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Zusammenfassung

Einleitung: Die Radiofrequenzablation (RFA) ist eine minimalinvasive In-situ-Ablationsmethode
und wird als Alternative zur Leberteilresektion bei der Behandlung maligner Lebertumore ange-
wandt. Essentiell fiir den Therapieerfolg ist die vollstindige Ablation des Tumors. Problematisch
ist hierbei, dass durch die natiirliche Leberperfusion vaskulére Kiihleffekte entstehen, die eine un-
vollstindige Tumordestruktion zur Folge haben konnen. Zudem basiert die Ablationsauswertung
durch bildgebende Verfahren weitgehend auf makroskopischen Studien. Aussagen iiber die voll-
standige Tumorzellzerstorung sind daher nur indirekt moglich. Eine histologische Auswertung
vaskuldrer Kiihleffekte und die Validierung einer makroskopischen Ablationsbeurteilung durch
die Histologie sind deshalb erforderlich. In der vorliegenden Arbeit soll dabei der Einfluss einer
tempordren Unterbrechung der Leberperfusion (Pringle-Manodver) und der einer Abstandsverrin-
gerung zwischen den einzelnen Applikatoren bei der klinisch iiberwiegend im multipolaren Modus
angewandten RFA makroskopisch und histologisch evaluiert werden.

Methoden: Drei intern gekiihlte bipolare Applikatoren wurden mit einer Leistung von 90 W und
einer Energiezufuhr von 50 kJ simultan verwendet, um eine multipolare RFA in Lebern von Haus-
schweinen in vivo durchzufiihren. Der Applikatorabstand bei der Versuchsreihe mit Pringle-Ma-
nover betrug 20 mm, bei kontinuierlicher Blutperfusion je 20 mm und 15 mm. Nach Leberent-
nahme wurden alle Ablationen auf Hohe des grofiten Querdurchmessers halbiert, fotografiert und
histologisch gefirbt. Im Anschluss wurden die Ablationsformen und -flichen makroskopisch und
histologisch miteinander verglichen. Zusitzlich erfolgte eine histologische Auswertung aller Ge-
fale mit einem Durchmesser > 0,5 mm innerhalb des Ablationsareals.

Ergebnisse: Es wurden 23 RFA in zwolf Schweinen durchgefiihrt. Bei den Versuchen mit konti-
nuierlicher Blutperfusion zeigte sich eine starke Korrelation zwischen der makroskopischen und
histologischen Ablationsfldche (p < 0,05). Bei Durchfiihrung eines Pringle-Mandvers wurde his-
tologisch eine 44 % groflere Ablationsfliche im Vergleich zur Makroskopie beobachtet
(1458 mm? versus 2095 mm?, p < 0,05). Homogene, konfluierende Ablationsgeometrien konnten
durch ein Pringle-Manover in 100 % der Ablationen und durch einen engen Applikatorabstand
von 15 mm in 87,5 % der Ablationen induziert werden. Jedoch fiihrte nur ein Pringle-Mandver zu
einer vollstandigen Avitalitét aller LebergefidBe > 0,5 mm und zu einer zuverlédssigen Zerstorung
des perivaskulidren Lebergewebes innerhalb des Ablationsareals.

Schlussfolgerung: Allein die Durchfiihrung eines Pringle-Mandvers fiihrt zu homogenen, konflu-

ierenden Ablationen, die sich fiir eine vollstandige Destruktion des Lebergewebes einschlieBlich



der Gefédle eignen. Bei einem Pringle-Manover wird die tatsdachliche Ablationsgrof3e jedoch durch
eine makroskopische Flachenauswertung unterschitzt, sodass insgesamt eine erhohte therapeuti-
sche Sicherheit resultiert. Eine makroskopisch gestiitzte Flichenauswertung ist bei der multipola-

ren RFA mit kontinuierlichem GefiaBfluss valide.



Abstract

Introduction: Radiofrequency ablation (RFA) is a minimally invasive in situ procedure that can
be utilized as an alternative treatment for liver malignancies. However, cooling effects originating
from the natural liver perfusion can result in an incomplete tumor destruction. Additionally, the
ablation evaluation through imaging modalities is primarily based on macroscopic studies. There-
fore, statements about certain tumor cell death are only indirectly viable. Consequently, a valida-
tion of a macroscopic ablation evaluation through histology and a systematic histological assess-
ment of vascular cooling effects are necessary. The aim of this study was to macro- and
micromorphologically evaluate how a vascular occlusion of the liver (Pringle maneuver) and a
distance reduction between the applicators affect multipolar RFA.

Methods: Three bipolar and internally cooled electrodes with a power of 90 W and an energy
input of 50 kJ were simultaneously used to perform multipolar RFA in porcine livers in vivo. The
applicator distance was set to 20 mm when a Pringle maneuver was performed. Test series with
continuous vascular flow were planned with an applicator distance of both 20 mm and 15 mm.
After liver explantation the ablations were photographed for a macroscopic evaluation and subse-
quently histologically stained. A macro- and micromorphological assessment of each ablation was
conducted by comparing ablation forms and areas. All vessels > 0.5 mm were histologically ana-
lyzed within each ablation area.

Results: 23 RFA were generated in twelve domestic pigs. Macromorphological and histological
analysis showed a significant correlation regarding ablation area when there was continuous blood
flow (p £0.05). In comparison to the histological analysis, the size of the ablation area was mac-
roscopically underestimated by 44 % (1458 mm? versus 2095 mm?, p < 0.05) when a Pringle ma-
neuver was performed. Homogenous and confluent ablation forms could be induced by a Pringle
maneuver (100 % of the ablations) or by a distance reduction between the applicators to 15 mm
(87,5 % of the ablations). However, only a Pringle maneuver led to complete ablation of all vessels
> 0.5 mm and perivascular liver tissue within the central ablation zone.

Conclusion: Only a Pringle maneuver leads to homogenous and confluent ablations which are
adequate for a complete destruction of liver tissue and including vessels. When a pringle maneuver
is performed the actual size of the ablation is underestimated through a macroscopic assessment.

An evaluation of the ablation area based on macroscopic findings is valid if there is continuous

blood flow.
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1. Einleitung

1.1 Maligne Lebertumore

1.1.1 Primire Lebertumore

Maligne Lebertumore zédhlen zu den héufigsten Krebserkrankungen weltweit (1-3). Das hepato-
zelluldre Karzinom (HCC) macht ca. 90 % der priméren Lebertumore aus und ist mit einer Inzi-
denz von mehr als 750.000 pro Jahr die weltweit fiinfthdufigste Tumorentitit (1, 3, 4). Zumeist ist
das HCC mit einer Leberzirrhose assoziiert, welcher iiberwiegend eine chronisch virale Infektion
mit den Hepatitisviren B oder C zugrunde liegt (3, 5-7). Geographische Unterschiede der Inzi-
denzraten des HCCs ergeben sich aus der in Asien und Afrika vorherrschenden Hepatitis-B-Infek-
tion (1, 4). Mehr als 80 % der globalen HCC-Erkrankungsfille sind in diesen Endemiegebieten zu
verzeichnen (4). In den Industrielindern gehoren die Hepatitis-C-Infektion sowie der steigende
chronische Alkoholabusus und die nicht-alkoholische Fettlebererkrankung zu den Hauptursachen
des HCCs (4, 8). Ohne friihzeitige therapeutische Intervention ist die Prognose schlecht. So liegt
die 5-Jahres-Uberlebensrate unbehandelter HCC-Patienten bei unter 20 % (3).

Das wesentlich seltener auftretende intrahepatische cholangiozelulldre Karzinom (CCC) macht bis
zu 10 % der malignen primédren Lebertumore aus und betrifft vorwiegend das ménnliche Ge-
schlecht (2,7, 9-11). Zu den Hauptrisikofaktoren zdhlen sowohl die primére sklerosierende Cho-
langitis als auch parasitidre Erkrankungen und virale Hepatitisinfektionen (10). Das von den Gal-
lengéingen ausgehende infiltrative Wachstum resultiert in einer 5-Jahres-Uberlebensrate von we-

niger als 5 % (9).

1.1.2 Sekundire Lebertumore

Sekundére maligne Lebertumore haben ihren Ursprung zu 95 — 97 % extrahepatisch (6, 12). Dabei
ist das kolorektale Karzinom (KRK) das Malignom mit dem groften Risiko einer hepatischen
Filialisierung (13). Lebermetastasen konnen jedoch auch von anderen Tumoren des Gastrointesti-
naltraktes, des Bronchial- und neuroendokrinen Systems und der Mamma ausgehen (13, 14). Der
Metastasierungsweg erfolgt meist himatogen tiber die vendse Drainage des Pfortadersystems (13,
14). Es kommen aber auch eine lymphogene oder eine Metastasierung per continuitatem vor (12).
An einem KRK erkranken in Deutschland jahrlich etwa 64.000 Menschen, insgesamt werden pro
Jahr ca. 26.000 Todesfélle dokumentiert (15). Mit 1,8 Millionen Neuerkrankungen weltweit ist
das KRK bei Frauen die zweithédufigste und bei Ménnern die dritthdufigste Tumorentitét (7). Bei

Erstdiagnose lassen sich bereits bei 18 — 25 % der Patienten Lebermetastasen nachweisen (6, 15).
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Letztendlich treten bei mehr als 50 % aller KRK-Patienten Lebermetastasen wihrend des Krank-
heitsverlaufes auf (6, 16). Bei 30 % dieser Patienten stellt die Leber den einzigen Ort einer Fern-
filialisierung dar (17). Unbehandelt fiihren diese Lebermalignome bei mehr als 70 % der Betroffe-
nen innerhalb des ersten Jahres und bei mehr als 95 % innerhalb der ersten fiinf Jahre nach Diag-
nosestellung zum Tod (18, 19). Infolgedessen ist die hepatische Metastasierung ein wesentlicher

Einflussfaktor fiir die Prognose erkrankter Patienten (12).

1.2 Klinik und Diagnostik maligner Lebertumore

Die Friiherkennung maligner Lebertumore ist fiir den Krankheitsfortschritt und das therapeutische
Vorgehen entscheidend. Laborchemisch lassen sich hidufig keine Auffélligkeiten nachweisen. Tu-
mormarker wie das Alpha-Fetoprotein konnen auch im Rahmen chronischer Lebererkrankungen
eine Erhohung aufzeigen und haben in der Tumordiagnostik eine Sensitivitdt von nur 55 % (4).
Eine charakteristische klinische Symptomatik der Patienten ist oft nicht vorhanden. Das Auftreten
von Symptomen impliziert meist ein fortgeschrittenes Krankheitsstadium und geht mit niedrigen
5-Jahres-Uberlebensraten einher (4, 20). Moderne bildgebende Verfahren haben daher in der Tu-
mordiagnostik einen hohen Stellenwert (4, 15). Die Sonographie wird durch ihre hohe Verfiigbar-
keit und fehlende Strahlenbelastung primér zur Detektion und Verlaufskontrolle malignititsver-
déchtiger Leberrundherde eingesetzt (15, 21). Die Magnetresonanztomographie (MRT) gehort un-
ter Verwendung eines leberspezifischen Kontrastmittels zu den am hiufigsten angewandten bild-
gebenden Verfahren (4, 15, 22). Auch die triphasische Computertomographie (CT) erlaubt eine
Abgrenzung der Lebermalignome zu relevanten Differentialdiagnosen (22). Die Bildgebung dient
der Klassifikation und Abschitzung des Krankheitsausmafles im Rahmen eines Tumorstagings
(15, 22). Die GroBe und Anzahl der Tumore, ihre Lokalisation sowie eine mogliche Infiltration in
angrenzende Gefédlle und extrahepatisch liegende Strukturen konnen hierbei erfasst werden. Zu-
satzliche Befunde der Leberfunktion (beispielsweise mittels des Child-Pugh-Scores) und des Leis-
tungszustandes der Patienten (beispielsweise durch den Eastern Cooperative Oncology Group Per-
formance Status) erlauben eine gezielte Risikostratifikation (8, 23, 24). International anerkannte
Klassifikationen wie die der Barcelona Clinic Liver Cancer (BCLC) Group und die dort miteinbe-
zogenen Mailand-Kriterien empfehlen in Abhéngigkeit des Tumorstadiums einen therapeutischen
Behandlungsalgorithmus (23). Interdisziplindre Tumorkonferenzen sind jedoch fiir die Erstellung

eines stadiengerechten individuellen Behandlungsplanes empfehlenswert.
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1.3 Therapieverfahren maligner Lebertumore

1.3.1 Chirurgische Leberteilresektion

Die chirurgische Leberteilresektion ist gegenwirtig der therapeutische Goldstandard bei der Be-
handlung primérer und sekundirer maligner Lebertumore in kurativer Intention (16-18, 20). Nach
erfolgreicher Resektion betriigt die 5-Jahres-Uberlebensrate bei KRK-Patienten 40 %, wihrend
bei einem HCC eine 5-Jahres-Uberlebensrate von 50 — 70 % beschrieben wird (25, 26). Auch bei
einem CCC erhoht sich die 5-Jahres-Uberlebensrate nach einem chirurgischen Eingriff auf 40 %
(27). Allerdings sind bei Erstdiagnose nur 5 — 15 % der Patienten fiir eine Operation geeignet (16,
17). Die Griinde fiir die Irresektabilitit sind vielféltig. Eine eingeschrinkte Leberfunktion (Child-
Pugh B / C) und bereits bestehende Komorbiditidten des Patienten gehoren zu den Hauptfaktoren.
Eine enge anatomische Beziehung der Tumore zu grof3en Lebergefidllen sowie eine Lebergefalin-
filtration sind andere mogliche Griinde fiir eine Irresektabilitit (16, 28-30). Auch ein
extrahepatischer Krankheitsfortschritt gilt als relative Kontraindikation fiir einen operativen Ein-
griff an der Leber (28, 30).

Die Entfernung der kompletten Tumorlast ohne Residualridnder im Rahmen einer RO-Resektion
ist der prognostisch relevanteste Faktor fiir das Langzeitiiberleben der betroffenen Patienten (31).
Allerdings kann ein tumorfreier Resektionsrand nur in 73 — 77 % der Fille erreicht werden (32,
33). Hinzu kommt der zum Teil verhéltnisméBig hohe Verlust an gesundem Leberparenchym
durch das operative Verfahren. Dabei steigt die Komplikationsrate proportional zum Anteil des
entfernten Lebergewebes (34). Das Leberrestvolumen (future liver remnant, FLR) bei Patienten
mit normaler Leberfunktion sollte mindestens 20 — 25 % betragen (35, 36). Bei Patienten mit vor-
bestehender Leberzirrhose wird ein FLR iiber 50 % empfohlen (35). Ziel ist es, dadurch postope-
rative Komplikationen wie eine Leberinsuffizienz und eine damit assoziierte erhohte Mortalitét zu
vermeiden (34-37).

Nach Leberteilresektion konnen bei bis zu 50 — 70 % der operierten Patienten Tumorrezidive auf-
treten (33, 38, 39). Eine erneute Resektion kann das Langzeitiiberleben der Patienten sichern, ist
jedoch nur bei wenigen Betroffenen aufgrund der Gefahr eines postoperativen Leberversagens
sinnvoll (39, 40). Obwohl die Lebertransplantation einen weiteren kurativen Therapieansatz in der
Behandlung von hepatischen Malignomen darstellt, kann sie aufgrund des Spenderorganmangels
und der strengen Patientenselektion nur in ausgewdhlten Fillen erfolgen (24, 35, 38). Hieraus
ergibt sich die Notwendigkeit fiir die Weiterentwicklung alternativer Therapieverfahren mit kura-

tiver Intention.
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1.3.2 Minimalinvasive Thermoablationsverfahren

Bei geeigneter Indikationsstellung stellen die minimalinvasiven In-situ-Thermoablationsverfahren
eine wichtige Alternative zur Leberteilresektion dar, um hepatische Malignome mit kurativer Ziel-
setzung zu behandeln (4, 15, 41, 42). Sie werden zudem auch in palliativer Intention angewandt
(4,15, 20, 42, 43). Insbesondere bei inoperablen Lebermalignomen, fehlendem Ansprechen auf
Chemotherapie und bestehenden Komorbidititen nehmen sie einen hohen Stellenwert ein (29,42,
43). Allen Thermoablationsverfahren liegt eine Tumordestruktion durch lokale thermische Nekro-
sen unter weitgehendem Erhalt des umgebenden gesunden Lebergewebes zugrunde (44). Zu den
Vorteilen einer minimalinvasiven Anwendung gehoren unter anderem eine komplikationsarme,
parenchymsparende Vorgehensweise und die Option den Eingriff mehrfach zu wiederholen. Ne-
ben der Mikrowellenablation (MWA) und der laserinduzierten Thermotherapie (LITT) ist vor al-
lem die Radiofrequenzablation (RFA) das derzeit am besten untersuchte und am hiufigsten einge-

setzte Verfahren (41,42, 44, 45).

1.4 Radiofrequenzablation

14.1 Funktionsprinzip

Die RFA wurde erstmalig im 19. Jahrhundert durch den franzdsischen Arzt und Physiker Jacques-
Arseéne d’Arsonval beschrieben. In seinen Experimenten zur Elektrophysiologie und Diathermie
fiihrte die Applikation von Wechselstrom mit einer Frequenz von 10 kHz zu einem Wirmeanstieg
in menschlichem Gewebe (46). Durch die stetige facheriibergreifende Weiterentwicklung kam die
RFA erstmals in den 1990er Jahren erfolgreich bei Lebermalignomen zur Anwendung (46).

Die heutigen RFA-Systeme bestehen aus einem Generator, iiber welchen hochfrequenter Wechsel-
strom (300 — 500 kHz) durch RF-Elektroden unter bildgebender Kontrolle in den Tumor einge-
bracht werden kann (47-49). Der alternierende Strom resultiert in intrazelluldren lonenbewegun-
gen, die wiederum zu einer Reibung fiihren. Durch diese Reibung kommt es zu einem Tempera-
turanstieg. Das Ziel der RFA ist ein lokalisierter Untergang des Gewebes durch Zellwandschidi-
gung und Proteindenaturierung. Bereits Temperaturen ab 42 °C schidigen die dreidimensionale
Struktur der Proteine und fiihren zu einem vollstdndigen Funktionsverlust. Ab 55 °C wird der Zell-
tod durch eine sofortige Gewebekoagulation und -nekrose induziert (44, 50). Ab 100 °C kommt
es zu einer unmittelbaren Karbonisation und Vaporisation mit Gasbildung, welche sich negativ
auf die Anwendung der RFA auswirken konnen (50, 51). Ein zu hoher Anstieg der Temperatur
kann zu einer Dehydrierung des umliegenden Gewebes fiihren und folglich die elektrische Leitfa-

higkeit verringern (52). Das Risiko einer unvollstindigen Ablation steigt. Bei der RFA werden
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daher Temperaturen zwischen 55 — 100 °C angestrebt. Dadurch soll ein sicherer Zelluntergang
erreicht werden, ohne dass es jedoch zu einer Karbonisation des umliegenden Gewebes kommt
(42, 51, 53-55). Gegenwirtige RF-Applikatoren verfiigen aus diesem Grund iiber interne Kiih-
lungssysteme, die einen zu schnellen Temperaturanstieg und somit eine Austrocknung um die Ap-
plikatorspitze verhindern (47). Dadurch kann mehr Energie in das Gewebe eingebracht und dem-

zufolge ein groferes Ablationsvolumen erreicht werden.

