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1. Zusammenfassung

In den vergangenen 10 Jahren brachten lokal-destruktive Verfahren wie die Kryochirurgie in
der Behandlung von priméren und sekundéren Lebermalignomen eine entscheidende Wende.
Bis dahin waren die therapeutischen Moglichkeiten eher gering, 60-90% aller Metastasen von
kolorektalen Tumoren werden als nicht resektabel angegeben. Die Kryochirurgie ist ein lokal-
destruktives Verfahren zur Vernichtung malignen Gewebes. Das gesunde umliegende
Gewebe kann durch die prizise Lokaliationsmoglichkeit der Kryosonde weitgehend erhalten
bleiben. Die Resorption der Nekrosen erfolgt durch korpereigene Abbau- und
Wundheilungsprozesse. Trotz der an sich Erfolg versprechenden Methode gibt es diverse
Fallberichte, in denen es in Folge der Frierbehandlung zu schweren Koagulopathien bis hin
zur disseminierten intravasalen Gerinnung und dem sogenannten ,,Kryoschockphinomen®
gekommen ist. Diesem Problem widmeten sich die Forschungsarbeiten dieser Studie. Es
wurde untersucht, inwiefern der Serinproteaseinhibitor Aprotinin diese
Gerinnungskomplikationen verringern kann. Aprotinin wurde besonders bekannt durch seinen
Einsatz in der Herz-Thorax-Chirurgie, wo es erfolgreich zur Reduktion des Blutverlustes
eingesetzt wurde. Es sind antithrombotische, antifibrinolytische und auch eine modulierende
Wirkung auf das Immunsystem vorbeschrieben. Zusitzlich gibt es Uberlegungen, ob das
selektive unterbinden der Blutzufuhr im kryochirurgisch behandelten Gebiet die
Blutungskomplikationen reduzieren kann. Dieses Verfahren wurde ebenfalls in unserer Studie
untersucht. Die Studie wurde an 30 Schwibisch-Halleschen Landschweinen durchgefiihrt, die
in 5 Gruppen a 6 Tiere unterteilt wurden. Eine Gruppe diente als Kontrollgruppe, alle anderen
wurden kryochirurgisch behandelt. Eine Gruppe erhielt eine Frierbehandlung {iiber 15
Minuten, eine weitere einen doppelten Frierzyklus von jeweils 7,5 min Dauer, eine Gruppe
erhielt zum einfachen Frierzyklus perioperativ tiber 15 Minuten zusitzlich 140 mg Aprotinin,
und eine Gruppe wurde unter Abklemmen der Blutzufuhr des linken Leberlappens iiber 15
Minuten kryochirurgisch behandelt. Unmittelbar vor, wihrend, und bis 7d nach der
Behandlung wurde den Tieren an insgesamt 9 Zeitpunkten Blut abgenommen, um die
Plasmakonzentration folgender Parameter zu bestimmen: Antithrombin III (ATIID),
Thrombin-Antithrombin -III- Komplexe (TAT), D-Dimere, Fibrinspaltprodukte F1+F2, IL-6,
IL-4, IL-10, TGF-B, TNF-c.
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Die Ergebnisse konnten zeigen, dass Aprotinin offenbar ein Stimulus fiir eine vermehrte
Bildung des Antithrombins ist. Diese Gegenregulation zum Gerinnungsgeschehen konnte den
Organismus vor einer disseminierten intravasalen Gerinnung schiitzen. Zusitzlich zeigte sich
eine leicht verringerte Fibrinolyse im Vergleich mit den Kontrolltieren. Bei den
Zytokinbestimmungen fiel besonders ein Anstieg des IL-6 unter Aprotiningabe auf. Uber IL-6
wird seit einiger Zeit kontrovers als pro- bzw antiinflammatorichses Zytokin diskutiert.

Das selektive Unterbinden der Blutzufuhr fiihrte entgegen der Spekulationen in unserer
Studie zum unerwiinschten Effekt einer moderaten Gerinnungsaktivierung und Fibrinolyse.
Der doppelte Frierzyklus dagegen erwies sich keineswegs als stirker gerinnungsaktivierend.
Da im Rahmen dieser Studie von einer anderen Forschungsgruppe gezeigt werden konnte,
dass der doppelte Frierzyklus eine griindlichere Nekrose der Zellen im kryochirurgisch
behandelten Bereich bewirkt, spricht dieses Ergebnis sehr fiir die Unterteilung des 15
miniitigen Friervorgangs in 2x 7,5 Minuten dauernde Behandlungen mit dazwischenliegender
Pause.

Zusammenfassend lédsst sich sagen, dass dem Serinproteaseinhibitor Aprotinin durch diese
Studie nicht die erhoffte deutlich protektive Wirkung im Rahmen der Kryochirurgie
nachgewiesen werden konnte. Es ergaben sich jedoch weitere interessante weitere Aspekte,
z.B. im Hinblick auf die pro- oder antiinflammatorischen Wirkung des IL-6, sowie die
Erkenntnis, dass die selektive GefdBokklusion eher negative Auswirkungen hat, als auch der

bereits erwihnte positive Effekt des doppelten Frierens mit kiirzeren Zeitintervallen.



Summary 9

2. Summary

During the last 10 years methods of local destruction of tissue like cryosurgery have gained
importance especially for treatment of nonresectable liver tumors like hepatocellular cancers
and colorectal liver metastases. Before, those therapeutic possibilities were limited. 60-90%
of all matastases of colorectal tumors are nonresectable by conventional surgery. Cryosurgery
is a method of local destruction of cancerous tissue with preservation of the surrounding
tissue by the use of a cryoprobe that can be placed very precisely into the tumor. Resorption
of the necrotic tissue occures by the process of wound healing. Despite this promising aspects,
some cases are reported in which cryosurgery of the liver caused fatal coagulopathies up to
disseminated intravascular coagulation that has also been described as the “cryoshock
phenomenon”. We focused our study to this problem. We examined whether the serine-
protease-inhibitor “aprotinin” is able to reduce such complications. Aprotinin was already
applied successfully in some other fields like heart surgery to reduce blood loss. Some
antithrombotic, antifibrinolytic and even immune system modulating components are
described.

Further, there are considerations wether a reduction of blood flow by selective vascular
clamping can reduce the complications of bleeding and coagulative disorders. The vascular
clamping results in a restriction of blood flow in the part of the liver which is treated
cryosurgically. This method was also applied and examined in our studies. Our survey was
accomplished with 30 Swebian-Hall-pigs as experimental animals which were devided into 5
groups consisting of 6 animals. One group was treated with a freeze-thaw-cycle over 15
minutes, another with a double-freeze-thaw-cycle over 7,5 minutes. Furthermore, there was a
group of animals treated with 140mg aprotinin perioperatively during a 15-minute-freeze-
thaw-cycle as well as a group treated with selective vascular clamping during a 15-minute-
freeze-thaw-cycle. All groups were compared to a sham group that was only laparotomized.
During 7 perioperative days blood was sampled 9 times to measure the plasma-concentration
of the following parameters: antithrombin III (ATII), thrombin-antithrombin-III-complex
(TAT), d-dimers, prothrombin fragments F1+F2, IL-6, IL-4, IL-10, TGF-3 and TNF-q.

The results demonstrate that aprotinin stimulates the generation of antithrombin. This
counterregulation towards an active coagulation process may protect the organism from

disseminated intravascular coagulation. Furthermore, a slight reduction of fibrinolysis in
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comparison to the sham group could be detected. The analysis of the cytokines showed an
increase of IL-6 under treatment with aprotinin. In fact, IL.-6 is discussed controversially as a
pro- or antiinflammatory cytokine.

In our study selective vascular clamping showed the undesirable effect of a moderate
activation of coagulation and fibrinolysis. In contrast to that, the double-freeze-thaw-cycle
proved to be not at all an activator of coagulation. Within this study another group could show
that by using a double-freeze-thaw-cycle the induction of necrosis of cells is much more
efficient than after a single-freeze-thaw-cycle. Together with this, we conclude a favorable
effect of interrupting the freze-thaw-cycle.

In summary we could not prove our hypothesis of a protective effect after application of the
serine-protease-inhibitor aprotinin in respect to coagulation or immune modulation, but there
could be seen on the one hand some promising tendencies in particular the improved outcome
after application of a double-freeze-thaw-cycle when using shorter freezing intervals. On the
other hand we found some interesting aspects concerning the question wether IL-6 has a pro-

or antiinflammatoric effect.
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3. Einleitung

3.1. Kryotherapie

Ein potentiell kurativer chirurgischer Eingriff mit Resektion des befallenen Gewebes ist bei
nur 10-15 % der Patienten mit Lebermetastasen moglich. [2, 151]. Optionen fiir eine
Tumorresektion sind limitiert, wenn die Lédsionen mehrere Leberlappen einbeziehen, neben
groBBeren BlutgefidBen liegen, der Patient eine herabgesetzte Leberfunktion hat oder die Leber
durch vorausgegangene Resektionen keine weitere Verkleinerung erfahren darf [192].

Die Kryochirurgie malignen Gewebes ist ein schneller Frier-Auftau-Prozess, der aus einer
Eiskristall-Formation resultiert, womit ischdmische Nekrosen und Zell-Tod einhergehen.
Dadurch wird es méglich mit nur geringem Kollateralschaden an multiplen Stellen auch an

beiden Leberlappen und in der Nihe groBer Gefdalle, Tumorgewebe zu zerstoren.

3.1.1. Geschichte der Kryotherapie
1960 wurde der erste kryochirurgische Apparat durch LS. Cooper in die klinische Praxis

eingefiihrt. Damals sollte er der Therapie des Morbus Parkinson dienen.

Gage et al. zeigten wenig spiter in einer Studie an Hunden, dass es moglich ist, groBBere
Mengen von Lebergewebe ohne grofe Komplikationen zu frieren. Es wurde zuméchst eine
Schwellung des behandelten Areals beobachtet, 2 Wochen spiter erschien die Lésion
demarkiert und eingeschmolzen. Nach 6 Wochen war die Lésion verheilt [S1].

Weder Gage et al. noch spiter Dutta et al. konnten eine Wund-Heilungsstorung, wie z.B. eine
Abszessbildung nachweisen [39]. Gage et al. konnten zusitzlich zeigen, dass das Frieren
groBBerer BlutgefdBe in der Regel ohne deren Ruptur vonstatten geht, besonders wenn in
diesen der Blutfluss erhalten bleibt [51]. Diese Erkenntnis konnte der Sorge vor
unkontrollierbaren Blutungen durch die Ruptur groBBerer Gefil3e entgegengesetellt werden.
Daraufhin fiihlten sich einige Chirurgen ermutigt, die Kryochirurgie in der Behandlung
ansonsten unresektabler Leber-Malignome einzusetzen. Hier boten sich v.a. Patienten mit
multiplen Lasionen oder Lasionen in der Nihe groBer Gefidlle an. Zhou et al. waren die ersten,
die eine verlingerte Uberlebensrate von durchschnittlich 23,2 Monaten bei Patienten mit

unresektablen Lebertumoren nach kryochirurgischer Behandlung zeigen konnten [202].
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3.1.2. Mechanismen der Zelldestruktion durch Kalte

Mitte der 60er Jahre schrieb Cooper: ,, ... all living tissue subjected to a temperature of —20°C
or below for one minute or longer will undergo cryogenic necrosis.“ [28]. Cooper machte
noch keine weiteren Angaben, wie lange dieser Gefriervorgang dauern oder wie man im
Detail vorgehen sollte, doch seine Aussage war der Beginn fiir die Ara der Forschung an der
Vereisung von Gewebe im Hinblick auf einen moglichen therapeutischen Nutzen, sei es in

vitro oder in vivo, an Tierstudien oder in der klinischen Praxis.

3.1.2.1.  Extra- und intrazellulire Eisbildung

Wenn die Temperatur in den hypothermen Bereich absinkt, beginnt extrazellulidres Wasser zu
kristallisieren und es entsteht ein hyperosmotisches extrazelluldres Milieu, das den Zellen
Wasser entzieht. Setzt sich dieser Prozess fort, entstehen extrazelluldre Eis-Kristalle. Entlang
des osmotischen Gradienten stromt intrazellulires Wasser nach extrazelluldr, woraus eine
intrazelluldre Dehydration resultiert. Zellen schrumpfen und Membranen und Zellbestandteile
werden stark geschidigt. Wenn die maximale Dehydration erreicht ist, steigt die
Konzentration der extrazelluliren Losung weiter an, woraufhin 16sliche Teile aus dem
Extrazelluldrraum in das Zellinnere diffundieren, um das osmotische Gleichgewicht aufrecht
zu erhalten.

Diese Wirkung der Zelldehydration und Losungskonzentration, die so genannte LoOsungs-
Wirkungs-Verletzung (solution-effect-injury) [53], fiihrt nicht immer zum Zelltod. Dagegen
ist die intrazelluldre Eisbildung eine weitaus grofere Bedrohung der Lebensfdhigkeit von
Zellen, sie ist fast immer todlich [111, 112, 113, 114, 115, 128]. Die extrazelluldare
Eisbildung mit der Dehydration der Zelle kann nur bei niedrigen Gefriergeschwindigkeiten
vollstindig vonstatten gehen, da das gesamte Zellwasser nur dann genug Zeit hat, aus der
Zelle zu diffundieren. Die intrazelluldre Eisbildung steht im Allgemeinen mit schnellen
Gefriergeschwindigkeiten in Zusammenhang, so schnell, dass das Wasser in der Zelle
gefriert, bevor es vollstindig entweichen kann [116]. Die extrazellulidre Eisbildung setzt bei
etwa -7 bis -10°C ein. Intrazellulédres Eis beginnt sich bei -20°C zu bilden. Mazur beschreibt
den Zustand vor der endgiiltigen Kristallbildung als ,,Supercooling®, ein Phidnomen, bei dem
sehr kleine Fliissigkeitsvolumina und extrem reines Wasser erst gefrieren, wenn die
Temperatur schon deutlich weniger als 0°C betrigt, weil die Bildung von Eis immer an so

genannten Kristallisationskernen beginnt [114]. Dabei lagern sich die Wassermolekiile an
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Staubpartikeln, Molekiilen oder Oberfldchen an und ordnen sich zu einem Eiskristallgitter. Ab
einer Temperatur von ca. -20°C dringen extrazelluldre Eiskristalle durch Membranporen in
das Innere der Zelle, da sie ab dieser Temperatur klein genug sind, um die Membranporen zu
passieren. Darauthin beginnt auch die intrazellluldre Eisbildung [114, 116]. Man geht davon
aus, dass in normalen, nicht entarteten Zellen alle Stoffwechselprozesse spitestens bei -40°C
zum Stillstand kommen [8].

Bei der groBen Variabilitit der Zellstruktur verschiedener normaler und entarteter Gewebe
variiert die bendtigte Temperatur jedoch erheblich, wie Gage et al. 1998 in einer Arbeit iiber

den damaligen Stand der wissenschaftlichen Erkenntnis ausfiihrt [53].

3.1.2.2. Die drei Phasen des Frierzyklus

Mazur setzte sich auch damit auseinander, wie lang die optimale Frierzeit sein miisste, wenn
man oben veranschaulichte Mechanismen des Zelltodes in Betracht zieht [116, 111]. Er
postulierte, dass eine rasche Herabkiihlung des Gewebes einen weitaus gro3eren Effekt habe,
da dann nicht soviel intrazelluldres Wasser aus der Zelle in den Extrazelluldrraum entweichen
konne, wodurch sich im Intrazelluldrraum die zellzerstorenden Eiskristalle bilden konnten.
Gage et al. zeigten 1967 in einer Studie an Hundehautbiopsaten nach kryochirurgischer
Behandlung, dass nicht allein die Temperatur und die Geschwindigkeit des Friervorgangs fiir
die Effektivitit des Frierens ausschlaggebend sind, sondern besonders auch die Zeitdauer, in
der die Probe auf eine bestimmte Temperatur heruntergekiihlt bleibt. Bei -35°C zeigte sich
fast das gesamte Gewebe nekrotisch, wenn es ca. 12min auf diesem Temperaturniveau
gehalten wurde [S1].

Die Linge der Auftauphase ist die letzte wichtige Phase des Frierprozesses. Gage et al.
bezogen sich 1985 auf eine Publikation von Kubota et al. aus dem Jahre 1976, in der
beschrieben wurde, dass die Uberlebensrate von gefrorenen Kaninchennieren nach
Replantation deutlich hoher war, wenn die Auftauphase kurz gehalten wurde. Eine langsame
Auftauphase fithrte vermehrt zu Organversagen [52, 93]. Daraus lie8 sich schlie3en, dass eine
verldngerte Auftauphase den bei der Kryochirurgie erwiinschten groBeren Zelluntergang
begilinstigt. Eine tierexperimentelle Studie konnte dies beweisen. Schon Mazur hatte 1963 an
Hefezellen zeigen konnen, dass bei langsamem Aufwirmen mehr Zellen sterben als bei
schnellem [111].

Gage et al. schreiben der langsamen Auftauphase eine noch wichtigere Funktion zu als der
raschen Frierphase, da sich wihrenddessen aufgrund von Losungseffekten, Eis-Kristall-

Restrukturierung, linger andauerndem oxidativem Stress und wachsenden Eiskristallen ein
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noch groBerer Zellschaden entwickeln kann [52, 52, 53]. Der Prozess der so genannten
Rekristallisierung, wenn kleine Eiskristalle zu groeren fusionieren und dadurch
zellzerstorende Scherkrifte hervorrufen, findet hauptsidchlich bei einer Temperatur von -25
bis -20°C statt. Es wird daher empfohlen, das Gewebe passiv, ohne Zufuhr von Wirme,

aufzutauen.

Kurz zusammengefasst lidsst sich also sagen, dass optimal angewandte Kryotherapie nach
bisherigem Stand der Wissenschaft aus 3 Phasen besteht:
1. dem raschen Frieren des Gewebes auf ca. -40°C
2. dem so genannten ,,Holding“, dem Halten der Temperatur iiber ca. 12min auf diesem
Temperaturniveau

3. dem passiven Auftauen bei Raumtemperatur

3.1.2.3. Mikrozirkulationsstorungen

Der durch die Kilteapplikation entstehende Gewebeschaden kann nicht nur dem
unmittelbaren Zelluntergang durch die Eiskristallbildung zugeschrieben werden, sondern auch
dem Persistieren der Mikrozirkulation in der Auftauphase. Wihrend des Frierens ist das
Gewebe nicht durchblutet. Die Kilte bewirkt eine Schwellung des Gefdllendothels, wodurch
die strukturelle Integritit gestort wird [34, 148]. Direkt nach dem Auftauen bildet sich ein
Odem am duBeren Rand des behandelten Gewebes [59], da die Zellen nach der langeren
Phase der mangelnden Durchblutung vasoaktive Stoffe freisetzen, die zur Dilatation der
Blutgefie und daraufthin zur Hyperperfusion des Gewebes fithren. Die gute
Sauerstoffversorgung, die aus dieser Hyperperfusion resultiert, fordert die Entstehung freier
Radikale, welche weitere Endothelschiden hervorrufen [71]. Es kommt dadurch zu einer noch
hoheren Permeabilitit der Kapillarwinde, zur Plédttchenaggregation und zur Stagnation des
Blutflusses. Vier Stunden nach dem Auftauen sind die meisten kleinen Blutgefde komplett
durch Thromben verschlossen [10, 34, 52, 148]. Ein weiterer Mechanismus, der zur
Zerstorung des Endothels fiihren konnte, ist nach Hoffmann et al. die durch die abgestorbenen
Zellen ausgeloste Aktivierung von Neutrophilen, welche durch das Endothel migrieren, die
abgestorbenen Zellen phagozytieren und dabei Enzyme freisetzen, die zusitzlich das Endothel
beschidigen [71]. Intravitalmikroskopische Studien belegen diese Hypothese [3, 203].

Infolge der mangelnden Blutversorgung durch die Mikrozirkulationsstérung kommt es zur
Apoptose der Zellen [72]. Diese Art des Zelltodes konnte mikroskopisch v.a. in der

peripheren Zone der Kryolidsion beobachtet werden, in der die Temperatur nicht ausreichend
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kalt war, um die Zellen direkt zu toten. Der Prozess der Apoptose kann bis zu 8h nach der
Vereisung andauern [9].
GroBere Blutgefdle scheinen den Kilteeinfluss ohne groBBere Schiden zu iiberstehen. Gage et

al. stellten dies schon 1967 in ihrer Studie an Hunden fest [51].

3.1.3. Komplikationen

3.1.3.1. Perioperative Komplikationen

Die Kryochirurgie wurde inzwischen in vielen experimentellen und auch in klinischen
Studien untersucht und angewandt. Es konnten bemerkenswerte Verbesserungen in Technik
und praktischem Ergebnis erzielt werden, z.B. durch das Einfiihren der sonographisch- [126,
142] oder MRI-gesteuerten Sondenplatzierung [18] und der Einfiihrung neuer Kryogerite mit
mehreren Kryosonden, die eine dreidimensionale Sondenplatzierung rund um den Tumor
ermdoglichen [11].

Trotz der technischen Verbesserungen bleiben aber bis heute Unsicherheiten und die Sorge
vor Komplikationen in diesem sonst eigentlich so viel versprechenden Gebiet der Behandlung
unresektabler Lebertumoren. So fehlt noch immer eine genaue Kenntnis der Patho-
mechanismen der Destruktion durch die Vereisung und deren mogliche systemische Folgen
[45]. Es mangelt an evidenzbasierten Angaben fiir in vivo Experimente hinsichtlich der
Frierzeit, der benotigten Temperatur und des Temperaturmonitorings, sowie iiber den Nutzen
bzw. Schaden der Anwendung einzelner oder mehrerer Frierzyklen. Im Vergleich zur
kryobiologischen, technischen und experimentellen Forschung wurden die klinischen
Belange, von wenigen Ausnahmen abgesehen, vernachléssigt [45].

Die hauptsdchlichen Komplikationen, die beobachtet wurden, kommen zunichst denen von
Leberresektionen gleich: Hidmorrhagien, Pleuraergiisse, Gallengangsfisteln, perihepatische
Abszesse und Leberversagen. Das Risiko, bei einer kryochirurgischen Behandlung eine
Komplikation zu erleiden, liegt mit 15-20% unter dem von Leberresektionen, wo eine
Komplikationsrate von 20-30% beobachtet wurde [150].

Wenn allerdings Komplikationen auftreten, konnen sich diese zu lebensbedrohlichen
Situationen entwickeln. Es fillt auf, dass 12% der Gesamtmortalitit und 17% der
Gesamtmorbiditit auf perioperative Himorrhagien zuriickzufiihren sind [162]. Die Angaben
iiber die perioperative Gesamtmortalitdt schwanken in der Literatur zwischen 1 und 8,3%

[150]. Die perioperative Mortalitit ist hauptsidchlich auf eine unkontrollierte Koagulopathie
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zuriickzufithren. Die meisten dieser perioperativen Blutungen treten in der Phase des passiven
Auftauens auf, nachdem die Kryosonde entfernt wurde. Die Blutungen konnten auf Schiden
der Gefidle durch die Platzierung der Sonde, auf Ruptur der GefidBle wihrend des
Frierprozesses, sowie auf Parenchymschidden der Leber zuriickgefiihrt werden, letztere
wahrscheinlich hervorgerufen durch toxische zelluldre Stoffe, die beim Frieren groBerer
Areale ausgeschiittet werden [150]. Thrombozytopenien nach kryochirurgischen Eingriffen
wurden von sehr vielen Gruppen beschrieben [1, 30, 57, 63, 126, 160]. Pistorius et al. und
Kollmar et al. beobachteten in einer klinischen Studie mit Ganzkorperszintigraphie nach
Injektion von Indium-111-markierten Thrombozyten eine lokale Plittchenaggregation im
Gebiet der Kryolésion, in der sie einen moglichen Grund fiir die Thrombozytopenie sehen
[129, 89].

Eine durch mehrere Studien belegte einheitliche Aussage ilber den genauen
Pathomechanismus, der zu dieser Komplikation fiihrt, fehlt bislang [30].

Eine leichte Thrombozytopenie, eine Erhohung der Prothrombinzeit und ein Anstieg der
Fibrinspaltprodukte (D-Dimere) [118, 190] kann fast immer beobachtet werden, in einigen
Fillen allerdings in einem so groBen Ausmal, dass eine lebensbedrohliche Koagulopathie
droht [150].

Als schwerwiegendste bisher beschriebene Form der Komplikation wird das so genannte
,Kryoschockphidnomen* beschrieben. Es handelt sich um ein Syndrom, das mit
Multiorganversagen und einer Koagulopathie mit disseminierter intravasaler Gerinnung (DIC)
einhergeht. Die Symptome sind mit einem septischen Schock (SIRS) zu vergleichen [16, 126,
157, 158].

Eine bei ca. 50% aller Patienten auftretende, allerdings selten lebensgefihrliche Komplikation
ist das Entstehen von so genannten ,,Crackings®. Damit werden Leberkapselrisse bezeichnet,
welche sich besonders dann entwickeln, wenn sich der Eisball bis an die Leberoberfldche
ausdehnt. Die meisten dieser Risse konnen gut unter Kontrolle gebracht werden. Stérkere

Blutungen sind selten [155]

3.1.3.2. Die Rezidivrate

Es gibt divergierende Aussagen, iiber den Einfluss der Kryochirurgie auf die lokale
Tumorrezidivrate. Mehrere Gruppen beschiftigten sich mit der Frage, ob eventuell eine
immunologische Komponente, die in der Remission eines Tumors eine Rolle spielt, durch die
Kryochirurgie induziert werden konnte [17, 88, 143, 201]. Kogel et al. sprechen von der

Freisetzung denaturierter Proteinkomplexe, von Oberflichenantigenen und
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Zellinhaltsbestandteilen, die vorher mit dem Immunsystem keinen Kontakt hatten und nun
eine Immunabwehr auslosen [88]. Dabei konnten sie einen noch stirkeren Anstieg dieser
Antitumorantigene feststellen, wenn sie den Friervorgang wiederholten. Auch Blackwood et
al. kamen zu dhnlichen Schlussfolgerungen aus ihren Beobachtungen. Sie stellten fest, dass
eine sehr geringe Menge gefrorenen Tumorgewebes schon ausreicht, um eine schnelle und
komplette Remission zu erreichen [17].

