therapiegruppen ohne die
Kontrollgruppe nach 24h erreicht. Zwischen 2h und dem 1. postoperativen Tag fielen
die Aktivititen in der Gruppe Einmaliges Frieren und SVC stark ab. In den Gruppen
Repetitives Frieren, Einmaliges Frieren und Einmaliges Frieren und SVC kam es zu
einem geringeren Riickgang. Ab dem 3. postoperativen Tag waren in allen

Therapiegruppen ohne die Kontrollgruppe die Ausgangswerte wieder erreicht.

—e— Kontrolle
—v— Repetitives Frieren
—&— Einmaliges Frieren
ALAT [U/L] —O— Einmaliges Frieren und SVC
—&— Einmaliges Frieren und Aprotinin
180
* #
160
140
120
100
80
60
40
¢
20
0 T T T T T T T T T T T T T

0 1 05h th 3h 6h 24h 2d 3d 4d 5d 6d 7d

Abb. 4.13:
ALAT-Aktivititen in U/L. Dargestellt sind die statistisch signifikanten Unterschiede innerhalb der
jeweiligen Therapiegruppe zu verschiedenen Zeitpunkten.

Mittelwert =+ SEM

Die jeweilige Symbolfarbe entspricht der Gruppenfarbe
# p <0,05vs 0.5h, 1h, 3h, 6h, 2d, 3d

* p<0,05vs0
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p<0,05vs0,1,6d,7d
p<0,05vs0,7d
p<0,05vs7d
p<0,05vsO0,1,0,5h, 1h, 2d, 3d, 4d, 5d, 6d, 7d
p <0,05vs 0,1, 0,5h, 1h, 3d, 4d, 5d, 6d, 7d
p < 0,05 vs 4d, 5d, 6d, 7d
p <0,05 vs 6d, 7d
¢ p<0,05vs5d

Des weiteren gab es statistisch signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen
Gruppen zu einem Zeitpunkt:

Gruppe Einmaliges Frieren und Aprotinin zu den Zeitpunkten vor Kryotherapie,
zwischen beiden Kryotherapiezyklen, 6h nach Kryotherapie, 2d nach Kryotherapie und
7d nach Kryotherapie vs Gruppe Repetitives Frieren und vs Gruppe Einmaliges
Frieren.

Gruppe Einmaliges Frieren und Aprotinin zu den Zeitpunkten 4d und 6d nach
Kryothrapie vs Gruppe Repetitives Frieren, Einmaliges Frieren und Einmaliges Frieren
und SVC.

Gruppe Einmaliges Frieren und SVC zum Zeitpunkt vor Kryotherapie vs Gruppe
Repetitives Frieren.

Gruppe Einmaliges Frieren und SVC zu den Zeitpunkten 6 und 24h nach Kryotherapie

vs Gruppe Repetitives Frieren und vs Gruppe Einmaliges Frieren.
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4.4.5 GGT-Aktivititen

Es kam zu einem leichten Anstieg der GGT bis zum 7. postoperativem Tag in allen
Therapiegruppen ohne die Kontrollgruppe. Die Gruppe Repetitives Frieren hingegen
zeigte einen starken Anstieg zwischen 3h postoperativ und dem 5. postoperativem Tag.
Danach fiel in dieser Gruppe die Aktivitdten bis zum 7. postoperativem Tag auf den

Ausgangswert ab.

—&— Kontrolle

—v— Repetitives Frieren

—&— Einmaliges Frieren

GGT [U/L] —O— Einmaliges Frieren und SVC
—&— Einmaliges Frieren und Aprotinin
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Abb. 4.14:
GGT-Aktivititen in U/L. Dargestellt sind die statistisch signifikanten Unterschiede innerhalb der
jeweiligen Therapiegruppe zu verschiedenen Zeitpunkten.

Mittelwert + SEM

Die jeweilige Symbolfarbe entspricht der Gruppenfarbe
# p<0,05vs0,1,0,5h, 1h, 3h, 6h, 24h, 7d
* p<0,05vs0,1,0,5h, 1h, 3h, 7d

p < 0,05 vs 0,5h, 1h, 3h, 6h

p < 0,05 vs 0,5h, 1h, 3h
p <0,05 vsl1, 0,5h, 1h, 6h
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p<0,05vs0, 1,0,5h, 1h, 6h
0 p<0,05vs0, 1, 0,5h, 1h, 3h, 6h, 2d, 3d

Des weiteren gab es statistisch signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen
Gruppen zu einem Zeitpunkt:

Gruppe Einmaliges Frieren und SVC zu den Zeitpunkten 0,5 und 3h nach Kryotherapie
vs Gruppe Repetitives Frieren.

Gruppe Repetitives Frieren zu den Zeitpunkten 1h, 3d und 7d nach Kryotherapie vs
Gruppe Einmaliges Frieren, Gruppe Einmaliges Frieren und SVC und Gruppe

Einmaliges Frieren und Aprotinin.
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4.4.6 AP-Aktivitit

Der Gipfel des Anstiegs der Alkalischen Phosphatase zeigte sich um den ersten
postoperativen Tag in allen Therapiegruppen, mit Ausnahme der Kontrollgruppe, nach
Kryotherapie mit einem Riickgang auf Werte unterhalb des Ausgangsniveaus ab dem
3.postoperativen Tag. Der hochste Wert war in Gruppe Einmaliges Frieren und

Aprotinin nach 24h zu beobachten.

—&— Kontrolle
—v— Repetitives Frieren
—&— Einmaliges Frieren
AP[U/L] —O— Einmaliges Frieren und SVC
—&— Einmaliges Frieren und Aprotinin
300
# * #
250
¢ v *
200
150
100
50
0 T T T T T T T T T T T T

0 1 05h th 3h 6h 24h 2d 3d 4d 5d 6d 7d

Abb. 4.15:
AP-Aktivititen in U/L. Dargestellt sind die statistisch signifikanten Unterschiede innerhalb der jeweiligen
Therapiegruppe zu verschiedenen Zeitpunkten.

Mittelwert + SEM

Die jeweilige Symbolfarbe entspricht der Gruppenfarbe

# p<0,05vs7d

* p<0,05vs0,1,0,5h, 1h, 3h, 3d, 4d, 5d, 6d, 7d

p <0,05 vs 4d, 5d, 6d, 7d
p<0,05vs0,1,0,5h, 1h, 2d, 3d, 4d, 5d, 6d, 7d
p < 0,05 vs 3d, 4d, 5d, 6d, 7d
p<0,05vs1,0,5h, 4d, 5d, 6d, 7d
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p <0,05vs 0,1, 0,5h, 1h, 3h, 6h, 3d, 4d, 5d, 6d, 7d
p <0,05vs 0,1, 0,5h, 1h, 4d, 5d, 6d, 7d
* p<0,05vs0,1,0,5h, 1h, 4d, 5d, 6d, 7d

v p<0,05vs0,1,0,5h, 1h, 3h, 6h, 3d, 4d, 5d, 6d, 7d
& p<0,05vs 0,5h, 6d, 7d

Des weiteren gab es statistisch signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen
Gruppen zu einem Zeitpunkt:
Gruppe Einmaliges Frieren und Aprotinin zum Zeitpunkt 4d nach Kryotherapie vs

Gruppe Repetitives Frieren, Einmaliges Frieren und Einmaliges Frieren und SVC.
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4.4.7 LDH-Aktivitit

Es kam zu einem Anstieg der Laktatdehydrogenaseaktivitit, deren Maximum sich in
den Gruppen Repetitives Frieren und Einmaliges Frieren 6h nach Kryotherapie zeigte.
In den Gruppen Einmaliges Frieren und SVC und Einmaliges Frieren und Aprotinin
zeigten sich die hochsten Werte einen Tag nach Kryotherapie. Die Gruppe Einmaliges
Frieren und SVC zeigte im Vergleich zu den iibrigen Therapiegruppen die hochsten
Aktivitaten. Nach dem Peak ein Tag nach Kryotherapie fielen die LDH—Aktivititen bis

zum 7. postoperativen Tag kontinuierlich ab.

—e— Kontrolle
—v— Repetitives Frieren
—— Einmaliges Frieren
LDH [U/L] —O— Einmaliges Frieren und SVC
—&— Einmaliges Frieren und Aprotinin
3000
# * ¢ * * * *
2500 -
2000 -
1500 -
1000 -
500 A
O 0O & & \Y% ¢ L) L] * & L)
O T T T T T T T T T T T T
0 1 05h th 3h 6h 24h 2d 3d 4d 5d 6d 7d
Abb. 4.16:

LDH-Aktivititen in U/L. Dargestellt sind die statistisch signifikanten Unterschiede innerhalb der
jeweiligen Therapiegruppe zu verschiedenen Zeitpunkten.

Mittelwert + SEM

Die jeweilige Symbolfarbe entspricht der Gruppenfarbe
#p<0,05vs0,7d

*p<0,05vs0,1,7d
¢ p<0,05vs 0,1, 1h, 6d, 7d
p<0,05vs0, 1,0,5h, 1h, 2d, 3d, 4d, 5d, 6d, 7d
p<0,05vs0, 1, 3d, 4d, 5d, 6d, 7d
p<0,05vs0
p<0,05vs 0, 1, 0,5h, 1h, 3h, 6h, 2d, 3d, 4d, 5d, 6d, 7d
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p <0,05vs 0, 1, 0,5h, 1h, 2d, 3d, 4d, 5d, 6d, 7d
p <0,05 vs 0,1,0,5h,1h, 3d, 4d, 5d, 6d, 7d
p<0,05vs0,1,6d,7d

p<0,05vs0,1,7d

p<0,05vs 0,1
p<0,05vs0
% p<0,05vs0
V p<0,05vs0, 1, 0,5h, 1h, 3d, 4d, 5d, 6d, 7d
& p<0,05vs0,1,0,5h, 3d, 4d, 5d, 6d, 7d
0 p<0,05vs0,7d

Des weiteren gab es statistisch signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen
Gruppen zu einem Zeitpunkt:

Gruppe Einmaliges Frieren und SVC zum Zeitpunkt 24h nach Kryotherapie vs Gruppe
Repetitives Frieren, Einmaliges Frieren und Einmaliges Frieren und Aprotinin.