14.2 Radiofrequenzablationssysteme
Bei einer RFA wird zwischen monopolaren, bipolaren und multipolaren Systemen unterschieden
(44). Bei der monopolaren Anwendung wird eine einzelne Elektrode in den Tumor eingefiihrt

(Abbildung 1a).

" RF-Applikator ' RF-Applikator

<«— Tumor <«— Tumor

<«<— FElektrode 2

T
Stromfluss in Richtung 4 B Elektrode 1 Elektrode 1
Neutralelektrode

a) Monopolar b) Bipolar

Abbildung 1 Elektrodenkonfiguration bei mono- und bipolarer RFA. a) Der RF-Applikator wird in den Tumor ein-
gebracht und enthélt nur eine Elektrode. Der Strom wird von einer extern auf der Haut des Patienten angebrachten
Neutralelektrode abgeleitet. Dabei miissen grofiere Distanzen innerhalb des Korpers iiberwunden werden. b) Bei der
bipolaren RFA werden zwei Elektroden in den Tumor eingefiihrt. Diese befinden sich meist innerhalb eines Applika-

tors, sodass der Gebrauch einer Neutralelektrode entféllt. Der Stromfluss bleibt auf das Ablationsgebiet beschrinkt.

Um den Stromkreis zu schlieBen, wird eine zweite Elektrode, eine sogenannte Neutralelektrode,
extern auf der Haut des Patienten angebracht (55, 56). Dabei muss auf eine ausreichende Kontakt-
fliche zwischen der Elektrode und der Haut geachtet werden, um lokale Verbrennungen zu ver-
meiden (57, 58). Aufgrund der groBBen Distanz zwischen den beiden Elektroden kann es zu einer
unkontrollierten Ausbreitung des Stroms und somit zu einer heterogenen Energiezufuhr in das

Gewebe kommen (56). Vorausschidtzungen des Ablationsareals werden dadurch erschwert und das
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Risiko fiir Lokalrezidive steigt (48). Durch die inhomogene Energieverteilung konnen Verletzun-
gen von benachbarten Strukturen und Organen entstehen (55-57). Daher ist die monopolare RFA
in ihrer Anwendung limitiert (58).

Bei der bipolaren RFA wird ein Applikator mit zwei Elektroden in das Zielgewebe eingebracht
(Abbildung 1b). Folglich kann auf eine Neutralelektrode verzichtet werden (59). Aufgrund der
kurzen Distanz zwischen den Elektroden sind im Vergleich zur monopolaren RFA hohere lokale

Energiedichten und infolgedessen groflere Ablationsvolumina moglich (Abbildung 2b) (59, 60).

Lebersegment Lebersegment

Neutralelektrode auf
der Haut
—

Ablationsbereich

Ablationsbereich

a) Monopolar b) Bipolar ¢) Multipolar

Abbildung 2 Mono-, bi- und multipolare RFA-Systeme im Vergleich. Im Gegensatz zu einer a) monopolaren RFA
kann bei der b) bipolaren RFA auf den Gebrauch einer Neutralelektrode verzichtet werden. Hierbei befinden sich
zwei Elektroden in einem Applikator (A, schwarzer Punkt). ¢) Bei der multipolaren RFA konnen mehrere bipolare
Applikatoren verwendet werden. Dabei fusionieren die Ablationen um die einzelnen Applikatoren zu einer einzelnen
anndhernd sphérischen Ablation. In dem von den RF-Applikatoren eingeschlossenen Bereich bildet sich eine Hoch-
energiezone (gelb). Durch den Einsatz mehrerer Applikatoren kann bei der multipolaren RFA ein noch groBeres Ab-

lationsvolumen als bei der bipolaren RFA erzielt werden.

Die multipolare RFA stellt eine Weiterentwicklung der bipolaren RFA dar und erlaubt eine ge-
zielte Platzierung multipler Elektroden um einen Tumor herum. Die Anzahl der Elektroden und
der Abstand der Applikatoren zueinander kann dabei variieren (56). Bei drei Applikatoren mit
jeweils zwei bipolaren Elektroden sind so beispielsweise insgesamt 15 Elektrodenpaarungen mog-
lich. Jede Elektrodenpaarung wird der Reihe nach automatisch vom RFA-Generator aktiviert, be-
vor auf die nédchste Elektrodenpaarung umgeschaltet wird. Das Ziel dieser getakteten Energieab-
gabe ist die Vermeidung einer vorzeitigen Gewebekarbonisation um die Applikatoren herum. Das
Gewebe unmittelbar um die nicht aktiven Elektroden kann somit abkiihlen. Extreme Temperatur-
spitzen werden vermieden. Durch die Generierung einer hoheren lokalen Energiedichte konnen
bei der multipolaren RFA dadurch wesentlich groBere Koagulationsvolumina als bei der mono-

oder bipolaren Anwendung erreicht werden (Abbildung 2¢) (55, 56, 61, 62).
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14.3 Die Radiofrequenzablation als Therapieverfahren

Obgleich die chirurgische Leberteilresektion bis vor Kurzem noch als einziges kuratives Thera-
pieverfahren galt, kann die RFA bei einem ausgewdhlten Patientenklientel inzwischen vergleich-
bare Ergebnisse hinsichtlich des Langzeitiiberlebens aufweisen (63-68).

HCC: Laut Leitlinie sollte die RFA im HCC-Friihstadium (Child-Pugh-A / B) bei noch adédquater
Leberfunktion und nur gering oder moderat ausgepragter portaler Hypertension als kurativer An-
satz angeboten werden (4, 24). Um ein Rezidiv zu verhindern, wird ein maximaler Tumordurch-
messer von kleiner als 3 cm unter Einhaltung eines ausreichenden Sicherheitsabstandes von 5 —
10 mm empfohlen (24, 69-72). Laut der BCLC-Klassifikation sollten pro Leberlappen nicht mehr
als drei intrahepatische Lésionen vorhanden sein, wenn eine RFA in kurativer Intention geplant

ist (Abbildung 3) (24).

Friihstadium (0) Friihstadium (A) Intermedizirstadium (B) Fortgeschrittenes Stadium (C) Endstadium (D)
Einzelner Tumor < 2 ¢cm, Child- Einzelner Tumor oder < 3 Tumore Fortgeschrittener drer Befall, pati i ion, portale Child-Pugh C
Pugh A <3 cm, Child-Pugh A-B Child-Pugh A-B Invasion, Child-Pugh A-B

Kandidat fiir eine

. Einzelner Tumor
Lebertransplantation =3 Tumore

[

Portale
Hypertension,

Bilirubinwerte

Komorbidititen

i SN . I . —
| Ablation ij_,ebertellreseknon:‘ Lebertransplantation :' Ablation ‘

1
. [P R L L '

Abbildung 3 Behandlungsalgorithmus des HCCs (Abbildung modifiziert nach Forner et al. (24)). Ablation, Leber-

Supportive
Therapie

teilresektion und Lebertransplantation gelten als kurative (blau), die transarterielle Chemoembolisation (TACE) und
das Chemotherapeutikum Sorafenib als palliative Therapieverfahren. Eine supportive Behandlung muss im Endsta-

dium eines HCCs (Child-Pugh C) in Erwdgung gezogen werden.

Bei HCC-Herden, die gréBer als 3 cm aber kleiner als 5 cm sind, sollte eine interdisziplinidre Ab-
wigung zwischen RFA und chirurgischer Resektion erfolgen (4). Diese Empfehlung basiert auf
aktuellen Untersuchungen, die keinen signifikanten Unterschied zwischen den 3-Jahres-Uberle-
bensraten nach RFA (71,4 %) und nach Resektion (73,4 %) bei einem HCC unter 5 cm aufzeigten

(66). In einigen Analysen ist die RFA bei geeigneter Indikationsstellung der Leberteilresektion
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bereits iiberlegen (64, 73-75). Bei einem zentral gelegenen HCC kleiner als 2 cm betrug die 3-
Jahres-Uberlebensrate in einer Studie von Peng et al. 93,0 % nach RFA, jedoch nur 71,6 % nach
Resektion (73). Prospektive randomisierte kontrollierte Studien sind nétig, um die Uberlegenheit
der RFA gegeniiber einer chirurgischen Resektion bei kleinen HCC-Herden zu iiberpriifen (73).
KRK: Bei Patienten mit primér resektablen kolorektalen Lebermetastasen sollte die Indikation fiir
ein lokalablatives Verfahren prinzipiell innerhalb multidisziplindrer Tumorkonferenzen gestellt
werden (15). Analog zum HCC liegen klinische Studien vor, die keinen signifikanten Unterschied
hinsichtlich des Langzeitiiberlebens bei kolorektalen Lebertumoren bis zu 3 cm zwischen RFA
und Resektion belegen (15, 64, 73, 74, 76). Den Patienten sollte die RFA daher bei geeigneter
Tumorgrofe und -lokalisation als minimalinvasives Verfahren alternativ zur chirurgischen Resek-
tion angeboten werden (15).

Palliative Indikation: Die RFA kann weiterhin bei Patienten eingesetzt werden, bei denen bei-
spielsweise aufgrund von Komorbidititen oder vorausgegangener Leberteilresektion nur eine ein-
geschrinkte oder nicht vorhandene Operationsfahigkeit besteht (15, 28, 65, 70, 74). Folgeuntersu-
chungen, welche die Moglichkeit einer sekundéren Resektabilitit oder erneuten RFA iiberpriifen,
werden empfohlen (15). Insgesamt wird bei der Behandlung eines bereits fortgeschrittenen Krank-
heitsstadiums vor allem ein multimodales Therapiekonzept angestrebt (15). Dabei ist der Krank-
heitsprogress insbesondere von einer extrahepatischen Tumormanifestation sowie der Lokalisa-

tion, der Anzahl und dem Durchmesser der Lebertumore abhéngig (15, 77-79).

1.4.4 Der Tumordurchmesser als Risikofaktor

Der Tumordurchmesser stellt einen entscheidenden Risikofaktor fiir die Rezidiventstehung und
letztlich die Uberlebensrate nach RFA dar (62, 69, 72, 78-81). Grundsitzlich sind Radiofrequenz-
ablationen aufgrund physikalischer Gegebenheiten in ihrer Ausdehnung und Eindringtiefe in das
Lebergewebe begrenzt (44, 81). Mit zunehmender Distanz vom RF-Applikator sinkt beispiels-
weise der Temperatureintrag in das Gewebe und somit auch der maximal mogliche Ablations-
durchmesser (47). Hinzu kommt, dass sich insbesondere die natiirliche Leberperfusion negativ auf
die Temperaturverteilung innerhalb des Leberparenchyms auswirken kann (siehe 1.4.5) (47, 82).
In einer Analyse von Mulier et al. lag der durchschnittliche Ablationsdurchmesser von mono- und
bipolaren Radiofrequenzablationen bei 20 — 40 mm (81). Habash et al. zeichneten Ablationsdurch-
messer zwischen 30 — 60 mm auf (44). Unter zusétzlicher Beachtung eines Sicherheitsabstandes
von 5 — 10 mm ist aufgrund dessen nur eine begrenzte Anzahl von Malignomen durch eine RFA

sicher therapierbar (47, 69, 71, 81). Fiir die Durchfiihrung einer multipolaren RFA mit kurativer
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Zielsetzung sollte der Tumordurchmesser daher laut Leitlinien vorzugsweise kleiner als 3 cm sein
(sieche 1.4.3) (4, 15). Dabei sollten sich das Ablations- und Tumorvolumen suffizient tiberlappen,
um eine lokale Tumorkontrolle zu gewéhrleisten. Studien zufolge wird eine erfolgreiche RFA zu
90 % bei einem Tumordurchmesser unter 2,5 cm erreicht (80). Bei Malignomen, die grofler als
5 cm sind, sinkt der Ablationserfolg auf 50 % (62, 80). Eine ausreichende Zerstorung aller malig-
nen Zellen wird bei Tumoren dieser GroBe nicht mehr sichergestellt. Lokalrezidivraten von bis zu
58 % koénnen auftreten (65, 69, 70, 83). Dabei nimmt die Uberlebensrate mit steigendem Tumor-
durchmesser ab (79).

Bei einer RFA muss zusitzlich in Erwidgung gezogen werden, dass der Tumordurchmesser in di-
rektem Zusammenhang mit einer tumordsen Gefdflinvasion und der Prdsenz von noduldren
Mikrosatelliten steht (65, 81, 84). Diese Satellitenmetastasen sind regiondre Tumorabsiedlungen
und kommen sowohl bei einem HCC als auch bei einer kolorektalen Lebermetastasierung vor (69,
85). Sie konnen bei bis zu 27 % der Tumore kleiner als 3 cm auftreten (85). Bei Tumoren grofer
als 6,5 cm kann in 55 % der Fille eine vaskulidre Mikroinvasion beobachtet werden (Abbildung 4)

(78, 86).

Lebersegment

Sicherheitsabstand

Tumor

Satellitenmetastase

Hochenergiezone

a) b)

Abbildung 4 Multipolare RF-Applikatorformation um einen Tumor. a) Bei der multipolaren RFA werden die Appli-
katoren (A, schwarze Punkte) um den Tumor herum angeordnet. Ein Sicherheitssaum von 5 — 10 mm sollte eingehal-
ten werden, um eine vollstindige Zerstorung aller malignen Zellen zu gewihrleisten und mogliche Rezidive zu ver-
hindern. b) Bei steigendem Tumordurchmesser besteht die Gefahr einer unvollstdndigen Tumordestruktion. Mogliche

Satellitenmetastasen konnen nicht erfasst werden.

Satellitenmetastasen befinden sich meist in unmittelbarer Ndhe des Primértumors, konnen aber bei
zunehmendem Tumordurchmesser auch bis zu 4 cm entfernt liegen (84, 86). Bildgebende Verfah-

ren haben eine geringe Sensitivitit gegeniiber diesen Mikrosatelliten (84).
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Durch die Anwendung eines multipolaren RFA-Systems ist in Zukunft allerdings auch eine sichere
Ablation von Lebertumoren, die groBer als 3 cm sind, vorstellbar (62, 87-89). Seror et al. zeigten,
dass durch die Verwendung multipolarer RF-Applikatoren 81 % der HCCs, die > 5 cm aber kleiner
als 9 cm waren, komplett abladiert werden konnen (88). Im Vergleich zu einer monopolaren RFA
werden bei der multipolaren RFA durch das Erreichen wesentlich groBerer Ablationsdiameter
deutlich niedrigere Tumorrezidivraten beobachtet (62). Somit gilt neben dem Tumordurchmesser
auch die Wahl des angewandten RFA-Systems als unabhingiger Pridiktor fiir das Ablationser-
gebnis einer RFA (62).

145 Kiihleffekte

Der Erfolg einer RFA héngt mafgeblich von der Temperatur innerhalb der Ablation ab (47). Durch
die natiirliche Leberperfusion kann es wihrend der RFA in Form eines Wirmeabtransportes durch
den Blutfluss zu einer Temperaturabnahme innerhalb des Ablationsbereiches kommen (47, 90).
Dies wird als vaskulérer Kiihleffekt (,,heat sink effect) bezeichnet (91, 92). Das Risiko residualer

Tumorzellen ist daher im Wesentlichen von der Tumorlokalisation abhéngig (Abbildung 5) (47).

P ., .. . .
‘L] Ablationszone ‘ Tumor » / Q%\% Kiihleffekt = -+ = Unvollstiindige Tumorablation

Abbildung 5 a) Lebergefifie in Ablationsnéhe transportieren die zugefiihrte Energie in Form von Wirme ab. b) So-
wohl das Volumen als auch die Form einer RFA kénnen durch den GeféBkiihleffekt negativ beeinflusst werden. Hinzu
kommt die Gefahr von residualen malignen Zellen, wenn der Tumor durch den Kiihleffekt nicht vollstéindig von der

Ablationszone erfasst wird.

Radiofrequenzablationen in GefidBBnéhe sind mit Rezidivraten von bis zu 36,5 % assoziiert (43,47,
69,72,93). Hinzu kommt, dass die Flussgeschwindigkeit, der Gefi3durchmesser und die GeféalBart

zusitzliche Auswirkungen auf den vaskulédren Kiihleffekt haben (82). Studien konnten zeigen, dass
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bereits Flussraten ab 1 ml/min und ein GefidBdurchmesser groler 3 mm zu signifikanten Kiihlef-
fekten fiihren (91, 93-95). Befinden sich Gefdle mit einem Durchmesser groer als 5 mm in Tu-
mornihe, sinkt die Wahrscheinlichkeit einer sicheren und vollstindigen Ablation erheblich (Ab-
bildung 5b) (91, 95). Auch die GefidBart muss in Hinblick auf den Kiihleffekt beriicksichtigt wer-
den. Bei Ablationen in unmittelbarer Néhe zur Vena cava betrigt das Risiko eines Residualtumors
100 % (69). Bei RFA, die an die Portalvene oder an Lebervenen grenzen, konnen verbleibende
vitale Tumorzellen in jeweils 57 % und 33 % der Fille beobachtet werden (69). Portalfelder (be-
stehend aus Arteria interlobularis, Vena interlobularis, Ductus biliferi interlobularis und Lymph-
gefdlen, siche 1.5.1) scheinen insgesamt einen ausgeprégteren Kiihleffekt zu verursachen als ver-
gleichbare Lebervenen (95, 96). Weiterhin induzieren maligne Tumoren héufig eine vermehrte
Angiogenese (97). Mit zunehmendem Tumordurchmesser muss insofern durch eine stirkere Vas-
kularisation auch von einem wesentlichen Kiihleffekt in Tumornédhe ausgegangen werden.

Die priéinterventionelle Planung perivaskulédrer Radiofrequenzablationen ist duflerst komplex und
bleibt Gegenstand aktueller Forschung (47, 69). Eine vollstandige Vermeidung der Geféafkiihlef-
fekte durch die Leberperfusion kann derzeit nur durch eine Unterbrechung der Blutzufuhr, einem

sogenannten Pringle-Manover, sicher erreicht werden (90, 98-100).

14.6 Pringle-Manover

Bei einem Pringle-Mandver wird das Ligamentum hepatoduodenale (bestehend aus Portalvene,
Arteria hepatica propria und Ductus choledochus) temporér chirurgisch okkludiert, um die Blut-
zufuhr zur Leber zu unterbrechen (101). Die urspriingliche Indikation zum Pringle-Mandover ist
das Minimieren von groflen intraoperativen Blutverlusten (101). Eine zeitweilige Minderperfusion
fiihrt dabei zu einer Verringerung der postoperativen Mortalitdt, Morbiditdt und Tumorrezidivrate
(102). Durch die verminderte Leberperfusion werden jedoch auch vaskulére Kiihleffekte wahrend
einer RFA erheblich reduziert (69, 90). Folglich entstehen wesentlich groere und homogenere
Ablationsvolumina (90, 98, 99, 103-105).