Andere Gruppen [1, 96] befiirchten, dass die Kryochirurgie, entgegen der Aussagen der
Verfechter der Immuntheorie, eine vermehrte Tumorrezidivrate nach sich zieht, die gerade
wegen einer nicht ausreichenden Nekrose und dadurch tiberlebenden Tumorzellen entstehen
soll. In der Tat kommt es in 30% der kryochirurgisch behandelten Patienten mit
Lebermalignomen zu Tumorrezidiven nahe der kryochirurgisch behandelten Stelle. Die Grofle
des Tumors spielt hier eine wichtige Rolle. Offenbar gehen Tumoren ab einem Durchmesser
von mehr als 30mm mit einer wesentlich kiirzeren Uberlebenszeit nach der Behandlung
einher [156]. Studien unter Anwendung von Ultraschall konnten zeigen, dass das Gewebe,
das letztendlich nach einer kryochirurgischen Behandlung nekrotisch wurde, immer kleiner
war als das Ausmal} der gesetzten Frier-Lasion. Dilley et al. stellten fest, dass sogar nach
wiederholtem Frieren nur 80% des involvierten Lebergewebes nekrotisch wurden [36]. Doch
nicht nur die eingeschriinkte Kilteweiterleitung in die Peripherie fiihrt zum Uberleben von
Zellen, auch Zellen, die in der Nihe groBerer Gefille liegen, entkommen dem Kiltetod durch
den so genannten ,heat-sink-effect”, der aus dem kontinuierlichen Fluss warmen Blutes
resultiert [292]

Eine weitere interessante Feststellung machten Kuszyk et al. Sie zeigten in einem Mausmodell
mittels CT- und MR-Bildgebung, dass bereits sieben Tage nach dem kryochirurgischen
Eingriff in vielen Fillen am &dufleren Rand der Kryoldsion, umgeben von reichlich
Granulationsgewebe, residuelles Tumorgewebe gefunden werden kann. Des Weiteren wurde
eine gute, intakte Durchblutung dieser Areale nachgewiesen. Die Gefille reichten bis zu 6 mm
in die Kryoldsionen hinein [96]. Es stellt sich also die Frage, wie eine bessere Zellabtotung

erreicht werden kann.

3.1.4. Der doppelte Frierprozess

Wie bereits erwihnt, kam man schon recht bald auf die Idee, ein Gewebe auch zweimal
hintereinander kryochirurgisch zu behandeln. Gill et al. zeigten bereits 1968, dass eine
Wiederholung des Frierprozesses direkt nach der Auftauphase zu einer deutlichen

VergroBerung der Lédsion fithrt. Es wird beschrieben, dass der zweite Frierzyklus mehr
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Héamorrhagien auslost und einen ,,schlammigen® Aspekt beim Auftauen hat. Die Fihigkeit des
Gewebes, die Kilte weiterzuleiten, steigt durch die wiederholte Kélteapplikation an und fiihrt
zu einem ,,maximalen Frier-Effekt* [56].

Seifert et al. schrieben spiter, dass doppelte Frierzyklen wesentlich effektiver zur Privention
von Tumorrezidiven seien als Einmal-Zyklen [156]. Sie fithren zu einem einheitlicheren
Zelltod, da es zu einer verstiarkten Reduktion der mikrovaskulidren Perfusion kommt, woraus
eine irreversible Ischdmie resultiert [ 121, 152, 153]. Mala et al. und Dilley et al. konnten bei
Anwendung zweimaligen Frierens eine VergroBerung der Frierldsion um 20-24% erzielen
[36, 106]. Dabei betonen Dilley et al., dass die Kryoldsion zwar anfangs augenscheinlich
genauso grofl sei wie bei einmaligem Frieren, aber danach deutlich mehr Gewebe dieser
Lision tatsdchlich nekrotisch werde. Daher konne man den Sicherheitsabstand zum
Tumorgewebe dementsprechend verringern, wodurch weniger gesundes Gewebe in
Mitleidenschaft gezogen werde. Andere Gruppen konnten dagegen keine verbesserten
Resultate durch das doppelte Frieren erzielen [79, 144, 192].

Auch Nachteile dieses Verfahrens werden diskutiert, wie z.B. die Feststellung, dass
wiederholtes Frieren nach einer kompletten Auftauphase zu einem schweren Leberschaden
fithren kann, was sich anhand von steigenden Transaminasen zeigen ldsst [63, 160, 167].
Mehrere Autoren beschreiben ein, im Gegensatz zum einmaligen Frieren, deutlich verstirktes
Auftreten der bereits erlduterten Gerinnungskomplikationen, zuriickzufiihren auf die groBere
Gewebszerstorung [30, 150, 167, 190]. Seifert et al. weisen auf mogliche Komplikationen
hin, wenn bei einem Gefriervolumen von iiber 25% der Leber ein doppelter Frierzyklus
angewandt wird, es konne zu einer, gegeniiber dem einmaligen Frieren verstirkten

Freisetzung inflammatorischer Zytokine durch Kupfferzellen der Leber kommen [159].

3.1.5. Slective vascular clamping (SVC)

In Bezug auf den ,heat-sink-effect” beschiftigten sich einige Gruppen mit der Idee, die
zufithrenden groferen GefidBle im Ligamentum hepatoduodenale vor der kryochirurgischen
Behandlung abzuklemmen, entweder komplett durch das so genannte ,,Pringle-Mandver*
[136] oder durch selektives Abklemmen der Blutzufuhr (,,SVC®). Dieses Verfahren wird u.a.
bei der Leberteilresektion angewandt, um Blutungskomplikationen zu reduzieren.

Neel et al. behandelten 1971 Ratten unter totaler Okklusion des Leberblutflusses mit zwei
konsekutiven Frierprozessen. Sie beschreiben eine um 60% verldngerte Auftauzeit und eine

VergroBerung der Frierldsion um bis zu 50% [121] .
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Diese Ergebnisse konnten von Dilley et al. bestitigt werden [36]. Frierldsionen ohne
Abklemmen der Blutzufuhr zeigten des Ofteren Irregularititen im Ubergang vom gefrorenen
zum ungefrorenen Gewebe, die wahrscheinlich durch den warmen Blutfluss in den

umliegenden GefiB3en bedingt wurden [105].

3.2. Himostase

Die Himostase umfasst die Blutstillung bei gleichzeitigem Erhalt der rheologischen
Eigenschaften des Blutes. Sie kann unterteilt werden in:
e vaskuldre Reaktion
¢ Gerinnung (Koagulation)
- primire Hamostase
- sekundire Himostase
¢ Gerinnungshemmung (Antikoagulation)

¢ Fibrinolyse und Fibrinolysehemmung

3.2.1.1. Kaskade der plasmatischen Gerinnung

Bei der primédren Himostase (thrombozytires Gerinnungssystem) wird nach einer
Verletzung der GefiBBendothelschicht der Von-Willebrand-Faktor freigesezt. Dieser verbindet
sich mit dem Glykoproteinrezeptor ,,GPIb/Ic/IIa“, dem wichtigsten Rezeptor fiir den Von-
Willebrand-Faktor. Dieser Rezeptor dient als Bindeglied zwischen den Thrombozyten und
dem subendothelialen Kollagen. Nach ihrer Aktivierung durch Kontakt mit diesem Rezeptor
setzen die Thrombozyten folgende Substanzen frei: Plittchenfaktor 3, Plasmin-Aktivator-
Inhibitor (PAI), Von-Willebrand-Faktor, Fibrinogen, Serotonin und Thromboxan A2. Diese
Mediatoren bewirken darauthin eine Aggregation weiterer Thrombozyten sowie eine lokale
Vasokonstriktion. Es entsteht ein erster Verschluss des defekten Gefd3systems durch einen

weillen Abscheidungsthrombus. Gleichzeitig wird die sekundédre Himostase aktiviert.

Die sekundire Héimostase (plasmatisches Gerinnungssystem, Abb.1) besteht aus
Plasmaenzymen (Proteasen), die als Gerinnungsfaktoren bezeichnet werden. Uber einen
kaskadenférmigen, Ca’*-abhiingigen Reaktionsweg erfolgt die Umwandlung inaktiver

Proenzyme in aktive Enzyme, wobei durch proteolytische Spaltung aus Prothrombin
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Thrombin entsteht. Thrombin, das zentrale Gerinnungsprotein, bildet den Endpunkt zweier
Reaktionssysteme, des intrinsischen und des extrinsischen Systems.

Im intrinsischen System (Abb.1) werden durch Kontakt mit unphysiologischen Oberfldchen
die oberflichensensiblen Faktoren XIIa und XI aktiviert (Kontaktaktivierung). Faktor XIla
aktiviert daraufhin Prékallikrein zu Kallikrein, welches zusammen mit HMWK (high
molecular weight kininogen) in einer Ca® abhingigen Reaktion weiteren Faktor XIla zu
FXIla aktiviert. Faktor XIla aktiviert zudem weiteren FXI zu FXIa. FXIa aktiviert daraufhin
FIX zu Faktor IXa und dieser aktiviert schlieflich FX zu FXa. Die letztgenannte Reaktion
wird durch die Anwesenheit des FVIII stimuliert. Durch Kopplung des FVIII an den Von-
Willebrand-Faktor wird sie um ein Tausendfaches beschleunigt. FVIII und von Willebrand
Faktor bilden zusammen mit Ca’" und Plittchenfaktor 3 (PF 3) eine als ,,Tenase“
bezeichneten Komplex. Der entstandene Faktor Xa bildet mit Co-Faktor Va, Ca** und
Phospholipiden den ,,Prothrombinaktivator-Komplex*, der bereits zur gemeinsamen
Endstrecke des intrinsischen und extrinsischen Systems gehort.

Im extrinsischen System (Abb.1) wird nach einer Gewebsverletzung der sogenannte ,,Tissue-
Factor* freigesetzt. Dieser bildet zusammen mit Phospholipiden das Gewebsthromboplastin.
Der aktivierte Faktor VII (FVIIa) katalysiert darauthin in Verbindung mit Phospholipiden
und Ca®* die Umsetzung von Faktor X in Faktor Xa. Wie beim intrinsischen System erfolgt
dann die Umsetzung von Prothrombin in Thrombin durch den Prothrombinaktivator-
Komplex. Bei dieser Umsetzung entstehen auch die Prothrombinfragmente F1+F2 .

Das im Plasma als fadenformiges Molekiil zirkulierende Fibrinogen wird durch Thrombin,
nach Aktivierung des Glykoproteinrezeptors GP IIb/Illa, zu Fibrinmonomeren gespalten.
Diese Fibrinmonomere polymerisieren spontan zu langen, instabilen Fibrinstrdngen. Durch
die Wirkung des durch Thrombin und Ca** aktivierten Faktors XIII wird das lose Fibrinnetz
verfestigt und unloslich gemacht, es entsteht Fibrin. Durch diesen Prozess wird das verletzte

Gefil schlieBlich durch den roten Abscheidungsthrombus abgedichtet.
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Die Gerinnungskaskade
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Abb.1 Schematische Darstellung der plasmatischen Gerinnung modifiziert nach Heckl (2003) [65]
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3.2.1.2. Thrombin

Im folgenden Kapitel sollen die von Thrombin beeinfluten chemischen Prozesse erldutert
werden, da Thrombin eine sehr zentrale Funktion in der Gerinnungskaskade hat und demnach
auch in Verbindung mit der Interaktion von Aprotinin mit dem Gerinnungsgeschehen stehen
konnte. Thrombin ist eine Serinprotease, die aktiviert wird, wenn zirkulierende
Gerinnungsfaktoren und der “Tissue-Factor* sich begegnen. Der Tissue-Factor ist ein
Membranprotein, das als Cofaktor fiir die Aktivierung von Faktor X durch Faktor VIla
notwendig ist. Daraus entsteht der bereits erwihnte ,,Prothrombin-Aktivator-Komplex*
(Abb.1). Der Tissue-Factor kommt erst in Kontakt mit den Gerinnungsfaktoren, wenn er in
das zirkulierende Blut gelangt. Dies geschieht durch eine Gefdlverletzung oder ein
GefiBleck, wobei letzteres auch durch die Wirkung von Entziindungsmediatoren entstanden
sein kann. Der Tissue-Factor wird in niedrigen Dosen auch von Zellen produziert, die durch
bestimmte Zytokine stimuliert wurden. In den 90er Jahren wurde der Tissue-Factor als der
Hauptinitiator der entziindungsinduzierten Thrombingeneration erkannt [104]. Coughlin [29]

beschreibt folgende Aktionen, die durch das freigesetzte Thrombin ausgelost werden:

- Konversion des zirkulierenden Fibrins zu Fibrinmonomeren, die zu Fibrin
polymerisieren

- Triggerung der Freisetzung von Chemokinen und Wachstumsfaktoren sowie der
folgenden Plittchen-Aktivatoren: ADP, Serotonin und Thromboxan A2

- prokoagulatorische Aktivitit, Stimulation der Ausschiittung von weiterem Thrombin

- Regulation der Zytokinproduktion in Kulturen von Fibroblasten und glatten
GefidBmuskelzellen

- Triggerung der Ca2+-Signalprozesse in T-Lymphozyten

Diese Eigenschaften zeigen, dass Thrombin eine Gewebsverletzung mit einer
himostasiologischen und einer inflammatorischen Antwort verbindet [2, 24, 41].

In den letzten Jahren riickte es vermehrt ins Interesse der Forschung herauszufinden, wie
Thrombin und seine Zielzellen miteinander kooperieren. Auf der Oberfliche von
Thrombozyten wurde ein so genannter ,protease activated receptor (PAR) mit 4
Untergruppen gefunden, wobei PAR1 und PAR4 beim Menschen nachgewiesen werden
konnten.

Es handelt sich um einen transmembranen Rezeptor aus der Familie der G-Protein

gekoppelten Signaltransduktoren. Die Serinprotease Thrombin bindet zunichst an eine
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hirudindhnliche Doméne, gefolgt von einer proteolytischen Spaltung, durch welche ein
weiterer Ligand frei wird, der schlieBlich, an ein G-Protein gekoppelt, die intrazellulédre
Antwort hervorruft. Es folgt eine rasche Aggregation der Thrombozyten untereinander
(Abb.2). Eine Aktivierung des Rezeptors ist irreversibel. Man nimmt an, dass diese
Rezeptorfamilie eine sehr wichtige Rolle als Mediator in den durch Thrombin ausgeldsten
Signalkaskaden einnimmt, sowie auch in der Interaktion von Thrombin mit dem Endothel und

inflammatorischen Zellen [23, 80, 134, 135].

Cther inflammatory

- Pe
Extravascular mediators T HTO

space

Endathelium

Meutrophil &% @
Platelets
@"""‘—-Thrombln

I Fibrinogsn
a

Factor Xa
‘/79(3 1' Mila Prothromlbin
Factor X

c-mcc-c-

Abb.2: Interaktion von Thrombin mit dem Endothel [25]

3.2.1.3. Inhibitoren des plasmatischen Gerinnungssystems (Antikoagulation)

Der Gerinnungskaskade steht ein antagonistisches System von Inhibitoren gegeniiber. Zu
diesen gehoren in Reihenfolge ihrer Effektivitit das Antithrombin III, a-2-Makroglobulin und
Antitrypsin. Die wichtigsten Funktionen dieser Inhibitoren bestehen darin, die Thrombin-
wirkung auf einen lokalen Prozess zu beschrinken und die aktivierten Gerinnungsfaktoren zu

hemmen, zu eliminieren und proteolytisch abzubauen.

3.2.14. Das fibrinolytische System

Das fibrinolytische System schiitzt den Organismus vor einer Thrombosierung der Gefile.
Die Fibrinolyse erfolgt durch das proteolytische Enzym Plasmin, das die polymerisierten
Fibrinfaden spalten kann. Daneben ist Plasmin auch in der Lage, Fibrinogen, Prothrombin,
sowie die Gerinnungsfaktoren V, VII und XIII proteolytisch abzubauen und kann so die
Blutgerinnungsfahigkeit vermindern. Bei der Spaltung des Fibrins entstehen als kleinste

Abbauprodukte die Fibrinspaltprodukte, genannt ,,D-Dimere*.
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Plasmin, eine Serinprotease, entsteht durch die Umwandlung des Proenzyms Plasminogen in
die aktive Protease. Diese Umwandlung kann mittels des sofort wirksamen extrinsischen
Systems durch zahlreiche physiologische und pharmakologische Aktivatoren erfolgen, sowie
durch das langsamer ablaufende intrinsische System. Die Aktivierung erfolgt nach dem

Prinzip der limitierten Proteolyse. Diese Aktivatoren sind:

extrinsisches System (Abb.3):
¢ (Gewebs-) thrombo-Plasminogen Aktivator (tPA)
¢ Urokinase Plasminogen Aktivator (uPA)

e Streptokinase

intrinsisches System (Abb.3):
e HMW Kininogen (HMWK)
e Faktor XII
e Faktor XI
e Prikallikrein

Gehemmt werden kann die Umwandlung von Plasminogen in Plasmin durch folgende
Inhibitoren:
natiirlich (Abb.3):

¢ Plasminogen-activator-inhibitor (PAI)

® @-2-Antiplasmin, ein Serinproteasehemmer

® -2 Makroglobulin

¢ Antithrombin III

e (Cl-Inhibitor

medikamentos:

e Aprotinin

¢ Tranexamséure

e Epsilonaminocapronsiure

¢ P-Aminomethylbenzosédure
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Gerinnung und Fibrinolyse stehen unter normalen Umsténden in einer Art Gleichgewicht, der
Homoostasebalance. Uberwiegt zum Beispiel aus einer Storung des Gleichgewichtes
resultierend die Fibrinolyse, kann es zu massiven Blutungen kommen. Hier ist die gefiirchtete
disseminierte intravasale Gerinnung [59] zu nennen, die auch ein Grund fiir die unten niher
beschriebene, gefiirchtete Komplikation des so genannten ,, Kryoschock-Phdnomens“ sein

konnte [16,158].

Das Fibrinolvtische System

Intrinsisches System Extrinsisches System

Kontaktaktivierung

HMWK

Hagemann FXII —® FXIlla
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Abb.3. Schematische Darstellung der Aktivierung und Hemmung der Fibrinolyse, modifiziert nach Mersch
(1988)[109]
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3.2.1.5. Die disseminierte intravasale Gerinnung (DIC) / das Kryoschockphinomen

Das Kryoschockphinomen ist eine erworbene Himostasestorung @dhnlich einer
Verbrauchkoagulopathie, die infolge einer massiven intravasalen Fibrinformation entsteht.
Die héufigsten Ursachen dieser disseminierten intravasalen Gerinnung sind Polytrauma,
Schock und Sepsis, sowie akute und chronische Leberschidden, da die Leber der Ort der
Bildung und Elimination der meisten Gerinnungsparameter ist [149]. Auslosende Faktoren
sind zum Beispiel Histamin, Serotonin und Adrenalin, bakterielle Endotoxine sowie zerstorte
Blutplittchen, welche in groerer Menge in der Blutbahn zirkulieren. Sie fordern iiber die
Freisetzung des Tissue-Factors eine unkontrollierte, intravasale Aktivierung der Gerinnung.
Thrombin und Plasmin zirkulieren in der Blutbahn. Das zirkulierende Thrombin verursacht
Thrombosierungen im Mikro- und Makrozirkulationsgebiet. Dies fiihrt zu peripherer Ischimie
und Organversagen. Durch die vermehrte Aktivierung und Adhésion der Thrombozyten im
Rahmen dieses massiven Gerinnungsgeschehens entsteht eine Verbrauchskoagulopathie mit
Folge einer Thrombozytopenie. Gleichzeitig entwickelt sich eine Hypofibrinogendmie, ein
Mangel an Prothrombinkomplexen und den Gerinnungsfaktoren V, VIII und X. Da ab einem
bestimmten Zeitpunkt alle Gerinnungsparameter verbraucht sind, kommt es zu der
gefdhrlichen hamorrhagischen Diathese mit Blutungsneigung, mangelndem Wundverschluss
und Nachblutungen nach operativen Eingriffen. Es treten auch spontane innere Blutungen auf,
die lebensbedrohliche Ausmafle annehmen konnen. Mit der reaktiven Fibrinolyse, durch die
der Organismus versucht, die massive Gerinnung zu bekidmpfen, verstirkt sich diese

Blutungsneigung weiter [13, 103].

Typische Laborbefunde, die auf den Ablauf einer DIC hinweisen:
- erhohte Werte des Thrombin-Antithrombin-II1I-Komplexes (TAT), sowie
eine daraus resultierende Verminderung des Antithrombin 111 (ATIII)
- erhohte Werte der Prothrombinfragmente (FI1+F2)

- erhohte Fibrinolyseparameter, z.B. D-Dimere

3.2.2 Parameter des Gerinnungs- und Fibrinolysesystems

3.2.2.1. Prothrombinfragmente 1+2 (F1-F2)
Die Prothrombinfragmente werden bei der Umwandlung von Prothrombin zu Thrombin durch

den Faktor Xa frei. Sie sind ein MaB fiir den Umfang der Thrombinaktivierung.
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3.2.2.2. Antithrombin III (ATIII)

Antithrombin IIT ist der wichtigste Inhibitor der plasmatischen Gerinnung. Er wird in der
Leber gebildet [149]. Uber eine irreversible 1:1 Bindung mit dem Thrombin entsteht der
Thrombin-Antithrombin-III-Komplex. AuBer Thrombin werden noch weitere aktivierte
Proteasen wie Faktor [Xa und Xla inhibiert, in geringerem Male die Faktoren [Xa, XIa und
XIla, Trypsin, Plasmin und Kallikrein. ATIII ist unter anderem erniedrigt bei hohem

Verbrauch in Verbindung mit einer groBen Wundfliche, einer Sepsis und/ oder einer DIC.

3.2.2.3. Thrombin-Antithrombin III-Komplex (TAT)
Aufgrund eines hohen Aktivititsiiberschusses an Antithrombin III liegt Thrombin im
peripheren Blut unter normalen Umsténden fast ausschlieBlich inaktiviert als TAT-Komplex
vor. Indirekt ist also der TAT-Wert ein Mall fiir den Umfang der intravasalen
Thrombinaktivierung. Erhohte Werte werden, aufgrund der kurzen Halbwertszeit von TAT,
nur fiir eine Dauer von wenigen Stunden nach Beendigung der Thrombinaktivierung
gemessen. Als Ursachen einer erhohten TAT-Konzentration werden angegeben:

- DIC [21]

- venose und arterielle Verschliisse [7, 69]

- Trauma

- septischer Schock

- akutes Leberversagen [97]

3.2.2.4. Fibrinspaltprodukte (D-Dimere)

Die D-Dimere entstehen bei der Spaltung bereits quervernetzter Fibrinmolekiile und sind
Ausdruck einer intravasalen Fibrinbildung bei Verbrauchskoagulopathie mit sekundirer
Hyperfibrinolyse [38].

Indirekt sind die D-Dimere also Indikatoren einer abgelaufenen Gerinnungskaskade und
werden klinisch genutzt als Indikatoren fiir thrombotische und embolische Erkrankungen oder
zur Kontrolle des Gerinnungsgleichgewichts nach Operationen. Ihr Anstieg korreliert positiv

mit dem Anstieg proinflammatorischer Zytokine [162].

3.3. Immunologische Grundlagen

Das Immunsystem des Menschen besteht hauptsédchlich aus 2 verschiedenen Komponenten,

der humoralen und der zelluldren Immunitiit. Erstere besteht aus den antigenproduzierenden
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B-Zellen, letztere aus den CD8 und CD4 T-Lymphozyten (Helfer-Zellen), sowie den
Natiirlichen Killerzellen (NK-Zellen). Assoziiert mit diesen sogenannten spezifischen
Immunzellen, sind unspezifische Zellen der myeloischen Stammzell-Linie, speziell die Zellen
des mononukledren phagozytierenden Systems, z.B. Gewebsmakrophagen, Monozyten im
Blut, Langerhans-Zellen in der Haut, dendritische Zellen in Lymphknoten, Gliazellen im ZNS
u.a.. Diese akzessorischen Zellen haben die Aufgabe, Antigene zu prozessieren und ihre
Epitope aus den so genannten MHC II-Molekiilen so zu prisentieren, dass sie von naiven
CD4-T-Zellen erkannt werden konnen, woraufhin diese sich entweder zu Typl T-
Helferzellen, die die zellulidre, oder zu Typ 2-T-Helferzellen, die die humorale Abwehr
regulieren, entwickeln [120].

Die T-Zellen, B-Zellen und die mononukleédren Zellen beeinflussen, regulieren und inhibieren
sowohl sich selbst, als auch sich untereinander durch die Produktion und Freisetzung eines
komplexen Netzwerkes aus Botenstoffen, den sogenannten Zytokinen. Aktivierte CD4-T-
Lymphozyten werden aufgrund der unterschiedlichen Zytokine, die von ihnen sezerniert
werden, in Typl oder Typ2 T-Zellen unterteilt. Typl T-Zellen produzieren 1L-2, INF-y und
TNF-B, Typ2 T-Zellen produzieren IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 und TGF-B. Beide Reihen
konnen TNF-a sezernieren. Typl T-Zellen aktivieren hauptsidchlich Zellen der
mononukledren Abwehr, Typ2 T-Zellen stimulieren die Proliferation der B-Zellen zu

Antikorper produzierenden Zellen [4].