Gruppe Einmaliges Frieren und SVC zu den Zeitpunkten 3 und 4d nach Kryotherapie vs
Gruppe Einmaliges Frieren.

Gruppe Einmaliges Frieren und SVC zum Zeitpunkt 7d nach Kryotherapie vs Gruppe
Repetitives Frieren.

Gruppe Repetitives Frieren zum Zeitpunkt 3d nach Kryotherapie vs Gruppe Einmaliges
Frieren, Einmaliges Frieren und SVC und Einmaliges Frieren und Aprotinin.

Gruppe Repetitives Frieren zum Zeitpunkt 4d nach Kryotherapie vs Gruppe Einmaliges
Frieren.

Gruppe Einmaliges Frieren und Aprotinin zum Zeitpunkt 4d nach Kryotherapie vs
Gruppe Einmaliges Frieren.

Gruppe Einmaliges Frieren und Aprotinin zum Zeitpunkt 7d nach Kryotherapie vs

Gruppe Repetitives Frieren.
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4.4.8 C-reaktive Proteinwerte
3h nach Kryotherapie kam es zu einem Anstieg des CRPs. Der grofite Zuwachs des
war zwischen 6h und 2d nach der Operation in den Gruppen Repetitives Frieren und

Einmaliges Frieren zu beobachten. Auch in der Kontrollgruppe stieg das CRP an.

—e— Kontrolle

—v— Repetitives Frieren

—&— Einmaliges Frieren

CRP [mg/dI] —— Einmaliges Frieren und SVC
—&— Einmaliges Frieren und Aprotinin
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Abb. 4.17:
CRP in mg/dl. Dargestellt sind die statistisch signifikanten Unterschiede innerhalb der jeweiligen
Therapiegruppe zu verschiedenen Zeitpunkten.

Mittelwert + SEM

Die jeweilige Symbolfarbe entspricht der Gruppenfarbe
* %, *p<0,05vs0,1,0,5h, 1h, 3h, 6h

H# p <0,05vs 0, 1, 0,5h,1h, 3h, 6h, 24h
p <0,05vs 0, 1, 0,5h, 1h, 3h, 6h, 24h, 4d, 5d, 6d
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4.4.9 Himoglobinwerte
Es kam zu kleineren Schwankungen der Hiamoglobinwerte, die sich innerhalb des

Normbereichs bewegten.

—&— Kontrolle
—v— Repetitives Frieren
—— Einmaliges Frieren
Hb [g/dl] —O— Einmaliges Frieren und SVC
—&— Einmaliges Frieren und Aprotinin
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Abb. 4.18:
Hb in g/dl. Dargestellt sind die statistisch signifikanten Unterschiede innerhalb der jeweiligen
Therapiegruppe zu verschiedenen Zeitpunkten.

Mittelwert £ SEM

Die jeweilige Symbolfarbe entspricht der Gruppenfarbe

# p<0,05vs0,6h

p < 0,05 vs 2d, 3d, 4d, 5d, 6d, 7d

p <0,05 vs 3d, 4d, 5d
p<0,05 vs 4d
& p<0,05vs1,0,5h, 2d, 3d, 4d, 5d, 6d, 7d

Des weiteren gab es statistisch signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen

Gruppen zu einem Zeitpunkt:
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Gruppe Repetitives Frieren zu den Zeitpunkten vor Kryotherapie, 2d und 3d nach
Kryotherapie vs Gruppe Einmaliges Frieren, Gruppe Einmaliges Frieren und SVC, und
Gruppe Einmaliges Frieren und Aprotinin.

Gruppe Repetitives Frieren zum Zeitpunkt 4d nach Kryotherapie vs Gruppe Einmaliges
Frieren und SVC.

Gruppe Einmaliges Frieren und SVC zum Zeitpunkt vor Kryotherapie vs Gruppe

Einmaliges Frieren.
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4.4.10 Leukozytenzahlen

Es kam zu einem Anstieg der Leukozyten, wobei die hochsten Werte sich ab 1h nach
Kryotherapie bis zum dritten postoperativen Tag zeigten. In Gruppe Einmaliges Frieren
und SVC waren im Vergleich zu den restlichen Therapiegruppen die absolut hochsten
Zahlen beobachtbar. In der Gruppe Einmaliges Frieren und Aprotinin fiel der
Leukozytenanstieg im Vergleich zu den restlichen Gruppen geringer aus. In den
Gruppen Einmaliges Frieren und Einmaliges Frieren und SVC bildete sich ab dem 4.
postoperativen Tag eine Art Plateau. Auch in der Kontrollgruppe kam es zu einem

postoperativen Leukozytenanstieg.

—@— Kontrolle
—v— Repetitives Frieren
—&— Einmaliges Frieren
A —O— Einmaliges Frieren und SVC
Leukozyten [10"9/] —&— Einmaliges Frieren und Aprotinin
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Abb. 4.19:
Leukozyten in 1079/1. Dargestellt sind die statistisch signifikanten Unterschiede innerhalb der jeweiligen
Therapiegruppe zu verschiedenen Zeitpunkten.

Mittelwert =+ SEM
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Die jeweilige Symbolfarbe entspricht der Gruppenfarbe

#,#, , #p<0,05vs0,1,0,5h, 1h, 3h

* *,*p<0,05vs0,1,0,5h, 1h

¢ p <0,05vs 0, 1, 1h, 3h, 6h, 24h, 7d
) p<0,05vsO

Des weiteren gab es statistisch signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen
Gruppen zu einem Zeitpunkt:

Gruppe Einmaliges Frieren und Aprotinin zum Zeitpunkt 0,5h nach Kryotherapie vs
Gruppe Repetitives Frieren und Einmaliges Frieren und SVC.

Gruppe Einmaliges Frieren und Aprotinin zum Zeitpunkt zwischen beiden
Kryotherapiezyklen vs Gruppe Repetitives Frieren und Einmaliges Frieren.

Gruppe Einmaliges Frieren und Aprotinin zu dem Zeitpunkten 1d und 6d nach
Kryotherapie vs Gruppe Einmaliges Frieren und SVC.

Gruppe Einmaliges Frieren und Aprotinin zum Zeitpunkt 7d nach Kryotherapie vs allen
anderen Therapiegruppen ohne die Kontrollgruppe.

Gruppe Einmaliges Frieren und SVC zum Zeitpunkt 7d nach Kryotherapie vs Gruppe

Repetitives Frieren.
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4.4.11 Thrombozytenzahlen

In den Gruppen Einmaliges Frieren, Einmaliges Frieren und SVC und Einmaliges
Frieren und Aprotinin fielen die Thrombozytenzahlen nach dem 1. Kryotherapiezyklus
bis 0,5h nach Kryotherapie ab. Danach kam es in diesen Gruppen zu einem
Wiederanstieg bis auf die Ausgangswerte 6h nach Kryotherapie und einem erneuten
Abfall bis zum 2. postoperativen Tag. In der Gruppe Repetitives Frieren ist ein breiter
Thrombozytenabfall vor dem 2. Kryotherapiezyklus beobachtbar. Dieser hilt 24h an.
Ab diesen Zeitspannen stiegen die Thrombozytenzahlen in allen Therapiegruppen bis
auf die Kontrollgruppe wieder an bis zum Ende des Beobachtungszeitraums. In der
Gruppe Einmaliges Frieren und Aprotinin war der hochste ,reaktive* Anstieg der
Thrombozytenzahlen im Vergleich mit den Gruppen Repetitives Frieren, Einmaliges

Frieren und Einmaliges Frieren und SVC vom 2. bis zum 7. postoperativen Tag.

—&— Kontrolle
—v— Repetitives Frieren
—— Einmaliges Frieren
A —O— Einmaliges Frieren und SVC
Thrombozyten [1079/] —&— Einmaliges Frieren und Aprotinin
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Abb. 4.20:

Thrombozyten in 1079/l. Dargestellt sind die statistisch signifikanten Unterschiede innerhalb der
jeweiligen Therapiegruppe zu verschiedenen Zeitpunkten.

Mittelwert = SEM

Die jeweilige Symbolfarbe entspricht der Gruppenfarbe
p <0,05 vs 1, 0,5h, 1h, 3h, 6h, 24h, 2d
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* p<0,05vs1,0,5h, 1h, 3h, 6h, 24h, 2d, 3d
¢ p<0,05vs 1, 0,5h, 24h, 2d
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4.4.12 Thromboplastinzeit (Quick)

Intraoperativ kam es zu einem Abfall des Quickwertes in den Gruppen Repetitives
Frieren, Einmaliges Frieren und Einmaliges Frieren und Aprotinin, wohingegen sich
die Werte von der Gruppe Einmaliges Frieren und SVC iber den gesamten
Beobachtungszeitraum annihernd linear verhielten. Der tiefste Punkt des Quickwertes
war in der Gruppe Einmaliges Frieren und Aprotinin 3h nach Kryotherapie erreicht. In
den Gruppen Repetitives Frieren und Einmaliges Frieren wurde der tiefste Punkt nach
6h erreicht. Danach stieg die Thromboplastinzeit bis zum 7. postoperativen Tag in den
Gruppen Repetitives Frieren, Einmaliges Frieren und Einmaliges Frieren und Aprotinin
wieder bis auf die Ausgangswerte an. Vergleicht man die Gruppen Einmaliges Frieren,
Einmaliges Frieren und SVC und Einmaliges Frieren und Aprotinin mit der Gruppe
Repetitives Frieren, so liel sich der absolut tiefste Thromboplastinzeitwert in der

Gruppe Repetitives Frieren 6h postoperativ beobachten.

—e— Kontrolle
—v— Repetitives Frieren
—&— Einmaliges Frieren
Quick [%] —O— Einmaliges Frieren und SVC
—e— Einmaliges Frieren und Aprotinin
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Abb. 4.21:
Quick in %. Dargestellt sind die statistisch signifikanten Unterschiede innerhalb der jeweiligen
Therapiegruppe zu verschiedenen Zeitpunkten.