Die Anwendung eines Pringle-Mandovers setzt allerdings mindestens eine minimalinvasive chirur-
gische Intervention voraus (47). Der Patient ist demnach den Risiken einer Operation ausgesetzt
und die Vorteile einer rein perkutanen RFA gehen insbesondere fiir komorbide Patienten verloren
(siehe 1.4.7). Das Pringle-Manover kann zusitzlich Schadigungen des Leberparenchyms begiins-
tigen (106-108). Der Grund hierfiir ist die Freisetzung von Entziindungsmediatoren (beispiels-
weise Interleukin-6 / Tumornekrosefaktor-o) und die mangelnde Sauerstoffzufuhr durch die Un-

terbrechung der Leberperfusion (109). Besonders bei Aufhebung des Pringle-Mandvers kann die

21



Leber durch einen postischdmischen Reperfusionsschaden lidngerfristig Funktionseinschriankun-
gen davontragen (107). Ein Pringle-Mandver eignet also sich zur Reduktion von Kiihleffekten.
Dennoch muss vor einer geplanten RFA mit einem Pringle-Mandver eine sorgféltige Risiko-Nut-

zen-Abwigung erfolgen.

14.7 Vor- und Nachteile einer Radiofrequenzablation

Bei geeigneter Indikationsstellung gilt die RFA insgesamt als sicheres und komplikationsarmes
Verfahren (4, 58, 110). Mit einer Gesamtmortalititsrate von 0 — 2 % hat sie sich zu einer vielver-
sprechenden Therapieoption von malignen Lebertumoren etabliert (58,76, 110, 111). GroBer Vor-
teil ist die Moglichkeit der wiederholten Intervention durch eine parenchymschonende Vorgehens-
weise bei Tumorrezidiven oder neu auftretenden Lebermalignomen (41, 44, 80). Die RFA wird
im klinischen Alltag meist perkutan durchgefiihrt. Sie kann jedoch auch wihrend einer chirurgi-
schen Operation im Rahmen einer Laparoskopie oder Laparotomie erfolgen (55, 65,69, 110, 112).
Allen drei Zugangswegen ist eine priinterventionelle Planung mittels bildgebender Verfahren
(Ultraschall, MRT, CT) gemeinsam (55, 110). Ziel ist unter anderem die Privention punktionsas-
soziierter Komplikationen. Dazu zdhlen unter anderem intraabdominelle Blutungen (1,6 %), Gal-
lengangsverletzungen (1,0 %), Pleuraergiisse (0,2 %) und Pneumothoraxe (0,3 %) (44, 55, 58, 64,
110). Schwerwiegendere Komplikationen wie intrahepatische Abszesse mit septischer Streuung
(1,1 %), Leberversagen (0,8 %), thermische Schiden des Darms (0,5 %) und Leberinfarkte
(0,04 %) wurden ebenfalls im Rahmen einer RFA dokumentiert (17, 44, 58, 110). Je nach Zu-
gangsweg steigt die Komplikationsrate der RFA mit der Invasivitit des Eingriffs (perkutan 7,2 %,
Laparoskopie 9,5 %, Laparotomie 9,9 %) (58). Im Vergleich zu einer viszeralchirurgischen MaB3-
nahme in Vollnarkose konnen die Patienten durch die schnelle und minimalinvasive Behandlung
das Krankenhaus in der Regel nach 24 Stunden wieder verlassen (80). Wird eine RFA mit einer
Leberteilresektion kombiniert, steigt der Krankenhausaufenthalt auf durchschnittlich sieben Tage
(28, 113). Bei einer offenchirurgischen RFA miissen zusitzlich die Risiken jeder Laparoskopie
und Laparotomie beachtet werden (58). Jedoch kann wihrend einer chirurgisch durchgefiihrten
RFA beispielsweise der Einsatz eines intraoperativen Ultraschalls erfolgen (28,47, 58). Durch die
verbesserte Einsicht in den Bauchraum konnen dadurch mogliche Satellitenmetastasen (siche
1.4.4) schneller und priziser detektiert werden. Weiterer Vorteil ist die parallele Anwendung eines
Pringle-Mandovers zur Erzielung groferer Ablationsvolumina (siehe 1.4.6) (47, 69,99). Eine sorg-
fdltige préinterventionelle Planung bleibt allerdings notwendig, um einen sicheren Einsatz der

RFA zu gewihrleisten.
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14.8 Ex-vivo- und In-vivo-Studien der Radiofrequenzablation

Um die prétherapeutische Planung zu optimieren und letztlich den Erfolg einer RFA zu sichern,
werden tierexperimentelle Studien durchgefiihrt (47, 92, 114-116). Mulier et al. empfehlen Ex-
vivo-Versuche vor allem als Grundlage, um die RF-Technologie unter Laborbedingungen weiter-
zuentwickeln (92). Durch die Absenz der natiirlichen Leberperfusion im Ex-vivo-Modell sind
Aussagen iiber den Einfluss der Gefid3e auf eine RFA jedoch nur begrenzt moglich (99). Durch
den fehlenden Kiihleffekt besteht unter Ex-vivo-Bedingungen zudem die Gefahr von Uberschiit-
zungen der Ablationsgrofe und -geometrie (92, 117, 118). Denys et al. fiihrten Untersuchungen
mit RFA-Generatorsystemen vier verschiedener Hersteller am Schweinemodell durch (117). Ex
vivo beobachtete die Arbeitsgruppe Ablationsvolumina zwischen 55 — 68 cm?, wihrend in vivo
bei gleichbleibenden Versuchsparametern allerdings nur Ablationsgro3en zwischen 29 — 42 cm?
erzeugt wurden (117). Auch Kim et al. zeigten in Schweinelebern signifikant kleinere Ablations-
fldchen in vivo im Vergleich zu den Ablationsfldchen ex vivo auf (118). Die Ergebnisse von Ex-
vivo-Experimenten sollten daher durch In-vivo-Analysen validiert werden.

Studien unter In-vivo-Voraussetzungen sind vor allem notwendig, um ein besseres Verstindnis
physiologischer Abldufe wihrend einer RFA zu erhalten (99). Insbesondere die natiirliche Leber-
perfusion und die damit einhergehenden GefidBkiihleffekte miissen aufgrund der beschriebenen
Tumorrezidive nach einer RFA weitergehend in vivo untersucht werden. Aufgrund des minimal-
invasiven Eingriffes einer RFA in der klinischen Situation, sollten In-vivo-Versuche zusétzlich
dazu eingesetzt werden, um Ablationen makroskopisch und histologisch zu beurteilen. Ziel sollte
letztlich eine prézisere Vorhersagbarkeit der resultierenden Ablationsvolumina sein, um zukiinftig

eine optimalere RFA am Patienten durchzufiihren zu kénnen (92, 99).

1.5 Histologische Analyse

Wiihrend bei chirurgischen TherapiemaBBnahmen ein histologisch gesicherter tumorfreier Resekti-
onsrand (RO) als Erfolgskriterium gilt, kann bei einer minimalinvasiven RFA keine histologische
Aufarbeitung des Gewebes erfolgen (119). Im klinischen Alltag wird daher mehrheitlich auf Mo-
dalitidten wie die Sonographie, MRT oder CT zuriickgegriffen, um das Leberparenchym pri- und
postinterventionell zu beurteilen (17, 41, 44, 53, 80, 81, 119-121). Dabei muss jedoch beachtet
werden, dass bildgebende Verfahren die tatséchliche Grofe einer Ablation durch die fehlende di-
rekte visuelle Kontrolle unter- oder iiberschitzen konnen (49, 81, 119, 122). Um die Auswertung
durch die Bildgebung zu validieren und zu optimieren, werden Ex-vivo- und In-vivo-Studien

durchgefiihrt (siehe 1.4.8) (81,92, 119). GroBer Vorteil ist die Moglichkeit einer makroskopischen
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und histologischen Bestimmung der Ablationsgrofle durch Ex-vivo- und In-vivo-Analysen (114).
Allerdings werden in den meisten Studien liberwiegend makroskopische Ablationsflichenberech-
nungen und -formbeschreibungen durchgefiihrt (119, 123). Folglich basiert die Validierung einer
RFA-Auswertung durch bildgebende Verfahren hauptsédchlich auf makroskopischen Daten (103,
119). Aussagen tiber den Ablationserfolg und mogliche Tumorresiduen durch die Makroskopie
oder die Bildgebung sind jedoch nur bis zu einem gewissen Grad annehmbar (69). Letztlich ist der
Nachweis einer vollstindigen Tumorablation allein durch histologische Untersuchungen zulissig
(124). Infolgedessen ist eine Verifizierung einer makroskopischen Ablationsflachenauswertung
durch die Histologie erforderlich. Bisher fiihrten ausschlieflich Gemeinhardt et al. einen Vergleich
zwischen makroskopischen und histologischen Ergebnissen anhand von In-vivo-Versuchen der
bipolaren RFA am Schweinemodell durch (114). Die Arbeitsgruppe zeigte, dass eine starke Kor-
relation zwischen der makroskopischen und mikroskopischen Ablationsflache und -morphologie
existiert (114). Die makroskopische Ablationsauswertung kann bei der bipolaren RFA daher als
valide angesehen werden. Fiir die multipolare RFA mit deutlich hoherem Energieeintrag liegen
makroskopische und histologische Analysen dieser Art noch nicht vor.

Aufgrund von Tumorrezidiven nach einer RFA besteht des Weiteren Grund zur Annahme, dass
Lebergefille sowie perivaskulédres Lebergewebe innerhalb der Ablationen erhalten bleiben (47,69,
72, 91). Genaue Kenntnisse iiber die individuelle Gefid3anatomie und deren Einfluss auf den Ab-
lationsradius und die Ablationsform sind fiir die Durchfiihrung einer erfolgreichen RFA essenziell
(125). In-vivo-Versuche einer multipolaren RFA sind demnach notwendig, um eine histologische
Analyse von einzelnen Gefédfen innerhalb des Ablationsareals zu ermoglichen. Dafiir muss ein
grundlegendes Verstidndnis des anatomischen Leberaufbaus vorhanden sein. Da Radiofrequenz-
ablationen zusitzlich hinsichtlich ihres Erscheinungsbildes in Zonen eingeteilt werden kdnnen
(siehe 1.5.2), ist die Identifikation histologischer Ablationsmerkmale innerhalb des Leberpa-

renchyms von Relevanz.

1.5.1 Mikroskopischer Aufbau der Leber

Das Leberparenchym besteht vorwiegend aus Leberepithelzellen (Hepatozyten). In radidrer An-
ordnung bilden die Hepatozyten ca. 1,0 — 1,5 Millionen, 1 — 2 mm grof3e, polyedrisch geformte
Zentralvenenldppchen (126). Drei aneinandergrenzende Zentralvenenldppchen umschlielen ein
Periportalfeld. In diesem finden sich Anschnitte von Lymphgefidfen und der sogenannten Glisson-

Trias (Arteria interlobularis, Vena interlobularis und Ductus biliferi interlobularis) (Abbildung 6).
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Zentralvenenlidppchen

Zentralvene

Glisson-Trias

Abbildung 6 Gliederung des Leberparenchyms. Baueinheit ist das Zentralvenenldppchen, in dessen Mitte sich die
Zentralvene (hellblau) befindet. Drei aneinandergrenzende Zentralvenenldppchen umschlieBen ein Periportalfeld,
welches aus der Glisson-Trias (Arteria interlobularis (lila), Vena interlobularis (dunkelblau) und Ductus biliferi inter-

lobularis (griin)) und Anschnitten von Lymphgeféden besteht.

Weitlumige Kapillaren (Sinusoide) grenzen beidseits an je einen Hepatozyten (126). Dazwischen
ist der Disse-Raum gelegen, welcher sich besonders durch die Vitamin-A-haltigen Ito-Zellen aus-
zeichnet. Ito-Zellen sind im Rahmen von Fibrose- und Zirrhoseprozessen fiir die vermehrte Aus-

bildung von Proteoglykanen und Kollagenfibrillen verantwortlich (126).

1.5.2 Zoneneinteilung einer Radiofrequenzablation

Goldberg et al. empfehlen eine allgemeingiiltige Einteilung der Radiofrequenzablationen in Zo-
nen, um einen akkuraten Ergebnisvergleich verschiedener Forschergruppen sicher zu stellen (122).
Terminologisch wird dabei das zentrale Ablationsareal als ,,White Zone* (WZ) bezeichnet (49,
114, 122). In dieser Zone wird eine vollstindige Zerstorung der malignen Zellen angenommen.
Der sich ringfoérmig daran anschlieBende Bereich wird ,,Red Zone* (RZ) genannt (81, 114, 122).
Die RZ enthilt sowohl avitale als auch vitale Zellanteile und kann somit im klinischen Alltag den
Erfolg einer vollstindigen Ablation durch mogliche Tumorresiduen gefihrden (49, 114). Makro-
skopisch erfolgt die zonale Einteilung anhand der Farbe des Leberparenchyms. Das Areal in un-
mittelbarer Ndhe um die RF-Applikatoren herum ist in der Regel fahlgrau bis hellbraun (WZ). Die
an die WZ angrenzende RZ zeichnet sich durch ihre hellrote Farbe aus und geht diffus in dunkel-
rotes natives Leberparenchym iiber (49). Histologisch ergibt sich die zonale Differenzierung der
Ablation in WZ und RZ durch den Auflosungsgrad der Gewebearchitektur und den Grad der Far-
bintensitét je nach angewandter Fiarbemethode (Abbildung 7).
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Abbildung 7 Differenzierung thermischer Ablationszonen. A = Applikator. a) Makroskopische Einteilung der Abla-
tionszonen je nach Farbabstufung des Leberparenchyms. Die zentrale WZ ist dabei typischerweise fahlgrau bis hell-
braun, wihrend sich die daran anschlieBende RZ hellrot darstellt. Natives Lebergewebe ist dunkelrot. b) Die histolo-
gische Einteilung der Ablationszonen kann einerseits wie in der Makroskopie nach dem Férbungsgrad und anderer-

seits nach der Gewebekonstitution des Leberparenchyms erfolgen.

1.5.3 Histologische Fiarbemethoden

Die Standardfarbung bei histologischen Analyseprozessen ist die Hamatoxylin-Eosin-Féarbung
(HE) (126). Anhand dieser Farbung werden der mikroskopisch-anatomische Aufbau der Leber
sowie die GefaBarchitektur beurteilt. Aufgrund ihrer negativen elektrischen Ladungen nehmen
einzelne Gewebekomponenten, wie zum Beispiel Zellkerne und Ribosomen, den basischen Farb-
stoff Himatoxylin auf und erscheinen blauviolett. Anteile des Zytoplasmas und Kollagen nehmen
durch ihre positive elektrischer Ladung den azidophilen Farbstoff Eosin auf und werden rot geférbt
(126). Thermische Einwirkungen auf das Leberparenchym wie bei einer RFA konnen histologisch
durch den Untergang der Glisson-Trias mit Auflosung der GefdBwand, insgesamt durch den Struk-
turverlust des Zentralvenenldppchens (siehe 1.5.1), identifiziert werden. In der WZ kommt es zu
einem vollstindigen Verlust der Gewebearchitektur (49). Die RZ zeichnet sich durch das Vorhan-
densein beschédigter als auch intakter Zellbestandteile aus (Abbildung 7) (114).

Zunehmend gewinnt jedoch die Vitalfarbung mit Nicotinamidadenindinukleotid (NADH) an Be-
deutung (114, 127). NADH ist ein Ko-Enzym der Mitochondrien und an wichtigen Stoffwechsel-
kaskaden der Energiebereitstellung beteiligt (127, 128). Bei hohen Temperaturen wird die Pro-
teinstruktur der NADH-Diaphorase zerstort. Die damit eingehende Hemmung der Enzymaktivitit
der NADH-Diaphorase fiihrt zu einer verminderten farbstoffbildenden Reduktions-Oxidations-

Reaktion mit dem Farbstoff Nitrotetrazoliumblau (NTB) zu Formazan (Abbildung 8).
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Abbildung 8 Nicotinamidadenindinukleotid-Reaktionsschema. Katalysiert durch die NADH-Diaphorase entsteht un-

ter Abspaltung von NAD* das dunkelblaue Reaktionsprodukt Formazan.

Die Farbintensitét der einzelnen Zellbestandteile ist dabei Indikator fiir den Grad der Zellschidi-
gung (127-129). Die Farbe dunkelblau markiert intaktes natives Gewebe. Histologisches Korrelat
fiir eine Apoptose ist die fehlende Verstoffwechselung von NTB zu dunkelblauem Formazan. Ab-
ladierte Zellelemente erscheinen folglich farblos / braun und werden der WZ zugeteilt. Die RZ

enthilt sowohl dunkelblaue (vitale) als auch farblose (avitale) Zellbestandteile.

1.6 Fragestellung

Durch den minimalinvasiven Eingriff konnen Radiofrequenzablationen im Gegensatz zur chirur-
gischen Leberteilresektion histologisch nicht auf eine komplette Tumordestruktion hin beurteilt
werden. Die Kontrolle des Therapieerfolges erfolgt ausschlieBlich indirekt iiber bildgebende Ver-
fahren. Die Ablationsauswertung durch diese Verfahren beruht jedoch weitgehend auf makrosko-
pischen Studien. Daher erscheint zunéchst die Validierung einer makroskopischen Ablationsana-
lyse durch eine histologische Untersuchung notwendig. Dafiir sollen makroskopische und histolo-
gische Ablationszonen und -fldchen miteinander korreliert werden.

Kiihleffekte von Lebergefdfen konnen den Ablationserfolg und somit das Tumorrezidivrisiko
nach einer RFA mafgeblich beeinflussen. Histologische Untersuchungen des Gefi3kiihleffektes
bei der multipolaren RFA existieren derzeit noch nicht. Dabei sind genaue Kenntnisse liber die
Auswirkungen von einzelnen Lebergefdaflen auf die Ablationsform und den Ablationsradius ele-
mentar fiir eine prézise priinterventionelle Therapieplanung. Es ist unklar, ob Lebergefédfe inner-
halb des Ablationsareals vollstindig abladiert werden. Experimentelle Studien mit einer histolo-
gischen Aufarbeitung einzelner Gefdfle innerhalb einer Ablation sind notwendig. Einflussneh-
mende Faktoren wie die GefidBart und der GefidBBdurchmesser sollten dabei beriicksichtigt werden.
MaBnahmen wie ein Pringle-Manover oder eine Distanzreduktion zwischen den Applikatoren

konnen so vorausgeplant werden, um eine vollstindige Tumordestruktion zu erreichen.
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In der vorliegenden Arbeit sollen Ablationen nach multipolarer RFA in Schweinelebern in vivo
makroskopisch und mikroskopisch evaluiert werden. Ziel ist dabei die Bearbeitung folgender Fra-

gestellungen:

1. Isteine makroskopische Auswertung von Leberablationen nach In-vivo-Versuchen mit
der multipolaren RFA valide?
a. Kann sowohl makroskopisch als auch histologisch eine Einteilung in die fiir die
RFA typischen Ablationszonen (WZ / RZ) erfolgen?
b. Stimmen makroskopisch erkennbare Ablationsflachen qualitativ und quantitativ
mit den histologisch erkennbaren Ablationsfldchen iiberein?
2. Inwieweit beeinflussen die Gefifle innerhalb einer Ablation den Erfolg einer multipo-
laren RFA?
a. Werden LebergefidBe innerhalb des Ablationsareals vollstindig abladiert?

b. Nehmen Lebergefille Einfluss auf den Ablationsradius?
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2. Material und Methoden

2.1 Versuchsplan

Das Versuchsvorhaben gliederte sich in drei Schritte. Im Rahmen von In-vivo-Groftierversuchen
wurden unter computertomographisch-gesteuerter Kontrolle Radiofrequenzablationen in Lebern
von Hausschweinen durchgefiihrt. AnschlieBend erfolgte die komplette Leberentnahme und Seg-
mentierung der einzelnen Ablationslédsionen auf Hohe des groten Querdurchmessers. Die Anfer-
tigung von Diinnschnittpréparaten dieser Ablationen mit Hilfe eines Kryostats sowie die darauf-
folgende histologische Farbung mit Himatoxylin-Eosin und Nicotinamidadenindinukleotid waren

fiir eine mikroskopische Analyse und statistische Bearbeitung notwendig (Abbildung 9).