3.3.1. Zytokine

Vor ca. 20 Jahren wurde erstmals ein Forschungsgebiet definiert, das sich mit der
Ubermittlung biologischer Signale nicht auf endokrinem, sondern auf para- und autokrinem
Wege befasst. Ubermittler dieser Signale sind die so genannten Zytokine, ein Sammelbegriff
fir hormonihnliche Botenstoffe, die von unterschiedlichsten Blut- und Gewebszellen
produziert werden, wie T- und B-Lymphozyten, Makrophagen und Endothelzellen [154]. Es
handelt sich um Polypeptide oder Glykoproteine mit einem niedrigen molekularen Gewicht
(kleiner 30000kDA). Hochaffine Rezeptoren sind fiir die Transduktion eines Zytokinsignals
in das Zellinnere und damit fiir die Auslosung der biologischen Wirkung verantwortlich.
Diese Wechselwirkung fiihrt zur Aktivierung einer intrazellulédren
Signalumwandlungskaskade mittels Tyrosin- oder Serinphosphorilierung. Dies fiihrt letztlich
zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, welche in den Kern diffundieren und dort durch
Bindung an entsprechende regulatorische DNA-Elemente die Aktivierung unterschiedlicher

Gene beeinflussen. Zytokine konnen auf diese Weise auf die produzierende Zelle (autokrin),
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auf benachbarte Zellen (parakrin) und im gesamten Organismus (systemisch) wirken. Die
verschiedenen Zytokine interagieren miteinander. Zelluldre Funktionen, wie Aktivierung,
Proliferation, = Chemotaxis, = Immunmodulation, = Mediatorenfreisetzung, = Wachstum,
Zelldifferenzierung und Apoptose, werden reguliert. Das Resultat ist ein komplexes
Netzwerk, das den Zellen ermoglicht, auf spezielle pathogene Stimuli in gut kontrollierter und
organisierter Art zu reagieren [19]. Inzwischen sind iiber 30 verschiedene Arten mit ganz
unterschiedlichen biologischen Funktionen entdeckt worden. Man kann die Zytokine trotz

ihrer Vielfiltigkeit in drei groBere Gruppen unterteilen:

1. Growth Factors: endothelial-growth-factor (EGF), transforming-growth-factor-f3
(TGF- B), Erythropoietin

2. Lymphokine: Interleukine, Tumor-Nekrose-Faktoren TNF-o und TNF-p, Interferon-y

3. Colony stimulating factors (CSF), Granulozyten- und Makrophagen-stimulierende

Faktoren

Im Rahmen dieser Studie untersuchten wir die Zytokine der zweiten Gruppe, die Interleukine,
sowie aus der ersten Gruppe das TGF-p.
Diese Zytokine lassen sich nach bisheriger, allgemeiner Auffassung ihrer Funktion, noch

einmal in die, im Folgenden beschriebenen, 2 Subgruppen unterteilen.

3.3.1.1. Pro-inflammatorische Zytokine

3.3.1.1.1. Interleukin-6 (IL-6)

IL-6 ist ein pleiotropes Zytokin mit einem Gewicht von 26 kDA, das zu den Hauptmediatoren
der Akute-Phase-Reaktion gehort. Es ist ein bedeutender Parameter in der Diagnostik bei
Sepsis- und Trauma-Patienten. Stark erhohte Spiegel finden sich z.B. beim septischen Schock
[54, 175]. Nach einem elektiven operativen Eingriff steigt der IL-6 Spiegel nach ca. 1-3h an
und bleibt bei unkompliziertem Verlauf ca. 48-72h erhoht [15]. Verschiedene Vorgéinge der
Immunantwort werden durch IL-6 moduliert und reguliert, wie z.B. das Auftreten von Fieber,
die Synthese der Akute-Phase-Proteine, B-Zell-Differenzierung, T-Zell-Aktivierung,
Induktion von GM-CSF (Granulozyten-Makrophagen-koloniestimulierender-Faktor),
Proliferation der hamatopoetischen Zellen und Inhibition von TNF-a. Antiinflammatorische

Zytokine wie IL-4, IL-10 und IL-13 konnen dagegen die IL-6 Produktion reduzieren [15].
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Stouthard et al. [168] konnten feststellen, dass IL-6 die Gerinnung aktivieren kann, was sich
an erhohten Spiegeln an TAT-Komplexen und F142 Fragmenten zeigte [168]. Die Fibrinolyse
ist nicht beeinflusst oder sogar vermindert, wie eine Studie an Miusen, denen Endotoxin
injiziert wurde, zeigen konnte [73]. Van der Poll et al. berichten, dass eine durch Endotoxine
induzierte Gerinnungsaktivierung deutlich abgeschwicht war, wenn vorher eine Anti-IL-6-
Therapie durchgefiihrt wurde [132]. Levi et al. schreiben der himostatischen Wirkung des IL-
6 in einer weiteren Studie eine besondere Bedeutung bei der Entwicklung einer intravasalen
disseminierten Gerinnung zu [103].

Es gibt mehrere neuere Studien, die sich intensiv mit der Funktion von IL-6 in der Leber nach
Ischiamie/ Reperfusion beschiftigen. Alle kommen zu dem Schluss, dass IL-6 die Leber in
dieser Situation vor Gewebsschiden schiitzt und sogar eine bedeutende Rolle in der
Regeneration des Lebergewebes spielt [20, 31, 76, 138, 196].

Der Mangel an wirklichem Verstindnis iiber die funktionellen Aspekte dieses Zytokins fiihrte
zu sich widersprechenden Aussagen, die dem IL-6 entweder proinflammatorische oder

antiinflammatorische Eigenschaften zuschreiben [196].

3.3.1.1.2. Tumor-Nekrose-Faktor-o (TNF- a)

TNF-a ist ein Polypeptid mit einem Gewicht von 17 kDA. Es wurde urspriinglich als ein, von
aktivierten Makrophagen produzierter, tumorzytotoxischer Faktor beschrieben, der
Thrombosen in TumorgefdBen auslost, daher auch der Name Tumor-Nekrose-Faktor (TNF)
[19]. Weitere Zellen, welche TNF-a sezernieren konnen, sind Monozyten, hepatische
Kupffer-Zellen, Mastzellen und natiirliche Killerzellen [19]. Nach einer Stimulation kommt
es innerhalb von 90-120min zu maximalen Werten, die nach ca. 4h bereits wieder stark
abfallen. Die biologische Halbwertzeit betrdgt nur 14-18min. Erhohte Spiegel wurden unter
anderem im Blut von Patienten mit parasitischen oder bakteriellen Infektionen,
Tumorerkrankungen, thermalen Verletzungen, AbstoBungsreaktionen und fulminantem
Leberversagen, sowie septischem und hdmorrhagischem Schock gefunden [58]. Die TNF-a-
Synthese unterliegt einer strikten Regulation durch INF-y, IL-4, TGF- und IL- 6. TNF-a
wird zundchst membrangebunden synthetisiert, durch Bindung einer Serinprotease an einen
Rezeptor entsteht 16sliches TNF-a [35].

TNF-a initiiert die Margination, die transendotheliale Passage, die Degranulation, sowie die
Produktion von Superoxidasen und die Lysozymausschiittung von neutrophilen Granulozyten
und fordert die prokoagulatorische Aktivitdt an der Oberfliche von Endothelien, sowie die

Permeabilitdt von Gefdlen [133]. Eine der Hauptaktionen des TNF-a ist dabei die verstirkte
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Expression des interzelluldren Adhisions-Molekiils-1 (ICAM-1), einem Endotheladhisions-
rezeptor fiir Neutrophile.

Im Hinblick auf die in den letzten Jahren immer mehr ins Interesse geriickte Frage, ob TNF-a
auch eine direkte Wirkung auf die Blutgerinnung habe, gibt es bisher keine eindeutige
Antwort. TNF-a soll durch Induktion des Tissue-Factors eine Gerinnung auslosen konnen
[41, 42, 180]. Es verhindert die Freisetzung von Inhibitoren der Gerinnung, wie den ,,Tissue-
Factor-Pathway-Inhibitor* (TFPI) und hat zusitzlich einen antifibrinolytischen Effekt, indem
es eine vermehrte Freisetzung des Plasmin-Aktivator-Inhibitors-1 (PAI-1) bewirkt (Abb.4).
Van der Poll et al. konnten eine, durch TNF-a hervorgerufene, Induktion der Freisetzung des
Von-Willebrand-Faktors (Faktor VIIla) im gesunden Menschen feststellen [131]. Die TNF-a-
Ausschiittung selbst soll durch anfallendes Thrombin ausgelost werden [180].

Studien, die besagen, dass TNF-a eine disseminierte intravasale Gerinnung auslosen konne
[78, 190], werden von anderen widerlegt [103].

Auch zur Bedeutung des TNF-a nach Ischimie/ Reperfusion der Leber gibt es
Untersuchungen, die wiederum weit divergieren. Es gibt Studien, die dem TNF-o eine
bedeutende Rolle als Initiator der Geweberegeneration zuschreiben [138, 197]. Neuere
Studien tendieren eher dazu, dem TNF- a eine leberschidigende Wirkung nachzusagen [20,

76, 83].
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Abb.4: Modell einer entziindungsinduzierten Koagulation.

Ausgelost durch die Aktivierung einer Immunreaktion des Korpers wird die Freisetzung des Tissue-Factors (TF)
durch Monozyten induziert. Gleichzeitig beginnt die Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-
o und IL-6. Diese bewirkt eine weitere Hochregulation der TF-Expression auf der Endothelzelloberfldche,
wodurch die Gerinnungskaskade aktiviert wird und sich Fibrinnetze bilden. TNF-a unterbindet nun die Bildung
der Inhibitoren der Gerinnung, wie ,, Tissue-Factor-Pathway-Inhibitor* (TFPI), aktiviertem Protein C (APC) und
Antithrombin (AT). Gleichzeitig fordert TNF-a die Bildung von Plasminogen-Activator-Inhibitor-1 (PAI-1), so
dass sich kein fibrinspaltendes Plasmin mehr bilden kann. [24].

3.3.1.2. Anti-inflammatorische Zytokine

3.3.1.2.1. Interleukin-4 (IL-4)

IL-4 wurde erstmals 1982 als so genannter B-cell-stimulating-factor (BSF), B-cell-
differentiation-factor (BCDF) und B-cell-growth-factor (BCGF) bekannt. Alle Bezeichnungen
beschreiben die wohl wichtigsten immunologischen Funktionen dieses Interleukins, ndmlich
die Stimulation, Differenzierung und Wachstumsfoérderung von B-Zellen zu Antikorper-

sezernierenden Zellen [33]. Das hauptsidchlich von TI-Helfer-Zellen gebildete Zytokin
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scheint zusitzlich eine besondere Rolle in der Aktivierung von eosinophilen Mastzellen und
deren Degranulation zu spielen. Des Weiteren konnte festgestellt werden, dass IL-4 die
Sekretion anderer Zytokine, wie TNF-a (zu 100%), sowie IL-6 (zu 70-85%) [64, 183] und IL-
10 (zu 70%) vermindert [196] und die Differenzierung von T-Zellen zu T2-Helfer-Zellen
bewirkt. IL-4 soll die Tissue-Factor Expression auf Monozyten und Endothelzellen

verhindern [124] und ein potenter Inhibitor der Angiogenese sein [185].

3.3.1.2.2. Interleukin-10 (IL-10)

IL-10 ist ein kleines Protein von 18,5kDa, das urspriinglich unter dem Namen ,, Cyfokine
synthesis inhibiting factor* bekannt wurde. Es wird hauptsichlich von T2-Helfer-Zellen,
einigen aktivierten B-Zellen und aktivierten Makropagen gebildet und hemmt in Monozyten
und Makrophagen die Expression von MHCII-Molekiilen, sowie die Synthese von anderen
Zytokinen, wie IL-1, IL-6, IL-12 und TNF- a [45, 124, 186]. Es konnte frithestens 7h nach
Aktivierung der Monozyten ein Anstieg festgestellt werden. Maximale Spiegel zeigten sich
nach 24-48h. Damit wird klar, dass die inhibitorischen Eigenschaften von IL-10 auf
proinflammatorische Zytokine erst nach deren Ausschiittung in Kraft treten und IL-10 eine
wichtige Rolle in der Beendigung einer Immun- bzw. Entziindungsreaktion spielt [186].
Taniguchi at al. stellten fest, dass es fiir das Uberleben des Patienten von groBter Wichtigkeit
ist, dass sich das Verhiltnis zwischen IL-6 und IL-10 im Laufe der Erkrankung zu Gunsten
des IL-10 verschiebt. Sie empfehlen daher eine prophylaktische Gabe von IL-10 in kritischen
Fillen [174] .

Als Gegenspieler des proinflammatorischen TNF-o hemmt IL-10 die Expression des
Adhisionsmolekiils ICAM-1, wodurch eine Adhdsion von Neutrophilen am Endothel
abgeschwicht wird [198].

Auch auf die Gerinnung soll IL-10 einen direkten Einfluss haben, indem es die Produktion

des Tissue-Factors inhibiert [78, 139].

3.3.1.2.3. Transforming growth factor-p (TGF-p)

Transforming-Growth-Factor-f ist ein 25 kDa schweres Protein mit verschiedenen
Funktionen, wie der Inhibition der Proliferation von T-Zellen, der Inhibition von Proliferation
und Maturation von B-Zellen, sowie der Inhibition der Aktivitdt von natiirlichen Killerzellen
[43, 189]. Es soll bei akuten Leberverletzungen die Fibrinogenese und Angioneogenese
fordern und wird sogar mit chronischen fibrotischen Lebererkrankungen in Zusammenhang

gebracht [75]. In einem Rattenmodell konnte gezeigt werden, dass schon eine Stunde nach
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einer Verletzung des Lebergewebes TGF- nachweisbar ist, wahrscheinlich freigesetzt aus
TGF-Speichern in Granulozyten und Thrombozyten. Das sezernierte TGF-B rekrutiert
daraufhin inflammatorische Zellen und Fibroblasten in das verletzte Gewebe. Diese
aktivierten Zellen beginnen wiederum mit verstirkter Synthese und Freisetzung von weiterem
TGF-B [44, 189]. Trotz der Funktion als Chemoattractant fiir inflammatorische Zellen
verhindert TGF-B gleichzeitig deren Produktion von zytotoxischen Proteasen [44, 140]. Die,
durch TGF-B stimulierten Fibroblasten beginnen mit der Produktion von extrazelluldrer
Matrix, welche das Geriist fiir die Bildung von Granulationsgewebe und anderen
Wundheilungsprozessen bildet. TGF soll die Produktion von Kollagen und Fibronektin
anregen und die Angiogenese fordern [44, 189, 146]. TGF-B wurde zuerst in neoplastischen
Zellen identifiziert [146]. Erst spdter wurde seine ebenfalls wichtige Funktion in der
Wundheilung bekannt. Aufgrund der Tatsache, dass TGF-$ die Lymphozytenproliferation
hemmt, konnen sich Tumorzellen der Erkennung und Bekdmpfung durch die spezifische
Immunabwehr entziehen. Zusitzlich kann eine Neovaskularisation durch TGF-B-bedingte
Stimulation Tumor-assoziierter Makrophagen beobachtet werden [189]. Beobachtungen wie
diese fiihrten dazu, dass TGF-$ neben seiner die Wundheilung fordernden Aktivitit eine das
Tumorwachstum fordernde Eigenschaft nachgesagt wird. Eine Studie an Miusen bestitigte
eine Induktion von Tumorwachstum durch TGF-f in einer mit Tumorzellen geimpften

frischen Wunde [70].

3.4. Aprotinin
3.4.1. Struktur und Wirkung des Aprotinin

Aprotinin wurde bereits 1930 von Kraut et al. als so genannter ,Kallikrein-Inaktivator*
beschrieben [92]. Unabhingig davon entdeckten Kunitz und Nortrop 1936, dass aus
Rinderpankreas ein ,,Trypsininhibitor* gewonnen werden kann [94]. Erst viel spiter stellte
sich heraus, dass diese beiden Stoffe identisch sind. Aprotinin ist ein unspezifischer Protease-

Inhibitor mit einem Gewicht von 6512D. Es bildet Komplexe mit humanen Serinproteinasen.
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ADbb.5: Primdrstruktur des Aprotinins [50]

3.4.1. Einfluss auf das Gerinnungssystem

Aprotinin hemmt v.a. die Bildung von Plasmin, Kallikrein, Trypsin und Thrombin [119, 37].
Durch seine hohe Bindungsaffinitit zu Plasmin greift Aprotinin, unter Bildung von Plasmin-
Aprotinin-Komplexen, direkt in die Fibrinolyse ein und verhindert diese [82]. Durch
hemmende Wirkung auf die Proaktivatoren (Kallikrein, Urokinase, t-PA), welche
Plasminogen in aktives Plasmin iiberfithren, wird die antifibrinolytische Wirkung des
Aprotinins noch indirekt verstirkt [18, 82, 84].

Aprotinin hat jedoch nicht nur antifibrinolytische, sondern auch gerinnungshemmende
Eigenschaften. Hier sei besonders die Modulation der Thrombinwirkung durch die
Aktivierung des protease-activated-receptors 1 (PARI1) erwihnt. Durch die selektive
Blockade dieses Rezeptors schiitzt Aprotinin die Thrombozyten vor einer Aktivierung durch
Thrombin [96, 134, 187] und vermindert direkt die Pléittchenverbindung mit dem Endothel
[135, 147]. Dadurch soll u.a. die Héaufigkeit und das Ausmal} perioperativ auftretender

Thrombosen deutlich reduziert werden [81]. Poullis et al. testeten auch den Einfluss von
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Aprotinin auf andere,  gerinnungsfordernde Mediatoren, wie Adrenalin, Adenosin-
Diphosphat, Epinephrin-Rezeptoren und Kollagen. Aprotinin hat auf deren Wirkung keinen
Einfluss [135]. Poullis et al. beschrinken somit die Beeinflussung der Gerinnung durch
Aprotinin auf die alleinige Interaktion mit Thrombin, bzw. auf die durch Serinproteasen
beeinflussten Mechanismen. Demnach ldsst sich durch Aprotinin eine durch vermehrt
anfallendes Thrombin ausgeldste Triggerung der Gerinnung verhindern, die zum Selbstldufer
werden konnte, wie es z.B. bei der disseminierten intravasalen Gerinnung der Fall ist. Der
normale Ablauf der Gerinnung ist aber weniger beeinflusst. Poullis et al. versuchen damit, die
kritische Frage zu kldren, ob Aprotinin prothrombotisch ist. Sie schlieBen mit der
Feststellung, dass durch die Verhinderung der Thrombin-induzierten Plédttchenaggregation
sogar eine anti-thrombotische Wirkung gegeben ist, wobei die nicht durch Serinproteasen
getriggerte Hamostase trotzdem aufrechterhalten bleibt. Schlieft man die antifibrinolytische
Wirkung des Aprotinins mit ein, kann man letztendlich von einer antithrombotischen und
Fibrinolyse- hemmenden Wirkung sprechen.

Anhand dieser Fakten lédsst sich nachvollziehen, dass unter Aprotiningabe ein Anstieg des
ATIII, sowie eine Reduktion von TAT und D-Dimeren beobachtet werden [37, 187].

Weitere Studien iiber die Einfliisse des Aprotinins auf die Gerinnung brachten folgende
Ergebnisse: De Haan et al. schreiben dem Aprotinin einen Einfluss auf die Glycoprotein-
[Ib/Illa-Rezeptoren zu [61]. Dieses Glycoprotein ist, wie unter 3.2.1/.1. beschrieben, ein
wichtiger Rezeptor fiir den Von-Willebrand-Faktor in der Kaskade der Gerinnung. Die
Autoren fithren die bei kardiopulmonalen Bypass-Operationen beobachtete Pléttchen-
Dysfunktion auf eine proteolytische Degeneration dieser Rezeptoren zuriick. Diese
Degeneration soll durch das vermehrt anfallende Plasmin ausgeldst werden. Als Folge kommt
es zu einer Storung der Gerinnungsfihigkeit des Blutes. Aprotinin hat eine den
Rezeptorkomplex schiitzende Wirkung, indem es die Deaktivierung durch Plasmin herabsetzt.
Auch hier zeigt sich die Wirkung des Aprotinins als Schutz vor einer Uberstimulation des
Gerinnungs- bzw. fibrinolytischen Systems und deren Folgen [61] .

Des Weiteren wird beschrieben, dass Aprotinin die Fahigkeit des Hagemann-Faktors (Faktor
XII) (Abb.6) beeintréachtigt, sich an Oberfldchen zu binden und sich dadurch zu autoaktivieren
[99]. Dieser Faktor gehort zur Familie der Serinproteasen. Er spielt eine wichtige Rolle bei
der Aktivierung des intrinsischen Weges der Gerinnung und ist zusétzlich ein Stimulator der
Fibrinolyse. Seine Aktivierung wird normalerweise durch Kallikrein, einer von Aprotinin

inhibierten Serinprotease, amplifiziert.
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Einfluss von Aprotinin auf die Gerinnung

Kontaktaktivierung
Hagemann FXII » aktivierter FXII
A HMWK —®  Bradykinin
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Abb.6: Inhibierung des Kontaktsystems durch Aprotinin [107]. Die Pfeile bedeuten eine Aktivierung, die
durchbrochenen Linien eine Inhibition. Die Aktivierung des Kontaktsystems wird durch einen negativen
Einfluss auf das Gewebe ausgelost, wodurch es zur Autoaktivierung des Hagemann-Faktor-XII kommt. Die
Priasenz von bereits geringen Mengen dieses aktivierten Faktors reicht aus, um Prekallikrein in Kallikrein
umzuwandeln, welches wiederum Faktor-XIII aktiviert und sich an Kininogen bindet, woraufhin das vasoaktive
Bradykinin gebildet wird und Prourokinase in Urokinase umgewandelt wird.

Die Fibrinolyse besteht aus der Aktivierung von Plasminogen, welches umgewandelt in Plasmin, in der Lage ist,
Fibrin zu spalten. Plasminogen wird durch Urokinase und Tissue-plasminogen-activator aktiviert. Aprotinin

wirkt als ein Inhibitor des Kallikreins und des Plasmins.

3.4.3. Modulation der systemischen Immunantwort

In den letzten Jahren riickte auer der Modulation der Gerinnung und Fibrinolyse noch ein
weiteres Wirkspektrum des Aprotinins immer mehr ins Interesse der Forschung. Es handelt
sich um die Frage, wie bzw. ob Aprotinin auch auf immunologische Prozesse Einfluss nimmt

und wenn ja, auf welche.
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Mehrere Untersuchungen konnten zeigen, dass Aprotinin die Oberfldchen-Expression von P-
Selektin abschwicht. P-Selektin ist ein wichtiges Adhédsionsmolekiil in der Zell-Zell-
Interaktion der Immunantwort [5, 74, 96]. Es reguliert das so genannte ,,Rolling* von
Leukozyten entlang des Endothels. Letztendlich wandern die Leukozyten dann mit Hilfe von
Integrinen durch die Gefidwand in das verletzte Gewebe und 16sen eine entziindliche Antwort
aus. Zusitzlich zeigt die Expression von P-Selektin auf der Oberfliche aktivierter
Thrombozyten eine chemotaktische Wirkung auf Leukozyten, die sich daraufhin an die
Thrombozyten binden und aktiviert werden [74]. Diese Leukozytenaktivierung stellt eine
wichtige Schliisselfunktion in der Immunmodulation dar und spielt eine bedeutende Rolle in
der Pathophysiologie des Schocks, Traumas und der Ischdmie-Reperfusion [137].

Eine Stimulation der Monozyten durch P-Selektin soll eine deutlich vermehrte Expression des
Tissue-Factors auslosen, einer der Hauptinitiatoren der Gerinnungskaskade [22]. In einer
Studie mit anti-P-Selektin behandelten Affen fanden sich gegeniiber der Kontrollgruppe nur
halb so viele der zuvor mit Indium-111-markierten Leukozyten, sowie eine um ein Drittel
reduzierte Fibrinmenge [127]. Oberflichenexpressionen von P-Selektin und die
Konzentration des 16slichen P-Selektins im zirkulierenden Blut wurden bereits als Marker fiir
die Plittchen-Aktivierung im akuten Koronarsyndrom eingesetzt [161].

Aprotinin soll des Weiteren die Bildung von l6slichem TNF-a beim Menschen reduzieren,
indem es die proteolytische Spaltung des zunichst noch membrangebundenen Zytokins, zu
freiem TNF-a verhindert [66, 137]. In vitro verringert Aprotinin eine TNF-a-Ausschiittung
um 51% [86].

Auch auf die Ausschiittung verschiedener Interleukine soll Aprotinin einen Einfluss haben.
Studien dariiber beziehen sich meistens auf den Gebrauch von Aprotinin in der Herz-Thorax-
Chirurgie. Zur Beeinflussung von IL-6 gibt es divergierende Aussagen. Eine klinische Studie
mit 11 Patienten, die sich einer Bypassoperation unterzogen hatten, konnte eine signifikant
vermehrte Freisetzung von IL-6 nachweisen [194]. Andere in-vivo-Studien zeigten, dass die
IL-6 Ausschiittung zumindest durch Aprotiningabe nicht reduziert wurde [35, 193]. Eine in-
vitro-Studie wies Aprotinin dagegen einen IL-6 vermindernde Wirkung nach [163]. Bei CPB-
Operationen konnte eine in vitro Studie zeigen, dass es unter Aprotinin zu einer deutlich
geringeren Aktivierung der neutrophilen Granulozyten kam [163]. Auf Seiten der
antiinflammatorischen Zytokine zeigte sich unter Aprotiningabe ein erhohter IL-10 Spiegel

[67].