Mittelwert =+ SEM
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Die Symbolfarbe entspricht der Gruppenfarbe
# p<0,05vs0,1,0,5h, 1h, 3d
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4.4.13 Aktivierte partielle Thromboplastinzeit (PTT)

In der Gruppe Repetitives Frieren kam es zwischen 3h und dem 3.d nach Kryotherapie
zum Anstieg der PTT bis auf 100 sec. Nach 7d war in dieser Gruppe der Ausgangswert
wieder erreicht. In den restlichen Therapiegruppen zeigten sich {iber den
Beobachtungszeitraum konstante PTT Werte. In der Kontrollgruppe kam es zu einem
geringen Anstieg der PTT bis zu 6h nach Kryotherapie. Danach gingen die Werte in der

Kontrollgruppe wieder auf die Ausgangswerte zuriick.

—e— Kontrolle

—v— Repetitives Frieren

—— Einmaliges Frieren

PTT [sec] —C— Einmaliges Frieren und SVC
—&— Einmaliges Frieren und Aprotinin
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Abb. 4.22:
PTT in sec. Dargestellt sind die statistisch signifikanten Unterschiede innerhalb der jeweiligen
Therapiegruppe zu verschiedenen Zeitpunkten.

Mittelwert £ SEM

Die jeweilige Symbolfarbe entspricht der Gruppenfarbe
# p<0,05vs0,1,0,5h, 1h, 3h, 3d, 7d

, p<0,05vs0,1,0,5h
¢ p<0,05vs 0
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Des weiteren gab es statistisch signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen
Gruppen zu einem Zeitpunkt:

Gruppe Repetitives Frieren zu den Zeitpunkten 6h, 24h und 3d nach Kryotherapie vs
Gruppe Einmaliges Frieren, Einmaliges Frieren und SVC und Einmaliges Frieren und

Aprotinin.
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4.4.14 Fibrinogenkonzentration

Nach 6h postoperativ kam es zum Anstieg des Fibrinogens in allen Therapiegruppen.
Die hochsten Fibrinogenwerte waren nach 24h erreicht, wobei sich zu diesem Zeitpunkt
in der Gruppe Repetitives Frieren die hochsten und in Gruppe Einmaliges Frieren und
Aprotinin die geringsten Fibrinogenkonzentrationen zeigten. Danach bildete sich eine
Art Plateau der Fibrinogenwerte in allen Gruppen bis zum 7. postoperativen Tag. Die

Fibrinogenkonzentrationen waren zu diesem Zeitpunkt in den Gruppen etwas hoher als

vor der Kryotherapie.
—&— Kontrolle
—v— Repetitives Frieren
—— Einmaliges Frieren
o —O— Einmaliges Frieren und SVC
Fibrinogen [mg/dl] —e— FEinmaliges Frieren und Aprotinin
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Abb. 4.23:
Fibrinogen in mg/dl. Dargestellt sind die statistisch signifikanten Unterschiede innerhalb der jeweiligen
Therapiegruppe zu verschiedenen Zeitpunkten.

Mittelwert = SEM

Die jeweilige Symbolfarbe entspricht der Gruppenfarbe

#,#, p<0,05vs0,1,0,5h, 1h, 3h, 6h

* p <0,05vs 1, 0,5h, 1h, 3h, 6h, 7d

¢ p <0,05vs 1, 0,5h, 1h, 3h, 6h, 3d, 7d
, ¥ p<0,05vs1,0,5h, 1h, 3h, 6h
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4.4.15 Antithrombin III

Intraoperativ. kam es zu einem Absinken des Antithrombins III zwischen
Kryotherapiebeginn und 1h nach Kryotherapie in den allen Gruppen. Das signifikante
Absinken war in Gruppe Einmaliges Frieren und Aprotinin am stiarksten ausgepragt,
gefolgt von Gruppe Einmaliges Frieren und SVC, Einmaliges Frieren und Repetitives
Frieren. Danach stiegen die Werte in diesen Gruppen bis zum 3.postoperativen Tag
wieder an. In Gruppe Einmaliges Frieren und SVC war der Anstieg wihrend dieses
Zeitraums am hochsten, gefolgt von den Gruppen Einmaliges Frieren und Einmaliges
Frieren und Aprotinin. Zwischen dem 3. und 7. postoperativen Tag kam es noch zu

geringen Verdnderungen der AT III- Werte in allen Therapiegruppen ohne die

Kontrollgruppe.
—&— Kontrolle
—v— Repetitives Frieren
—— Einmaliges Frieren
AT 11 1% —O— Einmaliges Frieren und SVC
[%] —@— Einmaliges Frieren und Aprotinin
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Abb. 4.24:
AT III in %. Dargestellt sind die statistisch signifikanten Unterschiede innerhalb der jeweiligen
Therapiegruppe zu verschiedenen Zeitpunkten.

Mittelwert £ SEM

Die jeweilige Symbolfarbe entspricht der Gruppenfarbe
#, #, p <0,05vs 0, 1, 0,5h, 1h, 3h, 6h, 24h
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* %, ,* p<0,05vs1,0,5h, 1h, 3h, 6h, 24h

p <0,05 vs 1, 0,5h, 3h, 6h
p < 0,05 vs 0,5h, 1h, 6h

Des weiteren gab es statistisch signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen
Gruppen zu einem Zeitpunkt:
Gruppe Einmaliges Frieren und Aprotinin zum Zeitpunkt 3d nach Kryotherapie vs

Gruppe Repetitives Frieren und Einmaliges Frieren.
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4.4.16 D-Dimere

Es kam zu einem Anstieg der D-Dimere bis 0,5h nach Kryotherapie in der Gruppe
Repetitives Frieren und danach zu einem Abfall in dieser Gruppe bis zum 3.
postoperativen Tag. Zwischen dem 3. und 7. postoperativen Tag stiegen die Werte in
der Gruppe Repetitives Frieren wieder an. In der Gruppe Einmaliges Frieren stiegen die
D-Dimere ab Kryotherapiebeginn bis 1h nach Kryotherapie an. Danach fielen die Werte
bis 24h nach Therapie in dieser Gruppe wieder ab. Zwischen 24h und dem 7.
postoperativen Tag stiegen die Werte in der Gruppe Einmaliges Frieren an. In der
Gruppe Einmaliges Frieren und SVC stiegen die D-Dimere an, ab Kryotherapiebeginn
bis 6h nach der Therapie. 24h nach der Kryotherapie fielen die Werte in dieser Gruppe
auf einen Tiefpunkt ab. Bis zum 7. postoperativen Tag stiegen die Werte in der Gruppe
Einmaliges Frieren und SVC kontinuierlich an. In der Gruppe Einmaliges Frieren und
Aprotinin stiegen die D-Dimere bis 0,5h nach Kryotherapie an. 1h nach Kryotherapie
war ein Abfall in dieser Gruppe zu verzeichnen. Danach stiegen die Werte in der
Gruppe Einmaliges Frieren und SVC bis zum 7. postoperativen Tag wieder an, wobei

nach 24h ein nochmaliges Absinken zu verzeichnen war war.

—&— Kontrolle

—v— Repetitives Frieren

—B— Einmaliges Frieren

—O— Einmaliges Frieren und SVC

D-Dimere [mg/] —&— Einmaliges Frieren und Aprotinin
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Abb. 4.25:
D-Dimere in mg/l. Dargestellt sind die statistisch signifikanten Unterschiede innerhalb der jeweiligen
Therapiegruppe zu verschiedenen Zeitpunkten.

Mittelwert = SEM
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Die jeweilige Symbolfarbe entspricht der Gruppenfarbe
# p <0,05vs0, 1, 0,5h, 1h, 3h, 6h, 24h, 7d

, *p<0,05vs0,1,0,5h, 1h, 3h, 6h, 24h, 3d

p < 0,05 vs 0, 6h, 24h, 3d
¥  p<0,05vs0, lh, 24h
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4.4.17 Thrombinzeit

Es kam zu einem Anstieg der Thrombinzeit in der Gruppe Repetitives Frieren ab
Kryotherapiebeginn bis 24h nach Kryotherapie. Der steilste Anstieg war in dieser
Gruppe ab 6h bis 24h nach Kryotherapie zu verzeichnen. Danach fiel die Thrombinzeit
in dieser Gruppe bis zum 7. postoperativen Tag wieder auf die Ausgangswerte ab. In der
Gruppe Einmaliges Frieren stiegen die Werte bis 3h nach Kryotherapie an. 6h nach
Kryotherapie fielen die Werte in dieser Gruppe ab und stiegen bis 24h nach
Kryotherapie wieder an. Danach fielen die Werte in der Gruppe Einmaliges Frieren bis
zum Ende des Beobachtungszeitraumes auf die Ausgangswerte ab. In der Gruppe
Einmaliges Frieren und SVC stiegen bis 3h nach Kryotherapie die Thrombinzeitwerte
an, 6h nach der Kryotherapie fielen sie leicht und stiegen nach 24h Kryotherapie wieder
an, am 3.postoperativen Tag war in dieser Gruppe der Tiefpunkt erreicht, bis zum 7.
postoperativen Tag stiegen die Thrombinzeitwerte wieder. In der Gruppe Einmaliges
Frieren und Aprotinin stieg die Thrombinzeit bis 3h nach Kryotherapie an, danach
fielen die Werte in dieser Gruppe bis zum 7. postoperativen Tag wieder ab. In der
Gruppe Repetitives Frieren waren die hochsten Thrombinzeitwerte im Vergleich mit
den restlichen Therapiegruppen beobachtbar. Der geringste Anstieg der Thrombinzeit
im Vergleich mit den Gruppen Repetitives Frieren, Einmaliges Frieren, und Einmaliges

Frieren und SVC war in der Gruppe Einmaliges Frieren und Aprotinin beobachtbar.

75



Ergebnisse

—&— Kontrolle

—v— Repetitives Frieren

—&— Einmaliges Frieren
Thrombinzeit [sec] —O— Einmaliges Frieren und SVC

—&— Einmaliges Frieren und Aprotinin
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Abb.4.26:
Thrombinzeit in sec. Dargestellt sind die statistisch signifikanten Unterschiede innerhalb der jeweiligen
Therapiegruppe zu verschiedenen Zeitpunkten.