. . . 3. Makro- und

1. In-vivo-RFA mit 2. Anfertigung von mikroskopische
anschlieBender Diinnschnittpréiparaten +

Auswertung +

Leberresektion histologische Fiarbung

statistische Analyse

Abbildung 9 Versuchsplan. Die Versuchsdurchfiihrung wurde in drei Abschnitte eingeteilt. Auf die RFA in Schwei-
nelebern folgte die histologische Aufarbeitung der Ablationen. An die makro- und mikroskopische Beurteilung

schloss sich die statistische Analyse an.

2.2 Versuchstiere

Fiir das Versuchsvorhaben wurden ausschlieBlich weibliche Hausschweine (Kreuzung der Rassen
Pietrain und Topigs) von einem Zuchtbetrieb bezogen. Die Tiere befanden sich vor Versuchsstart
zur Akklimatisation mindestens zehn Tage in der Forschungseinrichtung fiir experimentelle
Medizin, Campus Virchow-Klinikum, Charité Universitdtsklinikum Berlin (Zertifizierungs-
nummer ISO 9001:2015). Die Tiere wurden in einem Stall isoliert und standen unter kontinu-
ierlicher tierdrztlicher und pflegerischer Beobachtung. Ein Tag-Nacht-Rhythmus von zwdlf
Stunden, eine Raumtemperatur von 15 — 24 °C und eine gleichbleibende Erndhrung wurden
eingehalten. Die Tiere waren vor Narkosebeginn niichtern. Alle Tierversuche wurden vom
Landesamt fiir Gesundheit und Soziales Berlin genehmigt (Tierversuchsantragsnummer
G0281/12) und in einem Tieroperationssaal der Sicherheitsstufe 1 durchgefiihrt. Die gesetzlichen
Richtlinien fiir Tierversuche (Deutsches Tierschutzgesetz, EU Richtlinien 2010/63/EU, FELASA)

wurden eingehalten.
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2.3 Versuchsreihen

Insgesamt wurden drei Versuchsreihen geplant. Auf Basis von vorausgegangen RFA-Versuchen

unserer Arbeitsgruppe mit einem Applikatorabstand von 20 mm wurde fiir alle Versuchsreihen

eine Leistung von 90 W und eine Energiezufuhr von 50 kJ festgelegt (115, 130, 131). Ziel sollten

homogene Ablationen sein (103, 130).

Da die Ablationsform und -gro3e einerseits durch eine GefaBokklusion (Pringle-Manéver), ande-

rerseits durch den Effekt einer Abstandsverdnderung zwischen den Applikatoren beeinflusst wer-

den konnen, wurden drei Versuchsreihen geplant (Abbildung 10) (90, 98):

V1
20 mm ohne

Pringle-Manover

V2

20 mm mit

Pringle-Manover

V3
15 mm ohne

Pringle-Manover

Abbildung 10 Ubersicht der drei Versuchsreihen. V = Versuchsreihe, -- = kontinuierlicher GefiBfluss, — = Pringle-

Manéver / kein kontinuierlicher Gefaf3fluss. Die Millimeterangeben beziehen sich hierbei auf den Abstand zwischen

den einzelnen RF-Applikatoren.

V1:
V2

V3.

Applikatorabstand von 20 mm, kein Pringle-Manover / kontinuierlicher GefiaBfluss

Applikatorabstand von 20 mm, vollstindige Okklusion des Gefalflusses durch ein

Pringle-Manover mit dem Ziel jegliche Kiihleffekte zu unterbinden und die Ablations-

flache zu vergroflern

Applikatorabstand von 15 mm, kein Pringle-Mandover / kontinuierlicher GefdBfluss mit
dem Ziel durch den reduzierten Applikatorabstand eine hohere Energiedichte innerhalb

des Ablationsareals zu erreichen und dadurch Kiihleffekte zu verringern

Fiir alle Versuchsreihen wurden acht Ablationen (n = 8) geplant. Es wurden moglichst viele Ab-

lationen pro Versuchstier durchgefiihrt.
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2.4 Ablationssystem

Fiir die Versuche wurde das RF-Thermotherapiesystem CelonSurgical (Olympus Surgical Tech-
nologies Europe, Hamburg, Deutschland) verwendet, welches sich aus dem Steuergerit Celon-
LabPOWER, der Peristaltikpumpe CelonAquaflow III und den RF-Applikatoren CelonProSurge
zusammensetzt (Abbildung 11) (61).

Leistung (W)

Energie (kJ)
Netzschalter Ablationszeit
Anschluss Pedal (min:s)

Anschliisse fiir

die drei RF -
Installation der .

Celon Aquaflow /Il Applikatoren

drei Pumpenrotoren

Netzschalter

Abbildung 11 Das multipolare RFA-Generatorsystem CelonLab POWER. Insgesamt konnen drei multipolare RF-
Applikatoren an die drei dazugehorigen Pumpenrotoren der Peristaltikpumpe CelonAquaflow IIT angeschlossen wer-

den. Leistung (W), Energie (kJ) und Ablationszeit (min:s) werden vom RFA-Generatorsystem angezeigt.

Das Leistungssteuerungsgerit kann eine maximale Leistung von 250 W und Wechselstrom bis zu
einer Frequenz von 470 kHz abgeben. Es ist manuell durch zwei Netzschalter bedienbar. Zudem
konnen Ablationen mit einem Pedal begonnen und beendet werden. Je nach Anwendung werden
zwischen ein bis drei Applikatoren eingesetzt. Radiofrequenzablationen konnen somit entweder
im bipolaren oder multipolaren Modus durchgefiihrt werden. Da der Strom ausschlieBlich zwi-
schen den im Gewebe eingebrachten Applikatoren flief3t, kann bei allen Applikationsmodi auf eine
Neutralelektrode verzichtet werden (siehe 1.4.2). Fiir die vorliegenden Versuche wurden drei
CelonProSurge RF-Applikatoren (Typ 150 — T30 = Schaftldnge 150 mm, Elektrodenlidnge 30 mm)
mit einem Durchmesser von 1,8 mm verwendet. Jeder dieser Applikatoren verfiigt liber zwei

Elektroden, die iiber einen Isolator voneinander getrennt sind (Abbildung 12).
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1. Elektrode 2. Elektrode
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aktive Linge

Anschliisse an die

Generatoranschluss Peristaltikpumpe

Abbildung 12 Einer von drei simultan verwendeten RF-Applikatoren. Der blaue Schlauch dient dem Anschluss an
den RFA-Generator, die zwei durchsichtigen Schlduche dem Anschluss an die Peristaltikpumpe CelonAquaflow III.
An der Schaftspitze sind zwei Elektroden angebracht, welche durch einen Isolator voneinander getrennt sind (verglei-

che Abbildung 1b). Die zwei Elektroden bilden zusammen mit dem Isolator die aktive Linge des RF-Applikators.

Bei drei Applikatoren, die jeweils zwei Elektroden enthalten, sind 15 verschiedene Elektroden-
paarungen moglich (siehe 1.4.2). Der Generator passt die Energieabgabe je nach Gewebeimpedanz
zwischen den Elektroden an und kann hierdurch die Leistungsabgabe optimieren und die Behand-
lungsdauer minimieren (auch ,,resistance controlled automatic power* (RCAP) genannt) (61). Die
Ablation wird automatisch beendet sobald die maximale Impedanz von iiber 500 Q aller Elektro-
denkombinationen bei dem jeweiligen Aktivieren dreimal iiberschritten wurde. Die Ablations-
dauer und die eingebrachte Energie sind wihrend der RFA am Generator ablesbar (Abbildung 11).
Zusitzlich konnen Parameter wie die Impedanz (Q2) und die Temperatur (°C) mit Hilfe einer spe-
ziellen Software (MultiMES 3.1, MultiMES®, Greding, Deutschland) aufgezeichnet werden.

Die Peristaltikpumpe CelonAquaflow III enthilt drei Pumpenrotoren, in die je ein Kiihlschlauch
eingebracht werden kann (Abbildung 11). Ein im Schaft der Applikatoren enthaltenes Kiihlrohr
ermoglicht einen in sich geschlossenen Kiihlkreislauf bis hin zur Applikatorspitze und von dort
zuriick zum proximalen Ende des Applikatorschaftes. Durch die interne Kiihlung mit isotoner
Kochsalzlosung kann eine zu starke Erhitzung um die Applikatorspitze herum verhindert werden.

Die interne Flussgeschwindigkeit der Kiihlfliissigkeit betrdagt konstant 30 ml/min (61).

2.5 Versuchsdurchfiihrung

2.5.1 Anisthesie

Die Primedikation erfolgte durch die intramuskulére (i.m.) Injektion von Ketamin (24 mg/kg, Ur-
sotamin®, 100 mg/ml, Serumwerk Bernburg AG, Bernburg, Deutschland) und Azaperon
(180 mg/Tier, Stresnil®, 40 mg/ml, Lilly Deutschland GmbH, Bad Homburg, Deutschland) sowie
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einer separaten i.m.-Gabe von Atropin (0,01 mg/kg, Atropinsulfat, 0,5 mg/ml, Braun Melsungen
AG, Melsungen, Deutschland) und Xylazin (2,7 mg/kg, Xylavet, 20 mg/ml, CP-Pharma GmbH,
Burgdorf, Deutschland) in die Nackenmuskulatur um die Sedierung einzuleiten. Die Dosierung
erfolgte in Abhéngigkeit vom Korpergewicht der Versuchstiere. Die Gabe von Azaperon wurde
alle vier Stunden wiederholt. Fiir die Anlage zweier peripherer Venenkatheter wurden die Venen
am Ohr der Tiere punktiert. Hieriiber konnte die Dauernarkose intravends (i.v.) mit Ketamin (2 ml
1.v./20 min, Ursotamin®, 100 mg/ml, Serumwerk Bernburg AG, Bernburg, Deutschland) und
Xylazin (0,7 ml i.v./20 min, Xylavet 20 mg/ml, CP-Pharma GmbH, Burgdorf, Deutschland) iiber
einen Perfusor verabreicht werden. Uber den zweiten Zugang erhielten die Tiere zur Kreislaufsta-
bilisation im Wechsel je einen Liter Sterofundin (Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutsch-
land), isotone Kochsalzlosung (NaCl 0,9 %, Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) und
Ringer-Infusionslosung (Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland). Die Anlage eines Bla-
senkatheters ermoglichte eine kontinuierliche Fliissigkeitsbilanzierung. Zur Analgesierung und
weiteren Sedierung wurde Fentanyl (1 — 3 pg/kg i.v. und i.m. parallel, Rotexmedica GmbH,
Trittau, Deutschland) und gegebenenfalls additiv Propofol (2 — 4 ml als Bolusinjektion, 1 %,
10 mg/1 ml, MCT Fresenius, Bad Homburg, Deutschland) verabreicht. Die Kontrolle der Vitalpa-

rameter erfolgte iiber die Dauer des gesamten Versuches durch ein Pulsoxymeter.

2.5.2 Laparotomie und Radiofrequenzablation

Die Versuchstiere wurden mit Hilfe eines Laryngoskopes und Endotrochealtubus im Tieroperati-
onssaal intubiert. Eine kontrollierte Atmung wurde mit einem Beatmungsgerit (Dréager Servo Ven-
tilator, Drigerwerk AG, Liibeck, Deutschland) sichergestellt. Die Offnung der Bauchdecke er-
folgte durch eine Oberbauch-Medianlaparotomie mittels Elektrokauterisation. Zwei ca. 10 cm
lange beidseitige Rippenbogenrandschnitte vom Xiphoid bis zur vorderen Axillarlinie waren fiir
eine vollstandige Darstellung der Leber erforderlich. Das Ligamentum hepatoduodenale wurde bei
Durchfiihrung eines Pringle-Mandvers nur fiir das Ablationsintervall abgeklemmt und anschlie-
Bend wieder freigegeben.

Die RFA-Versuche wurden offen chirurgisch durchgefiihrt, um einerseits eine optimale Appli-
katorpositionierung in der Leber unter visueller Kontrolle sicherzustellen und um andererseits das
Zentrum des jeweiligen Ablationsareals um einen RF-Applikator herum zu markieren. Fiir Letz-
teres wurden die Applikatorschifte mit Hiilsen iiberzogen, die nach einer RFA auf die Hohe des

Isolators vorgeschoben wurden. Durch eine Positionierungsschablone mit Punktionskanilen im
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Abstand von 15 mm, 20 mm und 30 mm wurde ein standardisierter Applikatorabstand zwischen

den RF-Applikatoren eingehalten (Abbildung 13).

Generatoranschluss (blau)

-~

Peristaltikpumpenanschluss <

(durchsichtig)

RF - Applikator <

Positionierungsschablone <

Uberzughiilse «

Leberlappen :

Abbildung 13 Positionierung der drei RF-Applikatoren mit Hilfe der Schablone in der Schweineleber unter CT-ge-
stiitzter Kontrolle. Der Applikatorabstand konnte je nach Wahl des Punktionskanals zwischen 15 mm, 20 mm und

30 mm variieren. Uberzughiilsen (orange) markierten die Einstichstellen der RF-Applikatoren.

Vor den jeweiligen Ablationen erfolgte die Lagekontrolle der RF-Applikatoren durch eine Multi-
detektor-CT (Aquilion PRIME, Toshiba Medical Systems Corporation, Otawara, Japan). Alle
Tiere erhielten zusétzlich Pancuronium (0,11 — 0,12 mg/kg alle 45 min, 4 mg/2 ml, Inresa Arznei-
mittel GmbH, Freiburg, Deutschland) um einen kurzzeitigen Atemstillstand zu erzielen. Mogliche
Bewegungsartefakte in der Bildgebung konnten hiermit unterdriickt werden. Die Kontrastmittel-
gabe (Imeron Bracco Imaging GmbH, Konstanz, Deutschland) erfolgte i.v. iiber einen dritten pe-
ripheren Venenkatheter. Abschliefend wurde nach jeder Ablation erneut eine kontrastmittelver-
starkte CT-Darstellung der Leber durchgefiihrt, um die Ablationsausdehnung zu erfassen (Abbil-
dung 14). Dadurch konnte zusitzlich einer Uberlappung der darauffolgenden Ablationen in be-

nachbarten Lebersegmenten vorgebeugt werden.
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Abbildung 14 Zeitlicher Ablauf des In-vivo-Grofitierversuches. Anisthesie, Transport und die Medianlaparotomie
nahmen die ersten drei Stunden der Versuchsdurchfiihrung ein. Zur Planung der Ablationen erfolgten CT-Aufnahmen
mit und ohne Kontrastmittel jeweils vor und nach der Durchfiihrung einer multipolaren RFA. Im Anschluss wurde
die Leber nach Euthanasie des Tieres zur weiteren makroskopischen und histologischen Beurteilung der Ablationen

reseziert. Insgesamt musste mit einem zeitlichen Aufwand von ca. neun Stunden gerechnet werden.

253 Leberentnahme und Probengewinnung

Vor der Leberentnahme wurden die narkotisierten Tiere mit einer i.v. Injektion mit T61 (4 — 6 mg
pro 50 kg, Intervet Deutschland GmbH, UnterschleiBheim, Deutschland) euthanasiert. Unmittel-
bar nach Feststellung des Kreislaufstillstandes wurde die gesamte Leber entnommen. Nach Iden-
tifizierung der einzelnen Ablationen wurden diese groBflidchig reseziert. Anschlieend folgte die
Halbierung der Ablationen in einer speziell entwickelten Zielvorrichtung auf Hohe der Applikator-

isolatoren. Ziel war es, den groBten Querdurchmesser der Ablation zu ermitteln (Abbildung 15).

Abbildung 15 a) Platzierung des abladierten Lebersegments in einer speziell konstruierten Zielvorrichtung. Die Spit-
zen der Uberzughiilsen (orange) markierten das Zentrum der Ablation. b) Halbierung der Ablation in orthogonaler

Schnittfiihrung. Auf Hohe der Applikatorisolatoren wurde der gro3tmogliche Querdurchmesser erwartet.
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Um vitales Lebergewebe deutlicher von avitalem Lebergewebe unterscheiden zu konnen, wurden
die Ablationshilften anschlieBend mit 2, 3, 5- Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC, 2,0 %, Carl Roth
GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) gefirbt. Hierfiir wurden 6 g TTC in 300 ml Phosphat-
puffer aufgelost. In dieser Losung wurden die Ablationshilften fiir 15 Minuten bei 37 °C licht-
und luftdicht in einem Brutschrank inkubiert (132). In mitotisch aktivem Gewebe wird das farblose
TTC zum roten 1, 3, 5- Triphenylformazan reduziert. Apoptotisches Gewebe bleibt folglich farb-
los. Jede Ablation wurde anschlieBend neben Millimeterpapier mit einer Spiegelreflexkamera

(Modell D5100, Nikon Corporation, Tokyo, Japan) fotografiert (Abbildung 16).
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Abbildung 16 Exemplarische fotografische Dokumentation einer Ablation (Applikatorabstand von 20 mm mit
Pringle-Manover, V2). a) Mit Hilfe des Millimeterpapiers konnte spéter eine préizise Bildkalibrierung fiir die quanti-
tative Fldchenauswertung erfolgen. b) Die Ablation wurde in mehrere kleine Blocke segmentiert, um im spéteren

Verlauf eine histologische Aufarbeitung der gesamten Ablation zu erméglichen.

Die Grofle eines Standardobjekttrigers betrdgt 25,0 x 75,0 x 1,0 mm. Die Ablationen wurden da-
her in mehrere kleine, passende Blocke zerteilt, um eine histologische Auswertung zu gewihrleis-
ten (Abbildung 16b). AnschlieBend wurden die einzelnen Blocke in fliissigem Stickstoff eingebet-
tet und zusitzlich mit TissueTek® (Sakura Color Products Corporation, Osaka, Japan) fixiert. Zur
Erhaltung des Gewebes blieben alle Blocke bis zur weiteren histologischen Aufarbeitung bei -

80 °C tiefgefroren.