Einleitung 39

3.4.4. Klinische Anwendung

Aprotinin wurde seit 1963 in der Klinik angewandt [12]. Spdter wurde es hauptsichlich
aufgrund seiner antifibrinolytischen Eigenschaften eingesetzt. AuBBerdem wurde Aprotinin bei
hyperfibrinolytischen =~ Hidmostasestorungen, insbesondere bei der generalisierten
Hyperfibrinolyse, angewandt, sowie bei traumatisch-hdmorrhagischen Schockformen [60].
Das bekannteste FEinsatzgebiet von Aprotinin war die Herz-Thorax-Chirurgie, v.a. bei
kardiopulmonalen Bypass-Operationen. In zahlreichen Plazebo-kontrollierten Studien wurde
tibereinstimmend belegt, dass Aprotinin v.a. auf den perioperativen Blutverlust, die
Operationszeit und somit auch auf die Kosten positive Wirkung zeigt [ 14, 100].

Aber auch in der Hiiftchirurgie [77] und bei Lebertransplantationen [91, 102, 108] wurde
Aprotinin erfolgreich eingesetzt. Bei Lebertransplantationen werden der Gewebeplasmin-
Aktivator (tPA) und Plasmin durch Aprotinin reduziert, wodurch Endothelschiden am

Transplantat vermindert waren.

3.5. Fragestellung

In Anbetracht der erwihnten Komplikationen und Einschrinkungen war es das Ziel unserer
Studie, das Therapiekonzept im Hinblick auf eine effektivere Gewebsdestruktion und v.a. eine
Reduzierung perioperativer Nebenwirkungen zu optimieren.

Hierbei sollte insbesondere die Wirkung des Medikamentes Aprotinin auf die
himostasiologische und die immunologische korperliche Reaktion wéhrend und nach der

Kryotherapie beurteilt werden. Dabei stellten wir uns die folgenden Fragen:

- Welchen Einfluss hat Aprotinin auf die einzelnen Gerinnungsparameter?

- Kann durch die Gabe von Aprotinin die bei der Anwendung der
Kryochirurgie hdufig beobachtete Thrombozytopenie reduziert werden?

- Hat die Gabe von Aprotinin einen Einfluss auf die pro-, bzw.
antiinflammatorische Systemantwort des Korpers?

- Wie reagiert das Immunsystem des Organismus auf den kryologischen
Eingriff, wenn kein Aprotinin gegeben wurde?

- Lassen die Ergebnisse eine Aussage iber eine eventuelle
Antitumorreaktion des Organismus mit oder ohne Gabe von Aprotinin zu?

- Lassen sich Zusammenhidnge zwischen himostaseologischer und

immunologischer Reaktion finden?
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4. Material und Methode

4.1. Die Arbeitsgruppe

Die vorliegende Arbeit ist Teil einer umfangreichen tierexperimentellen Studie iiber die
Anwendung der Kryotherapie an der Leber und der dadurch bedingten Thrombozytopenie.
Zur Arbeitsgruppe gehorten zwei Chirurgen und zwei weitere Doktoranden deren
Arbeitsbeitrag Gegenstand zweier weiterer Dissertationsarbeiten war, eine Laborassistentin
und zwei Tierpfleger. Die eigenen Untersuchungen fiir diese Promotionsarbeit beziehen sich
auf die OP-Durchfiihrung mit Einschluss der Anisthesie der Tiere, sowie die pri-, intra- und

postoperativ durchgefiihrten Blutentnahmen und Laborbestimmungen.

4.2. Tierexperimente

4.2.1. Versuchstierhaltung

Alle Tierversuche wurden gemdll der Bestimmungen des deutschen Tierschutzgesetzes
durchgefiihrt. Als Versuchstiere dienten 30 Schwibisch-Hallesche Landschweine aus einer
regional ansidssigen Schweinezucht. Das Durchschnittsgewicht der Tiere lag zum
Versuchsbeginn bei 25,0+/-0,5kg. Die Tiere waren wihrend der Zeit der Versuchs-
durchfiithrung in der Versuchstierhaltung der Abteilung fiir Klinisch-Experimentelle Chirurgie
untergebracht (Universitidt des Saarlandes, Homburg/ Saar, Direktor: Herr Prof. Dr. med.
M.D. Menger, Tierschutzbeauftragte Frau Dr. med. vet. Frings). Mit Ausnahme der
perioperativen Phase erfolgte die Ernidhrung der Tiere mit Standardfutter (Raiffeisen, Koln).
Zur Operationsvorbereitung erhielten die Tiere am Tag vor der Operationsdurchfithrung nur

Wasser.

4.2.2. Pramedikation und Narkose

Die Tiere wurden am Operationstag mit 10 mg/ kg KG Azaperon (Stresnil®; Janssen, Neuss)
und 10 mg/kg KG Methomidate Hydrochlorid (Hypnodyl®; Janssen, Neuss) pramediziert. Zur
Narkoseeinleitung wurde 1 mg/ kg KG Etomidate (Hypnomidate®, Janssen, Neuss) iiber einen
peripheren vendsen Zugang in die Ohrvene injiziert.

Vom Jugulum her wurde die Vena anonyma punktiert und ein zentraler Venenkathether

(Certofix®, B. Braun, Melsungen) bis in die Vena cava vorgeschoben.
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Zur kontinuierlichen, volumenkontrollierten Beatmung (Narkosegerit: Siemens Elena 900D)
erfolgte in Riickenlage die orale Intubation mit einem 7-Charrier Tubus.

Es folgte die Anlage einer groflumigen Magensonde zur Entlastung des Magens. Die
Aufrechterhaltung der Narkose wihrend der Operation erfolgte durch die Infusion von 2-4
mg/kg KG/h Thiopenthal Natrium (Trapanal®; Byk Gulden, Konstanz), gelost in einer
isotonen NaCl-Losung (Delta-Pharma, Pfullingen).

Die mittlere Narkosedauer betrug 130+/-4,5min. Das Schwein wurde mit einem FiO2 von
0,30, bei einem Atemzugvolumen von 10ml/kg KG wund einer Frequenz von 12
Atemziigen/min, beatmet, wobei diese Parameter intraoperativ den physiologischen
Bediirfnissen der einzelnen Tiere angepasst wurden. Angestrebt wurde ein end-expiratorischer
CO2 (entsptricht rel. genau dem art. pCO2) zwischen 30-38 mmHg. Das Tier unterlag einer
permanenten Uberwachung durch ein Dreikanal-EKG (Siemens SC 700). Des Weiteren
erfolgten vor der ersten und zweiten Kryochirurgie jeweils eine Blutgasanylyse (Chiron
Diagnostics 348; Chiron Diagnostics, East Walpol, MA, USA).

Die Fliissigkeits- und Elektrolytsubstitution erfolgte durch die Infusion (10-20 ml/kg KG/h)
von auf Korpertemperatur erwiarmten Ringerlaktatlosungen (B. Braun, Melsungen) und 0,9%
NaCl nach Bedarf. Zur perioperativen Antibiotikaprophylaxe wurden einmalig 100mg
Ampicillin und 500mg Salbactam (Unacid® 1,5g; Pfizer, Karlsruhe) zu Beginn der Narkose
zugefiihrt.

Die Ausleitung der Narkose erfolgte mit Umstellung des Respirators von CMV-Beatmung
(controlled mechanical ventilation) auf CPAP-Beatmung (continous positive airway pressure
= druckunterstiitzt). Bei addquater Spontanatmung mit einem Wiedereintreten der Schluck-

und Hustenreflexe bei einem FiO2 von 0,21 wurde das Schwein extubiert.

4.2.3. Operationsdurchfiihrung

Das Tier wurde auf dem Riicken auf einer elektrischen Heizmatte auf dem Operationstisch
gelagert und an den Extremitiiten fixiert. Die Bauchhaut wurde rasiert und mit wissriger
Polyvidon-Jod-Losung (Braunol®; B. Braun Melsungen) desinfiziert. Alle Eingriffe erfolgten
unter aseptischen Bedingungen. Fiir die Operation wurden Instrumente benutzt, die auch in
der humanen Bauch- und Leberchirurgie eingesetzt werden. Das Versuchstier wurde median
laparotomiert. Es folgte ein schichtweises Offnen der Bauchdecke unter elektrischer
Blutstillung (Elektrotom 300, Erbe Elektromedizin Tiibingen). Die Darstellung des Situs

erfolgte nach Einbringen eines Rahmens und Mobilisation des Diinndarms, welcher in der
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Folgezeit durch Bauchtiicher geschiitzt wurde. Mittels anschlieBender Préiparation des
Ligamentum hepatoduodenale folgte das Freilegen von Vena portae und Arteria hepatica
propria, um perivaskulir jeweils eine Ultraschallflussmesssonde (Transonic Systems, Ithaca
USA) an den beiden GefdBlen anzubringen. Die Flussmesskopfe wurden mit Ultraschallgel
bedeckt und mit einem Ultraschallvolumenflussmessgerit (T 206, Transonic Systems, Ithaca
USA) konnektiert. Danach wurden der linke mittlere und der linke seitliche Leberlappen
mobilisiert, um nacheinander zwei Kryotherapiezyklen im linken Leberlappen durchzufiihren.
Im Anschluss wurde eine Kryosonde (Erbe Elektromedizin, Tiibingen) von 3,2 mm
Durchmesser mit dem Kryosystem (Cryo 6, Erbe) verbunden und in der Leber des
Versuchstieres platziert. Zur Temperaturerfassung wurden zusitzlich zur Kryosonde zwei
Thermoelemente (Erbe) in 1 und 2 cm Entfernung zur Kryosonde ins Lebergewebe
eingebracht (Abb.7). Nun folgte der erste Frierzyklus im linken seitlichen Leberlappen bei
einer Temperatur der Kryosondenspitze von —168 °C und anschlieBendem passiven Auftauen.
Nach Entfernen der Sonde wurden Blutungen aus den Stichkanilen der Sonde mit PDS 3-0
(PDSTMII 3-0 needle SH, Ethicon, Johnson & Johnson Company, Norderstedt) iiberniht.
Ebenso wurden beim Tauvorgang auftretende Leberkapseleinrisse, so genannte ,,Crackings*
mittels Naht versorgt. Im Anschluss erfolgte eine 15-60min Erholungsphase, bevor der zweite
Frierzyklus im linken mittleren Leberlappen durchgefiihrt wurde.

Am Ende des Eingriffs erfolgte die Entfernung aller Messsonden und nach Priifung auf
Bluttrockenheit der schichtweise Verschluss der Bauchdecke: Zuerst fortlaufende Naht der
Muskelfaszie mit Vicryl 1 (Ethicon Norderstedt), dann fortlaufende Subkutannaht mit Vicryl
2-0 (Ethicon Norderstedt) und abschliefend Tackern der Haut mit einem Klammergeriit.

Um den ZVK sicher zu fixieren, wurde von der Einstichstelle am Hals bis hinter das rechte
Ohr die Haut bis auf die subkutane Ebene inzidiert und der ZVK im Subkutangewebe mit
Einzelknopf-Nihten fixiert (Vicryl 3-0), anschlieBend wurde das Hautareal zugeklammert.
Zum Schluss wurden die Wunden mit einem wasserdampfpermeablen Sprithverband (Smith

and Nephew) abgedeckt.
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Abb.7: Intraoperative Platzierung der Kryosonde (Ks) mit Temperatursonden ( TS ) 1 und 2

4.2.4. Kryogerit und Kryosonde

Bei allen Versuchen wurde das ERBE CRYO 6 System verwendet (Erbe Elektromedizin
GmbH, Tiibingen) (Abb.8). 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. An der Spitze der Kryosonde befand sich eine Temperatursonde. Zwei
weitere Sonden wurden im Abstand von 10 und 20mm von der Kryosonde appliziert. Das
Erreichen der Zieltemperatur von —168°C wurde iiber dieTemperatursonde an der Kryosonde

ermittelt. Die zwei weiteren Temperatursonden zeigten die Ausbreitung des Eisballs an.
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Abb. 8: Prinzipskizze Erbe Cryo 6. aus: Bedienungsanleitung und Informationsmaterial zu Erbe Cryo 6 (Fa.
Erbe Elektromedizin, Tiibingen)

4.2.5. Nachbeobachtung

Nach Operationsende wurden die Tiere zur weiteren Beobachtung, Infusionstherapie und
Wirmeverabreichung mit einem Heizstrahler in einer speziell fiir diesen Zweck angefertigten
Holzkiste gehalten. Dieses Vorgehen war notig, da oben genannte Bedingungen in den
Stallungen wegen des zu grolen Bewegungsspielraums nicht hétten gewéhrleistet werden
konnen.

Nach den ersten 8h der postoperativen Nachbetreuungsphase wurden die Tiere in die
normalen Einzelboxen entlassen. Hier erfolgte die tdgliche Visite zur postoperativen

Wundkontrolle und Blutentnahme.
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4.3. Gruppeneinteilung und Kryotherapiemethoden

4.3.1. Beschreibung des Versuchsablaufs fiir Gruppe 1 bis 5

Gruppe I: Diese Tiere dienten als Kontrolle (Sham-Operation), die Eroffnung des Situs und
die Mobilisation der Leberlappen erfolgte wie bei den anderen Versuchsgruppen, es wurde
jedoch keine Kryolision gesetzt.

Gruppe 2 bis: Es erfolgten entsprechend der jeweiligen Gruppe ein bis zwei Kryoldsionen,
ggf. unter Gabe von Aprotinin bzw. unter Anwendung des selektiven vaskuldren Clampings.

An den jeweiligen Messpunkten (Abb.7) erfolgte die Dokumentation von:
¢ Kryosondentemperatur

e Temperatur Thermoelement 1 und 2

4.3.1.1. Gruppe 1: Sham OP
In dieser Gruppe befanden sich drei weibliche und 3 ménnliche Tiere. Sie wurden mit einem

zentralen Venenkatheter versorgt und danach median laparotomiert.
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4.3.1.2. Gruppe 2 ,,2x7,5min Frieren‘

Die Gruppe bestand aus 6 Tieren, fiinf méannlichen und einem weiblichen. Nach medianer

Laparotomie wurde im medialen und lateralen linken Leberlappen jeweils eine Kryoldsion

gesetzt und nach folgendem Frierkonzept vorgegangen:

Kryosondentemperatur

-168 °C

36 °C -

0 °C

<=7,5mn—= <=7,5mn—

0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Messpunkte

Abb.9: Gruppe 2: ,,2x7,5min Frieren*

Messpunkt 1: Einschalten des Kryogerites, das Lebergewebe hat zu diesem Zeitpunkt
die normale Korpertemperatur

Messpunkt 2: Erreichen von 0°C

Messpunkt 3: Erreichen des Sollwerts der Friertemperatur von -168°C
Messpunkt 4: 2min Frieren bei -168°C

Messpunkt 5: 4min Frieren bei -168°C

Messpunkt 6: 6min Frieren bei -168°C

Messpunkt 7: nach 7,5min Frieren Ausschalten des Kryogerits bei -168°C und
passives Auftauen

Messpunkt 8: Erreichen von 0°C und Fortsetzen des Frierens

Messpunkt 9: Wiedererreichen des Sollwerts der Friertemperatur von -168°C

Messpunkt 10: 2min Frieren bei -168°C
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e Messpunkt 11: 4min Frieren bei -168°C

e Messpunkt 12: 6min Frieren bei -168°C

e Messpunkt 13: nach 7,5min Frieren Ausschalten des Kryogerits bei -168°C und
passives Auftauen

e Messpunkt 14: Erreichen von 0°C

e Messpunkt 15: Beenden des Frierzyklus bei Erreichen von 30°C der Leber

4.3.1.3. Gruppe 3: ,,15min Frieren*

Die Gruppe bestand aus sechs Tieren, alle waren ménnlich. Nach medianer Laparotomie
wurde im medialen und lateralen linken Leberlappen jeweils eine Kryolésion gesetzt und nach

folgendem Frierkonzept vorgegangen:

36 °C -
é
©
Q
o
£
2 0 °C -
C
[0)
©
C
o
[72]
o
2\
'
-168 °C -
</,5min =<75min—

i1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Messpunkte
Abb.10: Gruppe 3: ,, 15min Frieren*

e Messpunkt 1: Beginn des Frierens bei Korpertemperatur des Lebergewebes durch

Einschalten des Kryogerits
e Messpunkt 2: Erreichen von 0°C
e Messpunkt 3: Erreichen des Sollwerts der Friertemperatur von -168°C

e Messpunkt 4: 2 min Frieren bei —168°C
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e Messpunkt 5: 4 min Frieren bei —168°C

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

e Messpunkt 7: 7,5 min Frieren und Umschalten des Kryogerits auf Temperatur halten
(,,holding*)

e Messpunkt 8: Nach zusitzlichen 7,5 min Temperatur holding Ausschalten des
Kryogerits bei —168°C und passives Auftauen

e Messpunkt 9: Erreichen von 0°C

e Messpunkt 10: Beenden des Frierzyklus bei Erreichen von 30°C der Leber

4.3.1.4. Gruppe 4: ,,15 min Frieren + Selektives vaskulires Clamping* (SVC)

Die Gruppe bestand aus sechs Tieren, davon waren drei weiblich, drei ménnlich. Um die
Einfliisse von zirkulierendem Blut auf die Kryotherapie zu beurteilen, wurden die Tiere aus
Gruppe 4 unter Abklemmung der zum linken Leberlappen fithrenden Gefid3e kryotherapiert.
Im Gegensatz zu einer kompletten Okklusion des Ligamentum hepatoduodenale, dem
sogenannten Pringle-Mandover, wurde ein Selektives vaskuldres Clamping (SVC) des linken
Leberlappens durchgefiihrt, um den vendsen Abfluss iiber die mesenteriale Strombahn
wihrend des gewdhlten Zeitraums moglichst wenig zu beeintrachtigen. Mit einer
Overholdklemme wurden Gummiziigel sowohl um den linken Ast der V. portae als auch um
die A. hepatica sinistra gelegt. Bis zum Beginn der Kryotherapie blieben diese Tourniquets
geoffnet, so dass die Durchblutung des linken Leberlappens nicht beeintrichtigt war. Das
SVC-Mannover wurde unmittelbar vor Beginn der Kryotherapie ausgefiihrt. Die
Durchblutungsunterbrechung fiir jede Kryolédsion betrug eine Stunde. Das Frierprotokoll war

identisch mit dem von Gruppe 3.
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Beginn SVC Ende SVC
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Abb.11: Gruppe 4: ,,15min Frieren+SVC*“

4.3.1.5. Gruppe 5 ,,15 min Frieren + Aprotiningabe

Die Gruppe bestand aus sechs Tieren, drei waren weiblich, drei ménnlich. Die Tiere erhielten
zusitzlich zur Kryotherapie 2x 70 mg Aprotinin = 500000 Kallikrein inaktivierende Einheiten
(Trasylol® 500000 KIE; Bayer AG, Leverkusen, 1 KIUO 277, 8 European pharmacopoeia
units). Direkt vor Beginn der Laparotomie wurde ein intravendser Bolus von 500,000 KIE
verabreicht. Uber einen Zeitraum vom 3h folgte mittels einens Perfusors ( Infusomat SL,
Braun, Melsungen) diesem eine weitere Gabe von 500000 KIE durch kontinuierliche

Infusion. Das Frierprotokoll war identisch mit dem der Gruppe 3.
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Aprotininbolus (500000KIE), weiter mit 2777,7 KIE/min Uber 3h
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Abb.12: Gruppe 5: ,,15min Frieren+Aprotinin“

4.3.2. Todeszeitpunkt und Euthanasie

Am Ende des Versuchs (7d nach der Operation) wurden die Schweine nach sedativer
Priamedikation mit 0,1mg/kg KG Midazolam (Dormicum®, Roche, Grenzach-Whylen) und
anschlieBender Barbituratnarkose mit 35mg/kg KG Narcoren® (Merial, Hallbergmoos) durch
2mmol/kg KG KCl i.v. (Kaliumchlorid-Braun®) in tiefer Narkose euthanasiert.

4.3.3. Obduktion

Nach Totung der Tiere wurden diese in Riickenlage laparotomiert, 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
Kryoldsionen im linken Leberlappen wurde dieser lamelliert und die Grofe der Lisionen

vermessen. Die gesamte Vorgehensweise wihrend der Obduktion wurde photodokumentiert.
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4.4. Material, Reagenzien

4.4.1. Gewinnung der Proben und Entnahmezeitpunkte

Uber den in der Vena cava liegenden zentralen Venenkatheter wurde den Tieren zu folgenden

Zeitpunkten Blut in Serum- und Citratmonovetten (Sarstedt, Niimbrecht) abgenommen:

e Prioperativ vor Er6ffnen der Bauchhohle (,, Base )

e Zwischen dem 1. und 2. Kryotherapiezyklus (,, Cryo )
¢ (,5h min nach Kryotherapie *

¢ 1lh nach Kryotherapie

¢ 3h nach Kryotherapie

e 6h nach Kryotherapie

e 24h nach Kryotherapie

e am 3. und 7. postoperativen Tag

*zu diesem frithen Zeitpunkt wurden nur die Gerinnungsparameter bestimmt, die Interleukine
wurden erst 1h nach dem Beginn der Cryotherapie und von da an zu gleichen Zeitpunkten wie

die Gerinnungsparaeter bestimmt.
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 0,6ml Heparin gefiillt, um eine

Thrombosebildung am ZVK zu vermeiden

4.4.2. Bestimmung der Gerinnungsparameter

4.4.2.1. Antithrombin III (ATIII)
Verwendetes Messkit: Berichrom Antithrombin III, Dade-Behring Marburg, Germany

Testausfiihrung: Das Antithrombin III der Probe wurde durch Heparin in einen Sofort-

Inhibitor berfiihrt, welcher hinzugegebenes Thrombin inaktiviert. Der iiberschiissige

restliche Thrombin-Gehalt wurde photometrisch im Extinktionsbereich von 405nm gemessen
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und gegen einen Referenzmesswert aufgetragen, der mit einem Bezugsplasma mit
Sollwertangabe fiir ATIII (Standard-Human-Plasma) bestimmt wurde.
Referenzbereich: gesunde Erwachsene 75 -125% der Norm

Messbereich: 0-140% der Norm

Verwendetes Gerinnungsmessgerdt: BCS, Dade Behring Marburg, Germany

Verwendete Reagenzien und Chemikalien:

- bovines Thrombin-Reagenz, lyophilisiert (gefriergetrocknet), mit Zusatz von Heparin,
Mannit, Aprotinin, NaCl

- Substrat-Reagenz, lyophilisiert: Tosylglycyl-Prolyl-Arginyl-5-Amino-2-
Nitrobenzoesédure-Isopropylamid

- Pufferlésung: Tris, Nacl, pH: 8,2

- Human-ATIII-Standard-Plasmen

- Essigsiure 20%

- NaCl

4.4.2.2. Thrombin-Antithrombin III-Komplex (TAT)

verwendetes Messkit:

Enzygnost TAT micro, Dade Behring Marburg, Germany

Testausfiihrung: Es handelte sich um ein Enzymimmunoassay nach dem Sandwich-Prinzip

zur in-vitro-Bestimmung des Human-Thrombin/Antithrombin III Komplex (TAT).

Wihrend der ersten Inkubation band sich das in der Probe vorhandene TAT an die
Kaninchen-Antikorper gegen Human-Thrombin, die an der Oberfliche der Mikrotiterplatte
fixiert waren. Nach einer Inkubation von 15min bei 37°C und zweimaligem Waschen wurden
in einer 2. Reaktion Peroxidase-konjugierte Antikorper gegen Human-ATIII an die freien
ATIII Determinanten gebunden. Die iiberschiissigen Enzym-konjugierten Antikorper wurden
ausgewaschen. Zuletzt wurden 100ul der Chromogen-Puffer/Substrat Losung hinzugefiigt
und bei Raumtemperatur unter Lichtschutz 30min inkubiert. Die enzymatische Farbreaktion
wurde mit 100ul Stopplosung gestoppt.

AnschlieBend wurde die Extinktion bei einer Wellenlinge von 492nm photometrisch
gemessen. Diese war direkt proportional zur TAT-Konzentration der Proben. Aus den TAT-
Standard-Plasmen S1-S4 (Konzentrationsbereich von 2-60ug/l) wurde eine Referenzkurve
erstellt, an der die TAT-Konzentration der Proben ermittelt werden konnte.

Referenzbereich: gesunde Erwachsene: 1,0-4,1ug/l, gesunde Schweine: 2,94/-1,2
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Messbereich: 2-60 g/l
Verwendetes Gerinnungsmessgerdt: Mikrotiterplattenreader Dynatech, MR 7000 (Dynatech,
Denkendorf)

Verwendete Reagenzien und Chemikalien:

- Enzymogast TAT micro: mit Kaninchen-Antikorper gegen Human-Thrombin
beschichtete Mikrotiterplatten

- Anti-Human-ATIII/POD-Konjugat: Anti-Human-ATIII, Peroxidase-konjugiert,
Kaninchen

- Konjugat-Puffer: Tris-Pufferlosung (50mmol/l), BSA

- TAT-Standard-Plasmen S1-S4 (human): Konzentrationsbereich 2-60ug/1

- Proben-Puffer (TAT): Tris-Pufferlosung (100mmol/l), Tween (10ml/1), EDTA(37g/1)

- Waschlosung POD (konzentrat): Tween-haltige (18g/1) Phosphat-Pufferlosung
(90mmol/T)

- Puffer/ Substrat POD: Wasserstoffperoxid (0,3g/1) in Citrat-Pufferlésung

- Chromogen POD: o-Phenylendiamin-Dihydrochlorid

- Stopplosung POD: 0,5N Schwefelsdure

4.4.2.3. Fibrinspaltprodukte (D-Dimere)

Verwendetes Messkit: Asserachrom D-Dimer, Roche Diagnostics, Mannheim, Germany

Testausfiihrung: Es handelte sich um einen Sandwich-Test. Bei der ersten immunologischen
Reaktion band der auf den Mikrotitrationsstreifen fixierte spezifische Anti-Fragmin-D-
Antikorper (Kaninchen) die Fibrinspaltprodukte der Probe, reagierte aber nicht mit
Fibrinogen und dessen Spaltprodukten.