Mittelwert + SEM

Die jeweilige Symbolfarbe entspricht der Gruppenfarbe

# p<0,05vs0,1,0,5h, 1h, 3h, 3d, 7d

p<0,05vs1,6h, 3d

Des weiteren gab es statistisch signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen
Gruppen zu einem Zeitpunkt:

Gruppe Repetitives Frieren zu den Zeitpunkten 6h und 3d nach Kryotherapie vs Gruppe
Einmaliges Frieren, Einmaliges Frieren und SVC und Einmaliges Frieren und

Aprotinin.
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4.5 Kryozonengrosse

Kryolasionsgrosse 1

60,00 %*
50,00
T
40,00 T
2 T
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0,00
Repetitives Einmaliges Einmaliges Einmaliges
Frieren Frieren Frieren und Frieren und
SVC Aprotinin

Abb. 4.27:

Dargestellt sind die Kryoldsionsgrossen 1 in cm”3. Mittelwert £ SEM. Ein statistisch signifikant

grosseres Kryoareal ( *p<0,05) gegeniiber den anderen Therapiegruppen liess sich in der Therapiegruppe

Einmaliges Frieren und SVC beobachten.

Die Kryoldsionsgrosse 1 betrug in der Gruppe Repetitves Frieren 28 cm”3 £ 2, in der
Gruppe Einmaliges Frieren 35 cm”3 £ 7, in der Gruppe einmaliges Frieren und SVC 43

cm”3 £ 7 und in der Gruppe Einmaliges Frieren und Aprotinin 30 cm”3 * 6.
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Kryolasionsgrosse 2
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Abb. 4.28:

Dargestellt sind die Kryoldsionsgrossen 2 in cm”3. Mittelwert = SEM. Ein statistisch signifikant

grosseres Kryoareal (*p<0,05) gegeniiber den anderen Therapiegruppen liess sich in der Therapiegruppe

Einmaliges Frieren und SVC beobachten

Die Kryolédsionsgrosse 2 betrug in der Gruppe Repetitves Frieren 23 cm”3 £ 3, in der
Gruppe Einmaliges Frieren 25 cm”3 £ 2, in der Gruppe Einmaliges Frieren und SVC 43

cm”3 9 und in der Gruppe Einmaliges Frieren und Aprotinin 28 cm”3 % 3.
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Summe Kryolasionsgrosse 1+2
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SVC Aprotinin
Abb. 4.29:

Dargestellt sind die Kryoldsionsgrossen 1 und 2 in cm”3. Mittelwert £ SEM. Ein statistisch signifikant
grosseres Kryoareal (-p<0,05) gegeniiber den anderen Therapiegruppen liess sich in der Therapiegruppe

Einmaliges Frieren und SVC beobachten.

Die Kryoldsionsgrossen 1 und 2 betrugen in der Gruppe Repetitves Frieren 26 cm”3 *
2, in der Gruppe Einmaliges Frieren 30 cm”3 * 4, in der Gruppe Einmaliges Frieren

und SVC 43 cm”3 £ 5 und in der Gruppe Einmaliges Frieren und Aprotinin 29 cm”3 *
3.
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4.6 Temperaturverliufe

Gruppe Repetitves Frieren:
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Abb. 4.30:
Hepatische Temperaturen bei Repetitivem Frieren 2 x 7,5 min. Schwarze Kreise: Temperatursonde (TS) 1
in °C in 10 mm Entfernung zur Kryosondenspitze. Weisse Kreise: Temperatursonde (TS) 2 in °C in 20

mm Entfernung zur Kryosondenspitze.

Mittelwert £ SEM

Beim proximalen Temperaturmessfiihler sank die Lebergewebetemperatur im ersten
Frierzyklus auf —55°C, im zweiten Frierzyklus bis auf —-65°C.
Beim distalen Thermoelement wurden in beiden Frierzyklen Temperaturen von bis zu -

5°C erreicht.
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Gruppe Einmaliges Frieren:
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Abb. 4.31:

Hepatische Temperaturen bei Einmaligem Frieren 15 min. Schwarze Kreise: Temperatursonde (TS) 1 in
°C in 10 mm Entfernung zur Kryosondenspitze. Weisse Kreise: Temperatursonde (TS) 2 in °C in 20 mm

Entfernung zur Kryosondenspitze.

Mittelwert £ SEM

Die Temperatur des Lebergewebes fiel im proximalen Messareal auf -10°C und im

distalen Messgebiet auf 20°C.
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Gruppe Einmaliges Frieren und SVC:
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Abb. 4.32:

Hepatische Temperaturen bei Einmaligem Frieren und SVC 15 min. Schwarze Kreise: Temperatursonde
(TS) 1 in °C in 10 mm Entfernung zur Kryosondenspitze. Weisse Kreise: Temperatursonde (TS) 2 in °C
in 20 mm Entfernung zur Kryosondenspitze.

Mittelwert + SEM

Durch das SVC fiel die Temperatur der Schweineleber wihrend Kryochirurgie in 1 cm
Abstand von der Sonde auf annihernd -40°C, in 2 cm Entfernung von der Sonde

liessen sich Temperaturen von bis zu -8°C beobachten.
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Gruppe Einmaliges Frieren und Aprotinin:
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Abb. 4.33:

Hepatische Temperaturen bei Einmaligem Frieren und Aprotinin 15 min. Schwarze Kreise:
Temperatursonde (TS) 1 in °C in 10 mm Entfernung zur Kryosondenspitze. Weisse Kreise: (TS) 2 in °C
in 20 mm Entfernung zur Kryosondenspitze.

Mittelwert = SEM

Hier sank die Temperatur wihrend der Therapie im proximalen Messgebiet bis auf tiber
-40°C, das distale Thermoelement zeigte eine Temperatursenkung nach 15 min Frierens

bei 20°C an.
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4.7 Zusammenfassung der Ergebnisse

Mit dem Kryosystem Erbe Cryo 6 liessen sich mit einer 3,2 mm Sonde innerhalb einer
Frierzeit von 15 min. in Schweinelebern Kryonekrosen von 26 cm’ bis 43 cm® kreieren.
Die grossten Kryonekrosen waren in der Therapiegruppe Einmaliges Frieren und SVC
zu beobachten, durch temporidre Unterbrechung der Perfusion wihrend des Frierens mit
Hilfe des Selektiv Vaskuldren Clampings kam es zu einer signifikanten Vergrosserung
der Kryoldsionen im Vergleich zu allen anderen Therapiegruppen. So erreichte man ein
durchschnittliches Kryovolumen von 43 cm’. Die zweitgrossten Volumina erzielte man
in der Gruppe Einmaliges Frieren (30 cm’), gefolgt von der Gruppe Einmaliges Frieren
und Aprotinin mit 29 cm’ Leberdestruktionsvolumen. Die kleinsten Kryonekrosen
waren in der Gruppe Repetitives Frieren mit 26 cm’ zu beobachten. Intraoperativ kam
es zu einem absoluten Mikroperfusionsstillstand in den Gruppen Repetitives Frieren
und Einmaliges Frieren und SVC. Wihrend und nach Kryotherapie kam es zu einer
Erhohung der Parameter des lokalen hepatozelluldren Schadens ASAT, ALAT und der
LDH, wobei die hochsten Werte in der Therapiegruppe Einmaliges Frieren und SVC
feststellbar waren. Es kam in allen Therapiegruppen zum Anstieg der GGT und der AP.
Beziiglich der Akutphasereaktion kam es zu einer Erhohung des CRPs und der
Leukozyten, wobei der Leukozytenanstieg in der Gruppe Einmaliges Frieren und
Aprotinin am geringsten ausfiel. Des weiteren kam es zu einem Thrombozytenabfall bis
zum 2. POD. Bei den Gerinnungsfaktoren kam es zu einem geringen Abfall des
Quickwertes und schwachen Anstiegs der PTT innerhalb der Grenzen fiir die jeweiligen
Normalwerte. Die Fibrinogenwerte stiegen ab 6h nach der Therapie an und blieben bis
zum Ende des Beobachtungszeitraum erhoht. Die D-Dimere erhohten sich ab 24h bis
zum 7. POD. Weiter kam es intraoperativ zum Absinken des AT Ills mit einem
Wiederanstieg nach der Therapie. Die Thrombinzeit erhohte sich initial bis zum 3.

POD.
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5 Diskussion

5.1 Diskussion des Modells

5.1.1 Das Schwein als Versuchstier

Kryochirurgische Untersuchungen oder Kryochirugie der Leber konnen an einer
Vielzahl von Modellen durchgefiihrt werden. So berichten Autoren von Frierversuchen
mit Temperaturmessung in Wasser [16] und in einem Gelatinemedium [67]. Des
weiteren liegen Ergebnisse von Studien vor, die Zellsuspensionen mit und ohne
Tumorzellen gefroren hatten [70, 86]. Andere Forschungsprojekte beschreiben die
Effekte interstitieller Ablationstechniken, die in-ex-vivo Lebergewebe durchgefiihrt
wurden [4, 44, 56, 71]. Auch sind Berichte von Kryochirurgischer Forschung an in-vivo
Modellen von Rattenlebern dokumentiert [31, 55, 75, 76]. Grundsitzlich muss die Wahl
des Modells problembezogen erfolgen [99], also abhingig von der der Studie
zugrundeliegenden Fragestellungen und Hypothesen. Frierversuche in Wasser oder
Gelatinenmedien konnen z.B. dazu dienen, die Einheitlichkeit und Zuverlassigkeit eines
Kryosystems nachzuweisen. Studien ausserhalb des lebenden Organismus wie z.B.
Versuche, die sich auf Zellen, Gewebe oder Organe beschrinken, erlauben eine
Betrachtungsweise, die sich eher auf spezifische Ursache-Wirkungs-Beziehungen
reduziert [99]. Der Nachteil solcher Modelle liegt jedoch in der mangelhaften
Beriicksichtigung der innerhalb eines Organismus typischen Interaktionen zwischen den
einzelnen Organsystemen, welche durch makro- und mikrozirkulatorische Parameter,
neuronale Steuermechanismen, metabolische Faktoren sowie humorale
Kaskadensysteme vermittelt werden [51]. Die Fragestellung in dieser Studie war
herauszufinden, welcher Frierzyklus sich am besten zur Lebertumordestruktion eignet,
wie Nebenwirkungen der Kryochirurgie der Leber wie z.B. die Thrombozytopenie
verringert werden konnen und wie das Medikament Aprotinin die Kryotherapie
beeinflusst. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit ein in-vivo-Modelle gewdhlt, das
demgegeniiber die sich iiberlagernden lokalen und systemischen, positiven und
negativen Riickkoppelungsmechanismen in der Regulation und Kontrolle komplexer
physiologischer oder pathophysiologischer Prozesse beriicksichtigt. Aufgrund der
anatomischen und physiologischen Ahnlichkeiten zum Menschen werden Schweine
(Minipigs oder normale Hausschweine) in der medizinischen Forschung als
Versuchstiere eingesetzt [84, 87, 93]. Biomedizinische Modelle sind vielfach