2.6 Histologische Aufarbeitung

2.6.1 Histologische Diinnschnittanfertigung
Fiir die mikroskopische Beurteilung der Radiofrequenzablationen wurden Diinnschnittprédparate

der tiefgefrorenen Ablationsblocke angefertigt. Hierfiir wurde ein Kryostat (CryoStar™ NX70,
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Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA) verwendet. Das in der Kiihlkammer des Kroystat-
gehiuses integrierte Mikrotom stellte die Anfertigung gleichméBig groBer Schnitte sicher. Die ini-
tial -80 °C kalten Blocke wurden zur Akklimatisation bei -20 °C fiir 30 Minuten im Kryostat plat-
ziert. AnschlieBend folgte die Entfernung der Proben aus den Einbettformen und deren Befesti-

gung am Probenhalter durch Tissue-Tek® (Abbildung 17).

Ablationsblock
Entriegelungshebel fiir

den Probenhalter

Klemmbhebel fiir

Einstellknopf fiir den den Probenkopf
Probenkopf

Probenkopf
Probenhalter
Klingenhalter

Abbildung 17 Fixierung eines tiefgefrorenen Ablationsblockes am Probenhalter (hellblau) mit Tissue-Tek®. Um eine
gerade Schnittfiihrung des Ablationsblockes zu gewihrleisten, konnte der Probenkopf in der X- und Y-Achse mit

Hilfe eines Einstellknopfes adjustiert werden.

Bei -12 °C wurden die einzelnen Ablationsblocke zwischen 6 und 8 ym diinn geschnitten und auf
250x75,0x 1,0 mm groBe Standardobjekttriger (Thermo Scientific Menzel Glédser Superfrost
Plus, Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig, Deutschland) aufgezogen. AnschlieBend wurden die
Schnitte fiir 24 Stunden bei Raumtemperatur unter einem Abzug getrocknet. Die Priparate wurden

im Folgenden zur histologischen Evaluation eingeférbt.

2.6.2 Histologische Firbung
Zur Beurteilung der Zellarchitektur wurde die histologische Standardfirbung mit HE verwendet

(siehe 1.5.3). Dafiir wurde folgendes Protokoll eingesetzt (Tabelle 1):
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Tabelle 1 Firbeprotokoll der Hématoxylin-Eosin-Féarbung. Insgesamt gliederte sich der Firbeprozess in sieben

Schritte.

Teilschritt Zeit (s)
1. Platzierung der Objekttrager in Himalaun 90
2. Abspiilen unter flieBendem Leitungswasser 90

3. Gegenfirbung mit Eosin 60
4. Abspiilen mit destilliertem Wasser 1-2
5. AnschlieBend kurzes Abspiilen in 70%igem Ethanol (EtOH) und 96%igem EtOH 1-2
6. Erneute Platzierung der Objekttriager in 70%igem EtOH 45
7. Fixierung der Objekttrager mittels Roti (Xylolersatz) 75

Die gefarbten Objekttrager wurden zum Trocknen fiir weitere 24 Stunden bei Raumtemperatur
unter einen Abzug gestellt und abschliefend mit Deckgldsern (24 x 50 mm, Dicke: 0,13 —
0,16 mm, R. Langenbrinck GmbH, Emmendingen, Deutschland) und Roti®-Histokitt II (Carl
Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) fixiert. Um Aussagen iiber die Vitalitét des zuvor
abladierten Leberareals machen zu konnen, wurde die NADH-Vitalfarbung verwendet (siche

1.5.3). Die Farbung erfolgte in einer Feuchtkammer nach folgendem Férbeschema (Tabelle 2):

Tabelle 2 Firbeprotokoll der Nicotinamidadenindinukleotid-Farbung. Insgesamt gliederte sich der Féarbeprozess in

acht Schritte.

Teilschritt Zeit (min)

1. Vermengung von 333,3 ul NADH mit 333,3 ul phosphatgepufferter Salzlosung

2. Vermengung von 833,3 ul NTB mit 166,6 u1 Ringerlosung

3. Zusammenfiihren beider Ansitze in einem 5 ml Eppendorfgefif3

4. Pipettieren von 100 p1 des Gemisches aus Schritt drei auf den jeweiligen Objekttrager

5. Inkubation des Objekttrigers in einer Feuchtkammer bei Raumtemperatur 15
6. Abspiilen des Objekttragers mit destilliertem Wasser 1
7. Trocknen bei Raumtemperatur 1440
8.

Fixieren mit Deckglidsern (24 x 50 mm, Dicke: 0,13 — 0,16 mm, R. Langenbrinck GmbH, Em-
mendingen, Deutschland) und Aquatex (Merck KG, Darmstadt, Deutschland)

2.7 Methodische Auswertung

271 Rekonstruktion der Ablationen
Alle Objekttriager wurden fiir eine digitale Auswertung mit einem speziellen Hochauflosungsscan-

ner (Nikon SupercoolScan 5000 ED, Nikon Corporation, Tokyo, Japan; optische Aufldsung:
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4000 dpi, Farbtiefe: 16 bit, Scandauer 38 s) eingescannt. Anschlieend erfolgte die Ablationsre-
konstruktion orientierend am Ablationsrand mit einem Bildbearbeitungsprogramm (Photoshop,
Version 19.0, Adobe Systems Incorporated, San José, USA). Ein direkter qualitativer und quanti-
tativer Vergleich zwischen den makroskopischen und histologischen Ablationen konnte so durch-

gefiihrt werden.

2.7.2 Qualitative Ablationsbeurteilung

Der Fokus der qualitativen Beurteilung der Ablationen richtete sich auf die Ablationsform. Durch
die Anwendung einer multipolaren RFA mit drei Applikatoren konnen drei Geometrien entstehen.
Jede makroskopische und histologische Ablationsform wurde qualitativ beurteilt und einer dieser

drei Gruppen zugeordnet (Abbildung 18):

e I =cine einzelne, runde, homogene, konfluierende Ablation

e [II =zwei einzelne, partiell konfluierende, inhomogene Ablationen

III = drei einzelne, nicht-konfluierende, inhomogene Ablationen

A A A A dEunlaamn
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Abbildung 18 Mogliche Ablationsformen der multipolaren RFA. Ablationsmittelpunkt (rot). A = Applikator. I) Ho-

mogene, vollstindig konfluierende Ablation. II) Nur zum Teil konfluierende Ablation. ITI) Drei einzelne, nicht-kon-

fluierende Ablation.

2.7.3 Fliachenauswertung

Die quantitative Analyse aller Ablationen wurde mit dem oben genannten Bildbearbeitungspro-
gramm durchgefiihrt. Im ersten Schritt wurden die makroskopischen Bilder anhand des mitfoto-
grafierten Millimeterpapiers kalibriert. Fiir die histologischen Schnitte wurden die Kalibrierungs-
angaben des Hochauflosungsscanners herangezogen (1 mm = 157 px). Anschliefend erfolgte die

separate Flachenvermessung der Ablationszonen. Dafiir wurde orientierend an der Farbabstufung
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des Leberparenchyms (Makroskopie) / dem NADH-Firbungsgrad (Histologie) (siehe 1.5.2,1.5.3)
die jeweilige Ablationszone (WZ / RZ) manuell umfahren. Die vom Bildbearbeitungsprogramm
errechneten Flichenwerte wurden in einer Tabelle dokumentiert. Abschlieend erfolgte die Be-

rechnung der Gesamtfliche (WZ + RZ) fiir jede makroskopische und histologische Ablation.

2.74 Erstellung einer Ideallision

Um mogliche aufgetretene Kiihleffekte numerisch erfassen zu konnen, war die Erstellung einer
sogenannten Idealldsion notwendig. Hierbei handelt es sich um eine hypothetisch perfekte Abla-
tion, in welcher das Lebergewebe vollstiandig destruiert ist und kein Kiihleffekt auftritt. Ein solcher
Bereich innerhalb einer Ablation wird ausschlieBlich in der WZ erwartet. Pro Versuchsreihe wurde
eine Idealldsion berechnet. Hierfiir erfolgte zuerst die Bestimmung der Applikatoreinstichstellen
und des geometrischen Mittelpunktes aller makroskopischen Ablationen. AnschlieBend wurde mit
Hilfe eines Gradkreises ausgehend vom Mittelpunkt alle 20° der Radius der WZ gemessen, um

die groBtmogliche Ausdehnung der Ablation (Ryn.x) zu bestimmen (Abbildung 19a).
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Abbildung 19 Erstellung der Idealldsion am Beispiel der Versuchsreihe 2 (Applikatorabstand von 20 mm mit Pringle-
Manover). A = Applikator. a) Mittels eines Gradkreises wurde ausgehend vom Ablationsmittelpunkt alle 20° der
Radius der WZ bestimmt (Pfeile). b) AnschlieBend erfolgte die Erstellung einer Idealldsion (schwarz) anhand des

Medianwertes aller einzeln vermessenen maximalen Radien innerhalb einer Versuchsreihe.

Der Radius einer Idealldsion ergab sich aus dem Medianwert der maximalen Radien aller Ablati-
onen innerhalb einer Versuchsreihe. Somit konnte die Idealldsion insgesamt grof3er als das eigent-

liche Ablationsareal einer RFA sein. Rechnerisch waren vaskuldre Kiihleffekte aufgrund dessen
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und infolge der nicht vollstindig runden Ablationsgeometrie bei der multipolaren RFA (Abbildung
2, Abbildung 18) auch innerhalb der Idealldsion zu erwarten. Die Idealldsion wurde anschliefend
als Maske iiber die makroskopischen und histologischen Ablationen gelegt, um Kiihleffekte dar-
stellen zu konnen. Die Kiihlfldche ergab sich aus der Differenz zwischen Idealldsion und Ablati-

onsfldche.

2.7.5 Methodische Einteilung der GefiBe

Methoden einer histologischen Kiihleffektauswertung bei der multipolaren RFA wurden in der
Literatur bisher nur unzureichend beschrieben. Aus diesem Grund wurde ein eigenes System kon-
zipiert, um alle LebergefidBe innerhalb der Idealldsion nach ihrer Art, ihrer Lokalisation und ihrem
NADH-Fiarbungsgrad zu klassifizieren. Ziel war es, zu evaluieren, ob sowohl die GeféaBart als auch
die GefiBlokalisation mit dem Grad der NADH-Firbung zusammenhéngen. Die Bezeichnungen
I, II, III dienten lediglich einer systematischen Einteilung und sollten keine Wertung darstellen

(Tabelle 3).

Tabelle 3 Qualitative Beurteilung aller Gefidf3e innerhalb der Ideallédsion nach ihrer Art (Lebervene, Portalvene und
Portalarterie), Lokalisation (innerhalb der Ablationszone oder auflerhalb) und dem NADH-Firbungsgrad (vital = dun-

kelblau, avital = farblos / braun).

Parameter Beschriftung | Definition
I Lebervene
GefiBart I Portalvene
III Portalarterie
| wZ
GefidBlokalisation I RZ
III AufBerhalb der Ablationsflidche, natives Lebergewebe

Es befindet sich kein vitales Gewebe um das Gefil3 herum

Farbungsgrad: farblos / braun

Vitales als auch avitales Gewebe ist um das Gefal herum sichtbar
NADH-Férbungsgrad I
Firbungsgrad: sowohl farblos / braun als auch dunkelblau

- Das Gewebe um das Gefdf3 herum ist vollstdndig vital
Farbungsgrad: dunkelblau

Um zusitzlich Aussagen iiber den Einfluss der Gefidle auf ihren NADH-Farbungsgrad treffen zu

konnen, wurde der GefdBBdurchmesser jedes einzelnen Gefidles bestimmt. Da die Auflosung der
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CT meist nur eine Identifizierung von Gefillen mit einem GefdBdurchmesser > 0,5 mm erlaubt,

wurden ausschlieBlich Gefde > 0,5 mm histomorphologisch beurteilt. Damit sollte ein praxisre-
levanter Bezug gewihrleistet werden. Durch die willkiirliche Positionierung der Applikatoren im
Leberparenchym konnte zudem der Einfluss groBerer und kleinerer Gefédlle auf eine Ablation be-
urteilt werden. Die klinische Situation, bei der die Tumorlokalisation eine erhebliche Heterogeni-

tiat aufweist, wurde somit imitiert.

2.7.6 Methodische Auswertung innerhalb der Idealliision

Zur Beurteilung des Einflusses einzelner Gefédfle auf den Ablationsradius wurde der Abstand jedes
GefiBes zum Ablationsmittelpunkt vermessen. Ziel war die Bestimmung des Ablationsradius, in-
nerhalb dem es zu einem vollstindigen Untergang der Geféfle und des perivaskuldren Lebergewe-

bes kam (Abbildung 20).
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O Idealléision \\\\ Kiihlfliche . Gefil @ Ablationsmittelpunkt == Ubergangsgrenze

Abbildung 20 Methodische Auswertung innerhalb der Idealldsion. A = Applikator. a) Nach Identifizierung der Ge-
file wurde deren Durchmesser bestimmt (siehe 2.7.5). Anschlieend erfolgte die Vermessung des Abstandes aller
Gefille zum geometrischen Mittelpunkt (rote Pfeile). b) Um zoneniiberschreitenden Gefédfien eine Lokalisation (WZ,
RZ, auBerhalb der Ablationsfliche; Tabelle 3) zuzuordnen, wurden zunichst die Ubergangsgrenzen zu den jeweiligen
Zonen markiert (gestrichelt schwarz). Das Geféll wurde der Zone mit seinem prozentual gréfSten Fldchenanteil zuge-

ordnet (in diesem Beispiel folglich also zur RZ).
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Mit Hilfe des NADH-Farbungsgrades und einer zusétzlichen Untersuchung der GefaBwand konnte

eine Beurteilung aller Gefde innerhalb der Idealldsion erfolgen (Tabelle 4):

Tabelle 4 Kriterien einer vollstidndigen / unvollstindigen Ablation eines Gefélies. Hierfiir erfolgte die Beurteilung des
NADH-Férbungsgrades des Gefifles und des perivaskuldren Leberparenchyms sowie eine zusétzliche Untersuchung

der GefiaBBwand.

NADH-Firbungsgrad des GefiBes / des
GefiBwand / Endothelzellschicht
perivaskulédren Leberparenchyms

Vollstiindige Fehlende Farbaufnahme Schédigung des Schichtaufbaus: Kontinui-
Ablation Férbungsgrad: farblos / braun tatsunterbrechung / Auflosung / Absenz

1. Partielle Farbaufnahme

Unvollstindige | Firbungsgrad: farblos / braun + dunkelblau ek
Intakt
Ablation 2. Vollstidndige Farbaufnahme

Féarbungsgrad: dunkelblau

Die maximale Distanz eines Gefdfles zum Ablationsmittelpunkt war der Rand der Idealldsion
(R.av)- Befand sich ein Gefidf innerhalb des Ablationsmittelpunktes betrug die Distanz 0 mm. So-
mit konnte ermittelt werden, bis zu welchem Abstand vom Ablationsmittelpunkt die Gefille kein
vitales Gewebe / eine GefdBwandschadigung aufzeigten und ab welchem Abstand folglich von
einer vollstandigen Ablation ausgegangen werden konnte. Die Bestimmung des individuellen Ein-
flusses von einzelnen Portalvenen und Portalarterien auf den Kiihleffekt ist aufgrund der engen
anatomischen Verhiltnisse nicht moglich. Daher erfolgte die Auswertung dieser beiden Gefif3ty-
pen innerhalb der Idealldsion zusammenfassend als ,,Portalfeld”. Fiir zoneniiberschreitende Ge-
fdBe, die sowohl partiell gefdrbte als auch farblose Anteile enthielten, galt ein differenziertes Ein-
teilungssystem (Abbildung 20b). Die Zoneniibergéinge fungierten hierbei als Grenzscheiden. Das
Gefidl wurde der Lokalisation zugeteilt, in welchem sich sein prozentualer Hauptfldchenanteil be-

fand.

2.7.7 Statistische Auswertung

Die statistische Analyse und graphische Aufbereitung der Daten erfolgte mittels Excel (Version
16.11 fiir Mac OS, Microsoft Corporation, Redmond, USA) und IBM SPSS Statistics (Version
250 fiir Mac OS, International Business Machines Corporation, Armonk, USA). Der Median (Mi-

nimum — Maximum) diente als Zentralwertdarstellung der einzelnen Parameter. Die Durchfiihrung
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des Shapiro-Wilk-Tests zeigte keine Normalverteilung der Daten, sodass fiir die weitere statisti-
sche Bearbeitung nichtparametrische Tests angewandt wurden. Fiir mehrere unverbundene Stich-
proben wurde der Kruskal-Wallis-Test und fiir zwei unverbundene Stichproben der Mann-Whit-
ney-U-Test verwendet. Fiir die Gegeniiberstellung makroskopischer und histologischer Ablatio-
nen wurde der Spearmans-Rangkorrelationskoeffizient (Spearmans Rho) fiir nicht normalverteilte
Variablen herangezogen. Die Testdurchfiihrung erfolgte zweiseitig. Das Signifikanzniveau wurde

fiir alle Testungen auf p < 0,05 festgelegt.
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3. Ergebnisse

3.1 Versuchsiibersicht

Insgesamt wurden 23 In-vivo-Radiofrequenzablationen mit einer Leistung von 90 W und einer
Energiezufuhr von 50 kJ an zwolf weiblichen Hausschweinen durchgefiihrt. Eine Gesamtiibersicht

der Versuche ist Tabelle 5 zu entnehmen.

Tabelle 5 Versuchsiibersicht. Median (Minimum — Maximum) fiir Gewicht (kg) und Alter (d) der Versuchstiere,
sowie Ablationszeit (min:s) pro Versuchsreihe. Die Millimeterangaben (20 mm, 15 mm) beziehen sich hierbei auf

den Abstand zwischen den drei RF-Applikatoren.

V1 (20 mm ohne V2 (20 mm mit V3 (15 mm ohne G
esamt
Pringle-Manoéver) | Pringle-Manover) | Pringle-Mandver)

Versuchsanzahl (n) 8 7 8 23

Gewicht der Ver- 69 68 74 69
suchstiere (kg) 62-171) (62 - 80) (68 —80) (62 - 80)

Alter der Ver- 154 165 163 161

suchstiere (d) (114 - 165) (141 - 180) (150 - 180) (114 - 180)
Ablationszeit 16:07 20:38 17:29 17:34
(min:s) (15:08 — 22:57) (20:02 - 21:14) (15:46 — 21:49) (15:08 — 22:57)

Die Tiere hatten ein medianes Gewicht von 69 kg und Alter von 161 Tagen. Die Ablationszeit der
Versuchsreihe mit Pringle-Manover (V2 / Applikatorabstand von 20 mm) war mit 20 Minuten und
38 Sekunden im Vergleich zu der Versuchsreihe ohne Pringle-Manover (V1 / Applikatorabstand
von 20 mm) um 27 % lénger.