D-Dimere besitzen mehrere antigene Determinanten. Daher wurden in der anschlieBenden 2.
Immunreaktion mit Peroxidase-markierten anti-FDP-D-Antikérpern Sandwichkomplexe
gebildet, deren Menge proportional zum D-Dimer-Gehalt der Probe war.

Im nachfolgenden Waschschritt (Trennung von gebundenem und freiem Antigen) wurde das
nicht gebundene Peroxidase-Konjugat entfernt. Die Aktivitit der wandgebundenen
Peroxidase wurde photometrisch nach Zufiigen von Harnstoffperoxid und Chromogen-o-
Phenylendiamin bestimmt.

Referenzbereich: gesunde Erwachsene: < 400ng/ml

Messbereich: 10-1150 ng/ml
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Verwendetes Gerinnungsmessgerdt: Mikrotiterplattenreader Dynatech, MR 7000 (Dynatech,
Denkendorf)

Verwendete Reagenzien und Chemikalien:

spezifischer, an Peroxidase gekoppelter, anti-Fragment-d-Antikorper (Kaninchen)
- Chromogen POD: o-Phenylendiamin-Dihydrochlorid

- konzentrierter Phosphatpuffer

- konzentrierte Waschlésung

- D-Dimer-Standard Losung (zur schrittweisen Verdiinnung)

4.4.2.4. Prothrombinfragmente 1+2 (F1+F2)

verwendetes Messkit: Enzygnost F1+2 micro, Dade Behring Marburg, Germany

Testausfiihrung: Es handelte sich um ein Enzymimmunoassay nach dem Sandwich-Prinzip

zur in-vitro-Bestimmung der Human-Prothrombin-Fragmente F1+F2.

Wihrend der ersten Inkubation band sich das in der Probe vorhandene TAT an die
Kaninchen-Antikorper gegen Human-F1+F2, die an der Oberfliche der Mikrotiterplatte
fixiert waren. Nach einer Inkubation von 15min bei 37°C und zweimaligem Waschen wurden
in einer 2. Reaktion Peroxidase-konjugierte Antikorper gegen Human-Prothrombin an die
freien F1+F2 Determinanten gebunden. Die iiberschiissigen Enzym-konjugierten Antikorper
wurden ausgewaschen. Zuletzt wurden 100ul der Chromogen-Puffer/Substrat Losung
hinzugefiigt und bei Raumtemperatur unter Lichtschutz 15min inkubiert. Die enzymatische
Farbreaktion wurde mit 100ul Stopplosung gestoppt.

AnschlieBend wird die Extinktion bei einer Wellenldnge von 492nm photometrisch gemessen.
Diese ist direkt proportional zur F1+F2 Konzentration der Proben. Aus den F1+F2-Standard-
Plasmen S1-S4 (Konzentrationsbereich von 0,04 bis 10nmol/l) wurde eine Referenzkurve
erstellt, an der die F1+F2-Konzentration der Proben ermittelt werden konnte.
Referenzbereich: gesunde Erwachsene: 0,4-1,1nmol/1

Messbereich: 0,04-10nmol/l

Verwendetes Gerinnungsmessgerdt:Mikrotiterplattenreader Dynatech, MR 7000 (Dynatech,
Denkendorf)

Verwendete Reagenzien und Chemikalien:

- Enzymogast F14+F2 micro: mit Kaninchen-Antikorper gegen Human- F1+F2

beschichtete Mikrotiterplatten
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- Anti-Prothrombin/POD-Konjugat: Anti-Human-Prothrombin, Peroxidase-Konjugat
vom Kaninchen

- Konjugat-Puffer: Tris-Pufferlosung (50mmol/l), BSA

- F1+F2 Standards S1-S4 (human): Konzentrationsbereich 0,04-10nmol/l

- Proben-Puffer (F1+F2): Tween-haltige Tris-Pufferlosung, NaCl

- Waschlosung POD (Konzentrat): Tween-haltige (18g/1) Phosphat-Pufferlosung
(90mmol/T)

- Puffer/ Substrat POD: Wasserstoffperoxid (0,3g/1) in Citrat-Pufferlésung

- Chromogen POD: o-Phenylendiamin-dihydrochlorid

- Stopplosung POD: 0,5N Schwefelsdure

4.4.3. Bestimmung der Zytokine

Verwendete Messkits:

1) Biosource, USA: Swine IL-4 CytoSets, 10-Plate Format

2) Biosource, USA: Multispecies TGF-§ CytoSets, 10-Plate Format porcine TNF-a/ TNFSFIA
Inhalt:

- Monoantikorper

- biotinylierter Detektions-Antikdrper

- Standards

- Streptavidin HRP-Konjugat

- die folgenden Chemikalien und Reagenzien:
Chemikalien und Reagenzien:
PBS-Puffer (Phosphate Buffered Saline):

- 8,0g NaCl

- 1,42g Na2PO4

- 0,2g KH,PO4

- 0,2g KCl

- auffiillen zu 11 mit destilliertem H,O, pH7.,4

Blockerlosung:
- PBS-Puffer + 5,0g bovines Serum-Albumin (BSA)
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Standardverdiinnungspuffer:
- PBS
- 0,5g BSA
- Iml Tween 20

Waschpuffer:
- 9,0g NaCl
- Iml Tween 20

- @.S. zu 11 mit destilliertem H,O

Stoppldsung:
- 1,8 NH,SOq4

Testausfiihrung: Die Bestimmung der Zytokine (IL-4, IL-6, IL-10, TGF-B, TNF-a) aus den

Seren erfolgte mittels eines Doppelsandwich-ELISA.

Im ersten Schritt wurden 96-Well-Mikrotiterplatten von hoher Proteinbindungskapazitit mit
100u1 der jeweiligen monoklonalen Antikorperverdiinnung (PBS) beschichtet. Diese wurden
tiber Nacht bei 4°C inkubiert.

Am néchsten Tag wurden die Antikorper von den Platten aspiriert und auf Absorberpapier
von iiberschiissiger Fliissigkeit befreit. Darauthin wurden 300ul Blockerldsung zu jeder Platte
hinzugegeben und diese iiber 2h bei Raumtemperatur inkubiert, um freie Bindungsstellen zu
blockieren. Gemall der Herstellerinformation wurden die Platten danach 3-4mal mit 400ul
Waschpufferlosung pro Well gewaschen.

Im nichsten Schritt wurden 100ul der Serumproben sowie 100ul der jeweils mit dem
Standardverdiinnungspuffer verdiinnten Zytokin-Standards hinzugegeben. Die schrittweise
Verdiinnung erfolgte jeweils in einem Verhiltnis von 1:2. Es folgte eine Inkubation iiber 2h.
Wihrend dieser Zeit band der an die Platte gebundene Antikérper das in der Probe
vorhandene Antigen. Daraufthin wurden 50ul des biotinylierten Detektions-Antikorpers (in
entsprechender Verdiinnung) in die Mikrotiterplatten pipettiert. Dieser zweite Antikorper
band sich ebenfalls an das Antigen, so dass ein AntikOrper-Antigen-Antikorper Komplex
entstand. Die Platten wurden abermals iiber 2h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Ablauf

der Inkubationsphase wurden die Platten erneut 3mal gewaschen. Die ungebundenen
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Bestandteile der Probe wurden dadurch entfernt, zuriick blieb nur das am (coating-)
Antikorper gebundene Antigen.

Nach dem Waschen wurden pro Well 100ul einer Avidin-Peroxidase (Streptavidin-HRP) in
jeweils geforderter Verdiinnung hinzugegeben und die Platten tiber 30min unter stindigem
Schiitteln inkubiert.

Durch erneutes Waschen der Platte wurde der iiberschiissige zweiter Antikdrper weg-
gewaschen und danach 100ul des Chromogens TMB (Tetramethylbenzidin) pro Well
hinzugegeben. Es wurde wiederum iiber 30min inkubiert. Dann wurde die Farbreaktion mit
100ul Stopperlosung gestoppt. AnschlieBend wurde im ELISA-Reader die optische Dichte bei

450nm gemessen.

4.4.4. Statistik

Die statistischen Berechnungen und die graphischen Darstellungen wurden mit Hilfe der
Computerprogramme SigmaStat® bzw. SigmaPlot® (Jandel Scientific Corp., Calif.)
vorgenommen. Alle Werte wurden auf Normalverteilung und Varianzgleichheit gepriift. Die
Ergebnisse der Zeitpunktvergleiche innerhalb einer Gruppe wurden mit Hilfe des One Way
Repeated Measures ANOVA bzw. dem Friedman Repeated Measures ANOVA on Ranks
getestet. Mit der ,,Kruskal-Wallis analysis of variance on ranks* wurden die verschiedenen
Gruppen gegeneinander verglichen. Signifikante Anderungen wurden mit Hilfe der Dunn’s
Methode ermittelt. Bei allen Tests wurde ein Signifikanzniveau von P<0.05 festgelegt. Die
Shamgruppe wurde als Kontrollgruppe jeweils gegen alle anderen Messwerte der Versuchs-

reihe getestet.
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5. Ergebnisse

5.1. Klinische Observation

5.1.1. Intraoperativer Verlauf
Alle 30 Schweine iiberlebten die Operation. Chirurgische Komplikationen oder Blutungen,
die zum Abbruch der Operation gefiihrt hitten, blieben aus. Respiratorische Insuffizienz oder

klinische Zeichen einer Hypothermie traten nicht auf.

5.1.2. Intraoperative Komplikationen

Es kam bei allen Tieren wihrend und nach der Kryotherapie zu bereits beschriebenen
Leberkapseleinrissen (Crackings). Durch rasches Ubernihen konnte die Komplikation
beherrscht werden. Bei einem Schwein aus Gruppe 4 trat nach Narkoseeinleitung und ZVK-
Anlage ein Kammerflimmern auf. Nach einmaligem Defibrillieren mit 240J kehrte die
Herzaktion in einen Sinusrhythmus zuriick. Ein Schwein aus Gruppe 3 entwickelte durch eine
Fehllage des ZVK einen Serothorax rechts, worauthin 21 Fliissigkeit aus diesem Areal

abpunktiert und die Fehllage des ZVK korrigiert wurden.

5.1.3. Postoperativer Verlauf

Alle Tiere wurden nach Beendigung der Operation bei suffizienter Spontanatmung extubiert
und iiber 6h 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 0,6ml
Heparin gespiilt. Weitere Medikamente wurden nicht verabreicht. Spitestens 4h nach der
Operation wurde Spontanurin produziert. Mit Ausnahme eines Schweins aus Gruppe 1 und
zwei Schweinen aus Gruppe 2 waren 24h spiter normale Nahrungsaufnahme und Defédkation
moglich. Komplikationen wie Leberversagen, Blutungen, Wundheilungsstorungen, Peritonitis

oder Gallelecks blieben aus.

5.1.4. Postoperative Komplikationen

Nach der Operation wurden Komplikationen bei Tieren aus folgenden Therapiegruppen

festgestellt:
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Gruppe 1:

Ein Schwein dieser Gruppe wurde mit Exitus letalis am 1. POD aufgefunden. Die Obduktion
ergab keinen Hinweis auf die Todesursache. Es wird angenommen, dass nach zu raschem
Entlassen des Schweins in den Stall ein Narkoseiiberhang zum Tode gefiihrt hat.

Gruppe 2:

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 Fasziendehiszenz im Laparotomiegebiet am 2.
POD aufgefunden. Es erfolgte eine problemlose Revision in Kurznarkose.

Gruppe 3,4 und 5:

Es traten keine Komplikationen auf.
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5.2. Hamatologische und biochemische Parameter

5.2.1. Gerinnungsparameter

Abb.9a.1: Doppelter Frierzyklus versus einfachen Frierzyklus und Shamgruppe
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Abb.9a.2: Frierzyklus unter Aprotiningabe versus einfachen Frierzyklus und Shamgruppe
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Abb.9a.3: Frierzyklus unter SVC versus einfachen Frierzyklus und Shamgruppe
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—o— Gruppe 2: 2x7,5 min Frieren
—Oo— Gruppe 3: 15 min Frieren

—o— Gruppe 4: 15 min Frieren + SVC

Abb.9a: Thrombin-Antithrombin-ITI-Komplex

O=p<0.05vs ,,Base“, $=p < 0.05 vs ,,6h“, += p < 0.05 vs ,24h“, #: p <0.05 vs ,, 3d*,
S=p < 0.05vs ,,7d*, *=P > 0,05 zu bestimmtem Zeitpunkt im Gruppenvergleich
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Abb 9b.1:Doppelter Frierzyklus versus einfachen Frierzyklus und Shamgruppe
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Abb.9b.3: Frierzyklus unter SVC versus einfachen Frierzyklus und Shamgruppe
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Abb.9b: Thrombin-Antithrombin-III-Komplex unter Normierung der Ausgangswerte auf 100 %
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Abb10a.1:Doppelter Frierzyklus versus einfachen Frierzyklus und Shamgruppe
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Abb.10a.2: Frierzyklus unter Aprotiningabe versus einfachen Frierzyklus und Shamgruppe
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Abb.10a.3: Frierzyklus unter SVC versus einfachen Frierzyklus und Shamgruppe
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Abb.10a: Antithrombin ITI
O=p<0.05vs,Base“, +=p <0.05 vs ,,24h“, #: p < 0.05 vs ,,3d“, S=p < 0.05 vs ,, 7d “

*=P > 0,05% zu

bestimmtem Zeitpunkt im Gruppenvergleich
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Abb.10b.1: Doppelter Frierzyklus versus einfachen Frierzyklus und Shamgruppe
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Abb.10b.2: Frierzyklus unter Aprotiningabe versus einfachen Frierzyklus und Shamgruppe
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Abb.10b.3: Frierzyklus unter SVC versus einfachen Frierzyklus und Shamgruppe
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Abb. 10b: Antithrombin IIT unter Normierung der Ausgangswerte auf 100%
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Abb.11.1.Doppelter Frierzyklus versus einfachen Frierzyklus und Shamgruppe
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Abb.11.2: Frierzyklus unter Aprotiningabe versus einfachen Frierzyklus und Shamgruppe
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Abb.11.3: Frierzyklus unter SVC versus einfachen Frierzyklus und Shamgruppe
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Abb.11: D-Dimere unter Normierung der Ausgangswerte auf 100 %

*=P > 0,05% zu bestimmtem Zeitpunkt im Gruppenvergleich
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Abb 12a.1:Doppelter Frierzyklus versus einfachen Frierzyklus und Shamgruppe
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Abb.12a.3: Frierzyklus unter SVC versus einfachen Frierzyklus und Shamgruppe
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Abb.12a: Prothrombinfragmente F1+F2
O=p<0.05vs,Base“, +=p <0.05 vs ,,24h“, #: p < 0.05 vs ,,3d*“, S=p < 0.05 vs ,, 7d “
*=P > 0,05% zu bestimmtem Zeitpunkt im Gruppenvergleich
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Abb.12b.1: Doppelter Frierzyklus versus einfachen Frierzyklus und Shamgruppe
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Abb.12b.2: Frierzyklus unter Aprotiningabe versus einfachen Frierzyklus und Shamgruppe
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Abb.12b.3: Frierzyklus unter SVC versus einfachen Frierzyklus und Shamgruppe
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Abb.12b: Prothrombinfraggmente F1+F2 unter Normierung der Ausgangswerte auf 100 %
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5.2.1.2. Auswertung des Verlaufs der Gerinnunsparameter

Nach Bestimmmung der Gerinnungs-Parameter wurden die Ergebnisse jeweils innerhalb
einer Gruppe untersucht und die Daten der einzelnen Messtage miteinader verglichen. Es wird
zusitzlich auf Ahnlichkeiten sowie Unterschiede gegeniiber den anderen Gruppen
hingewiesen. Eine Errechnung der statistischern Unterschiede im Vergleich der verschiedenen
Gruppen jeweils mit der Shamgruppe sowie mit der Gruppe nach einmaligen Frieren soll die
Unterschiede, die sich durch die verschiedenen Behandlungen ergaben, noch genauer

darstellen.

Normierung auf 100 %

Da die Ausgangswerte der Gerinnungsparameter der einzelnen Tiere und damit auch der
einzelnen Gruppen vor Beginn des kryochirurgischen Eingriffs trotz gleicher Ausgangslage
variierten, wurden zusitzlich alle Gruppen so dargestellt, dass der Ausgangswert jeweils bei

100% liegt. Dies dient zur Anschauung, Signifikanzen wurden nicht berechnet.

Thrombin-Antithrombin-Komplexe /TAT (Abb.9a/ 9.b)

1. Unterschiede innerhalb einer Gruppe zu verschiedenen Zeitpunkten

Die Shamgruppe startet mit einem TAT Wert von 27ug/l und zeigt von Beginn des
Experiments an einen leichten Abfall der TAT-Werte bis zum 3. Tag. Die Werte steigen bis
zum 7. Tag wieder leicht an, der letzte Wert liegt mit 6,6pg/l unter dem Ausgangsniveau
(Abb.9a.1).

Die Gruppe ,,15min Frieren“ startet mit einem TAT Wert von 18,1ug/l, zeigt einen
signifikanten TAT-Anstieg bis zur 1. postoperativen Stunde auf 53,7ug/ml und fillt dann ab.
Am 7. postoperativen Tag liegen die TAT-Werte mit 4,4ug/ml unter dem Ausgangsniveau
(Abb.9a.1).

Der doppelte Frierzyklus ,,2x15min Frieren* bewirkt einen dem einmaligen Frierzyklus
vergleichbaren Verlauf des TAT (Abb.9a.1).

Auch die Tiere in der mit Aprotinin behandelten Gruppe sowie die mit SCV behandelten
Tiere haben TAT-Werte deren Kurvenverlauf nicht wesentlich von den anderen Kryogruppen

abweicht (Abb.9a.2/3).
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2. Unterschiede an gleichen Zeitpunkten zwischen den verschiedenen Gruppen

Vergleich mit der Shamgruppe :

Alle Gruppen, die kryochirurgisch behandelt wurden, zeigen gegeniiber der Shamgruppe
einen signifikanten Anstieg der TAT-Werte drei Stunden postoperativ (Abb.9a.1/2/3).
Vergleich mit dem einmaligen Frierzyklus:

Es ergeben sich keine signifikanten Unterschiede beim Vergleich der Kryogruppen

untereinander.

3. Normierung auf 100% (Abb.9b)

Nach ,,15 min Frieren “ (Abb.9b.1) zeigt sich in dieser Darstellung der deutlichste TAT-
Anstieg von allen Gruppen, gefolgt von der Gruppe ,,2x7,5 min Frieren + SVC” (Abb.9b.3),
die nur leicht hohere TAT-Werte zeigt als die Tiere nach ,,2x7,5 min Frieren”. Die Gruppe der
mit Aprotinin behandelten Tiere (Abb.9b.2) zeigt den geringsten Werteanstieg von allen
kryochirurgisch behandelten Gruppen.

Antithrombin III/ATIII (Abb.10a/10b)

1. Unterschiede innerhalb einer Gruppe zu verschiedenen Zeitpunkten

Die Shamgruppe startet mit einem ATIII Wert von 96% und zeigt einen stetigen ATIII-Abfall
bis zum tiefsten Punkt am 1. postoperativen Tag (82%). Danach erfolgt ein steiler Anstieg.
Am letzten Messtag ist das Ausgangsniveau leicht iiberschritten (108%) ( Abb.10a.1).

Der einfache Frierzyklus ,,15 min Frieren* startet mit einem ATIII Wert von 112%, es
kommt wie bei der Shamgruppe zum Abfall der ATIII-Werte (91%), die Werte beginnen hier
aber bereits nach 30 Minuten wieder anzusteigen und liegen am 7. Tag leicht iiber dem
Ausgangsniveau (123%) (Abb.10a.1).

Beim doppelten Frierzyklus ,,2x15min Frieren* verhilt sich die Kurve fast identisch zur
Kurve nach einmaligem Frieren (Abb.10a.1).

Die mit Aprotinin behandelten Tiere zeigen bei einem Ausgangsniveau von 107% zunichst
ebenfalls den raschen Abfall der ATIII-Werte bis zur 1. postoperativen Stunde (bis auf 85%).
Dann kommt es zu einem deutlich geringeren Kurvenanstieg von der 1. postoperativen
Stunde bis zum 1. Tag als bei den anderen Kryogruppen. Nach dem 1. Tag erfolgt ein steiler
Anstieg bis zum Erreichen des Ausgangsniveaus nach 7 Tagen (117%) (Abb.10a.2).
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Die mit SVC behandelten Tiere zeigen bis zur ersten Stunde einen vergleichbar deutlichen
ATIII-Abfall wie die Shamgruppe. Nach 3 Stunden erfolgt der weitere Verlauf dann nahezu
identisch mit dem einfachen Frierzyklus (Abb.10a.3).

2. Unterschiede an gleichen Zeitpunkten zwischen den verschiedenen Gruppen

Vergleich mit der Shamgruppe:

Die Shamgruppe zeigt gegeniiber allen anderen Gruppen signifikant niedrigere ATIII-Werte
am 1. Tag.

Vergleich mit dem einmaligen Frierzyklus:

Nach ,,15 min Frieren* sind keine signifikanten Unterschiede des ATIII-Verlaufs beim

Vergleich mit den weiteren Gruppen erkennbar.

3. Normierung auf 100% (Abb.10b)

Durch die Normierung auf 100% zeigt die Shamgruppe bis zur 6. postoperativen Stunde
die hochsten ATIII-Werte, es kommt auch hier zum Abfall der ATIII-Werte bei den mit
Aprotinin behandelten Tieren am 1. Postoperativen Tag, die ATIII-Werte der Shamgruppe
und die der Gruppe nach einmaligem Frieren liegen hier aber auf dem gleichen Niveau

(Abb.10.b.2).

D-Dimere (Abb.11)

1. Unterschiede innerhalb einer Gruppe zu verschiedenen Zeitpunkten

Die Messergebnisse der D-Dimere mussten auf 100% normiert werden, da die Tiere stark
variierende Ausgangswerte zeigten. Das Ausgangsniveau ist jeweils 100% (Abb.11.1). Beim
Vergleich der einzelnen Messpunkte jeweils einer Gruppe ergaben sich keine statistischen
Signifikanzen.

Die Shamgruppe zeigt bis zum 3. Tag einen nahezu horizontalen Verlauf und steigt dann bis
zum 7. Tag deutlich iiber das Ausgangsniveau an (136%) (Abb.11.1).

,»15 min Frieren* bewirkte einen Abfall der Werte unter die Werte der Shamgruppe ab 30
Minuten postoperativ. Nach 6 Stunden erfolgt ein leichter Anstieg, das Ausgangsniveau der
D-Dimere bleibt jedoch unterschritten (94%) (Abb.11.1).

Die mit dem doppelten Frierzyklus behandelten Tiere zeigen im Gegensatz zum einfachen

Frierzyklus einen leichten Anstieg der D-Dimere iiber die der Shamgruppe. Die Werte steigen
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direkt zu Beginn des Experiments an und halten sich wihrend der Folgezeit bei 112-126%.
Am 7. Tag liegen sie noch leicht iiber dem Ausgangsniveau (109%) (Abb.11.1).

Die mit Aprotinin behandelten Tiere reagieren zunéchst noch deutlicher als nach Behandlung
mit dem doppelten Frierzyklus mit einen Anstieg der D-Dimere. Diese liegen deutlich tiber
den Werten der Shamgruppe (141%). Auch hier erfolgt ein Abfall der Werte zwischen dem 3.
und 7. postoperativen Tag bis auf das Ausgangsniveau (96%) (Abb.11.2).

Die SVC-Gruppe zeigt einen nahezu linearen Werteanstieg bis zum 3. postoperativen Tag,
erreicht hier den hochsten Wert aller Gruppen (158%), fillt dann bis zum 7. Tag wieder leicht
ab, bleibt aber deutlich iiber dem Ausgangsniveau (125%) (Abb.11.1).

2. Unterschiede an gleichen Zeitpunkten zwischen den verschiedenen Gruppen

Vergleich mit der Shamgruppe:

Der doppelte Frierzyklus sowie die Behandlung mit Aprotinin und SVC bewirken rasch einen
Anstieg der Werte iiber die der Shamgruppe. Am 7. postoperativen Tag liegen dagegen die D-
Dimer-Werte der Shamgruppe am hochsten von allen Gruppen. Nach einmaligem Frierzyklus
liegen die Werte nach 30 min bis zum letzten Melitag unter denen der Shamgruppe
(Abb.11.1/2/3).

Vergleich mit dem einmaligen Frierzyklus:

Es ergibt sich nach einmaligem Frieren ein statistisch signifikanter Unterschied nach der 6.
postoperativen Stunde zu den mit Aprotinin behandelten Tieren. Letztere zeigen deutlich
hohere D-Dimer-Werte (Abb.11.1). Am 7. postoperativen Tag treffen sich die Ergebnisse der
beiden Gruppen in fast exakt dem gleichen Punkt, wobei die D-Dimere knapp unter dem
Ausgangsniveau liegen und damit tiefer als bei allen anderen Gruppen. Deutlich erhoht
gegeniiber dem einfachen Frierzyklus bleibt dagegen der letzte Messwert nach Behandlung

mit ,,15 min Frieren + SVC*“(Abb.11.3).