beschrieben und Publikationen iiber Anisthesie, Analgesie sowie iiber das prd- und
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postoperative Arbeiten mit Schweinen zu Forschungszwecken sind zahlreich vorhanden
[88, 89, 93]. Forschungsgebiete, in denen Schweine als Versuchstiere genutzt werden,
umfassen unter anderem die Anésthesiologie, die Kardiologie, die Pharmakologie, die
Nephrologie, die Transplantationsmedizin und die Chirurgie. Da die Leber des
Menschen und des Schweins sehr dhnlich aufgebaut sind, sind diese Tiere fiir die
leberchirurgische Forschung gut geeignet. Die BlutgefidBversorgung dhnelt derjenigen
des Menschen. Wie beim Menschen bildet eine Bindegewebskapsel die &dullere
Begrenzung der Leber [83]. Auch erlaubt das Schwein als Versuchstier die
intrahepatische Anwendung der Kryotherapie mit dem in der Klinik verfiigbarem
Equipment. Da die Leberkapsel und das Leberparenchym des Schweins nicht so fest
wie beim Menschen sind und kein Tumor penetriert werden musste, war die
Anwendung eines Applikationssets mit Dilatator zur Einfiihrung der Kryosonde, wie in
der Klinik iiblich, nicht erforderlich. Die wenigen anatomischen Unterschiede der
Schweineleber verglichen mit der menschlichen Leber werden wie folgt dargestellt: Die
menschliche Leber ist nicht in einzelne Leberlappen gegliedert [77], wihrend beim
Schwein die Leber durch Incisurae interlobulares in die einzelnen, leicht gegeneinander
beweglichen Leberlappen, den Lobus hepatis sinster lateralis und medialis, sowie den

Lobus hepatis dexter lateralis und medialis, auffallend deutlich unterteilt ist [19, 38].

5.1.2 Diskussion der Narkose

Bestandteile der Priamedikation waren in dieser Studie Azaperon und Methomidate
Hydrochlorid. Zur Narkoseeinleitung wurde Etomidate verwendet. Schliesslich wurde
die balancierte Narkose mit Thiopental Natrium aufrechterhalten. Zalunardo [100]
berichtet, dass alle gebrduchlichen intravendsen und Inhalationsanisthetika mit
Ausnahme von Halothan und Lachgas zur Anésthesie bei Leberresektionen und
Kryochirugie prinzipiell geeignet sind. Des weiteren sind grundsitzlich Medikamente
besonders gut geeignet, die bei ihrer Elimination unabhingig vom Leberblutfluss, der
Enzymaktivitit und der Proteinbindung sind, da sie die Leber nicht belasten und ihre
Elimination weitgehend unbeeinflusst verlauft. Die Leberclearance von Etomidat ist von
der Leberdurchblutung (Flow) limitiert, die von Thiopenthal Natrium ist von der
Leberenzymaktivitdt abhédngig und der Proteinbindung unabhéngig [100]. Des weiteren
werden die wasserloslichen Bestandteile von Trapanal nach Oxidation und Konjugation
mit Glukuronsdure renal ausgeschieden [54]. Zur Pramedikation setzten wir in dieser

Studie zuerst Azaperon ein, welches ein oral appliziertes Neuroleptiokum vom Typ der
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Butyrophenone mit langer Halbwertszeit darstellt, das zur Beruhigung unter anderem
bei Schweinetransporten gebrduchlich ist [21], um dann die i.m. Injektion mit
Methomidate Hydrochlorid in Ruhe fortsetzen zu konnen. Danach kamen in dieser
Studie wegen des gewiinschten sofortigen Wirkungseintritts intravends applizierbare
Narkosemittel zur Anwendung. In der Literatur wird beschrieben, dass i. v. Narkotika
mit dem Nachteil der geringen Steuerbarkeit im Vergleich mit Inhalationsnarkotika
behaftet sind [54]: Auf das einmal injizierte Pharmakon kann der Anésthesist keinen
Einfluss mehr nehmen, der Narkoseverlauf wird nur noch von den im Organismus sich
abspielenden kinetischen Vorgingen bestimmt. Etomidate hat eine sehr kurze
Halbwertszeit (Wirkdauer von 3-5 min bei i.v. Applikation). Wegen der kurzen
Halbwertszeit spielen bei Etomidate nicht beeinflussbare Abbauvorginge keine
entscheidende Rolle. Da das Priparat hepatisch metabolisiert wird, wurde in dieser
Studie seine Anwendung auf die Narkoseeinleitung begrenzt. Trapanal® wurde wegen
der nicht beeinflussbaren Abbaukinetik stark verdiinnt in 500 ml NaCl angewendet.
Zusitzlich war auch bekannt, dass fiir die Wirkdauer bei Trapanal die Verteilungsphase
bestimmend war. Nach ldngerer Infusionszeit war die Umverteilung des Medikaments
aus dem ZNS in andere Kompartimente (Muskulatur und Fettgewebe) verlangsamt, da
diese Kompartimente das Anisthetikum schon speicherten. Die
Infusionsgeschwindigkeit wurde deshalb individuell, je nach Narkosetiefe des
Schweins, eingestellt. Bis auf ein Schwein der Gruppe Kontrolle traten hierdurch keine
Probleme auf. Dieses Schwein wurde mit Exitus Letalis am 1. POD aufgefunden, es
musste davon ausgegangen werden, dass die Ursache in einem Narkoseiiberhang
begriindet lag. Insgesamt ist die Injektionsnarkose mit Thiopental Natrium jedoch als
sicher zu bewerten, da sie bei 30 therapierten Schweinen komplikationslos verlief.

Am Herzen wirkt Thiopental Natrium negativ inotrop und das Herzzeitvolumen nimmt
ab, weshalb die Herzfrequenz reflektorisch steigt. Ein Schwein aus Gruppe Einmaliges
Frieren und Aprotinin musste wegen Kammerflimmern kardiovertiert werden. Ob diese

Komplikation von diesem Anésthetikum mitverursacht wurde ist ungewiss.

5.1.3 Diskussion des Beobachtungszeitraums
Fir diese Studie wurde ein 7-tigiger Beobachtungszeitraum nach Kryotherapie
festgelegt, da Wissenschaftler, die in der kryochirurgischen Forschung titig sind,

nachfolgende Ergebnisse aufzeigten:
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Die Abweichung der Serumlaborparameter und Gerinnungsfaktoren sowie der
Thrombozyten von den Normalwerten ereignet sich in den ersten Tagen nach der
Therapie. Danach werden wieder Ausgangswerte erreicht [61]. Langanhaltende
nachteilige Folgen durch die Abweichung sind nicht iiblich [1, 13, 25, 26, 36, 55, 62,
70, 73, 81, 86].

In Bezug auf die Kryolédsionsgrosse wird berichtet, dass die Kryonekrose wihrend der
Tauphase, also noch intraoperativ mit Odem und Rotung des Gewebes beginnt.
Wihrend der nichsten Stunden ereignen sich vaskulédre Stase, Thrombose und Ischidmie.
Nach dem 2. und 3. POD ist die Kryoldsion komplett. Sie erscheint dann histologisch
wie ein ischdmischer Infarkt [70].

Des weiteren berichten Schiider und Mitarbeiter [76] tiber einen Zusammenbruch der
Mikrozirkulation initial mit dem Beginn des Frierens. Die Mikrozirkulation hat sich
auch 8h nach der Therapie nicht wieder restituiert. Weitere 8 Wochen nach
Kryochirugie waren Leberregeneration und Remodelling der Mikroperfusion nicht
beobachtet worden. Brown et al. [9] beschreibt ebenfalls einen Zusammenbruch der
Mikroperfusion bei Beginn der Kryotherapie, der auch noch 8h nach der Therapie
anhielt. Nach einem Tag erholte sich die Perfusion in der eben beschriebenen Studie
wieder. Auch diese Autoren stellten fest, dass der Zeitraum, in dem die Reduktion der
Sauerstoffversorgung stattfand, ausreichend lang gewesen sein muss, um in Zelltod zu
resultieren. Deshalb wurde in unserer Studie die intraoperative Verdnderung der
Mikroperfusionsverhiltnisse durch die Kryotherapie untersucht, und wir beschrinkten
uns auf intraoperative Messungen der Mikro- und Makroperfusion, da ein lidngerer
Beobachtungszeitraum keine neuen Erkenntnisse beziiglich der Mikroperfusion und

Gewebedestruktion zugelassen hitte.

5.1.4 Diskussion der untersuchten Parameter

Wie schon im Kapitel 2.2 beschrieben, sind primire und sekundidre Mechanismen fiir
die Zerstorung von Gewebe durch Kilte verantwortlich. Zu den spéteren oder auch als
sekundidr bezeichneten Effekten der Kryochirurgie gehort der durch den
Zusammenbruch der Mikroperfusion und nachfolgender Ischdmie und Anoxie
entstehender Gewebsuntergang. In dieser Studie untersuchten wir deshalb den relativen
Blutfluss und die Blutflussgeschwindigkeit in 2 mm und in 8 mm Lebertiefe. Brown et
al. [9] berichten zusammenfassend, dass der Zusammenbruch der Mikrozirkulation ein

Faktor ist, der zur Tumornekrose, die sich wihrend und nach Kryochirurgie ereignet,
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beitrdgt. Schiider und Mitarbeiter [76] kommen zu dem Ergebnis, dass der Verlust des
Lebergewebes eng mit dem sinusoidalen Mikroperfusionsversagen wihrend und nach
Kryochirurgie der Leber zusammenhéngt.