Eine kardiopulmonale Reaktion in Form einer Tachykardie konnte bei allen Versuchstieren bei
Durchfiihrung eines Pringle-Manovers beobachtet werden. Eines der zwolf Versuchstiere verstarb
kurz nach Abschluss einer Lebergefdlokklusion (daher n = 7 anstatt der geplanten n = 8 bei V2,
sieche 2.3) (Tabelle 5). Leichte, himodynamisch nicht relevante Blutungen durch die Leberpunk-

tion der RF-Applikatoren traten bei allen Versuchsreihen auf.
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3.2 Makroskopie und Histologie im Vergleich
3.2.1 Ablationsform

Um die histologischen Ablationen mit der Makroskopie vergleichen zu konnen, erfolgte die Re-
konstruktion der histologischen Schnitte zu einer vollstdndigen Radiofrequenzablation orientie-
rend am Ablationsrand (siehe 2.7.1, Abbildung 16b). In der Histologie stellten sich die Ablations-
formen erwartungsgemélf entsprechend ihrem makroskopischen Abbild dar (Abbildung 21).

V1 (20 mm ohne Pringle-Manover) V2 (20 mm mit Pringle-Manéver) V3 (15 mm ohne Pringle-Manover)

10 mm £ |
— @ Ablationsmittelpunkt i

Abbildung 21 Exemplarische Gegeniiberstellung aller drei Versuchsreihen in der a) Makroskopie und b) Histologie.
Markiert wurden des Weiteren die Applikatoreinstichstellen (A) sowie der geometrische Ablationsmittelpunkt. Die

histologischen Ablationsformen waren mit den makroskopischen Ablationsformen vergleichbar.

V1: Bei einem Applikatorabstand von 20 mm und kontinuierlicher Blutperfusion wurde eine aus-
gepragte Variabilitit der Geometrie beobachtet. Die unterschiedlichen Ablationsformen konnten
sowohl in der Makroskopie als auch in der Histologie identifiziert werden. Makroskopisch wiesen
87,5 % der Ablationen und histologisch 75 % der Ablationen eine inhomogene Geometrie auf.
Davon konfluierten 50 % in der Makroskopie und 25 % in der Histologie nicht miteinander, sodass

um jeden Applikator eine einzelne Ablation entstand (Abbildung 22).
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Abbildung 22 Einteilung der Radiofrequenzablationen nach Form. a) Graphische Darstellung der makroskopischen
Ablationsformen nach Versuchsreihe. b) Ablationsformen: I = runde, homogene, konfluierende Ablation; II = inho-

mogene, nur zum Teil konfluierende Ablation; III = inhomogene, nicht-konfluierende, einzelne Ablationen.

Ablationsformen von V1 (Applikatorabstand von 20 mm, GeféaBfluss) waren mehrheitlich inhomogen und nicht-kon-
fluierend (II, IIT). Makroskopisch und histologisch waren 100 % der Ablationen mit Pringle-Manover (V2 / Appli-
katorabstand von 20 mm) und 87,5 % der Ablationen von V3 (Applikatorabstand von 15 mm, GefiaB3fluss) konfluie-

rend und homogen (I).

V2: Die Ablationsformen bei einem Pringle-Mandver und einem eingehaltenen Applikatorabstand
von 20 mm waren makroskopisch und histologisch alle (100 %) homogen, konfluierend und fast

kreisformig. Es traten keine Einziehungen auf.
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V3: Auch bei einem Applikatorabstand von 15 mm und kontinuierlichem GefdBfluss war der
Grof3teil der Ablationen (87,5 %) makroskopisch und histologisch homogen und konfluierend.

Nur eine Ablation (12,5 %) zeigte eine inhomogene, nicht-konfluierende Geometrie auf.

Schlussfolgerung (3.2.1)

e Makroskopische und histologische Ablationsformen stimmten innerhalb der Versuchs-
reihen weitgehend miteinander iiberein.

e Versuche mit einem Applikatorabstand von 20 mm und kontinuierlichem GefidBfluss
(V1) fiihrten zu inhomogenen Ablationen. Die makroskopische Ablationsform war nicht
immer mit der histologischen Ablationsgeometrie identisch.

e RFA unter Durchfiihrung eines Pringle-Manovers (V2) fiihrten immer zu konfluieren-
den, homogenen Ablationen.

e Durch eine Abstandsreduktion zwischen Applikatoren von 20 mm auf 15 mm (V3)

konnten vermehrt konfluierende und homogene Ablationen erreicht werden.

3.2.2 Ablationszoneneinteilung

Im makroskopischen und histologischen Vergleich konnte nur in den Versuchsreihen mit Ge-
faBfluss (V1 / Applikatorabstand von 20 mm; V3 / Applikatorabstand von 15 mm) eine klare Ein-
teilung in die fiir die RFA typischen Ablationszonen erfolgen (siche 1.5.2). In der Makroskopie
differenzierten sich die Zonen durch die unterschiedliche Farbabstufung des Lebergewebes von
dunkelrot (nativ) zu hellrot (RZ) bis hin zu hellbraun (WZ). Histologisch zeigte sich ausgehend
vom nativen Leberparenchym eine zur WZ zunehmende zentripetale Auflosung der Gewebearchi-
tektur.

Natives Lebergewebe: Makroskopisch konnte natives Lebergewebe durch seine dunkelrote Farbe

bestimmt werden. In nativem Leberparenchym diente in allen Versuchsreihen das Zentralvenen-
lappchen als histologisches Identifikationsmerkmal. Die Zentralvene und die einzelnen Bestand-
teile der Periportalfelder konnten identifiziert werden (siehe 1.5.1). Die Zellkerne der Hepatozyten
(blau in HE, weill in NADH) und die daran angrenzenden Sinusoide waren voneinander abgrenz-
bar. Ergidnzend wurde enzymatisch aktives und somit intaktes Gewebe in der NADH-Féarbung

durch eine blaue Farbaufnahme markiert (Abbildung 23a).
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Abbildung 23 Makroskopischer (TTC-Farbung) Ablationszonenvergleich mit der Histologie (NADH und HE) einer
exemplarischen V3-Ablation (Applikatorabstand von 15 mm, Gefdffluss). A = Applikatoren. a) Makroskopisch

stellte sich natives Lebergewebe dunkelrot dar. Histologisch konnten im nativen Lebergewebe die einzelnen Zentral-
venenldppchen eindeutig identifiziert werden. b) In der RZ kam es histologisch zu einem verstdrkten Verlust der
Gewebearchitektur. Sowohl in der NADH-Férbung als auch in der Makroskopie konnte in der RZ eine zunehmende
Farbabstufung beobachtet werden. ¢) Makroskopisch stellte sich die WZ hellbraun dar. Die WZ war in der HE-Far-
bung vor allem durch den Untergang der zelluldren Strukturen gekennzeichnet, in der NADH-Férbung zusitzlich

durch einen vollstdndigen Farbverlust.

»Red Zone* (RZ): In allen Versuchsreihen erfolgte die makroskopische Differenzierung der RZ
durch die hellrote Farbe des Lebergewebes. Die Merkmale einer RZ wurden histologisch nur in
den Versuchsreihen mit Gefdf3fluss (V1 / Applikatorabstand von 20 mm; V3 / Applikatorabstand
von 15 mm) beobachtet. Hier kam es durch die thermische Einwirkung zu einer partiellen Auflo-
sung der zelluldren Strukturen. Eine 6dematdse Ausdehnung der Hepatozyten und Sinusoide war
typisch. Das histologische Korrelat fiir den partiell eingetretenen Zelluntergang in der RZ bei der
Vitalfarbung war eine unvollstindige Farbaufnahme (Abbildung 23b). Bei der HE-Féarbung wie-
sen vor allem beginnende strukturelle Deformationen der Zellbestandteile auf einen apoptotischen
Effekt (siehe 1.5.3). Teilweise erhaltene Hepatozyten und bedingt intaktes Bindegewebe indizier-
ten das Vorhandensein von vitalen Zellen in dieser Zone.

Bei Durchfiihrung eines Pringle-Manovers (V2 / Applikatorabstand von 20 mm) wurden jedoch

Abweichungen zwischen der makroskopischen und histologischen Zoneneinteilung beobachtet.
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Makroskopisch konnte eindeutig eine hellrote RZ identifiziert werden. Diese grenzte sich deutlich

von nativem dunkelrotem Lebergewebe und der hellbraunem / hellrosa WZ ab (Abbildung 24a).

oA

e A L ®A

e Makroskopie <= RZ Z Makroskopi ; listologic @ Ablationsmittelpunkt

Abbildung 24 Makroskopische und histologische Gegeniiberstellung einer Ablation bei Durchfiihrung eines Pringle-
Manévers (V2 / Applikatorabstand von 20 mm). A = Applikator. a) Makroskopisch war die Einteilung der Ablation
in eine scheinbare WZ und RZ méglich. b) Platzierte man die makroskopisch umfahrene WZ auf den histologischen
Schnitt, wurde eine klare Diskrepanz evident. Histologisch wurde anstelle der Merkmale einer RZ ein vollstindiger

Strukturverlust und eine fehlende NADH-Firbung nachgewiesen (WZ).

Die fiir die RZ beschriebenen typischen zelluldren Verdnderungen konnten histologisch bei V2
(Applikatorabstand von 20 mm, Pringle-Manover) im Gegensatz zu den Versuchsreihen mit Ge-
faBfluss (V1 / Applikatorabstand von 20 mm; V3 / Applikatorabstand von 15 mm) nicht beobach-
tet werden. Anstelle einer RZ kam es in V2 histologisch zu einem vollstindigen Untergang der
zelluldren Strukturen und einer fehlenden NADH-Farbaufnahme innerhalb des Ablationsareals.
Histologisch konnte die Ablation folglich nur in eine WZ und somit in keine zusitzliche RZ ein-
geteilt werden (Abbildung 24b). Platzierte man die Zonenumrandung der makroskopisch umfah-
renen WZ auf den histologischen Schnitt, wurde das histologisch identifizierte Ablationsareal nur
unzureichend eingeschlossen. Wurde jedoch die gesamte Umrandung der makroskopisch identifi-
zierten Ablation (WZ + RZ) auf die histologische Ablation projiziert, kam es zu einer vollstdndi-
gen Uberlappung (Abbildung 24b).

. White Zone‘ (WZ): Durch das Erreichen von Temperaturen iiber 55 °C karbonisierte das Le-

bergewebe um die Applikatoren herum. In dieser sogenannten Karbonisationszone war von einer
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vollstindigen Zellzerstorung durch Nekrose auszugehen. Die Karbonisationszone nahm den
zentralen Teil der WZ ein und war durch die hell- bis dunkelbraune Verfarbung des Lebergewebes
vor allem in der Versuchsreihe mit Pringle-Manover (V2 / Applikatorabstand von 20 mm) zu er-

kennen (Abbildung 25).

a) V1 (20 mm ohne Pringle-Manéver) b) V2 (20 mm mit Pringle-Mandver) ¢) V3 (15 mm ohne Pringle-Manover)

<

F— 10 mm @ Ablationsmittelpunkt

Abbildung 25 Exemplarische makroskopische Darstellung der Ablationszonen (Karbonisationszone, WZ, RZ) in al-
len drei Versuchsreihen. In allen Versuchsreihen konnten makroskopisch sowohl eine WZ und als auch eine RZ klar
identifiziert werden. Bei der Versuchsreihe mit Pringle-Mandver markierte die Karbonisationszone den Bereich un-

mittelbar um die Applikatoren (A) herum. Die Karbonisationszone gehdrte zum zentralen Teil der WZ.

Ein sich an die Karbonisationszone anschlieBender Restbestandteil der WZ konnte nur bei V2
(Applikatorabstand von 20 mm, Pringle-Mandover) durch seine hellrosa Gewebeverfiarbung iden-
tifiziert werden (Abbildung 25b). Bei den Versuchsreihen mit Gefdlfluss (V1 / Applikatorabstand
von 20 mm; V3 / Applikatorabstand von 15 mm) konnte dieser periphere hellrosa Saum trotz TTC-
Firbung nicht abgegrenzt werden. Uberdies zeigte die WZ bei Letzteren eine weitaus dunklere
Veridnderung des Leberparenchyms auf als bei der Versuchsreihe mit Pringle-Manover. Bei den
Ablationen mit kontinuierlicher Blutperfusion war die WZ nicht deutlich von der Karbonisations-
zone zu unterscheiden (Abbildung 25a/c). Die makroskopische RZ der beiden Versuchsreihen mit
GefiBfluss (V1 / Applikatorabstand von 20 mm; V3 / Applikatorabstand von 15 mm) war im Ver-
gleich zu der RZ der Ablationen mit Pringle-Mandver (V2 / Applikatorabstand von 20 mm) deut-
lich schmaler und farblich schwerer von nativem Lebergewebe abzugrenzen.

Die histologische WZ war in allen Versuchsreihen durch die vollstindige Absenz der Zellintegritit

und die Auflosung des Bindegewebes um die Zentralvenenldppchen gekennzeichnet (Abbildung
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23c). Das Herauslosen einzelner Parenchymareale aus ihrem zelluldren Verband sprach fiir eine
Kondensation der Gewebefliissigkeit aufgrund der thermischen Einwirkung. Zellkerne waren ver-

einzelt zu erkennen, jedoch nur noch diffus im Gewebe verteilt.

Schlussfolgerung (3.2.2)

e In den Versuchsreihen mit GefidBfluss (V1, V3) konnten sowohl histologisch als auch
makroskopisch die fiir eine RFA typischen Ablationszonen (WZ, RZ) identifiziert und
voneinander abgegrenzt werden.

e Bei Durchfiihrung eines Pringle-Mandvers (V2) konnte nur makroskopisch eine RZ von
nativem Lebergewebe und der WZ unterschieden werden. Histologisch zeigte sich keine

RZ, sondern nur eine WZ. Die Makroskopie unterschitzt somit im Fall eines Pringle-

Manovers die WZ.

3.2.3 Fliachenauswertung

Fiir eine quantitative Auswertung der makroskopischen und histologischen Ablationen wurden die
Gesamtfliche (WZ + RZ), die Flichen der RZ und WZ, sowie der maximale Radius der WZ ver-
messen. Die kleinste Gesamtfldche konnte makroskopisch und histologisch bei V1 (Applikatorab-
stand von 20 mm, GefiBfluss) beobachtet werden. Die grofite Gesamtfldche fand sich bei der Ver-
suchsreihe mit Pringle-Manover (V2 / Applikatorabstand von 20 mm). Auch die WZ und der Ra-
dius der WZ waren bei V2 am groBten (Tabelle 6).

Die statistische Korrelation zwischen der Mikroskopie und Histologie innerhalb aller Versuchs-
reihen ergab eine signifikante Ubereinstimmung der Gesamtfliche (p < 0,05). Bei den Versuchs-
reihen mit GefidBfluss (V1 / Applikatorabstand von 20 mm; V3 / Applikatorabstand von 15 mm)
korrelierten ergénzend die Flachen der RZ und WZ sowie der maximale Radius der WZ makro-
skopisch und histologisch miteinander. Eine deutliche Diskrepanz zwischen der makroskopischen
und histologischen RZ-Vermessung wurde bei V2 (Applikatorabstand von 20 mm, Pringle-Mano-
ver) beobachtet. Da bei V2 in der Histologie nur eine WZ und keine zusitzliche RZ identifiziert

werden konnte, betrug die mediane Gesamtfldache der RZ histologisch 0 mm? (Tabelle 6).
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Tabelle 6 Median (Minimum — Maximum) der makroskopischen und histologischen Gesamtablationsfliche (WZ +
RZ), der Flache der RZ und der WZ sowie des maximalen Radius der WZ. In V2 (Applikatorabstand von 20 mm,
Pringle-Mandver) betrug die RZ 0 mm?, da im Gegensatz zur Makroskopie in der Histologie keine RZ identifiziert

werden konnte (siehe 3.2.2).

V1 (20 mm ohne Pringle- V2 (20 mm mit Pringle- V3 (15 mm ohne Pringle-
Manover) Manoéver) Manover)
Makroskopie Histologie Makroskopie Histologie Makroskopie | Histologie
Gesamt-
. 494 500 2040 2095 554 540
fliche
(234 — 638) (153 — 630) (1998 —3034) | (2009 —3317) | (413 -627) (394 — 603)
(mm?)
Korrelation 091 0,86 0,83
p-Wert 0,002 0,014 0,010
Fliche RZ 160 122 717 0 140 132
(mm?) 41-317) (26 - 307) (515 -1345) (0-913) (110 —202) (97 - 201)
Korrelation 0,86 0,61 0,76
p-Wert 0,007 0,144 0,028
Fliche WZ 321 324 1458 2095 400 403
(mm?) (194 — 462) (126 —457) (1299 — 1689) | (2009 —2403) | (303 -497) (293 - 454)
Korrelation 0,98 0,11 0,88
p-Wert <0,010 0,819 0,004
Ruax WZ 18 19 26 29 15 15
(mm) (11 -25) (12 -25) (23 -31) (27 - 38) (14 -19) (12-19)
Korrelation 0,74 0,04 0,95
p-Wert 0,037 0,939 <0,010

Histologisch war die WZ der Ablationen mit Pringle-Mandver folglich um etwa 44 % grofer als
die in der Makroskopie vermessene WZ (Makroskopie: 1458 mm? versus Histologie: 2095 mm?).
Die histologische WZ entsprach damit in etwa der Fldche der makroskopischen Gesamtablation
(Makroskopie: 2040 mm?). Aufgrund dieser Flachenabweichungen konnte in V2 (Applikatorab-
stand von 20 mm, Pringle-Mandver) keine Korrelation zwischen der makroskopischen und histo-
logischen Flidche der RZ, WZ und des Radius der WZ nachgewiesen werden.

Der makroskopische Flichenvergleich der Versuchsreihen untereinander zeigte zwischen V1 (Ap-
plikatorabstand von 20 mm, GefidBfluss) und V3 (Applikatorabstand von 15 mm, GefidBfluss) kei-
nen Unterschied beziiglich der Gesamtfldche, der RZ und des maximalen Radius (Abbildung 26b).
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Ablationsfléichen und Radien in Relation zu V1 (Applikatorabstand von 20 mm, GefaBfluss) (%)
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Abbildung 26 Makroskopischer und histologischer Fldchen- und Radiusvergleich von V1 (Applikatorabstand von
20 mm, GefiBfluss) (eingezeichnet als Baseline / 0 %) mit a) V2 (Applikatorabstand von 20 mm, Pringle-Manover)
und b) V3 (Applikatorabstand von 15 mm, Gefaf3fluss).

Durch eine Reduktion des Applikatorabstandes von 20 mm auf 15 mm wurde makroskopisch eine
25 % groBere WZ erzielt (p < 0,05). Im histologischen Flidchenvergleich konnte in V3 (Appli-
katorabstand von 15 mm, GefiBfluss) jedoch keine signifikant groBere WZ im Vergleich zu V1
(Applikatorabstand von 20 mm, Geféalfluss) aufgezeigt werden. Histologisch war der maximale
Radius der WZ in V1 um 27 % groBer als in V3.