Prothrombinfragmente F1+F2 (Abb.12a/12b)

1. Unterschiede innerhalb einer Gruppe zu verschiedenen Zeitpunkten

Die Shamgruppe beginnt mit einem FI1+F2 Wert von 0,043nmol/l und zeigt einen nahezu
horizontalen Verlauf. Am 7. Tag liegen die Werte auf dem Ausgangsniveau (0,042nmol/l)
(Abb.12a.1).

Die Gruppe ,,15 min Frieren* geginnt mit einem F1+F2 Wert von 0,035 nmol/l, zeigt dann

einen leichten Abfall von F1+F2 bis zum 3. postoperativen Tag, woraufhin die Werte wieder
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deutlich ansteigen und am 7. postoperativen Tag iiber dem Ausgangsniveau liegen
(0,041nmol/l) (Abb.12a.1).

Die mit dem doppelten Frierzyklus behandelten Tiere brginnen mit einem F1+F2-Wert von
0,041nmol/l. Es zeigt sich ein dhnlicher Kurvenverlauf wie beim einfachen Frierzyklus,
jedoch liegt der letzte Wert leicht unter dem Ausgangsniveau (0,032nmol/l) (Abb.12a.1).

Die mit Aprotinin behandelten Tiere starten mit einem Ausgangswert von 0,045nmol/l, zeigen
dann im Gegensatz zu den zuvor beschriebenen Gruppen einen leichten Anstieg von F1+F2
(bis auf 0,050nmol/l), der sich konstant bis zur 3. postoperativen Stunde hilt. Darauthin
erfolgt ein Abfall der Werte bis leicht unter das Ausgangsniveau (0,039nmol/l)(Abb.12a.2).
Die SVC-Gruppe hat einen F1+F2-Ausgangswert von 0,044nmol/l und zeigt dann einen sehr
deutlichen Anstieg der Werte bis zur ersten postoperativen Stunde auf 0,070nmol/l. Es folgt
dann bis zum 7. postoperativen Tag ein stetiger F1+F2-Abfall bis auf das Ausgangsnivieau

(0,041) (Abb.12a.3).

2. Unterschiede an gleichen Zeitpunkten zwischen den verschiedenen Gruppen

Vergleich mit der Shamgruppe:

Nach ,,15min Frieren* sowie ,,2x15 min Frieren* ergeben sich signifikant niedrigere F1+F2-
Werte ab der 3. postoperativen Stunde als in der Shamgruppe. Nach Behandlung mit SVC
zeigt sich dagegen direkt nach Beginn der Messungen ein deutlicher Anstieg der F1+F2-
Werte iiber die der Shamgruppe. Die Aprotiningruppe zeigt nur einen leichten Anstieg bis zur
3. postoperativen Stunde iiber die F1+F2-Werte der Shamgruppe.

Vergleich mit dem einmaligen Frierzyklus:

Nach 3 Tagen ergeben sich signifikant hohere F1+F2-Werte bei den mit Aprotinin und SVC

behandelten Tieren als nach einmaligem Frieren (Abb.12a.2/3).

3. Normierung auf 100% (Abb.12.b)

Hier bestitigen sich die fiir die nicht normierten F1+F2 Werte vorbeschriebenen Verlaufe,
Nach ,,2x7,5* min Frieren zeigen sich die niedrigsten Werte, nach ,,15 min Frieren + SVC*
kommt es zu einem deutlichen Anstieg von F1+F2 direkt nach Beginn des kryochirurgischen

Eingriffs.
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5.2.2. Pro- und antiinflammatorische Zytokine

Abb.13.1: Doppelter Frierzyklus versus einfachen Frierzyklus und Shamgruppe
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Abb.13.2: Frierzyklus unter Aprotiningabe versus einfachen Frierzyklus und Shamgruppe
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Abb. 13.3: Frierzyklus unter SVC versus einfachen Frierzyklus und Shamgruppe
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Abb.13: Interleukin-6
O=p < 0.05 vs ,,Base*, p=p < 0.05 vs ,,Cryo , Y=p <0.05 vs ,,I1h“, +=p < 0.05 vs ,,24h*, #: p < 0.05 vs

,3d“, *=P > 0,05 zu bestimmtem Zeitpunkt im Gruppenvergleich
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40 Abb.14.1: Doppelter Frierzyklus versus einfachen Frierzyklus und Schamgruppe
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Abb.14.2: Frierzyklus unter Aprotiningabe versus einfachen Frierzyklus und Shamgruppe
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Abb. 14.3: Frierzyklus unter SVC versus einfachen Frierzyklus und Shamgruppe
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Abb.14: Interleukin-4
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Abb.15.1: Doppelter Frierzyklus versus einfachen Frierzyklus und Shamgruppe
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Abb.15.2.: Frierzyklus unter Aprotiningabe versus einfachen Frierzyklus und Shamgruppe
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50 Abb.15.3: Frierzyklus unter SVC versus einfachen Frierzyklus und Shamgruppe
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Abb.15: Interleukin-10
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Abb.16.1: Doppelter Frierzyklus versus einfachen Frierzyklus und Shamgruppe
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Abb.16.2: Frierzyklus unter Aprotiningabe versus einfachen Frierzyklus und Shamgruppe
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Abb.16.3: Frierzyklus unter SVC versus einfachen Frierzyklus und Shamgruppe
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Abb.16: TGF-B
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5.2.1.2. Auswertung des Verlaufs der Immunologischen Parameter

Nach Bestimmmung der immunologischen Parameter wurden die Ergebnisse jeweils
innerhalb einer Gruppe untersucht und die Daten der einzelnen Messtage miteinander
verglichen. Es wird zusitzlich auf Ahnlichkeiten sowie Unterschiede gegeniiber den anderen
Gruppen hingewiesen. Eine Errechnung der statistischen Unterschiede im Vergleich der
verschiedenen Gruppen jeweils mit der Shamgruppe sowie mit der Gruppe nach einmaligem
Frieren soll die Unterschiede, die sich durch die verschiedenen Behandlungen ergaben, noch

genauer darstellen.

Interleukin-6 (Abb.13.1)

1. Unterschiede innerhalb einer Gruppe zu verschiedenen Zeitpunkten

Bei der Shamgruppe liegt der IL-6-Wert vor dem Eingriff bei Null, danach kommt es zu
einem geringen Anstieg des IL-6 bis zur 3. postoperativen Stunde (160 pg/ml). Ab dem 3.Tag
war wieder kein IL-6 in den Proben messbar. (Abb.13.1).

Vor dem einmaligen Frieren zeigten die Tiere IL-6-Werte von 86 pg/ml Bis zur 1.
postoperativen Stunde kommt es auch hier zu einem leichten Werteanstieg bis auf 120pg/ml
und anschlieBend zu einem leichten Abfall. Am 7. Tag liegt der IL-6-Wert mit 307pg/ml
deutlich iiber dem Ausgangsniveau.

Vor dem doppelten Frierzyklus liegen die IL-6 Werte in dieser Gruppe bei 35pg/ml, steigen
bis zur 6. postoperativen Stunde deutlicher an als beim einmaligen Frierzyklus (auf 240
pg/ml), fallen dann wieder ab und liegen am 7. Tag mit 140pg/ml tiber dem Ausgangsniveau
(Abb.13.1).

Vor der Behandlung der Tiere mit Aprotinin wurden sehr hohe IL-6-Werte gemessen
(292mg/ml). Nach Beginn der Kryotherapie kommt es zu einem signifikanten Anstieg von
IL-6, der im Vergleich zu allen anderen Gruppen am deutlichsten ausgeprégt ist (712mg/ml
nach der 6. postoperativen Stunde). Die IL-6-Werte fallen dann relativ steil bis zum 3.
postoperativen Tag ab und steigen bis zum 7. Tag wieder iiber das Ausgangsniveau an (auf
489mg/ml) (Abb.13.2).

Vor der Behandlung mit SVC wurde wie bei der Shamgruppe kein IL-6 in den Proben
gemessen. Es kommt dann zu einem signifikanten Werteanstieg bis zur 3. postoperativen
Stunde auf 348pg/ml. Dann erfolgt ein Abfall bis auf das Ausgangsniveau und ein erneuter

IL-6-Anstieg bis auf 307pg/ml am 7. postoperativen Tag (Abb.13.3).
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2. Unterschiede an gleichen Zeitpunkten zwischen den verschiedenen Gruppen

Vergleich mit der Shamgruppe:

Die Shamgruppe zeigt 3 Stunden postoperativ signifikant hohere Werte verglichen mit dem
einmaligen Frierzyklus, nach 6 Stunden fallen die IL-6-Werte jedoch ab und liegen zuletzt
unter denen nach einmaligem Frieren. Verglichen mit der Behandlung mit dem doppelten
Frierzyklus zeigen sich in der Shamgruppe bereits nach 3 Stunden signifikant niedrigere
Werte (Abb.13.1). Auch die mit Aprotinin und SVC behandelten Tiere haben bis 6 Stunden
postoperativ signifikant erhohte IL-6 Werte verglichen mit der Shamgruppe.

Vergleich mit dem einmaligen Frierzyklus:

Die Kurve der mit dem einmaligen Frierzyklus behandelten Tiere verlduft deutlich flacher als
die Kurve nach Behandlung mit SVC und Aprotinin. Der Unterschied ist jeweils nach der 3.
und 6. postoperativen Stunde statistisch signifikant. Am 7. postoperativen Tag ergibt sich
erneut ein statistisch signifikant geringerer IL-6-Wert als nach Behandlung mit SVC, auch die
Werte der Aprotiningruppe bleiben am letzten Tag leicht iiber denen nach einmaligem
Frieren. Nach doppeltem Frierzyklus sind die IL-6-Werte nach der 6. postoperativen Stunde

signifikant hoher als nach einmaligem Frieren.

2.2.2.1L-4 (Abb.14)

Die IL-4-Werte zeigen in allen Gruppen @hnliche Kurvenverldufe mit geringen Kurven-An-
und Abstiegen. Es zeigen sich in keinem Fall signifikante Verdnderungen. Die mit einfachem
Frierzyklus behandelten Tiere zeigen vom 3.-7. postoperativen Tag stark variierende
Messergebnisse des IL.-4, es ergaben sich dabei einige sehr hohe Werte, die einen deutlichen
Kurvenanstieg in diesem Zeitraum bewirkten, aber auch einige sehr niedrigeWerte, was zu
einer hohen Standardabweichung fiihrte (Abb.14.1.).

Den deutlichsten Anstieg des IL.-4 Wertes zeigen die mit Aprotinin behandelten Tiere. Dieser
erfolgte bis zur 1. postoperativen Stunde. Bei den mit SVC behandelten Tieren konnte IL.-4 zu

keiner Zeit nachgewiesen werden (Abb.14.3).

2.2.3. IL-10 (Abb.15)

Die IL-10-Werte zeigen keine signifikanten Verdnderungen wihrend der Messzeit. Alle
Kurven folgen einem nahezu horizontalen Verlauf bis zum letzten Messtag. Die mit SVC
behandelten Tiere zeigen dagegen am 7. Tag einen starken Anstieg des IL-10, allerdings

besteht hier auch eine hohe Varianz der Werte(Abb.15.3).
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2.2.4. TGF-B (Abb.16)

Die Ergebnisse von TGF-B sind zwischen allen Gruppen auBer beim einfachen Frierzyklus
recht dhnlich. Die Kurven verlaufen mit geringen Schwankungen relativ horizontal. Das
Ausgangsniveau liegt aufler beim einfachen Frierzyklus bei einem TGF- -Wert von ca. 10
pg/ml. Es kommt zu einigen Anstiegen der TGF-3-Werte bis auf maximal 25 pg/ml. Die mit
Aprotinin- und SVC-behandelten Tiere sowie die Shamgruppe erreichen am 7. Tag wieder
das Ausgangsniveau. Die mit dem doppelten Frierzyklus behandelten Tiere liegen am 7. Tag
bei 36 pg/ml. Beim einmaligen Frierzyklus ergibt sich gleich bei der ersten Messung ein
auffallend hoherer Wert als bei allen anderen Gruppen (108 pg/ml). Die Standard-
abweichungen sind in dieser Gruppe sehr hoch, es kommt zunichst zu einem Abfall der TGF-
beta-Werte auf ca. 53 pg/ml. Auf diesem Niveau hilt sich die Kurve bis zur 6. postoperativen

Stunde, dann steigen die TGF-B-Werte wieder an und erreichen am 7. Tag 89pg/ml.
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6. Diskussion

6.1. Tiermodell

Kryochirurgische Untersuchungen, wie die Kryochirugie der Leber, konnen an einer Vielzahl
von Modellen durchgefiihrt werden. Die meisten Studien wurden bis jetzt an in-vitro-
Modellen mit verschiedenen Tierlebern, in einem Wasserbad von 37°C unternommen,
welches die normale Korpertemperatur im Umfeld der Leber nachahmen sollte. Es zeigte sich
aber im Vergleich von verschiedenen Versuchen, in denen Kryochirurgie sowohl in vivo als
auch in vitro angewandt wurde, dass bei den in vitro Versuchen weitaus kiltere Temperaturen
erreicht wurden als in der durchbluteten Leber in vivo. Das allein zeigt schon, dass das
Zusammenspiel des ganzen Organismus einen Einfluss auf das AusmalBl der Kryolésion hat,
und es lédsst sich annehmen, dass die Kryolésion selbst ebenfalls systemische Wirkungen auf
den gesamten Organismus haben konnte. Der Nachteil von in vitro Modellen jedoch liegt 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 [117]. Versuche, die sich auf Zellen, Gewebe oder
Organe beschrianken, erlauben eine Betrachtungsweise [195], die sich eher auf spezifische
Ursache-Wirkungs-Beziehungen reduziert. Grundsitzlich muss die Wahl des Modells
problembezogen erfolgen [195], also abhédngig von den der Studie zugrundeliegenden
Fragestellungen und Hypothesen.

In dieser Studie interessieren wir uns besonders fiir die sich iiberlagernden, lokalen und
systemischen, positiven und negativen Riickkoppelungsmechanismen in der Regulation und
Kontrolle komplexer physiologischer oder pathophysiologischer Prozesse wihrend und nach
dem Friervorgang. Deshalb fiel unsere Wahl auf ein in vivo-Modell mit Schweinen. Aufgrund
der anatomischen und physiologischen Ahnlichkeiten zum Menschen werden Schweine
(Minipigs oder normale Hausschweine) in der medizinischen Forschung gerne als
Versuchstiere eingesetzt [166, 169, 181]. Biomedizinische Modelle sind oft beschrieben und
Publikationen iiber Anisthesie, Analgesie und iiber das prd- und postoperative Arbeiten mit
Schweinen zu Forschungszwecken sind zahlreich vorhanden [170, 171, 181].
Forschungsgebiete, in denen Schweine als Versuchstiere genutzt werden, umfassen unter

anderem die Anisthesiologie, die Kardiologie, die Pharmakologie, die Nephrologie, die
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Transplantationsmedizin und die Chirurgie. Da die Leber beim Menschen und beim Schwein
sehr @hnlich aufgebaut ist, sind diese Tiere fiir die leberchirurgische Forschung gut geeignet.
Die BlutgefidBversorgung entspricht derjenigen des Menschen. Wie beim Menschen bildet
eine Bindegewebskapsel die duflere Begrenzung der Leber [164]. Auch erlaubt das Schwein
als Versuchstier die intrahepatische Anwendung der Kryotherapie durch das in der Klinik
verfiigbare 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
des Applikationssets mit Dilatator, 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 [153], 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 [40, 122].

6.2. Narkose

Zur Primedikation wurden in dieser Studie Azaperon und Methomidate Hydrochlorid
injiziert. Azaperon ist ein oral applizierbares Neuroleptiokum vom Typ der Butyrophenone
mit langer Halbwertszeit, das zur Beruhigung unter anderem bei Schweinetransporten
gebriuchlich ist [49]. Die Narkoseeinleitung erfolgte mit Etomidate. AnschlieBend wurde die
Narkose mit Thiopental Natrium (Trapanal®) aufrechterhalten. Wegen des gewiinschten
sofortigen Wirkungseintritts kamen in dieser Studie intravends applizierbare Narkosemittel
zur Anwendung. Zalunardo [200] berichtet, dass alle gebrduchlichen intravendsen
Anisthetika zur Anisthesie bei Leberresektionen und Kryochirugie prinzipiell geeignet sind.
Grundsitzlich seien Medikamente besonders gut geeignet, deren Elimination unabhiingig vom
Leberblutfluss, der Enzymaktivitit und der Proteinbindung ist, da sie die Leber nicht belasten.
Die Clearance von Etomidate wird durch die Leberdurchblutung (Flow) limitiert. Aufgrund
dieser hepatischen Metabolisierung wurde die Anwendung auf die Narkoseeinleitung
begrenzt. Der Abbau von Trapanal® ist zwar von der Proteinbindung unabhiingig, aber von
der Leberenzymaktivitit abhingig [200]. Die wasserloslichen Bestandteile werden nach
Oxidation und Konjugation mit Glukuronsidure renal ausgeschieden. Wegen seiner nicht
beeinflussbaren Abbaukinetik wurde Trapanal® stark verdiinnt in 500 ml NaCl zugefiihrt.

Wihrend der Zufuhr erfolgt nach und nach eine Umverteilung des Medikaments aus dem



Diskussion 81

ZNS in andere Kompartimente (Muskulatur und Fettgewebe). Durch die Aufsittigung dieser
Kompartimente verringert sich der Bedarf, die Zufuhr des Medikamentes muss sich also
perioperativ immer an den aktuellen Anforderungen des Organismus orientieren [99]. Aus
diesem Grund wurde auch in unserer Studie die Infusionsgeschwindigkeit stets an die
Narkosetiefe angepasst. Durch die Umverteilung des Andsthetikums, vor allem in das
Fettgewebe, kommt es zu einer verlingerten Abbauphase, da sich dieses Gewebe nur
langsam, wieder entsittigt. Es wird also immer wieder Restanédsthetikum zum Abbau ins Blut
umverteilt. Daher besteht die Gefahr eines Narkosenachhanges, der im schlimmsten Fall zu
einem Atemstillstand fiihren kann. Bei einem Schwein der Gruppe 1 fiihrte wahrscheinlich
ein solcher Narkosenachhang zum Exitus Letalis am 1. POD. Bei allen anderen
Versuchstieren traten keine Probleme in dieser Hinsicht auf.

Als weitere Nebenwirkung von Trapanal® sei zu erwihnen, dass es am Herzen eine negativ
inotrope Wirkung zeigt, wodurch das Herzzeitvolumen abnimmt und die Herzfrequenz
reflektorisch ansteigt [98]. Ein Schwein aus der Gruppe 5 musste wegen Kammerflimmern
kardiovertiert werden. Diese Komplikation konnte von dem Anésthetikum mitverursacht

gewesen sein.

6.3. Komplikationen und Uberleben

Bei fast allen Tieren kam es intraoperativ zu etwas stirkeren Blutungen, wobei es sich um die
bereits beschriebenen parenchymalen Blutungen, die so genannten ,,Crackings* handelte [32,
150, 157, 190]. In allen Fillen war eine Blutstillung durch Naht und/oder Verwenden eines
Tabotamp® Vlieses moglich.

Wie im vorherigen Kapitel erwéhnt, wurde ein Schwein der Gruppe 1 mit Exitus letalis am 1.
POD aufgefunden. Ein Schwein der Gruppe 2 wurde am 5. POD tot aufgefunden. Die
Obduktion ergab als Todesursache einen hohen Diinndarmileus. Kahlenberg et al. berichten
ebenso von einem Todesfall nach Kryochirurgie der Leber bei Schweinen durch
Eingeweideobstruktion, bringen diese Komplikation aber nicht in Zusammenhang mit der
zuvor durchgefiihrten Leberkryochirurgie [79]. Weitere Autoren [192, 101] hatten keine
Todesfille nach Leberkryochirurgie bei Schweinen zu beklagen, jedoch waren auch die
postoperativen Nachbeobachtungszeitraume kiirzer und die Anzahl der therapierten Schweine
geringer. In einer Studie, die sich ausschlieBlich mit Komplikationen nach Kryochirurgie an
der Leber des Menschen befasst [157], ereigneten sich Ileus und Mesenterialinfarkt jeweils

mit einer Haufigkeit von 3%, bezogen auf die gesamte Komplikationsrate. Die Ursache dieser
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Komplikationshiufigkeit wurde nicht der Kryochirurgie zugeschrieben, da bei allen
abdominalchirurgischen Eingriffen, die die Mobilisation des Diinndarms erforderlich machen,

ein gewisses Risiko fiir postoperative Passagestorungen besteht.

6.4. Beobachtungszeitraum

Wir entschieden uns in dieser Studie fiir einen Beobachtungszeitraum von sieben Tagen nach
Kryotherapie, da Forschergruppen, die kryochirurgische Ergebnisse veroffentlichten,
Folgendes festsgestellt haben:

Die Abweichung der Serumlaborparameter und Gerinnungsfaktoren von den Normalwerten
ereignet sich in den ersten Tagen nach der Therapie. Danach werden wieder die
Ausgangswerte erreicht. Langanhaltende nachteilige Folgen durch die Abweichung sind nicht
tiblich [1, 30, 57, 63, 121, 129, 145, 150, 160, 167].

In Bezug auf die KryolédsionsgroBe wird, wie bereits erwihnt, berichtet, dass die Kryonekrose
wihrend der Tauphase, also noch intraoperativ, mit Odem und Roétung des Gewebes beginnt.
Wihrend der nidchsten Stunden kommt es zu vaskuldrer Stase, Thrombose und Ischimie.
Nach dem 2. und 3. POD ist die Kryoldsion komplett und erscheint histologisch wie ein
ischdamischer Infarkt. In dem darauf folgenden Zeitraum folgen Umbauprozesse, wie z.B. die
Angiogenese [8, 95, 145].

Die Zytokinwerte erreichen in dem Zeitraum zwischen 30 min (TNF-alpha, IL-6, TGF-beta)
und 24-48 (IL-4, IL-10) Stunden ihr Maximum [15, 47, 48].

6.5. Parameter

Bereits in der Einleitung wurde ausfiihrlich auf die verschiedenen, in dieser Arbeit ndher zu
betrachtenden, gerinnungs- und immunologischen Parameter eingegangen. In Bezug auf die
himostaseologischen Fragestellungen untersuchten wir Parameter, die auf eine abgelaufene
Blutgerinnung hinweisend sind, nimlich TAT, ATIII und die Thrombinspaltprodukte F1+F2
sowie Parameter, die dann erhoht nachweisbar sind, wenn es zu einer fibrinolytischen Aktion
gekommen ist. In diesem Falle sind die Fibrinspaltprodukte (D-Dimere) zu nennen. Durch die
nihere Betrachtung des Verlaufs dieser Parameter, erhofften wir uns Erkenntnisse iiber den
Einfluss der perioperativen Applikation des Serinproteaseinhibitors Aprotinin auf die
Gerinnung und Fibrinolyse. Dabei sollte auch eine mogliche Verdnderung der Parameter bei
zweimaligem Frieren, sowie bei limitiertem Leberblutfluss (SVC) dargestellt und diskutiert

werden.
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Zusitzlich sollten in dieser Studie die zwei verschiedenen Phasen der Immunreaktion des
Korpers niher betrachtet werden:

I. Die wunmittelbar nach einer Aktivierung auftretende proinflammatorische
Immunantwort, die wir anhand der Messung der Freisetzung der Zytokine IL-6, und
TNF-a, darstellen wollten.

2. Die Beobachtung der antiinflammatorischen Immunantwort anhand der Marker IL-4,
IL-10 und TGE-p.

Durch Abdeckung dieser beiden Bereiche erhofften wir uns Erkenntnisse iiber den Einfluss
von Aprotinin auf das immunologische Geschehen, sowie mogliche Riickschliisse auf eine
Interaktion zwischen dem hidmostaseologischen und dem immunologischen Geschehen

wihrend der kryochirurgischen Behandlung.

6.6. Methodik

Zur Bestimmung der Gerinnungsparameter wurden Kits benutzt, die eigentlich fiir Messungen
in humanem Citratblut hergestellt werden. Dies ist eine in der Forschung durchaus akzeptierte
MaBnahme. Die in unserer Studie verwandten Messkits wurden auf ihre Ubertragbarkeit auf
Schweineblut getestet [119, 184].

Die Cytokine TNF-o, IL-4, IL-6 und IL-10 wurden mit schweinespezifischen Testkits
bestimmt, TGF-f ist als multispezifisches Kit erhiltlich, das sowohl bei Schweinen als auch
bei anderen Siugetieren angewandt werden kann.

Leider konnten wir bei der Bestimmung des TNF-o keine Messergebnisse erzielen.
Angesichts der Tatsache, dass andere Gruppen in Experimenten mit der Kryochirurgie
durchaus einen deutlichen Anstieg dieses Parameters verzeichnen konnten, fillt unser
Ergebnis unerwartet aus [158, 167, 182]. Gleichzeitig zu den Messungen zu dieser Studie
wurden auch von einer anderen, mit unserem Projekt nicht im Zusammenhang stehenden
Gruppe, TNF-a Messungen an Schweinen durchgefiihrt. Auch hier konnte kein TNF-o
nachgewiesen werden, was allerdings, wie in unserem Fall, durchaus zu erwarten gewesen
wire.

Alle Messungen wurden im Institut der Experimentellen Chirurgie der Universitétsklinik des
Saarlandes durchgefiihrt. Da keine methodischen Fehler nachzuvollziehen sind, dringt sich
letztendlich die Vermutung auf, dass die Messkits trotz ihrerer angeblichen Spezifitit fiir

Schweineproben nicht in der Lage sind, porcines TNF-o zu messen. Martin et al. kritisieren
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an ihrer eigenen Methode zum Nachweis von TNF-a, der auch ihnen nicht gelang, dass sie
ein Immunoassay und kein Bioassay fiir die Bestimmung benutzt haben. Der Immunoassay
konne in seiner Fahigkeit, die Bioaktivitdt von TNF-a zu reflektieren, durch die Anwesenheit
von TNF-a-bindenden Proteinen, wie dem 16slichem TNF-a-Rezeptor, beeintrichtigt werden.
Bei Anwendung eines Bioassays sei dies kein Problem. Auch in unserer Studie wurde ein

Immunoassay verwendet [110].