Da die Makroperfusionsverhiltnisse, also der Blutfluss von A. hepatica und V. portae
direkt die vaskulidre Perfusion beeinflussen, wurden in dieser Studie die Flusswerte von
A. hepatica und V. portaec dokumentiert, um Zusammenhidnge in Bezug auf die

Kryodestruktion kldren zu konnen.

In dieser Studie wurde eine Vielzahl von Serumlaborparametern untersucht. So wird
ibereinstimmend durch eine Reihe von Forschungsergebnissen gezeigt, dass die
Transaminasenaktivititen ASAT und ALAT direkt mit der Grosse des destruierten
Lebergewebes, also mit dem Ausmass des Leberzelluntergangs infolge Kryochirurgie
korrelieren [13, 55, 73, 81] und weiter ist wissenschaftlich nachgewiesen, dass das
Ausmass der Thrombozytopenie mit dem Leberzelldestruktionsvolumen signifikant
korreliert [13].

Die GGT ist ein Gallengangs- spezifisches Enzym und dient als empfindlicher Indikator
fir Dysregulation und Schidigung des Gallengangsystems. Sie gibt Hinwiese auf
Storungen der Leberstoffwechselleistungen, insbesondere Exkretion. Daher ist die GGT
ein Parameter, um die Integritit der Gallengénge zu iiberwachen. Liegt z. B. ein Ikterus
vor, hat die GGT differentialdiagnostische Bedeutung beziiglich der Abgrenzung einer
Cholestase vom alleinigen Zellmembranschaden [92].

Die AP kommt u. a. im Gallenwegsepithel vor. Beziiglich Lebererkrankungen ist sie
erhoht bei intrahepatischem Cholestasesyndrom, v. a. bei Verschlussikterus und dient
der Diagnose hepatozellulidrer Leberschiden [92].

Die LDH ist ein organunspezifisches zytoplasmatisches Enzym und ldsst dadurch
Zellschiden gut erkennen [8]. Aus diesem Grund dient die voriibergehende
postoperative Erhohung der LDH als Bestitigung des zuvor durchgefiihrten
hepatozelluldren Schadens [81] .

Weiter sind zahlreiche Publikationen vorhanden, die wihrend und nach Kryotherapie
einen signifikanten Abfall der Thrombozytenzahlen beschreiben [3, 20, 61, 73]. Damit
assoziiert sind Himorrhagie und Diathese [80].

Auch wird von ernstzunehmenden septischen Komplikationen und Erhohung der
Leukozytenzahlen nach Kryotherapie berichtet [11, 73]. Wir bestimmten deshalb in
dieser Studie die Leukozyten und das CRP, das als klassisches ,,Akut-Phase-Protein*

gilt und als generelle unspezifische Antwort auf entziindliche Prozesse gebildet wird.

89



Diskussion

Des weiteren wird in Studien iiber voriibergehendes Nierenversagen [3, 14, 80, 81] nach
Kryochirugie der Leber berichtet, daher bestimmten wir die Kreatininwerte. Kreatinin
entsteht im Muskel durch Abbau von Kreatinphosphat und wird in der gesunden Niere
fast vollstandig glomerular filtriert. Das Serumkreatinin steigt dann an, wenn das
Glomerulumfiltrat stark vermindert ist, wie es z.B. nach Tubulusnekrosen der Fall sein
konnte.

In relativer Ubereinstimmung wird von einer Vielzahl von Forschergruppen iiber
Storungen im Blutgerinnungssystem wiahrend und nach Kryochirurgie der Leber
berichtet [14, 73, 80]. So ist von Abweichungen der Thromboplastinzeit die Rede und
von erhohten Werten von Abbauprodukten der Blutgerinnung [73]. Es wird auch von
einer Verbrauchskoagulopathie berichtet [81]. Als sehr ernst zu nehmende, aber seltene
Nebenwirkung ereigneten sich Multiorganversagen mit ernsthafter Gerinnungsstorung
und das ,,Kryoschockphidnomen®, das sich zusammensetzt aus Gerinnungsstérung,
Multiorganversagen und dissiminierter intravasaler Gerinnung [11, 20, 73, 80]. In dieser
Studie versuchten wir zu kldren, wie diese Dysregulation der Blutgerinnung wéhrend
und nach Kryotherapie zu erkldren und zu vermeiden ist. Deshalb bestimmten wir
folgende Gerinnungsparameter:

Die Thromboplastinzeit (Quickwert) dient dem Nachweis von Stérungen im exogenen
System der Blutgerinnung (Faktor II, V, VII, X). Als Bestimmungsindikation hierfiir
gelten Leberparenchymschédden und Erniedrigung des Fibrinogenwertes.

Die partielle Thromboplastinzeit (PTT) ist ein Parameter zum Nachweis von Stérungen
im endogenen System der Blutgerinnung (Faktor I, II, V, VIII, IX, X, XI, XII). Da die
meisten dieser Faktoren in der Leber synthetisiert werden, ist die PTT bei
Leberfunktionsstorungen verldngert. Mit der PTT kann somit die postoperative
Lebersyntheseleistung beurteilt werden [17] .

Der Fibrinogenwert (Faktor I) ist als Substrat von Thrombin Vorstufe von Fibrin. Die
Indikationsstellung zur Bestimmung fiir diesen Parameter sind v. a. Storung der
Blutgerinnung,  Verlaufskontrolle  der  Verbrauchskoagulopathie = und  von
Lebererkrankungen.

Die Thrombinzeit ist die Bezeichnung fiir die zweite Phase der Blutgerinnung, deren
Dauer von der Plasmakonzentration an Fibrinogen, AT IIIl und Heparin abhingt. Als
Indikation zur Bestimmung gilt die Uberwachung von Fibrinsynthesestérungen.

Das Antithrombin III ist ein Inhibitor der Blutgerinnung durch Inaktivierung von

Thrombin und den Faktoren IXa, Xa, XIa, und XIla. Bei einem AT-III Mangel besteht
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ein erhohtes Thromboserisiko, dies kann auch durch einen erhohten Verbrauch von AT-
[T bei Verbrauchskoagulopathie bedingt sein.

Die D-Dimere entstehen bei der Spaltung bereits quervernetzter Fibrinmolekiile und
sind Ausdruck einer intravasalen Fibrinbildung bei Verbrauchkoagulopathie mit
sekundirer Hyperfibrinolyse [17].

Wir bestimmten die Kryozonengrossen, da diese die Lebergewebsnekrose
wiederspiegelt. Diese entspriache ebenso - in unserem Modell jedoch nicht untersuchbar
- der Tumornekrose beziehungsweise Zerstorung von Tumor und umgebenden
Lebergewebe. Sie ist der entscheidende Faktor fiir die postoperative Prognose des
Patienten. Deshalb untersuchten wir, inwieweit sich unterschiedliche Frierzyklen, SVC
und Aprotinin auf die Kryoldsionsgrosse auswirkten. Dariiber hinaus wurde gepriift, mit
welcher dieser Friermethoden sich im Randbereich um die Kryonekrose herum eine
grosstmogliche Homogenisierung der Kryonekrose zu erzielen sei. Dies bedeutet zu
priifen, mit welchem Friermodus ein Maximum an Zelltod durch Apoptose zu erreichen
sei. Diese Apoptose wird eingeleitet durch Ischimie und Hypoxie, was wiederum durch

Mikozirkulationsmonitoring in dieser Studie dokumentiert wurde.

5.2 Diskussion der Ergebnisse

5.2.1 Uberleben

Gruppe Kontrolle: Ein Schwein der Gruppe Kontrolle wurde mit Exitus letalis am 1.
POD aufgefunden. Dies ist in Kapitel 5.1.2 diskutiert.

Gruppe Repetitives Frieren: Ein Schwein dieser Gruppe wurde mit Exitus letalis am
5.POD aufgefunden. Die Obduktion ergab als Todesursache einen hohen
Diinndarmileus. Kahlenberg et al. [33] berichten ebenso von einem Todesfall nach
Kryochirurgie der Leber bei Schweinen durch Eingeweideobstruktion, bringen diese
Komplikation nicht in Zusammenhang mit der zuvor durchgefiihrten
Leberkryochirurgie. Weitere Autoren [98, 41] hatten keine Todesfdlle nach
Leberkryochirurgie bei Schweinen zu  beklagen, jedoch waren hier auch die
postoperativen Nachbeobachtungszeitriume kiirzer. In einer Studie, die sich
ausschliesslich mit Komplikationen nach Kryochirurgie der Leber des Menschen befasst
[80], erreigneten sich Ileus und Mesenterialinfarkt jeweils mit einer Haufigkeit von 3
Prozent bezogen auf die gesamte Komplikationsrate. Die Ursache dieser Komplikation
wurde nicht der Kryochirurgie zugeschrieben, da bei allen Laparatomien ein gewisses

Risiko fiir postoperative Passagestdrungen besteht.

91



Diskussion

5.2.2 Mikrozirkulation

Bei 30 % der Patienten mit Lebertumoren, die kryotherapiert wurden, kommt es zu
einem lokalen Tumorrezidiv [79]. Durch Analyse der Temperaturprofile kam es zur
Annahme, dass einige Zellen von Tumorgewebsresten nicht vollstindig zerstort wurden,
insbesondere im Randbereich um die Kryonekrose herum [82]. Daher stellt sich die
Frage, wie niedrig die Temperatur in diesem Randbereich um die Kryonekrose herum
sein muss, um sicher das Uberleben von Tumorzellresten ausschliessen zu konnen und
wie die Gewebstemperatur und die Mikroperfusionsverhiltnisse zusammenhingen.
Schiider und Mitarbeiter [75] haben gezeigt, dass es beim Erreichen von 0°C im
Lebergewebe zum irreversiblen Untergang der Mikrorperfusion im entsprechenden
Leberareal kommt. Dadurch fiihren Temperaturen im Lebergewebe von zumindest 0°C
und darunter zu irreversiblem Perfusionsversagen, das konsequenterweise zu Zelltod
und Gewebsnekrose fithren wird. Da Tumore eine eigene Angioarchitektur besitzen, die
zu einer gewissen Hyperperfusion im Randbereich des Tumors fiihrt, sind fiir die
Tumordestruktion tiefere Temperaturen norwendig. In unserer Studie versuchten wir zu
kldaren, welches Frierprotokoll am geeignesten ist, um die Mikroperfusion am
effektivsten zum Sistieren zu bringen. Durch Selektiv Vaskulédres Clamping kam es am
friihesten zum Zusammenbruch der Mikroperfusion. Dies erkldrt sich durch die
Elimination des Heat-sink-Effekts aufgrund Reduktion der Makroperfusion, woraus
eine schnellere und ausgedehntere Ausbreitung des Eisballs um die Sonde resultiert.
Vergleicht man Repetitives Frieren mit Einmaligem Frieren, so ist durch Repetitives
Frieren das vollige Sistieren der Mikroperfusion zu erreichen. Durch Einmaliges
Frieren konnte die Mikroperfusion auch nach 15 min Frieren nicht komplett
unterbunden werden. Schiider und Mitarbeiter zeigten ebenfalls, dass durch Repetitives
Frieren ein stirkerer Mikroperfusionszusammenbruch zu erzielen war, verglichen mit

Einmaligem Frieren [75, 76].