Die Gesamtfliche und die WZ waren bei der Versuchsreihe mit Pringle-Mandver (V2 / Appli-
katorabstand von 20 mm) makroskopisch und histologisch um mehr als das Vierfache, der Radius
der WZ um mehr als 40 % groBer als bei V1 (Applikatorabstand von 20 mm, GefédB3fluss) (Tabelle
6, Abbildung 26a). Die histologische WZ war in V2 (Applikatorabstand von 20 mm, Pringle-Ma-
nover) zudem sechsfach so grof3 wie die histologische WZ in V1 (Applikatorabstand von 20 mm,
GefiBfluss). Histologisch konnten die typischen zelluldren Verdnderungen einer RZ bei V2 nicht
beobachtet werden (siehe 3.2.2). Folglich betrug der Medianwert der RZ in V2 0 mm?, wodurch
die Versuchsreihe mit einem Applikatorabstand von 20 mm und kontinuierlichem GefaBfluss (V1)

eine signifikant grolere RZ aufwies (Abbildung 26a).
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Schlussfolgerung (3.2.3)

e Makroskopische und histologische Ablationsflichen (Gesamtfliche, RZ, WZ, Radius
WZ) korrelierten bei den Versuchen mit kontinuierlichem GefiBfluss (V1, V3) mitei-
nander.

e Bei der Versuchsreihe ohne Gefédlifluss (V2 / Pringle-Manéver) korrelierte die histolo-
gische Flache der WZ mit der makroskopischen Gesamtablationsflidche. Eine RZ konnte
histologisch nicht identifiziert werden. Die Fliche der WZ wurde dadurch makrosko-
pisch deutlich unterschitzt.

e Durch ein Pringle-Manover konnte bei gleichbleibendem Applikatorabstand (20 mm)
eine signifikant grolere Gesamtablationsfldche erreicht werden als mit GefidBfluss.

e Eine Distanzreduktion von 20 mm auf 15 mm zwischen den Applikatoren hatte histolo-
gisch keinen signifikanten Einfluss auf die Gesamtablationsfldche, die Fliche der WZ

und die Flache der RZ.

3.24 Kiihleffekte innerhalb der Idealléision
Um Kiihleffekte zu quantifizieren, wurde fiir jede Versuchsreihe eine Ideallédsion erstellt (siehe
2.7.4). Diese Idealldsion wurde anschlieBend als Maske iiber alle makroskopischen und histologi-

schen Ablationen gelegt (Abbildung 27).

e Ablationsmittelpunkt

e Applikator
O Idealliision
l‘\

\ ) WZ
C: WZ auBerhalb der Ideallision

Abbildung 27 Exemplarische Darstellung der Kiihlfldche innerhalb der Ideallédsion einer histologischen V3-Ablation
(15 mm Abstand, GefilB3fluss). Die Kiihlfldche ergab sich aus der Differenz zwischen Idealldsion und WZ.
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Aufgrund der nicht vollstidndig runden Ablationsgeometrie der multipolaren RFA (Abbildung 2,
Abbildung 21) konnten sich Anteile der WZ auflerhalb der Idealldsion befinden. Kiihleffekte wur-
den daher methodisch bedingt innerhalb jeder Idealldsion erwartet.

Die groBite Kiihlflache fand sich makroskopisch bei V1 (Applikatorabstand von 20 mm, Ge-
faBfluss) mit 750 mm? (673 mm? — 847 mm?) (72 % der Idealldsion). Bei V3 (Applikatorabstand
von 15 mm, GefidBfluss) waren innerhalb der Idealldsion makroskopisch 51 % des Lebergewebes
abladiert und folglich 49 % noch vital. Im Vergleich zu V1 war die Kiihlfldche innerhalb der Ide-
alldsion bei V3 makroskopisch um 23 % kleiner (Abbildung 28).

V1 (20 mm ohne Pringle-Manéver) V2 (20 mm mit Pringle-Manéver) V3 (15 mm ohne Pringle-Manéver)
Anteil an der Idealléision 100%
0,004 0,052 0,010
9% ; : A I
80%
70% B
Kiihlfléiche innerhalb
, 60 %
der Ideallidsion (mm?) EEmEmEEE
36311 ifcdides
50%
40%
30% 750
20%
10%
291 314 1458 1856 372 386

0%
Makroskopie Histologie Makroskopie Histologie Makroskopie Histologie

Abbildung 28 Ablationsflichen- und Kiihlflichenwerte (Zahlen in den Balken: Fléche in mm?; Zahlen zwischen den
Balken: p-Werte der Korrelation zwischen makroskopischen und histologischen Fldchen) innerhalb der Ideallédsion
pro Versuchsreihe im makroskopischen und histologischen Vergleich. Die groften Kiihlflachen fanden sich bei den
Versuchsreihen mit Gefdafluss (V1 / Applikatorabstand von 20 mm; V3 / Applikatorabstand von 15 mm). Die grofite
Ablationsfliache und demnach auch die kleinste Kiihlfldche trat bei den RFA bei Durchfiihrung eines Pringle-Mano-
vers (V2 / Applikatorabstand von 20 mm) auf.

Die groBte Ablationsfliche mit 1458 mm? (1299 mm? — 1624 mm?) (71 % der Idealldsion) und
demzufolge auch die kleinste Kiihlfliche konnte makroskopisch bei der Versuchsreihe mit
Pringle-Manover (V2 / Applikatorabstand von 20 mm) gemessen werden. Die Ablationsflidche in-
nerhalb der Idealldsion war im Vergleich zu V1 (Applikatorabstand von 20 mm, kontinuierliche

Blutperfusion) um 43 % groBer. Histologisch fand sich in V2 eine Ablationsfliche von 1856 mm?
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(1730 mm? — 2003 mm?) (knapp 91 % der Idealldsion). Dies ergab eine gemessene Differenz von
20 % zwischen der Makroskopie und Histologie (Abbildung 28).

Bei den Versuchsreihen mit Gefidfluss (V1 / Applikatorabstand von 20 mm; V3 / Applikatorab-
stand von 15 mm) zeigte sich innerhalb der Versuchsreihen eine signifikante Korrelation zwischen
den makroskopischen und histologischen Flachenwerten (Abbildung 28; Zahlen zwischen den
Balken). Wie bereits in 3.2.3 beschrieben, wurde bei den Pringle-Ablationen (V2 / Applikatorab-
stand von 20 mm) histologisch eine wesentlich groBere Ablationsflaiche im Vergleich zur
Makroskopie festgestellt. Folglich korrelierten die Ablationsfldche und die Kiihlfldche bei Durch-
fiihrung eines Pringle-Mandovers innerhalb der Idealldsion makroskopisch und histologisch nicht

miteinander (Abbildung 28).

Schlussfolgerung (3.2.4)
e Kiihleffekte waren in jeder Versuchsreihe zu beobachten.
e Histologisch war die Ablationsflidche bei der Versuchsreihe mit Pringle-Manover (V2)
grofer als die makroskopische Ablationsflidche. Im Vergleich zu den Ablationen mit Ge-
faBfluss (V1, V3) konnen folglich durch ein Pringle-Manover unbewusst groflere Abla-

tionsflachen erzielt werden.

3.3 Einfluss der Gefiafie innerhalb der Ideallision

3.3.1 Gesamtiibersicht der GefiBauswertung

Um den Einfluss von einzelnen LebergefiBlen auf eine RFA ermitteln zu konnen, erfolgte eine
differenzierte Analyse der GeféaBe. Innerhalb der Idealldsion wurden alle Gefde > 0,5 mm anhand
eines selbstkonzipierten Einteilungssystems nach GefidBart, Lokalisation und NADH-Firbungs-

grad histologisch klassifiziert (Tabelle 3, Tabelle 7).
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Tabelle 7 Qualitative Einteilung der Gefifle nach Gefdlart, Lokalisation und NADH-Farbungsgrad mit dazugehori-
gem histologischem Abbild (vergleiche Tabelle 3). Die Beschriftungen I, II und III dienen allein der systematischen

Einteilung. Die Tabelle zeigt exemplarische Querschnitte.

I 1I 111
GefiBart P I
A |
g
Portalvene Portalarterie
GefiiBlokalisation j ““ @
& s, ¥
e
wzZ RZ
NADH-Firbungsgrad ; | L3
¥
X i
5 X A
Teilweise vital Vital

Die Unterscheidung von Portalvenen und Lebervenen erfolgte anhand ungleicher Anteile an be-
grenzendem Bindegewebe. Portalvenen waren stets im Verbund mit weiteren Gefdlen anzutref-
fen. Portalarterien zeichneten sich durch die starke Auspriagung ihrer dreischichtigen muskulidren
GefidBwand aus. Durch die Hitzeeinwirkung resultierende Stase des Blutflusses konnte innerhalb
einiger Gefélle in der WZ mehrfach koaguliertes Serum beobachtet werden (Tabelle 7).

Insgesamt wurden 771 Gefidfe identifiziert. Davon waren 344 Lebervenen, 379 Portalvenen und
48 Portalarterien. Bei Durchfiihrung eines Pringle-Mandvers (V2 / Applikatorabstand von 20 mm)
wurden im Vergleich zu den Versuchsreihen ohne Pringle-Mandver (V1 / Applikatorabstand von
20 mm; V3 / Applikatorabstand von 15 mm) eine groBBere Anzahl von Gefden gefunden (376

Gefille), was auf die Grofle der Ideallédsion zuriickzufiihren ist (Tabelle 8).
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Tabelle 8 Anzahl der Lebervenen, Portalvenen und Portalarterien innerhalb der Versuchsreihen sortiert nach Lokali-
sation. V1 = Applikatorabstand von 20 mm ohne Pringle-Mané6ver, V2 = Applikatorabstand von 20 mm mit Pringle-

Manéver, V3 = Applikatorabstand von 15 mm ohne Pringle-Mangver.

GefaBart
Versuchsreihe
Lebervene Portalvene Portalarterie Gesamt
Vi1 93 112 26 231
V2 167 189 20 376
V3 84 78 2 164
Gesamt 344 379 48 771
GefaBart
GefiBlokalisation
Lebervene Portalvene Portalarterie Gesamt
wZ 172 239 19 430
RZ 75 47 2 124
Auferhalb der Ablation 97 93 27 217
Gesamt 344 379 48 771

3.3.2 GefiBlokalisation und Vitalfirbung

Eine Zusammenfassung der GefdBauswertung fiir jede Versuchsreihe wurde mit Hilfe einer Kreuz-
tabelle realisiert. Dabei wurden die Geféde nach Gefallokalisation und NADH-Farbungsgrad sor-
tiert. Zusétzlich wurde der GefaBdurchmesser jedes einzelnen Gefdfles > 0,5 mm innerhalb der
Idealldsion vermessen.

Bei allen Versuchsreihen konnte nachgewiesen werden, dass iiber 90 % der in der WZ befindli-
chen Gefile kein vitales Gewebe mehr aufzeigten und somit vollstdndig abladiert waren. Auffal-
lend war, dass insgesamt elf Gefid3e in der WZ eine partielle Farbaufnahme aufwiesen. Der Durch-

messer dieser partiell vitalen Gefdae war im Vergleich zum Durchmesser der komplett avitalen

Gefile deutlich groer (Tabelle 9).
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Tabelle 9 Kreuztabelle der drei Versuchsreihen. Auswertung von 771 Gefid3en je nach Lokalisation und NADH-Farbungsgrad. In hellblau ist jeweils die Anzahl der Gefif3e

markiert, die trotz Lokalisation in der WZ eine partielle Vitalfarbung aufzeigten. In hellrot ist der Prozentsatz der Gefifle dargestellt, die in der WZ Avitalitiit aufwiesen (V1 =

92,3 %,V2=99,7%,V3=91,6%). J=medianer Gefialdurchmesser (Minimum — Maximum) (mm).

Vi V2 V3
20 mm Abstand ohne Pringle-Manover 20 mm Abstand mit Pringle-Manover 15 mm Abstand ohne Pringle-Manéver
Gesamt Avital Tell.w eise Vital Gesamt Avital Tell.w ase Vital Gesamt Avital Tell'welse Vital
vital vital vital
Wz % 100 923 7,7 0 100 99,7 03 0 100 91,7 83 0
%) 0,7 0,7 1.9 _ 09 09 37 _ 0.8 0,7 5,1 B
(mm) | (0,5-88) | (0,5-4,7) | (0.8-8.) 0,5-8,6) | (0,5-8,6) ’ 0,5-103) | (0,5-38) | (32-10.3)
Anzahl 37 0 36 1 51 0 50 1 36 0 36 0
RZ % 100 0 973 2,7 100 0 98,0 2,0 100 0 100 0
%] 09 0.8 10
(mm) 0,5-4.1) 0,5-8.5) 0,5-9,7)
Anzahl 142 0 24 118 19 0 12 7 56 0 25 31
Nativ % 100 0 16,9 83,1 100 0 63,2 36.8 100 0 44.6 554
%] 0.8 09 0.8
(mm) 0,5-89) 05-74) 0,5-54)
Anzahl 231 48 64 119 376 305 63 8 164 66 67 31
Gesamt % 100 20,8 27,7 515 100 81,1 16,8 2,1 100 40,2 409 18,9
%] 0.8 09 0.8
(mm) 0,5-89) 0,5-8.6) (0,5-10,3)
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VI: In V1 (Applikatorabstand von 20 mm, GefdBfluss) wiesen insgesamt vier Geféale (eine Leber-
vene, drei Portalvenen) trotz Lokalisation in der WZ eine partielle NADH-Farbaufnahme auf (Ta-
belle 9, Abbildung 29).

10 mm

a) | i O Idealliision @ Ablationsmittelpunkt O Vitales Gewebe um ein Gefafl

Abbildung 29 a) Exemplarische Darstellung einer V1-Ablation (Applikatorabstand von 20 mm, Gefé6fluss). Inner-
halb der WZ befanden sich zwei Portalfelder (b, ¢), die eine partielle Farbaufnahme aufzeigten. Mit einem Ge-
faldurchmesser von b) 1,2 mm und ¢) 0,8 mm waren diese Gefia3e groBer als die restlichen Geféale in der WZ in V1
(0,7 mm).

In V1 lag der GefidBdurchmesser der avitalen Gefédlle in der WZ mit 0,7 mm deutlich unter dem
Durchmesser der Gefil3e, die vitale Zellresiduen aufwiesen (1,9 mm) (Tabelle 9). Zwei Gefille,

die in der WZ eine NADH-Farbaufnahme aufzeigten, lagen zoneniiberschreitend (Abbildung 30).
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=== Ubergangsgrenze WZ RZ . AuBerhalb der Ablationsfléiche

Abbildung 30 Exemplarische Darstellung eines zoneniiberschreitenden Gefifies mit einem Durchmesser von 8,8 mm
in V1 (Applikatorabstand von 20 mm, Gefif3fluss) (vergleiche Abbildung 20b). Der Grofiteil des GefiBes (76 %)
befand sich in der WZ, wihrend sich 8 % in der RZ beziehungsweise 16 % auflerhalb der Ablation befanden. Dieses
Gefal wurde trotz partieller NADH-Farbung der WZ zugeteilt.

In der RZ waren 36 der Lebergefifle (97,3 %) in V1 teilweise von vitalem Gewebe umgeben (Ta-
belle 9). Insgesamt befanden sich 142 der 231 (61 %) der Gefédle in V1 auBlerhalb der Ablations-
zone, wovon wiederum 118 (83,1 %) vollstindige Vitalitit aufwiesen. Mogliche Erkldrungen fiir
die grole Anzahl vitaler Gefdfle innerhalb der Idealldsion bei V1 sind einerseits die groe Kiihl-
flache (Abbildung 28) und andererseits die inhomogenen, nicht-konfluierenden Ablationsformen
(Abbildung 21, Abbildung 22). Das groBte Gefall mit einem Durchmesser von 8,9 mm befand sich
auflerhalb der Ablation (natives Lebergewebe) und war vollstdandig vital.

V2: Bei den Versuchen mit Pringle-Manover (Applikatorabstand von 20 mm, V2) war das grofite
Gefidll mit einem Durchmesser von 8,6 mm in der WZ lokalisiert und vollstindig von avitalem
Lebergewebe umgeben. Eine Portalvene mit einem Durchmesser von 3,7 mm zeigte trotz Lokali-
sation in der WZ eine Farbaufnahme auf und tiberschritt damit deutlich den Gefid3durchmesser der
komplett avitalen Gefille in der WZ (0,9 mm) (Tabelle 9). Dieses Gefil lag zoneniiberschreitend.

Bei den Pringle-Manover-Versuchen wurden 376 Gefidle analysiert, von denen sich 81 % (306
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GefilBe) in der WZ befanden. Die mittels der makroskopischen Radien erzeugte Idealldsion um-
schloss histologisch fast nur zugrunde gegangenes Leberparenchym. Im Vergleich zu V1 (Appli-
katorabstand von 20 mm, Gefidl3fluss), wo sich 61 % der Gefidlle aullerhalb des Ablationsareals
befanden, wurden in V2 nur 19 Gefille von 376 (5 %) in nativem Lebergewebe identifiziert.

V3: In V3 (Applikatorabstand von 15 mm, Gefd3fluss) konnte bei sechs Gefdllen (vier Leberve-
nen, zwei Portalvenen) in der WZ (8,3 %) eine partielle Farbaufnahme nachgewiesen werden. Der
GefiaBdurchmesser dieser sechs Gefdale war mit 5,1 mm um 4.4 mm groBer als der Durchmesser
der avitalen Gefie in der WZ (0,7 mm) (Tabelle 9). Drei dieser partiell vitalen Gefi3e lagen
zoneniiberschreitend, wihrend die restlichen drei Gefédle zentral von der WZ eingeschlossen wa-
ren. Auffallend war, dass sich zwei partiell vitale GefdBe in der zentralen WZ in der einzigen
Ablation von V3 befanden, die keine homogene, konfluierende Ablationsform aufzeigte (Abbil-

dung 31).

@ ®
R4 3 1 7 “ o : 1 mm
b) e b

:‘3 CA &

\\‘ = 2 ’“é
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— ; x4 B sl
10 mm . o . o
a) p—m—mmm O Idealliision ® Ablationsmittelpunkt O Vitales Gewebe um ein Gefi

Abbildung 31 a) Darstellung der einzigen V3-Ablation (Applikatorabstand von 15 mm, Gefif3fluss), bei der es nicht
zu einer homogenen, konfluierenden Ablation kam. A = Applikator b) Eine Lebervene (Durchmesser von 6,0 mm)
war trotz Lokalisation in der WZ von vitalem Leberparenchym umgeben. ¢) Im Ablationsmittelpunkt befand sich
zudem ein Portalfeld, welches vitale Zellresiduen aufwies. Das grofite Gefdl des Portalfeldes war eine Portalvene mit

einem GefidBdurchmesser von 3,2 mm.
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In der RZ waren 100 % der Gefédlle in V3 teilweise von vitalem Leberparenchym umgeben und

somit nur unvollstindig abladiert (Tabelle 9).

Schlussfolgerung (3.3.2)

e Es bestand ein Zusammenhang zwischen der Lokalisation und dem Grad der NADH-
Farbung der Gefifle. Mehr als 90 % der Gefélle (einschlieBlich des perivaskuldren Ge-
webes) in der WZ waren avital und somit vollstidndig abladiert. Mehr als 97 % der Ge-
fdBe in der RZ waren zum Teil vital und somit erwartungsgemal nicht vollsténdig abla-
diert.

e GefilBle, die innerhalb der WZ Vitalitét aufzeigten, hatten einen groBeren GetfdBdurch-

messer als die avitalen Gefial3e in dieser Zone.