6.7. Ergebnisse

6.7.1. Gerinnungsparameter

Die Leber spielt eine dominierende Rolle in der Regulation der Himostase. Sie produziert die
meisten Gerinnungsfaktoren, mit Ausnahme des Tissue-Factors, sowie die Inhibitoren der
Gerinnung, wie Antithrombin III und Protein C [165, 85]. Es liegt nahe, dass ein operativer
Eingriff, wie die von uns gesetzten Kryolédsionen, die Synthese der Gerinnungsfaktoren und
Inhibitoren beeinflussen konnte.

Wie bereits erwihnt stellt eine Thrombozytopenie, die im schlimmsten Fall zu einer starken
Blutung fiihrt, eine der Hauptkomplikationen der Kryochirurgie dar.

Will man nun versuchen, dieses Problem medikamentos zu verhindern, so sind Informationen
tiber die Mechanismen, die zu den hidmostatischen Verdnderungen bei akuter
Lebergewebsverletzung fithren, essentiell. 2003 schrieben Kerr et al., dass liber eben diese
Mechanismen im Detail noch wenig bekannt sei [85]. Dennoch konnten eingehende
Literaturrecherchen letztendlich einige wichtige Grundinformationen liefern. Bereits Anfang
der 70er Jahre beschiftigten sich verschiedene Gruppen mit dem Einfluss eines
Leberschadens auf die Gerinnung. Rake et al. untersuchten die Blutparameter von 13
Patienten, die eine akute hepatische Nekrose entwickelt hatten. Sie konnten feststellen, dass
eine Nekrose von Leberzellen eine intravaskuldre Gerinnung auslost. Sie erklédrten die hohe
Inzidenz fiir starke Blutungen bei Lebereingriffen mit einem vermehrten Verbrauch von
Gerinnungsfaktoren zu einem Zeitpunkt, wenn gleichzeitig deren Synthese reduziert ist. Bei
ihren Untersuchungen fanden sie eine Thrombozytopenie, ein niedriges Plasma-Fibrinogen
sowie einen moderaten Anstieg der Fibrin-Spaltprodukte (D-Dimere) [141]. Diese Ergebisse
sind charakteristisch fiir den Status einer disseminierten intravasalen Gerinnung, wo es zu
einem Anstieg der D-Dimere kommt, der durch die reaktive Fibrinolyse zu erkldren ist. In
unserer Studie lassen sich durchaus Tendenzen erkennen, die eine verstirkte Aktivierung der

Gerinnung nach kryochirurgischer Behandlung widerspiegeln. Die Bildung des
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Antithrombins fiel in den beiden Gruppen, in denen lediglich einfach bzw. doppelt gefroren
wurde, zunichst deutlich signifikant ab, um bereits eine Stunde postoperativ wieder leicht,
und nach einem Tag wieder rasch anzusteigen. Dieser Verlauf ist typisch fiir den vermehrten
Verbrauch der Gerinnungsparameter, den andere Gruppen ebenfalls feststellen konnten.

Unerwartet ist dagegen das Ergebnis, dass die Werte des ATIII in den Gruppen 2: ,,2x7,5min
Frieren®, und 3: ,,15 min Frieren* zunichst leicht hoher und ab dem 1. postoperativen Tag
sogar signifikant hoher als in der Shamgruppe waren (Abb.10a.1). Moglicherweise ist also der
kryochirurgische Eingriff ein Stimulus fiir eine vermehrte Bildung des Antithrombins,
eventuell ausgelost durch die gleichzeitig vermehrte Thrombin-Antithrombin-III-Komplex-
Bildung, da der Thrombin-Antithrombin- Komplex parallel zum ATIII Abfall in den ersten
postoperativen Stunden deutlich angestiegen war (Abb.9a). Diese Gegenregulation konnte
den Organismus vor einer disseminierten intravasalen Gerinnung schiitzen, wobei es fraglich
ist, ob dieser Mechanismus auch bei einem groferen Trauma aufrechterhalten bliebe. Ein
Einfluss auf die Fibrinolyse, ersichtlich an einem Anstieg der D-Dimere war in Gruppe 3: ,,15
min Frieren* nicht festzustellen (Abb.11.1). Damit konnten wir die Tendenz zu einer
disseminierten intravasalen Gerinnung bei Anwendung eines normalen, einmaligen
Frierzyklus in unsere Studie verneinen. In Gruppe 2: ,,2x7,5 min Frieren* zeigte sich ein

leichter, jedoch nicht statistisch signifikanter Anstieg der D-Dimere (Abb.11.1).

6.7.2. Der doppelte Frierzyklus

In den bisherigen Veroffentlichungen iiber die Anwendung eines doppelten Frierzyklus war
die Gesamtfrierzeit stets lidnger als bei einem einzelnen Zyklus [36, 167]. Es kam zu
vermehrter Freisetzung von Leberenzymen und zu einer groeren Gewebslidsion. In unserer
Studie war beim doppelten Frieren ein einzelner Zyklus jeweils nur halb so lang (7,5min) wie
der Gesamtzyklus beim einmaligen Frieren (15min). Kollmar et al., die dieses Projekt geleitet
haben, haben die Grofle der Kryoldsionen gemessen und kamen zu dem Ergebnis, dass die
Frierldsion unter diesen Umstdnden nach doppeltem Frieren nicht groBer ist als nach
einmaligem Frieren und dass kein Anstieg der Leberenzyme zu verzeichnen ist [90]. Dennoch
war die Zerstorung der nukledren hepatozelluldren Morphologie im gesamten kryochirurgisch
behandelten Bereich, im Gegensatz zur inkompletten Zerstorung der Zellen nach einmaligem
Frieren, nahezu vollstandig [90]. Bedenkt man den ausbleibenden Anstieg der Leberenzyme,
der in anderen Studien als Parameter des zugefiihrten Leberschadens diskutiert wird [63, 158,

160, 167] und mit dem Abfall der Thrombozyten korreliert [30], wiére es durchaus moglich,
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dass die verkiirzte Frierzeit der beiden Frierzyklen auch einen positiven Einfluss auf die
Gerinnungskomplikationen hat, die besonders nach doppeltem Frieren verstirkt beobachtet
wurden [30, 150, 158, 167, 191].

Unsere Ergebnisse zeigen eine leicht gesteigerte Fibrinolyse gegeniiber der Shamgruppe und
der Gruppe 3: ,,15 min Frieren®. Die darauf hindeutenden Fibrinspaltprodukte zeigten bereits
30 Minuten nach dem Eingriff einen Anstieg und ab dem dritten Tag wieder einen moderaten
Abfall. Von statistischer Signifikanz waren diese Ergebnisse jedoch nicht. Diese Tendenz
konnte mit der verstirkten Nekrose nach zweimaligem Frieren zu erkldren sein, da die
Fibrinolyse ein Teil der Wundheilung ist. Die Thrombin-Antithrombin-III-Komplexe lieen
bei der Normierung auf 100% eine geringere Thrombin-Antithrombin Bindung und damit
eine geringere Gerinnungsaktion nach zweimaligem Frieren erkennen (Abb.9b.1). Wiederum
lasst sich eine Tendenz erkennen, die die Theorie der groleren Gerinnungsbeeinflussung nach
doppeltem Frieren, welche durch andere Gruppen aufgestellt wurde, widerlegen wiirde.
Moglicherweise regt ein unterbrochener Frierzyklus die Gerinnung nicht so stark an wie ein
durchgehender. Vielleicht wire die verstirkte Thrombozytopenie, die andere Gruppen
beobachten konnten, allein auf die ldngere Gesamtfrierzeit bei zweimaligem Frieren
zuriickzufiihren. Dies spriche zusammen mit dem von Kollmar et al. beobachteten Ergebnis,
dass die Gewebsnekrose nach der Doppelfriermethode gleichméBiger und vollstindiger ist als
bei einmaligem Frieren, ohne dabei die Lisionsfliche zu vergroBern, sehr fiir eine
Anwendung eines doppelten Frierzyklzus mit jeweils nur halb so langer Dauer der einzelnen

Zyklen [90].

Einfluss des Selektiven Vaskulidren Clamping (SVC)

In dieser Therapiegruppe wurde wihrend des Frierens der Blutfluss des therapierten
Lebergewebes reduziert, indem die zufiihrende Abzweigung des Pfortaderastes und die
arterielle Blutversorgung selektiv fiir diesen Zeitraum abgeklemmt wurden (SVC). Dadurch
konnte die Wirkung des so genannten ,,Heat-sink-effects* wihrend des Frierens eliminiert
werden. Darunter versteht man eine Verminderung der Frierleistung der Kryosonde durch das
vorbeiflieBende warme Blut in benachbarten groBeren Gefidlen [150]. Unter Anwendung des
SVC kommt es zundchst zu einer Kryolédsion, deren Durchmesser direkt nach der Operation
genauso grof} erscheint wie ohne SVC. Schon nach einigen Tagen wird jedoch deutlich, dass
hier das tatsdchlich nekrotisch gewordene Gewebe von einem deutlich groeren Umfang ist

[36, 121]. Aufgrund der groBeren Nekrose und der bestehenden Ischdmie wiéhrend des
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Eingriffs stellte sich uns die Frage, ob diese Methode auch verstirkte Auswirkungen auf das
Gerinnungsgeschehen haben konnte.

Die Bestimmung der Gerinnungsparameter zeigte bei den Prothrombinfragmenten F1+F2
signifikant hohere Werte gegeniiber der Kontrollgruppe und der Gruppe 3: ,,15 min Frieren®,
(Abb.12a.3). Es kam zu einem recht raschen Anstieg direkt zu Beginn des Frierens mit
folgendem langsamen Abfall ab einer Stunde nach Ende des Eingriffes bis auf das
Ausgangsniveau am siebten postoperativen Tag. Des Weiteren lieB3 sich ein signifikanter
Anstieg des ATIII gegeniiber der Kontrollgruppe feststellen (Abb.10a.3), und auch die D-
Dimere zeigten unter dem Einfluss des SVC den hochsten Anstieg im Vergleich zu den
anderen Gruppen mit Hohepunkt am dritten Tag nach dem Frieren (Abb.11.3).
Zusammenfassend kann demnach gezeigt werden, dass die Reduktion des Blutflusses unter
SVC offenbar sowohl einen gerinnungsaktivierenden (Anstieg von F1+F2, ATIII), als auch
einen leicht fibrinolytischen (Anstieg der D-Dimere) Effekt auf die Homoostase hat.

Beim selektiven GefidBBverschluss kommt es zu einer starken Drosselung der
Gewebsdurchblutung. Folglich wird das Gewebe des behandelten Leberlappens deutlich mit
Sauerstoff unterversorgt. Es stellt sich demnach die Frage, was fiir einen Einfluss eine
Hypoxie auf das Gerinnungssystem hat. In einer in vitro Studie an bovinen Zellen des
Endothels der Aorta konnten Ogawa et al. [125] zeigen, dass zwei hdmostaseologische
Veridnderungen besonders auffallen, nimlich eine erhohte vaskuldre Permeabilitdt und eine
prothrombotische Tendenz. Sie beschreiben die Formation vendser Thromben bei lokaler
Ischdmie im vendsen Flussbereich und fithren diese Entwicklung auf eine Verschiebung des
Gleichgewichts der Zelloberfliche zur Neigung zur Koagulation zuriick, indem vermehrt ein
,Faktor X—Aktivator* produziert wird und der antikoagulatorische Faktor Thrombomodulin
bis zu 80% unterdriickt wird. Interessant ist in diesem Zusammmenhang, dass
Thrombomodulin im Komplex mit Thrombin die Fibrinolyse inhibiert, indem es den
,» Thrombin-activatable-fibrinolysis-inhibitor* (TAFI) in seine aktive Form bringt. Eine durch
die Ischdmie bedingte verminderte Produktion des Thrombomodulins konnte also eine
Erkldrung fiir die leicht erhohte Fibrinolyse in dieser Studie sein [62].

Thomas et al. stellten fest, dass eine relativ kurze Periode totaler Stase eine inflammatorische
Antwort hervorruft [176]. Sie fanden eine deutlich gesteigerte Aktivitidt der polymorpho-
nukledren Leukozyten (PNM). Todoroki et al. veroffentlichten eine Studie, die zeigt, dass
Fibrinbildung nicht nur durch den endothelial exprimierten Tissue-Factor ausgeltst wird,

sondern ebenso durch eine Expression des Tissue-Factors durch stimulierte neutrophile



Diskussion 88

Granulozyten. In der Umgebung dieser Neutrophilen fanden sie in der Leber
Fibrinablagerungen [180]. Kollmar et al. beobachteten auch ohne den Einfluss von SVC
bereits einen Anstieg der Leukozyteninfiltration in das kryochirurgisch behandelte Gewebe
[90]. Eine Studie an der Retina konnte zeigen, dass nach Ischdmie und Reperfusion ein
deutlicher Anstieg des P-Selektins und des intrazellulren Adhésionsrezeptors fiir Leukozyten
(ICAM-1) zu verzeichnen ist [123]. Hoffmann et al. vermuten in einer durch die
abgestorbenen Zellen ausgelosten Aktivierung von Neutrophilen einen wichtigen
Mechanismus, der zur Zerstorung des Endothels direkt nach dem kryochirurgischen Eingiff
fithren konnte. Insgesamt kommt es durch diese Mechanismen zu einer erhohten Permeabilitit
der Kapillarwidnde, zur Plittchenaggregation und zur Stagnation des Blutflusses [71].
Pistorius et al. beobachteten in einer klinischen Studie mit Ganzkorperszintigraphie nach
Injektion von Indium-111-markierten Thrombozyten eine lokale Plittchenaggregation im
Gebiet der Kryoldsion, in der sie einen moglichen Grund fiir die Thrombozytopenie vermuten
[129]. Bringt man diese Studien in Zusammenhang, ldsst sich schlieen, dass die durch die
Stase ausgeloste Aktivierung der PNM durchaus eine Aktivierung der Gerinnung hervorrufen
konnte, dass aber auch die Kryochirurgie ohne SVC offenbar einen Stimulus fiir eine
Monozytenaktivierung darstellt, welche daraufhin einen nicht unbedeutenden Einfluss auf das
Gerinnungsgeschehen haben konnten. Brown et al. demonstrieren, dass unmittelbar nach dem
Frierprozess der Blutfluss bis zu 24h vermindert ist [18]. In der Einleitung wurde bereits von
den mikrovaskuldren Verdnderungen und ihren Folgen berichtet. Moglicherweise wird durch
das Abklemmen der Blutzufuhr dieser Pathomechanismus weiter verstirkt. Diese These ist

mit den Ergebnissen unserer Studie vereinbar.

6.7.4. Die Blutgerinnung unter Aprotiningabe

Das primire Ziel dieser Arbeit sollte sein, die Wirkung eines bestimmten Medikamentes auf
die Kryotherapie zu untersuchen, das schon in anderen Gebieten erfolgreich zur Eindimmung
von Gerinnungsstorungen eingesetzt wurde: Aprotinin, ein Serinproteaseinhibitor.

Aprotinin bewies bisher vor allem in der Herz-Thoraxchirurgie seine Wirkung, indem es den
perioperativen Blutverlust verringert.

Betrachtet man die unter 3.4. beschriebenen Wirkweisen des Aprotinins genauer, wird schnell
offensichtlich, dass es eine positive Auswirkung auf die unerwiinschten Nebenwirkungen in

der Kryochirurgie haben konnte. Durch die Blockade des Protease-activated-Receptors-1

(PAR-1) hemmt Aprotinin direkt die Aktivierung der Thrombozyten [25, 96, 134]. Um diesen
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Einfluss auch unter Anwendung des Aprotinins in der Kryochirurgie zu untersuchen, wurden
zunichst die Prothrombinfragmente gemessen. Unter der Gabe von Aprotinin konnten wir
jedoch keine statistisch signifikanten Unterschiede gegeniiber den anderen Gruppen
ausmachen, lediglich eine Tendenz zur geringeren Ausschiittung ab der sechsten
postoperativen Stunde gegeniiber der Kontollgruppe (Abb.12a.2) und in der Normierung auf
100% erkennbar auch gegeniiber der Gruppe 2: ,,2x7,5 min Frieren* (Abb.12b.1).

Da ATIII der wichtigste Inhibitor der Gerinnung ist, der mit dem Thrombin den Thrombin-
Antithrombin-III- Komplex bildet, bestimmten wir auch diese beiden Parameter unter Gabe
von Aprotinin. Bei ATIII zeigt sich nach Aprotiningabe zunéchst sogar ein gegeniiber der
Kontrollgruppe leicht erhohter Verbrauch. Dagegen kommt es aber ab dem dritten
postoperativen Tag dann zu einem statistisch signifikanten ATIII-Anstieg. Nach einmaligem
Frieren ohne Aprotinin féllt das ATIII insgesamt geringer ab als nach zusitzlicher Gabe von
Aprotinin (Abb.10a.2). In der Darstellung der Thrombin-Antithrombin-III-Komplexe spiegelt
sich die Verminderung des Antithrombins umgekehrt proportional wider (Abb.9a/b). Direkt
nach dem Eingriff stieg der Thrombin-Antithrombin-III-Komplex in der Gruppe ohne
Aprotinin deutlich an und erreichte den maximalen Wert eine Stunde postoperativ. Die Kurve
der mit Aprotinin behandelten Tiere verlduft dagegen flacher. Hier zeigte sich jedoch keine
Signifikanz. Erkennbar ist also in der nicht mit Aprotinin behandelten Gruppe ein hoherer
Anstieg sowohl fiir ATIII als auch fiir den Thrombin-Antithrombin-Komplex.

Anhand dieser Ergebnisse lassen sich Tendenzen erkennen, die fiir eine Abschwichung der
Gerinnungsaktivierung wahrend der Kryotherapie nach Gabe von Aprotinin sprechen. In
wieweit diese Ergebnisse klinisch relevant sind, miissten weitere Studien zeigen.

Eine weitere Eigenschaft des Aprotinins ist die Inhibition der Fibrinolyse, indem sich direkt
Plasmin-Aprotinin-Komplexe bilden [82] und indem die Proaktivatoren der Fibrinolyse
(Kallikrein, Urokinase, t-PA) gehemmt werden [18, 82, 84]. Durch das gehiuft anfallende
Plasmin soll es bei Cardiopulmonalen-Bypass-Operationen zu einer proteolytischen
Degradation der Glycoprotein-IIbIlla-Rezeptoren kommen und als Folge zu einer gestorten
Gerinnungsfihigkeit des Blutes [61]. Zu unseren Uberlegungen gehorte auch die Tatsache,
dass die Leberkryochirurgie fast ausschlieBlich dazu dient, Malignome zu behandeln. Wie
bereits in der Einleitung erwihnt, gibt es Studien, die eine hohere Rezidivrate nach
Anwendung der Kryochirurgie belegen. Kuszyk at al. [95] beobachteten in einem Mausmodell
durch CT-und MR-Bildgebung eine rasche Bildung von Granulationsgewebe, eine angiogene

Aktivitit nach drei Tagen, sowie das Wachstum residuellen Tumorgewebes am duBleren Rand
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der Kryoldsion nach sieben Tagen. Thompson et al. zeigten in mehreren Studien, dass
Fibrinspaltprodukte (D-Dimere) die Angiogenese fordern. Sie schreiben ihnen eine Funktion
als Hauptwachstumsfaktor in der Pathologie von chronischer Entziindung und in der
Wundheilung zu. Die angiogene Aktivitidt sei am dritten Tag am hochsten [177, 178]. Eine
Reduktion der Fibrinolyse durch Aprotinin konnte also in dieser Hinsicht ebenfalls von
Vorteil sein. Wir haben in unserer Studie den Verlauf der Fibrinspaltprodukte in den
verschiedenen Gruppen gemessen. Unsere Ergebnisse lassen durchaus eine Beeinflussung der
Fibrinolyse durch Aprotinin erkennen, auch wenn wir keine statistische Signifikanz ermitteln
konnten (Abb.12a.2). Die Fibrinspaltprodukte stiegen bis zur sechsten postoperativen Stunde
an und fielen dann zunichst langsam und nach drei Tagen rasch bis zum siebten Tag auf den
prdoperativ gemessenen Wert ab. In der Shamgruppe waren dagegen nach der Operation
zunichst keine steigenden F1+F2-Werte zu verzeichnen, dafiir aber ein leichter Anstieg vom
dritten bis zum siebten Tag, wobei in der Normierung auf 100% der letzte Wert deutlich
hoher als der Ausgangswert war (Abb.12b.1). Interessant ist, dass Gruppe 3: ,,15 min Frieren*
einen dhnlichen, fast horizontalen Kurvenverlauf wie die Shamgruppe zeigt, wobei es vom 3.
bis zum 7. Tag zu einem etwas stirkeren Anstieg als in der Shamgruppe kam. Diese
Ergebnisse zeigen also, dass ein einmaliger Frierzyklus keine aktivierende Eigenschaft auf die
Fibrinolyse hat, da die Werte sogar leicht unterhalb derer der Kontrollgruppe liegen. Die
zusitzliche Gabe von Aprotinin stimuliert diese offenbar dagegen bis zum dritten Tag,
erkennbar anhand der deutlich steigenden D-Dimer-Werte vom Beginn der Therapie bis zu
diesem Zeitpunkt (Abb.11.2).

Es gibt keine entsprechenden Aussagen in der veroffentlichten Literatur iber Aprotinin und
dessen Einfluss auf das Gerinnungssystem. Da diese Studie offenbar die erste ist, die sich mit

der Kryochirurgie unter Aprotiningabe beschiftigt, gibt es keine Vergleichswerte.

6.7.5. Die Zytokinmessungen

Aufgrund der Tatsache, dass Gerinnungskomplikationen und Entziindungsvorgéinge des
Korpers oft in Zusammenhang stehen und sich gegenseitig verstirken konnen, untersuchen
wir in dieser Studie zusitzlich zu den Gerinnungsparametern auch das Verhalten der
Entziindungsparameter wihrend und nach der Kryotherapie an der Leber bei Anwendung von
ein- und zweimaligen Frierprozessen, sowie einmaligen Frierprozessen unter Gabe von

Aprotinin bzw. unter Durchfiihrung eines selektivem GefidB3verschlusses (SVC).
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Es stellt sich die Frage, wie speziell die Leber als Organ mit der groften Syntheseleistung in
die Ausschiittung der Zytokine involviert ist.

Wenn es zu einem Gewebsschaden kommt, folgen sogleich Verdnderungen von einzelnen
Zell-Populationen oder sogar ganzen Organsystemen, die als ,,akute Phase Reaktion*“ (APR)
bezeichnet werden. Ein GroBteil der Mechanismen der APR lduft in der Leber ab [138]. In
den letzten Jahren wurde deutlich, dass ein traumatischer hepatozelluldrer Schaden in den
meisten Fillen nicht primér auf die akute Gewebsverletzung zuriickzufiihren ist, sondern auf
die Wirkung von inflammatorischen Zellen, wie Kupferzellen oder eingewanderte
Leukozyten [138]. Zytokine spielen eine Schliisselrolle in der Vermittlung der APR. Sie
werden von aktivierten Zellen (hauptsidchlich Monozyten) als Antwort auf den
Gewebsschaden freigesetzt und binden an spezifische Zelloberflichenrezeptoren auf
Zielzellen.

In der Leber sind die Kupffer-Zellen der Hauptort der Zytokinsynthese. Diese Zellen stellen
die groBte sessile Makrophagenpopulation des Korpers dar [27]. Zytokine werden erst kurz
vor ihrer Freisetzung gebildet, daher scheint es eher unwahrscheinlich, dass das durch die
kryochirurgische Vereisung nekrotische Gewebe noch in der Lage ist, diese zu bilden. Es
wird deshalb angenommen, dass iiberlebende Kupfferzellen in der Peripherie noch zur
Bildung und Freisetzung der Zytokine fihig sind [159]. Diese Hypothese wird unterstiitzt
durch die Feststellung, dass 30 Minuten nach dem Frieren von 30% des Lebervolumens in
Ratten der Transkriptionsfaktor ,,nuclear factor kappaB* (NFkB), der die Transkription der
mRNA von IL-6 und TNF-o reguliert, im nichtgefrorenen Gewebe aktiviert ist [159].

Im Folgenden wird die Bedeutung der verschiedenen Zytokine, die fiir dieses Modell von
Interesse sein konnten, erldutert.

Der Schaden, der durch die Vereisung gesetzt wird, verursacht eine akute Gewebsverletzung
mit daraus resultierender Ischidmie, bedingt durch die Stagnation des Blutflusses durch die
Eisbildung und den spiter resultierenden Schaden der Gefidfle [18]. Als Reaktion auf die
Gewebsverletzung folgt zunidchst eine vermehrte Ausschiittung proinflammatorischer
Zytokine, vor allem von TNF-a [83] durch die aktivierten Kupfferzellen. Darauthin werden
die neutrophilen Granulozyten aktiviert. TNF-a soll in der Lage sein, eine Expression des
intrazelluldren Adhésionsmolekiils (ICAM-1) zu bewirken, das den Neutrophilen die
Migration durch das Gewebe ermoglicht [27, 66]. Auch die Produktion der

gewebsschiddigenden Peroxidasen und Lysozyme in den Monozyten soll durch TNF-a initiiert
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werden. Durch die Freisetzung dieser Oxidantien und Proteasen kommt es zu weiteren
Zellschiden [76].