5.2.3 Makrohdmodynamik

In allen Therapiegruppen kam es zu einer deutlichen Verringerung der Makroperfusion
vom Beginn bis zum Ende der Kryotherapie. Dies bestétigt das fortschreitende Sistieren
der Mikroperfusion im Randbereich um die Kryonekrose herum unter anderem auch

verursacht durch retrograd eingeschwemmte Zellfragmente zuvor untergegangener
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Leberparenchymzellen aus dem  Therapiezentrum in die angrenzenden
Leberzellsinusoide und dadurch ausgeloste Perfusionsblockade in diesem Randbereich

[76].

5.2.4 Laborparameter und Gerinnungsstatus

In Bezug auf die Kreatininwerte kam es zu einem Abfall des Kreatinins zwischen den
Zeitpunkten vor Kryotherapie und vor dem zweiten Kryotherapiezyklus. Den
Schweinen war 24h vor der Operation die Nahrung entzogen worden bei freiem Zugang
zum Trinkwasser. Intraoperativ wurde im Rahmen der Infusionstherapie fiir eine
ausgeglichene Fliissigkeitsbilanz gesorgt, sodass hierin die Ursache des Riickgangs der
Kreatininwerte zwischen diesen beiden Zeitpunkten zu finden sein konnte. Der Anstieg
des Kreatinins bis 24h nach Kryotherapie in dieser Studie deckt sich mit den
Beobachtungen von Goodie et al., der die hochsten Kreatininwerte am 1.POD feststellte
[25]. Ernsthafte Nierenfunktionsstorungen oder sogar Todeseintritte von Schweinen
durch akutes Nierenversagen waren bei uns nicht beobachtbar gewesen. Bagia et al. [3]
resiimieren, dass Nierenfunkionsstorungen eher eine seltene aber ernsthafte
Komplikation nach Kryotherapie der Leber darstellen. Sie sind auch Bestandteil des
Kryoschockphdnomens. Auch korreliere die Nierenfunktionsstdrung mit der
Kryoldsionsgrosse, der Frierzeit und dem postoperativem ASAT-Anstieg [25]. Nur ein
Patient, der schon eine pridoperative Nierenfunktionsstorung hatte, entwickelte in der
vorgenannten Studie postoperativ eine Verschlechterung der Nierenfunktion.

Den postoperativ hochsten Zuwachs der Transaminasen war in der Gruppe Einmaliges
Frieren und SVC festzustellen. Daher deckt sich das Ergebnis unserer Studie, dass der
Transaminasenanstieg mit dem destruierten Tumorvolumen und der Anzahl der
ausgefiihrten Frierzyklen korreliert [1, 13, 26, 36, 55, 70, 73, 86].

Als gallengangsspezifisches Enzym gilt die GGT als Uberwachungsparameter fiir die
Storung der Exkretion. Daher ist der geringe Anstieg der GGT bis zum 7.POD in den
Gruppen, die kryotherapiert wurden gut zu erkldren.

Da durch Lebergewebsdestruktion auch kleinste Gallenabflusswege unterbunden
worden sind, deckt sich die voriibergehende Erhohung der AP in dieser Studie mit dem
Anstieg der AP bei Korpan et al. [36].

Der Serumlaborparameter LDH zeigt das Ausmass der Zellschidigung auf [8]. Die
hochsten Werte dieses Enzyms in der Gruppe Einmaliges Frieren und SVC passen

deshalb gut zu den entsprechenden Kryolédsionsgrossen dieser Studie.
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Das CRP ist vor allem erhoht bei akuten bakteriellen Entziindungen, Nekrosen,
chronisch entziindlichen Prozessen [8]. Ausserdem kommt es postoperativ zum Anstieg
des Werts. Dadurch erklért sich, dass das CRP auch in Gruppe Kontrolle erhoht war.
Des weiteren muss auch der ZVK als Fremdkorper und potentielle Infektionsquelle mit
in Betracht gezogen werden.

Die Leukozytenzahlen sind erhoht bei Infektionen, akuten und chronischen
Entziindungen und Gewebsinfarkten. Deshalb ist es verstidndlich, dass in Gruppe
Einmaliges Frieren und SVC die héchsten Leukozytenzahlen beobachtbar waren.

Der Thrombozytopenie und den Veridnderungen des Blutgerinnungssystems kommen
eine erhebliche Bedeutung zu, wenn man realisiert, dass die Mehrheit der
Komplikationen und Todesfélle nach Kryotherapie von malignen Lebertumoren durch
Blutung und Gerinnungsstorungen bedingt sind [80]. Insgesamt decken sich unsere
Ergebnisse vom Zeitpunkt der Thrombozytopenie mit den Beobachtungen weiterer
Autoren [1, 13, 25, 26, 62, 81]. Auffallend ist auch, dass neben der Thrombozytopenie
noch zusitzliche Verdnderungen des Gerinnungssystems beschrieben sind, wie z.B. eine
signifikante Erhohung der PTT und der Thromboplastinzeit [18, 28, 97]. Bei unseren
Versuchstieren kam es zwar ebenfalls zu einer Erhohung dieser Werte, ausserhalb des
Normbereichs lagen sie nur in Gruppe Repetitives Frieren 6h und 24h nach der
Therapie. Nachdem bereits Untersuchungen, die 20 Jahre zuriickliegen, zeigen konnten,
dass der Thrombozytenabfall nach Kryotherapie umso stérker ist, je ausgedehnter die
Kryonekrose ist [28, 42] demonstrieren neuere Untersuchungen auch direkte
Korrelation zwischen Thrombozytenabfall und dem Parametern des lokalen
hepatozelluldren Schadens [13]. Auch in unserer Studie liess sich in der Gruppe
Einmaliges Frieren und SVC, welche den grossten Leberschaden aufwies, die hochsten
Werte des Transaminasen- und LDH-Verlauf nach Kryotherapie beobachten. Leider
lassen unsere Ergebnisse bei alleiniger Beobachtung des Thrombozytenverlaufs in
Bezug auf die unterschiedlichen Therapieverfahren in den jeweiligen Gruppen keinen
eindeutigen Riickschluss darauf zu, welches der Therapieverfahren nun am geeignetsten
ist, um bei Kryotherapie der Leber einen Thrombozytenabfall abzuschwichen oder gar
zu verhindern, denn in dieser Studie war das destruierte Lebervolumen zu gering, um
eine noch deutlicher ausgeprigte Thrombopenie mit Blutungskomplikationen zu
erhalten [60].

Des weiteren wird auch immer wieder die Induktion einer disseminierten intravasalen

Verbrauchskoagulopathie als Ursache der Thrombozytopenie diskutiert, wobei jedoch
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keine intravasale Thrombenbildung nachweisbar ist [28]. Die von uns bestimmten
Laborverdanderungen sprechen fiir einen der disseminierten intravasalen Gerinnung
zumindest dhnlich ablaufendem Mechanismus. So kommt es neben der
Thrombozyotopenie zu einem Abfall des Antithrombin III, der auf eine erhohte
Thrombinfreisetzung hinweist [63]. Der AT III Abfall gilt auch als frithes Zeichen einer
disseminierten intravasalen Verbrauchskoagulopathie [63]. Das Fibrinogen stieg in
unserer Studie zwischen 6h und 24h nach Kryotherapie an und hielt sich auf diesem
erhohten Niveau bis zum Ende des Beobachtungszeitraums. Gleichzeitig kam es zu
einem Anstieg der D-Dimere, der sich aber noch innerhalb der Grenzen fiir
Normalwerte bewegte. Die Grossenordnung des Anstiegs der D-Dimere erlaubt
Riickschliisse auf das Ausmass der Aktivitdit der disseminierten intravasalen
Verbrauchskoagulopathie [69]. Dieser D-Dimer Anstieg ist durch die reaktive
Hyperfibrinolyse zu erklidren, welche ihrerseits ein Charakteristikum der disseminierten
intravasalen Verbrauchskoagulopathie ist [48, 53, 63]. Durch diese Fibrinolyse erklért
sich schliesslich bei begleitender Thrombozyotopenie, warum eine hohe Zahl von
Patienten Blutungskomplikationen nach Kryotherapie entwickeln. Letztendlich stellt
sich die Frage, welchem Pathomechanismus die Thrombozytopenie und die
begleitenden Veridnderungen im Gerinnungssystem zuzuschreiben sind. Pistorius et al.
[61], Hamad et al. [26] und Richter et al. [68] wiesen darauf hin, dass die Ursache der
systemischen Thrombozytopenie in einem lokalen ,,Thrombozyten-Trapping* begriindet
ist. Neueste Untersuchungen [35, 60] konnten mit histologischen Priperaten und
nuklearmedizinischen Methoden zeigen, dass es zu einer verstdrkten Anreicherung von
Thrombozyten in der Leber am Rand um die Kryonekrose herum kommt. Hiermit sind
in unserer Studie die messbaren Laborverdnderungen als Folge der lokalen
Gerinnungsaktivierung und der fibrinolytischen Gegenregulation durch lokale Einfliisse
erkliarbar. Es kommt im Rahmen der Kryodestruktion zur Schidigung kleinerer Gefisse
mit entsprechenden Endothelschidden [33, 98]. Diese Endothelschiaden konnen eine
direkte Pléttchenaggregation und auch intravasale Thrombinbildung induzieren [52].
Die Mediatorfreisetzung aus angelagerten Thrombozyten aktiviert weitere
Thrombozyten und fiihrt zu einer anhaltenden Thrombozytenaggregation [5, 29]. Da es
in unserer Studie postoperativ zu keinen Blutungsereignissen kam, ist davon
auszugehen, dass fiir diese in der Literatur beschriebenen Nachblutungen noch grossere
und/oder mehr Kryoldsionsgrossen als in unserer Studie hitten erzeugt werden miissen.