Etwas spiter als TNF-o wird auch IL-6 ausgeschiittet, dessen Bildung durch TNF-a angeregt
wird [26]. Cressman et al. beobachteten in einer Studie mit IL-6-knock-out-Méusen nach
Leberteilresektion die Entwicklung von ausgedehnten nekrotischen Leberarealen und
ballonférmigen Degenerationen von Leberzellen. Waren die Méuse aber in der Lage, IL-6 zu
bilden, kam es zu einer raschen Initiation der Gewebsproliferation [31]. Camargo et al.
konnten in einem Ischimie/Reperfusions-Modell zeigen, dass IL-6 die Gewebsnekrose nach
der Reperfusion verhindern kann, was sie auf die durch IL-6 induzierte Verminderung der
TNF-o Wirkung zuriickfithren [20]. Tilg et al. berichteten, dass IL-6 die Freisetzung des
I6slichen TNF-o-Rezeptors TNFRs1-p55 bewirkt, ein Molekiill, das mit den
membrangebundenen Rezeptoren TNFRI1-p55 fiir zirkulierendes TNF-a kompetitiert und
damit die Aktivitit des TNF-o einschrinkt [179]. Colletti et al. zeigten, dass TNF-a-
Antikorper eine deutliche Reduktion von hepatischen und pulmonalen Schiden nach der
hepatischen Reperfusion bewirken [27].

Interessant ist im Hinblick auf die oft beobachtete Thrombozytopenie nach der Kryotherapie
die Tatsache, dass der TNF-a-Rezeptor TNFR1-p55 in einer Studie an infizierten Miusen fiir
eine 30 prozentige Reduktion der zirkulierenden Thrombozyten verantwortlich gemacht wird.
Dieser Rezeptor soll nach Bindung von TNF-a in der Lage sein, die Tissue-Factor Expression
deutlich zu verstirken, was zu einer hohen lokalen Thrombinansammlung fiihrt [87, 130,
173]. Weitere Studien konnten zeigen, dass iiber einen d@hnlichen Mechanismus durch TNF-o
auch die Fibrinolyse aktiviert wird [68, 87, 130]. Eine Freisetzung des 10slichen TNF-a-
Rezeptors TNFRs1-p55 durch IL-6, der das zirkulierende TNF-o@ bindet und
funktionsuntiichtig macht, konnte also demnach auch eine Verhinderung der
Thrombozytopenie bewirken, die durch Aktivierung des membrangebundenen Rezeptors
TNFR1-p55 ausgelost wird. Zusitzlich konnte eine vermehrte Fibrinolyse verhindert werden.
Trotz der bisher genannten positiven Eigenschaften wird des ofteren beobachtet, dass stark
erhohte IL-6-Spiegel mit dem Tod des Patienten durch eine fulminante Sepsis einhergehen
[15, 54, 176]. Aus diesem Grund ist man sich auch bis heute nicht einig, ob man IL-6 nun
primér eine pro- oder eine antiinflammatorische Komponente zuschreiben soll. Viele Autoren
sprechen IL-6 ausschlieBlich eine negative Bedeutung zu. Sie stellen meistens nur dessen
Anstieg fest, machen aber keine Angaben iiber die mogliche Wirkung dieses Interleukins.

Moglicherweise kommt der erhohte Wert auch dadurch zustande, dass ein groBer Schaden



Diskussion 93

eine vermehrte Entziindungsreaktion mit einer ebenfalls vermehrten Gegenregulation
hervorruft. Auch IL-10 zeigt hohere Werte, wenn eine Entziindung im Korper ablduft, doch
wird IL-10 als eindeutig antiinflammatorisches Zytokin keine Bedeutung als Indikator einer
drohenden Sepsis zugesprochen. Mboglicherweise 1ist allein die Hohe des IL-6
ausschlaggebend und nur eine zu starke Freisetzung fithrt zu einer lebensbedrohlichen
Uberreaktion des Immunsystems.

Es gibt Zytokine, denen primir eine antiinflammatorische Wirkung zugeschrieben wird, wie
IL-4 und IL-10. Wie bereits erwihnt spielt der Transkriptionsfaktor ,,nuclear factor kappaB*
(NFkB) eine Schliisselrolle in der Bildung zahlreicher proinflammatorischer Zytokine, wie
TNF-oo und IL-6. Die Aktivitit dieses Faktors wird von IL-4 und IL-10 vermindert [83, 199].
Als Folge dessen wird die Bildung des TNF-« verhindert. Im Unterschied zu 1L-4 und IL-10
inhibiert IL-6 dagegen bereits vorhandenes TNF- . Interessant ist aber, dass auch die Bildung
von IL-6 durch die Supprimierung des NFkB verhindert wird. Hier konnte ein wichtiger
Schliissel zur Kldrung der Frage nach der pro-oder-antiinflammatorischen Wirkung von IL-6
liegen. Taniguchi at al. stellten fest, dass es fiir das Uberleben des Patienten von groBter
Wichtigkeit ist, dass sich das Verhiltnis zwischen IL-6 und IL-10 im Laufe der Erkrankung
zugunsten des IL-10 verschiebt [174]. Moglicherweise fiihrt die immunmodulierende
Wirkung von IL-6 zu einer Immunsuppression, z.B. durch die Ausschaltung von
zirkulierendem TNF-o, wenn sie nicht rechtzeitig durch antiinflammatorische Zytokine
beendet wird [172]. Ein Anstieg des IL-10-Spiegels konnte frithestens sieben Stunden nach
Aktivierung der Monozyten festgestellt werden, maximale Spiegel zeigten sich nach 24-48
Stunden. Damit wird klar, dass die inhibitorischen Eigenschaften von IL-10 auf
proinflammatorische Zytokine erst nach deren Ausschiittung in Kraft treten, womit seine
Bedeutung in der Beendigung einer Immunreaktion deutlich wird [186].

Eine besondere Rolle in der akuten Entziindungsreaktion nimmt TGF-f3 ein. Wie bereits in der
Einleitung erwihnt, fordert es vor allem eine rasche Wundheilung und Narbenbildung, soll
aber zusitzlich eine fordernde Wirkung auf das Wachstum von Tumorzellen haben. Da die
Fibrinogen-induzierende Aktivitit von TGF-f schon sehr kurz nach der Entstehung eines
Gewebsschadens zu beobachten ist [75] und sowohl die zytotoxische Aktivitit der Monozyten
als auch die Aktivitit von TNF-a [140, 44] durch TGF-B inhibiert werden, scheint TGF-f ein
Inhibitor der akute-Phase-Reaktion der Leber zu sein. Dies wére nicht im Sinne der
Tumorbekdmpfung durch die Kryochirurgie, weil eine Kkontrolliert ablaufende

Entziindungsreaktion nach oben beschriebenen Mechanismen wichtig ist fiir eine
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gleichmifige Nekrose des neoplastischen Gewebes. Eine friihzeitige fibrotische Umwandlung
der Kryolision mit der damit gleichzeitig einhergehenden Angiogenese konnte das Uberleben

von einzelnen Tumorzellen férdern und fiir Rezidive sorgen.

6.7.6. Die Zytokinwerte unter Aprotiningabe

Aprotinin greift bekanntlich in mehrere Schritte der Entziindungsreaktion und der damit in
Zusammenhang stehenden Gerinnungsaktivierung ein. Zunichst sei hier die signifikante
Verminderung der fiir die Entstehung einer Entziindung wichtigen Interaktionen zwischen
Leukozyten und Endothelzellen genannt, indem durch Aprotinin effektiv die Expression von
Zelloberflichenmolekiilen wie P-Selektin inhibiert wird [74, 137].

Aprotinin soll des Weiteren die Bildung von 16slichem TNF-a beim Menschen reduzieren,
indem es die proteolytische Spaltung des zunédchst noch membrangebundenen Zytokins zu
freiem TNF-o verhindert [35, 137, 66]. In vitro konnte durch Aprotinin eine um 51%
reduzierte TNF-a-Ausschiittung erreicht werden [86]. Kollmar et al. konnten feststellen, dass
eine nach der Kryotherapie aufgefallene Leukozyteninfiltration in das Gewebe deutlich
vermindert werden kann, wenn Aprotinin gegeben wird [89]. Sowohl die Inhibition von P-
Selektin, als auch von TNF-a konnten dafiir die Ursache sein.

P-Selektin und TNF-a greifen zusitzlich beide durch eine Induktion des Tissue-Factors in das
Gerinnungsgeschehen ein [22, 41, 42 ,180] und TNF-o verstéirkt zusétzlich die Fibrinolyse.
Wenn Aprotinin diese beiden Faktoren vermindert, konnte durch Aprotiningabe neben der
direkten Wirkung auf die Gerinnungsfaktoren auch eine deutliche Reduktion der Gerinnungs-
komplikationen zu erwarten sein, die durch die Entziindungsvorginge hervorgerufen werden.
Das antiinflammatorische Zytokin IL-10 soll unter Aprotiningabe vermehrt freigesetzt werden
[67, 118]. Zur Beeinflussung von IL-6 gibt es divergierende Aussagen. Eine klinische Studie
mit 11 Patienten, die sich einer Bypassoperation unterzogen hatten, konnte eine signifikant
vermehrte Freisetzung von IL-6 nachweisen [194]. Andere in-vivo-Studien zeigten, dass die
IL-6 Ausschiittung zumindest durch Aprotiningabe nicht reduziert wurde [35, 193]. Eine in-
vitro-Studie wies Aprotinin dagegen einen IL-6 vermindernde Wirkung nach [163]. Im
Hinblick auf unseren FEinsatz von Aprotinin in der Leberkryochirurgie und unter
Einbeziehung der bislang erlduterten Erkenntnisse {iber die Funktion dieses Interleukins im
Zusammenhang mit Leberschiden nach Ischdmie/Reperfusion war die Auswirkung der

Aprotiningabe durchaus von besonderem Interesse.
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Ebenso fehlen Studienangaben zur Wirkung von Aprotinin auf TGF-B. Im Zusammenhang
mit der These, dass ein Anstieg von TGF-B sich negativ auf den Behandlungserfolg der
Kryotherapie auswirken konnte, erhofften wir uns aufschlussreiche Messergebnisse,
insbesondere im Hinblick auf IL-4, welches in den erlduterten Studien dhnliche Aktivititen

wie IL-10 zeigte, dessen Wirkung unter Aprotiningabe jedoch noch nicht untersucht ist.

6.7.7. Die Studienergebnisse der Zytokinbestimmungen

Alle bisher diskutierten Fakten zusammenfassend, lassen sich fiir unsere Studie folgende
Erwartungen aussprechen:

Eine vermehrte Produktion von TNF-a sollte méglichst ausbleiben oder sehr gering bleiben,
die IL-6 Produktion sollte ansteigen, aber gegen Ende der Studie wieder ihre Ausgangswerte
erreicht haben und die antiinflammatorischen Zytokine IL-4 und IL-10 sollten in der
Zeitabfolge einen Anstieg etwas spiter als TNF-o und IL-6 zeigen. TGF-f sollte eine
moglichst geringe Aktivitét zeigen.

Da es unter zweimaligem Frieren zu einem mehrfach beschriebenen grofBeren Gewebsschaden
kommt, wire ein Anstieg der inflammatorischen und als Gegenregulation auch der
antiinflammatorischen Zytokine zu erwarten.

Die selektive Unterbindung der Blutzufuhr bedeutet eine grolere Gewebsischdmie und einen
daraus resultierenden groBBeren Gewebsschaden. Folglich miisste es nach oben beschriebenen
Mechanismen zu @hnlichen Verdnderungen wie beim doppelten Frieren kommen. Seifert et al.
konnten in ihrer Studie zur Leberkryotherapie feststellen, dass bei dieser Methode sowohl
TNF-q, als auch IL-6 einen Anstieg zeigen. Dieser korreliere mit den ebenfalls ansteigenden

Leberenzymen als Indikatoren fiir das Ausmaf3 des Gewebsschadens [158].

Leider war die Bestimmung der Zytokine weniger aussagekriftig als erhofft. Im Falle von
TNF-o konnten wir, wie bereits erwihnt, keinerlei Aktivitdt verzeichnen, weder in der
Kontrollgruppe noch in einer der kryochirurgisch behandelten Gruppen.

Die Bestimmung von IL-6 brachte tatsdchlich signifikante Ergebnisse (Abb.13), welche die
zuvor beschriebene Theorie unterstiitzen. Die Gruppe 2: ,,2x7,5 min Frieren* zeigte einen
signifikanten Anstieg gegeniiber der Shamgruppe und dem einfachen Frierzyklus,
wahrscheinlich kam es hier wegen der stirkeren Gewebsverletzung zu einer vermehrten 1L-6
Ausschiittung (Abb.13.1). Den deutlichsten IL-6 Anstieg hatten die Tiere der Gruppe 35: ,,15
min Frieren + Aprotinin“(Abb.13.2). Der hochste Wert wurde nach 6 Stunden erreicht. Aus
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diesem Ergebniss lisst sich schlieBen, dass Aprotinin ein Stimulus fiir die IL-6 Produktion
sein konnte. Dieser Aspekt ist insofern besonders interessant da Aprotinin sich in zahlreichen
anderen Studien positiv auf die Entziindungsreaktion ausgewirkt hatte [5, 74, 96]. Wenn
Aprotinin nun eine vermehrte Ausschiittung von IL-6 bewirkt, konnte hiermit die Theorie der
immunmodulatorischen und antiinflammatorischen Bedeutung des IL-6 unterstiitzt werden.
Es gibt wie erwihnt eine in-vivo-Studie, in der es nach Aprotiningabe ebenfalls zu einer
vermehrten Ausschiittung von IL-6 gekommen war [194].

Beim SVC kam es zu einem rascheren IL-6 Anstieg als bei den anderen Gruppen sowie zu
einem fritheren Abfall des IL-6, moglicherweise, weil die GefidBokklusion zunéchst einen
verstirkten Stimulus fiir die Entziindungsreaktion darstellt (Abb.13.3). Der raschere
Kurvenabfall des IL-6 Spiegels gegeniiber den anderen Gruppen ldsst sich durch obige
Uberlegungen nicht erkliren, der allgemeine Zeitpunkt des Anstiegs nach drei Stunden
stimmt jedoch mit den Ergebnissen anderer Forschungsgruppen tiberein.

Bei IL-4 lieB sich im Vergleich mit der Kontrollgruppe und dem einmaligen Frieren iiber
15min ein leicht verstirkter Anstieg des Zytokins bei den mit Aprotinin behandelten Tieren
verzeichnen (Abb.14). Obwohl dieses Ergebnis nicht von statistischer Signifikanz ist, zeigt
diese Tendenz, dass Aprotinin offenbar einen Stimulus fiir die IL-4 Ausschiittung darstellt.
Der starke Anstieg drei Tage nach Behandlung mit dem einfachen Frierzyklus ist ebenfalls
nicht statistisch signifikant und weist in Anbetracht der hohen Standardabweichung auf eine
starke Wertevarianz zu diesem Zeitpunkt hin. Interessant ist, dass nach der Behandlung mit
SVC kein IL-4 messbar war, wogegen alle anderen Gruppen zumindest geringe Werte
aufwiesen. Dies deutet darauf hin, dass SVC keinen Stimulus fiir die Ausschiittung dieses
antiinflammatorischen Interleukins darstellt, ein eher ungiinstiges Ergebnis, da IL-4 die
Angiogenese hemmt und einer iiberschiefenden Entziindungsreaktion entgegenwirkt.

Die Werte der IL-10 Messungen zeigten keinerlei statistisch signifikante Ergebnisse oder
Tendenzen (Abb.15). Es ldsst sich demnach in diesem Fall kein Einfluss durch die
angewandten Methoden oder durch die Gabe von Aprotinin verzeichnen. Da sich dieses
Ergebnis sowohl in der Kontrollgruppe als auch in allen kryochirurgisch behandelten
Gruppen zeigte, war moglicherweise der inflammatorische Stimulus in unserer Studie so
moderat, dass eine vermehrte IL-10 Ausschiittung zur Beendigung der Reaktion nicht
essentiell war.

Bei den Ergebnissen zu TGF-B zeigten sich bei allen Gruppen auBler beim einfachen

Frierzyklus gleiche Ausgangswerte (Abb.16). Vor dem einmaligen Frieren gab es eine breite
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Wertevarianz, so dass der Mittelwert hoher ausfiel als nach Beginn der Kryotherapie. Nach 6
Stunden zeigte sich sowohl nach der Behandlung mit dem einfachen Frierzyklus als auch
etwas schwicher nach dem doppelten Frieren ein Anstieg von TGF-3. Hier konnten aufgrund
erheblicher Varianzen ebenfalls keine Signifikanzen gefunden werden. Im Bezug auf die oben
erwihnte These, dass ein Anstieg von TGF-f sich im Hinblick auf die Rezidivbildung nach
der Kryotherapie negativ auswirken konnte, wire es moglich, dass der einfache Frierzyklus
durch die stirkste Stimulierung der TGF-B-Ausschiittung in dieser Hinsicht am ehesten
negative Folgen mit sich bringt. Die Behandlung mit Aprotinin und SVC fiihrten dagegen

nicht zu einem TGF-f -Anstieg, was sich positiv verzeichnen ldsst.
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6.8. Zusammenfassung, klinischer Ausblick und Bedeutung fiir
die Klinik

Diese Studie befasst sich mit einem duflerst komplexen Netzwerk physiologischer Vorginge,
da sowohl die Himostase als auch die Immunreaktion des Korpers jeweils ein kompliziertes
Zusammenspiel aus sich gegenseitig beeinflussenden Aktionen und Reaktionen darstellen. Es
gibt viele Studienergebnisse mit teilweise widerspriichlichen Aussagen. Ein Grofteil dieser
Arbeit besteht daher daraus, eine moglichst strukturierte und fundamentierte Ubersicht iiber
die wichtigsten bisher erforschten und verdffentlichten Erkenntnisse und deren
Zusammenhang mit den Ergebnissen dieser Studie darzustellen.

Fasst man die vielen untersuchten und diskutierten Unterpunkte dieser Arbeit zusammen,
kommt man zu dem Ergebnis, dass die Kryotherapie, wenn sie unter den von uns
angewandten Bedingungen durchgefiihrt wird, eine durchaus sichere und die Himostase und
das Immunsystem nicht iibermifBig beeinflussende Methode ist. Die Gerinnungsparameter
zeigten keine Veridnderungen, die eine deutliche Tendenz zur intravasalen disseminierten
Gerinnung darstellen, und auch die Entziindungsparameter zeigten ausschlieBlich moderate
Kurvenverldufe. Der Einfluss des Aprotinins brachte nicht die erhoffte bedeutende
Abschwichung der Gerinnungsaktivierung, wobei diese in unserer Studie auch ohne
Aprotiningabe so moderat ausfiel, dass sie ohnehin keine bedrohliche Situation darstellte.In
der Immunmunreaktion kam es unter Aprotiningabe zu einem signifikanten Anstieg von IL-6.
Ich mochte diesem Ergebnis die grofte Bedeutung aller Studienergebnisse zusprechen, da die
wissenschaftlichen Erkenntnisse {iber dieses Interleukin noch sehr vage und oft
widerspriichlich sind. Aprotinin hatte sich in zahlreichen anderen Studien positiv auf die
Entziindungsreaktion ausgewirkt. Wenn es nun in einer weiteren in-vivo-Studie eine
vermehrte Ausschiittung von IL-6 bewirkt, konnte hiermit die Theorie der immun-
modulatorischen und antiinflammatorischen Bedeutung des IL-6 unterstiitzt werden. Was die
anderen Entziindungsparameter betrifft, lassen sich wenig Riickschliisse auf eine bedeutende
Aprotininwirkung ziehen. Generell zeigt diese Studie keinerlei Anhalt fiir die Bestitigung der
Theorie eines septischen Schocks, oder eine durch Entziindungsparameter ausgeloste
verstirkte Gerinnungsreaktion unter Anwendung der Kryotherapie. Aufgrunddessen und auch
in Anbetracht der Ergebnisse von Kollmar et al. stellt die Kryochirurgie weiterhin eine
wertvolle und relativ komplikationslose Methode in der Behandlung maligner Lebertumoren

dar.
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10. Nachtrag

Donnerstag, 15. Mai 2008, Deutsches Arzteblatt:

,» BART-Studie publiziert: Endgiiltiges Ende von Trasylol®*

-

| Trasylol'G3

r—

, Ottawa — Ein halbes Jahr nach der weltweiten Marktriicknahme des Antifibrinolytikums
Aprotinin (Trasylol®) hat der Hersteller Bayer angekiindigt, die letzten Vorriite von Kliniken
und Apotheken zuriickzunehmen. Damit erscheint eine Wiedereinfiihrung des Medikamentes
mehr als unwahrscheinlich. Anlass diirfte die zeitgleiche Publikation der Ergebnisse der
BART-Studie im New England Journal Of Medicine (2008; doi: 10.1056/NEJMoa0802395)

sein.

Der Blood Conservation using Antifibrinolytics in a Randomized Trial (BART) war eine der
grofiten randomisierten klinischen Studien, die bisher in der Herzchirurgie durchgefiihrt
wurden. An 19 Zentren in Kanada beteiligten sich mehr als 100 Herzchirurgen. 2.331
kardiochirurgische Patienten, bei denen ein erhohtes Blutungsrisiko wdhrend der Operation
bestand, wurden auf eine prophylaktische Therapie mit Aprotinin, Tranexamsdure oder
Aminocapronsdure randomisiert.

Ziel war die Vermeidung von schweren Blutungen wdhrend der Operation. Hierbei war
Aprotinin den beiden anderen Antifibrinolytika iiberlegen. Massive Blutungskomplikationen
traten nur bei 9,5 Prozent der Patienten auf, wihrend die Rate unter Tranexamsdure und
Aminocaproinsdure mit jeweils 12,1 Prozent deutlich hoher war, auch wenn das relative

Risiko (0,79; 95-Prozent-Konfidenzintervall 0,59 bis 1,05) das Signifikanzniveau verfehlte.

Gleichwohl wurde die Studie im Oktober letzten Jahres vorzeitig beendet. Allerdings nicht,
weil Aprotinin sich (wie in friiheren kleineren Studien und einer Meta-Analyse der Cochrane
Collaboration) als der bessere Blutstiller erwiesen hatte.

Grund war die signifikant hohere Mortalitit der Patienten unter Aprotinin: Nach 30 Tagen
waren 6,0 Prozent der mit Trasylol® behandelten Patienten gestorben, gegeniiber 3,9
Prozent im Tranexamsdure-Arm und 4,0 Prozent im Aminocaproinsdure-Arm. Die Gruppe um
Paul Hébert vom Ottawa Health Research Institute errechnete ein um 53 Prozent signifikant
erhohtes Sterberisiko (relatives Risiko 1,53, 1,06 bis 2,22).
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Eine  Erkldrung  fiir  dieses  Paradox  (hohere  Sterblichkeit  trotz  weniger
Blutungskomplikationen)  fdllt den  Forschern noch immer schwer. In den
Beobachtungsstudien, in denen 2006 — nach 13 Jahren erfolgreicher Vermarktung — zuerst
der Verdacht auf eine Schdéidlichkeit von Aprotinin gedufiert wurde, waren Patienten vermehrt
an Nierenversagen erkrankt. In der BART-Studie konnte dies nicht verifiziert werden, auch
wenn es unter Aprotinin hdufiger als in den anderen Gruppen zu einem Anstieg der
Kreatininwerte kam. Die Editorialisten Wayne Ray und Michael Stein von der Vanderbilt
Universitdt in Nashville vermuten, dass die unspezifische Wirkung von Aprotinin dazu gefiihrt
haben konnte, dass nicht nur die fibrinolytischen Enzyme im Plasma gehemmt wurden,
sondern auch andere verwandte Enzyme wie etwa das vasoaktive Kallikrein, was die
héiufigeren  kardialen — Komplikationen  erkliren  konnte (NEJM  2008;  doi:
10.1056/NEJMe0803514).

Die Studie zeigt nach Ansicht von Ray und Stein erneut, dass klinische Surrogate (und seien
sie noch so plausibel) kein geeigneter Endpunkt fiir klinische Studien sind, in denen neben der
Wirksamkeit auch immer die Sicherheit der Medikamente untersucht werden muss. Bei
Aprotinin wurde es auflerdem lange versdumt, die Wirkung mit der anderer verfiigharer
Wirkstoffe zu vergleichen. © rme/aerzteblatt.de

Mit der Riicknahme von Aprotinin vom weltweiten Markt konnte nun das Fazit gezogen
werden, dass die Kernfrage dieser Arbeit im Nachhinein hinféllig geworden ist. Dennoch
mochte ich betonen, dass mir durch die wissenschaftliche Arbeit zu diesem umfassenden
Studienprojekt verschiedene Dinge deutlich geworden sind, wie die Erkenntnis, dass
Forschung nicht einfachen Regeln folgt, dass viele wichtige Unterfaktoren zusammenspielen,
die abgesehen von der Haupfrage ebenfalls interessante Erkenntnisse erbringen, die aber auch
zeigen, wie viele noch unerforschte oder kontrovers diskutierte Themen es auch heute noch

gibt und wohl auch immer geben wird.

,Aber unsere Wirrnisse sind seit je ein Teil unserer Reichtiimer gewesen, und wo wir vor
ihrer Gewalt uns entsetzten, erschreckten wir doch nur vor ungeahnten Moglichkeiten und
Spannungen unserer Kraft-; und das Chaos, wenn wir nur ein wenig Abstand davon
gewinnen, erregt in uns sofort die Ahnung neuer Ordnungen und, sowie unser Mut an solchen
Ahnungen nur im mindersten sich beteiligen mag, auch schon die Neugierde und die Lust,
Jjenes noch unvorsehliche kiinftige Ordnen zu leisten.

Rainer Maria Rilke (1922)

Ich bin dankbar, diese Studie gemacht haben zu diirfen.