Wir verwendeten in dieser Studie eine Kryosonde mit 3,2mm Durchmesser. Die hohere
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Komplikationsrate fritherer Autoren ist auch damit erklidrbar, dass sie iiber ein
Kryoequipment verfiigten, deren kleinste Sondendurchmesser 6mm betrugen.

In einer gewissen Anzahl von Fillen sind Patienten vor Kryochirurgie der Leber durch
eine vorausgegangene Zytostatikatherapie in ihrem Blutgerinnungssystem auch schon
beeintrichtigt worden [73].

Im Gegensatz hierzu handelte es sich bei den intraoperativ aufgetretenen Blutungen um
parenchymale Blutungen, sogenanntem ,,Cracking® [15, 73, 80, 97]. In allen Féllen war
eine Blutstillung durch Naht und/oder Verwenden eines Tabocomb Vlieses moglich.
Als Ursache fiir die entstandenen Blutungen durch ,,Cracking® des Leberparenchyms
sind Frier-Auftauvorginge mit daraus folgenden Ausdehnungsprozessen des Eisballs
denkbar. Da Wasser im Aggregatzustand Eis ein grosseres Volumen besitzt als in
fliissiger Form kommt es dann durch verursachte Gewebsspannungen zum Platzen von
Gefédssen wihrend der intravasalen Eisbildung. Beim nachfolgenden Auftauen zeigt sich
dieses Phinomen als Blutung. Des weiteren konnen intraoperative Bewegungen des
Schweins gegeniiber der fixierten Sonde in Form von Atemexkursionen des Zwerchfells
ausreichend gewesen sein, um speziell im Bereich der Leberkapsel eine Rissbildung
hervorzurufen. Die Ergebnisse dieser Studie legen nahe, dal ein ,,Cracking® des
Leberparenchyms — im Zusammenhang mit hepatischer Kryotherapie - als allgemeines
Phanomen zu verstehen ist. Eine zusitzliche Gefdhrdung besteht durch die gefdlnahe
Anwendung der Kryotherapie nicht. Spekulationen, die besagen, daf ein ,,Cracking* der
GefdBwand unter Kryotherapie ein unkalkulierbarer Risikofaktor ist, lassen sich daher

nicht bestitigen.

5.2.5 Kryozonengrosse:

In der Gruppe Repetitives Frieren betrug die Grosse 25 + 2 cm’. Die Grosse in der
Gruppe Einmaliges Frieren betrug 30 + 4 cm’. In der Gruppe Einmaliges Frieren und
SVC 43 +5 cm’® und in der Gruppe Einmaliges Frieren und Aprotinin 29 * 3em’.

Dilley et al. und Neel et al. [16, 55] beschreiben iibereinstimmend in ihren Versuchen,
dass nach Repetitivem Frieren signifikant grossere Lisionen als nach Einmaligem
Frieren entstanden sind. Jedoch sind die Ergebnisse dieser Autoren mit unserer Studie
nicht vergleichbar, denn die reale Frierzeit war in diesen Studien bei Repetitivem
Frieren deutlich linger im Vergleich mit Einmaligem Frieren. Die #dhnlich grosse

Ausdehnung der Kryoldsionsgrosse nach Repetitivem Frieren im Vergleich mit
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Einmaligem Frieren in unserer Studie erklért sich damit, dass die Therapiedauer in den

gerade beschriebenen Friermodi jeweils exakt 15 min betrug.

5.2.6 Einfluss von SVC:

In dieser Therapiegruppe waren die grossten Kryoldsionen beobachtbar. Wihrend des
Frierens wurde der Blutfluss des gerade therapierten Leberlappens reduziert, indem die
zufilhrende Abzweigung des Pfortaderastes und die arterielle Blutversorgung fiir diesen
Zeitraum geklemmt wurden, d. h. Selektiv Vaskuldres Clamping (SVC) wurde
induziert. Dadurch konnte die Wirkung des sogenannten ,,Heat-sink-Effekts* wihrend
des Frierens eliminiert werden. Der ,,Heat-sink-Effekt* bewirkt eine Verminderung der
Frierleistung der Kryosonde durch vorbeifliessendes warmes Blut in grosseren Gefidssen
[73]. Es konnten in unserer Studie durch SVC die Kryoldsionen mit maximalem
Durchmesser erzeugt werden, was auch andere Forschergruppen experimentell so
bestitigten [55]. Weiter wurde von Pistorius gezeigt, dass der Tumorrandbereich
starker vaskularisiert ist, verglichen mit tumorfreiem Lebergegewebe und deshalb hier
tiefere Friertemperaturen notig sind, um einen kompletten Blutzirkulationsstop zu
erzielen [60]. Durch SVC ist es moglich, die Frierleistung in diesem Bereich zu

verbessern.

5.2.7 Einfluss von Aprotinin

Aprotinin ist ein Proteaseinhibitor, der Kallikrein, Thrypsin, Chymothrypsin, Plasmin
und einige Plasminogenaktivatoren hemmt. Aprotiningabe erfolgt z.B als Antidot zur
Unterbrechung einer antifibrinolytischen Therapie [54]. Weiter wird Aprotinin wegen
seiner antifibrinolytischen Wirkung eingesetzt, um eine Verbrauchskoagulopathie
abzuschwichen und zu beenden [8]. Neben dieser antifibrinolytischen Eigenschaft ist
Aprotinin ebenso dazu fidhig, die Thrombozyten-Endothel-Zell Interaktionen
abzuschwichen, moglicherweise durch Verminderung der Expression von P-Selectin
[30] und durch die Verringerung von aktivierten Glykoprotein IIb bis Illa Komplexen
[37]. Durch den Einsatz von Aprotinin konnte in unserer Studie erstmals gezeigt
werden, dass der postoperative Leukozytenanstieg deutlich geringer ausfiel, verglichen
mit den anderen Thrapiegruppen. Wie sich Aprotinin auf die lokale
Thrombozytenaktivitit im Bereich der Kryoldsion auswirkt, miissen weitere

Experimente kldren, die histologische Lebergewebsaufbereitungen mit einschliessen.
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5.3 Klinische Relevanz der Ergebnisse

Die Kryotherapie erweitert das Riistzeug des Chirurgen: Zur Therapie von
Lebertumoren erdffnet die Kryotherapie bestimmten Patienten eine zusitzliche
Therapieoption [1]. Mit Hilfe des Kryosystems Erbe Cryo 6 liessen sich in dieser Studie
mit einer Sonde Kryolisionen von 25 bis 43 cm’ ohne postoperative
Blutungskomplikation erzeugen. Die intra- und postoperative Thrombozytopenie fiihrte
zu keinen ernsthaften Blutungen. Die Werte der Transaminasen- sowie der
Laktatdehydrogenaseaktivititen bestdtigten das Ausmass des lokalen hepatozellulidren
Schadens. Um im kritischen Randbereich um die Kryolidsion herum das Uberleben
einzelner Tumorzellen sicher ausschliessen zu konnen, sind Messungen der
Lebergewebstemperatur durch Thermosonden sowie Laser-Doppler-
Mikroperfusionsmessungen empfehlenswert. Beziiglich des Frierzyklus liessen sich
durch Repetitives Frieren und Einmaliges Frieren und SVC in 2 cm Entfernung zur
Kyosonde, also im Randbereich um die Kryonekrose herum 0°C und ein volliges
Sistieren der Mikroperfusion erreichen. Daher sind diese beiden Friermodi am
geeignesten, um postperative Tumorrezidive aus dem Randbereich der Kryolédsion
verhindern zu konnen. Weiter war durch Einmaliges Frieren und SVC das maximale
Volumen der Kryonekrose in dieser Studie zu erreichen. Daher sollte der Friermodus
Einmaliges Frieren und SVC zur Destruktion grosser Tumorvolumina eingesetzt
werden. Hier an dieser Stelle sollte noch kurz auf die Ischdmiezeit nach SVC, die in
dieser Studie 60 Minuten betrug eingegangen werden. Es gab bei uns keinerlei
Anhaltspunkte auf Schidden im Lebergewebe ausserhalb des Friergebiets durch die
tempordre Abklemmung des linken Pfortaderasts und der A. hepatica sinistra. In der
Literatur ist beschrieben, dass die normotherme Ischdmie durch Pringle-Mandver von
der Leber gut toleriert wird, auch bei kontuinierlichen Abklemmphasen die iiber 60
Minuten ausgedehnt wurden, ohne dass ein signifikanter Unterschied im postoperativen
Verlauf der Patienten mit kiirzeren Abklemmzeiten berichtet wurde [66]. Fiir Patienten
mit einer Child-A-Zirrhose sollte die komplette Abklemmzeit des Ligamentum
Hepatoduodenale moglichst unter 30 bis 40 Minuten liegen [34]. Wir empfehlen
deshalb ebenso wie diese Autoren bei Patienten mit eingeschrinkter Leberfunktion und
Leberzirrhose, fiir die ein komplettes Pringle-Mandover ein Risiko darstellen wiirde, die
hemihepatische vaskuldre Kontrolle durch selektives vaskulidres Clamping, wie in dieser

Studie dargestellt. Der Einsatz des Medikaments Aprotinin wihrend Kryochirurgie
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dient der Abschwichung des postoperativen Leukozytenanstiegs und konnte somit dazu
beitragen, septische Komplikationen zu verhindern.

Sein Einfluss auf den Thrombozytenverlauf konnte die intra- und postoperative
Thrombozytopenie wihrend Kryochirurgie abschwichen und den nachfolgenden
reaktiven Thrombozytenanstieg erhohen. Somit wire es moglich, letale Komplikation

durch Gerinnungsstérung infolge Kryotherapie vom Patienten abzuwenden.
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