3.3.3 Distanz der Gefile zum Ablationsmittelpunkt

In der bisherigen makroskopischen und histologischen Radiusvermessung der WZ wurde der Ein-
fluss der GefidBe auf den Ablationsradius noch nicht in Betracht gezogen. Um die Auswirkung der
Gefile auf die GroBe einer Ablation zu bestimmen, wurde deshalb der Kiihleffekt in Abhéngigkeit
des Gefalabstandes zum Ablationsmittelpunkt evaluiert (Abbildung 32).
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Abbildung 32 Einfluss der Leberge-
fale auf den Ablationsradius. a) Leber-
venen und b) Portalfelder in Abhéngig-
keit ihres Durchmessers zu ihrem Ab-
stand vom Ablationsmittelpunkt sor-

tiert nach Versuchsreihe.
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V1: Bei V1 (Applikatorabstand von 20 mm, Gefid3fluss) wurde bei einem Grofiteil der Lebervenen

und Portalfelder, die in unmittelbarer Ndhe um den Ablationsmittelpunkt herum lokalisiert waren,
Vitalitit festgestellt. Dabei konnte neben einer intakten GefdBwand auch vitales Lebergewebe um

einen Grofteil der Gefdlle beobachtet werden (Abbildung 32, Abbildung 33).

O Ideallédsion

@ Ablationsmittelpunkt

10 mm
] 1

Abbildung 33 Exemplarische Darstellung der Distanzvermessung bei einer V1-Ablation (Applikatorabstand von
20 mm, GeféBfluss) (vergleiche Abbildung 20). Die Idealldsion stellt dabei eine hypothetisch perfekte Ablation ohne
GefaBkiihleffekte dar. Demnach sollte sich innerhalb der Idealldsion kein vitales Gewebe mehr befinden. Eine Fusion
der einzelnen Ablationen um die Applikatoren zu einer einzelnen, homogenen Ablation konnte in der vorliegenden
Darstellung nicht beobachtet werden. Es zeigte sich vitales Gewebe um Gefille, die in unmittelbarem Abstand um

den Ablationsmittelpunkt gelegen waren.

Unabhingig von der Distanz zum Ablationsmittelpunkt waren alle Lebervenen mit einem Ge-
faBdurchmesser groBer als 3 mm vital (Abbildung 32).

V2: Bei Durchfiihrung eines Pringle-Manovers (V2 / Applikatorabstand von 20 mm) konnte bis
zu einem Ablationsradius von 16 mm weder eine intakte GefdBwand noch vitales Lebergewebe
um die Gefille festgestellt werden (Abbildung 32). Gefidle waren unabhingig ihres Durchmessers

und ihrer Art vollstdndig bis zu dieser Distanz zerstort. Der sichere Ablationsdurchmesser betrug
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demnach 32 mm. Lebervenen und Portalfelder in der Ablationsperipherie (mehr als 16 mm vom
Ablationsmittelpunkt entfernt) waren teilweise unvollstidndig abladiert und zeigten vitales Leber-
gewebe in ihrer Umgebung auf. Im Vergleich zu den Versuchsreihen mit Gefia3fluss (V1 / Appli-
katorabstand von 20 mm; V3 / Applikatorabstand von 15 mm) war in V2 der GroBteil aller Gefidl3e
abladiert (Abbildung 34).

pQmm O Idealliision @ Ablationsmittelpunkt

Abbildung 34 Exemplarische Darstellung der Distanzvermessung bei einer V2-Ablation (Applikatorabstand von
20 mm, Pringle-Manéver) (vergleiche Abbildung 33). Die Idealldsion umfasste dabei nahezu das komplette Ablati-
onsareal. Im Gegensatz zu V1 (Applikatorabstand von 20 mm, Gefififluss) zeigte sich kein vitales Gewebe um Ge-

fifle, die in unmittelbarem Abstand um den Ablationsmittelpunkt gelegen waren.

V3: Bei V3 (Applikatorabstand von 15 mm, Gefédlfluss) war vitales Gewebe um zwei Portalfelder
zu beobachten, die sich jeweils im Ablationsmittelpunkt befanden (Distanz zum Mittelpunkt:
0 mm) (Abbildung 32). Lebervenen waren bis zu einem Abstand von 4,8 mm vom Ablationsmit-
telpunkt von avitalem Lebergewebe umgeben. Im Vergleich zu V1 (Applikatorabstand von
20 mm, GefifBfluss) waren insgesamt mehr Lebervenen und Portalfelder unmittelbar um den Ab-
lationsmittelpunkt abladiert. Ab einem GefidBdurchmesser von 4 mm waren alle Lebervenen von
vitalem Lebergewebe umgeben und wiesen eine intakte GefaBwand / vitales perivaskuldres Ge-

webe auf. Lebervenen und Portalfelder waren ab 10 mm zum Ablationsmittelpunkt fast alle vital.
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Schlussfolgerung (3.3.3)

e VI1: Da vitale Gefdfle unmittelbar um den Ablationsmittelpunkt beobachtet wurden, eig-
net sich ein Applikatorabstand von 20 mm mit Gefaffluss nicht, um Gewebe innerhalb
des von den Applikatoren eingeschlossenen Bereiches vollstidndig zu abladieren.

e V2: Die Anwendung eines Pringle-Mandvers resultierte in einer vollstdndigen Ablation
aller GeféBle / des perivaskuldren Gewebes bis zu einem Radius von 16 mm.

e V3: Eine Abstandsreduktion zwischen den Applikatoren von 20 mm auf 15 mm zeigte
eine hohere Anzahl abladierter Gefdfle im Ablationsareal auf. Dennoch kdnnen Gefille
in unmittelbarer Ndhe zum Ablationsmittelpunkt auch bei einem Applikatorabstand von

15 mm vitale Anteile aufzeigen und somit den Ablationserfolg gefdhrden.

334 GefaBwandschadigung

Insgesamt wurden 771 Gefid3e untersucht, von denen 217 auflerhalb der Ablationsfldache (28 %),
124 in der RZ (16 %) und 430 in der WZ (56 %) lokalisiert waren (Tabelle 8). Dabei konnte bei
419 Gefilen (97 %, Gesamtdurchmesser 0,8 mm) in der WZ keine Farbaufnahme beobachtet wer-

den, wihrend die restlichen 11 Geféille (3 %) teilweise vitales Gewebe aufzeigten (Abbildung 35).

Avital GefiBwandschidigung
97 % 100 %

Portalvenen

Wz
56 % Vs

AuBerhalb der
Ablationsfliche
28 %

Abbildung 35 Prozentuale Aufteilung der Geféle innerhalb der Ideallidsion (Tabelle 8). 56 % der Gefifle befanden

Teilweise vital
3%

sich in der WZ, davon waren wiederum 97 % avital und 3 % teilweise vital. Bei 100 % dieser partiell vitalen Gefae

in der WZ (fiinf Lebervenen, sechs Portalvenen) konnte eine Gefilwandschéddigung festgestellt werden.

Bei diesen elf partiell vitalen Gefdlen handelte es sich um fiinf Lebervenen und sechs Portalvenen
mit einem Gesamtgefil3durchmesser von 3,9 mm (0,8 mm — 10,3 mm). Sechs der elf Gefille be-

fanden sich am Ubergang der WZ in die RZ / natives Lebergewebe und hatten einen Durchmesser
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von 4,5 mm (2,6 mm — 8,8 mm). Aufgrund ihres prozentual groleren Flachenanteils in der WZ
wurden diese Gefidlle auch der WZ zugeteilt (sieche 2.7.6). Fiinf Gefille (vier Portalvenen, eine
Lebervene) zeigten partielle Vitalitdt in der zentralen WZ auf. Der Durchmesser dieser Gefile
betrug 3,2 mm (0,8 mm — 10,3 mm). Im néchsten Schritt wurden alle elf partiell vitalen Gefide in
der WZ auf mogliche GefdBwandschiddigungen untersucht. Dabei wurde insbesondere auf Konti-
nuitdtsunterbrechungen, eine Absenz oder auf eine Auflosung des Schichtaufbaus der GefaBwand
geachtet (Tabelle 4). Es konnte gezeigt werden, dass bei allen GefdBlen (100 %) trotz partieller
Farbaufnahme in der WZ eine Schidigung der GefdBBwand vorlag (Abbildung 36).

R

O GefiBwandschiidigung --- Ubergangsgrenze

Abbildung 36 Exemplarische Gefilwanduntersuchung von Gefélien, die der WZ zugeteilt wurden, aber dennoch eine
partielle Farbaufnahme aufzeigten. Bei allen Gefidflen war eine klare Gefa3wandschadigung in Form einer Kontinui-

tatsunterbrechung, Auflosung oder Absenz der GefdBwandschichtung ersichtlich.

Schlussfolgerung (3.3.4)
e Bei GefiBlen, die trotz ihrer Lokalisation in der WZ eine partielle Farbaufnahme aufzeig-

ten, wurde bei 100 % eine GefdBwandschddigung festgestellt.

69



4. Diskussion

4.1 Radiofrequenzablation

Primére und sekundére Lebermalignome gehoren zu den hiufigsten Tumorerkrankungen weltweit
(1,2,4,7,8). Neben der chirurgischen Leberteilresektion konnen bei geeigneter Tumorgrof3e und
-lokalisation mittlerweile auch minimalinvasive In-situ-Thermoablationsverfahren angewandt
werden, um Lebertumore mit kurativem Ansatz zu behandeln (4, 15, 16, 18,20, 24,41, 55). Dabei
hat sich vornehmlich die RFA gegeniiber anderen thermischen minimalinvasiven Verfahren
durchgesetzt (41, 44). Durch die Generierung von hochfrequentem Wechselstrom werden bei der
RFA Thermonekrosen im Tumorgewebe induziert (44, 53). Um eine vollstidndige Destruktion aller
malignen Zellen zu gewihrleisten, ist die Anwendung jedoch bisher auf eine Tumorgréfie von
3 cm limitiert (4, 24, 69). Durch die Ausweitung monopolarer RFA-Systeme zur multipolaren
RFA (simultane Verwendung von mehr als zwei Elektroden; siehe 1.4.2) konnen inzwischen gro-
Bere Ablationsvolumina erzielt werden (55, 56, 62). Zukiinftig ist infolgedessen potenziell auch
eine Ablation groBerer Lebermalignome moglich (62, 88, 89). Die Anwendung der multipolaren
RFA ist in der klinischen Praxis jedoch noch nicht abschlielend untersucht.

Vaskuldre Kiihleffekte (,,heat sink effect*), die durch die natiirliche Leberperfusion entstehen, stel-
len einen entscheidenden Risikofaktor fiir die Rezidivrate nach RFA dar (43, 47, 69, 90, 91, 93,
133). LebergefidBe konnen zu einem Wirmeabtransport und somit zu einem Verlust der zugefiihr-
ten Energie fiihren (47). Dadurch wird die Effektivitit des RFA-Eingriffes eingeschrinkt und die
Gefahr von Tumorresiduen steigt (43, 47, 69, 72). Derzeit konnen vaskulére Kiihleffekte allein
durch eine Okklusion des Ligamentum hepatoduodenale (ein sogenanntes Pringle-Mandover, siche
1.4.6) erheblich reduziert werden (90, 98, 99, 101). Da die Durchfiihrung eines Pringle-Manévers
jedoch mindestens eine chirurgische Intervention voraussetzt, sollte der Nutzen stets den potenzi-
ellen Risiken gegeniiber gestellt werden (47). Untersuchungen eines Pringle-Mandvers und des
vaskuldren Kiihleffektes existieren vor allem fiir die RFA im mono- oder bipolaren Modus (91,
94,109, 134-136). Systematische Studien des Kiihleffektes bei der multipolaren RFA wurden zu-
vor ausschlieBlich am Ex-vivo-Modell durchgefiihrt (130). Eine Ubertragung von Ex-vivo-Unter-
suchungen auf die klinische Situation kann jedoch nicht ohne Weiteres erfolgen. Zuvor sind In-
vivo-Analysen der multipolaren RFA notwendig (99).

Das behandelte Lebergewebe einer In-situ-Ablation kann im Gegensatz zur chirurgischen Resek-
tion nicht histologisch untersucht werden. Somit ist ein direkter Nachweis der vollstindigen Tu-

mordestruktion nicht moglich. Deshalb werden bildgebende Verfahren post ablationem fiir die
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Beurteilung des Ablationserfolges eingesetzt (119). Beschreibungen der Ablationsform und Be-
rechnungen der Ablationsvolumina durch die Bildgebung basieren vor allem auf makroskopischen
Analysen (81, 103, 119, 123). Eine Validierung der makroskopischen Ergebnisse durch histologi-

sche Untersuchungen liegt bei der multipolaren RFA zum aktuellen Zeitpunkt noch nicht vor.

4.2 Zielsetzung

In der vorliegenden Arbeit sollte die Wirkung einer tempordren Unterbrechung der Leberperfusion
(Pringle-Mandver) und der Effekt einer Abstandsverringerung zwischen den einzelnen Applika-
toren auf die multipolaren RFA anhand von In-vivo-Versuchen am Schweinemodell makrosko-
pisch und histologisch evaluiert werden:

1. Ziel war die Validierung einer makroskopischen Ablationsfldchenauswertung der multipolaren
RFA anhand von histologischen Schnitten. Dafiir wurde ein Vergleich der Ablationsgeometrien
sowie der charakteristischen Ablationszonen der RFA (,,White Zone* und ,, Red Zone*; siche
1.5.2) qualitativ und quantitativ in der Makroskopie und Histologie durchgefiihrt. Mit diesen Er-
gebnissen soll zukiinftig eine prizisere Beurteilung des Ablationserfolges in experimentellen Stu-
dien ermoglicht werden.

2. Zusitzlich hatte die vorliegende Analyse die Untersuchung des klinisch relevanten Kiihleffektes
zum Ziel, um das Risiko fiir Tumorrezidive nach einer multipolaren RFA einschitzen zu konnen.
Hierfiir wurden Lebergefid3e sowohl innerhalb des Ablationszentrums als auch in der Ablations-
peripherie ausgewertet. Zudem wurde dabei der Einfluss der GefdBart und der des Gefédurch-
messers auf den Ablationserfolg einer multipolaren RFA beurteilt.

Die multipolare RFA soll mit Hilfe der vorliegenden Arbeit reproduzierbarer und besser planbar

werden, um betroffenen Patienten einen optimalen Therapieerfolg zukommen zu lassen.

4.3 Makroskopische Ablationsauswertung der multipolaren Radiofrequenz-

ablation im Vergleich zur Histologie
Die Bewertung des Therapieerfolges einer RFA kann nur indirekt iiber bildgebende Verfahren
erfolgen. Prd- und postinterventionelle mathematische Berechnungen der Ablationsflachen und
Beschreibungen der Ablationsformen basieren tiberwiegend auf den Ergebnissen makroskopischer
Auswertungen experimenteller Ex-vivo- oder In-vivo-Versuche (81, 92, 99, 119, 123). Folglich
wird die Makroskopie in allen experimentellen Studien dazu verwendet, um den Ablationserfolg
zu beurteilen. Bisher ist jedoch noch nicht nachgewiesen, ob die Makroskopie das vollstandige

Ausmalf einer multipolaren RFA exakt wiedergibt. Endgiiltige Aussagen iiber mogliche residuale
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Tumorzellen sind letztlich allein durch eine histologische Untersuchung der Ablationen moglich
(114, 124). Eine Validierung einer makroskopischen Ablationsauswertung durch die Histologie
liegt nur fiir die bipolare, aber nicht fiir die multipolare RFA vor (114). Der Vergleich einer ma-
kroskopischen Analyse mit histologischen Schnitten ist deshalb fiir eine Beurteilung der multipo-
laren RFA erforderlich. Mit den Resultaten der vorliegenden Arbeit kann die Ablationsauswertung

zukiinftiger experimenteller Studien prézisiert werden.

4.3.1 Korrelation zwischen makroskopischen und histologischen Ablationszonen

In der makroskopischen und histologischen Auswertung werden thermische Ablationszonen mit
Hilfe einer standardisierten Terminologie eingeteilt (siehe 1.5.2) (49, 92). Von Bedeutung ist dabei
die WZ, die den Tumor im klinischen Alltag zirkumferent umschlieBen sollte. In dieser Zone sollte
es erwartungsgemal zu einem vollstindigen Strukturverlust und zur Destruktion aller malignen
Zellen kommen (49, 122). Die sich der WZ anschlieende RZ geht diffus in das native Leberge-
webe iiber. Die RZ enthilt sowohl vitale als auch avitale Zellanteile (49, 114). Mogliche Tumor-
residuen sowie regiondre Tumorabsiedlungen in dieser Zone gefdhrden den Erfolg einer vollstin-
digen RFA (86).

In allen Versuchsreihen konnte sowohl makroskopisch als auch histologisch eine WZ identifiziert
werden. Zusitzlich zur WZ konnte nur bei den Versuchsreihen mit erhaltener Leberperfusion (Ap-
plikatorabstand von 15 mm und 20 mm) eine RZ unterschieden werden. Ferner korrelierten in
diesen beiden Versuchsreihen die Werte fiir die Gesamtfliche (WZ + RZ), die Fliche der RZ und
der WZ sowie fiir den maximalen Radius der WZ in der Makroskopie und Histologie miteinander
(Korrelationskoeffizienten: 0,74 — 0,95; Tabelle 6). In Ubereinstimmung mit einer In-vivo-Studie
der bipolaren RFA von Gemeinhardt et al. wird somit auch in der vorliegenden Arbeit eine hohe
Korrelation histologischer und makroskopischer Ablationszonen aufgezeigt (114). Eine makro-
skopisch gestiitzte zonale Gliederung und Fldchenauswertung ist demnach bei der multipolaren
RFA mit kontinuierlichem GefiBfluss zuléssig.

Die Bedeutung einer histologischen Analyse zeigt sich bei Durchfiihrung eines Pringle-Manovers
mit einem Applikatorabstand von 20 mm. Makroskopisch konnte analog zu den Versuchsreihen
mit Gefalfluss sowohl eine RZ als auch eine WZ identifiziert werden. Histologisch war jedoch
lediglich eine WZ, aber keine RZ sichtbar. Die Flache der histologischen WZ war um 44 % groB3er
als makroskopisch angenommen (Tabelle 6). Makroskopische und histologische Daten korrelier-
ten daher auch nicht miteinander. In einer Analyse der multipolaren RFA am Ex-vivo-Modell von

Poch et al. findet sich moglicherweise eine Erklidrung fiir das alleinige Bestehen einer WZ: Hier
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konnte gezeigt werden, dass Ablationen bei fehlender Leberperfusion selbst bei einem maximalen
Energieeintrag von 150 kJ nach zwei Stunden noch grofer werden (115). Radiofrequenzablationen
sind laut Literatur jedoch in ihrer Ausdehnung eingeschrinkt (82, 90). So wird zu Beginn einer
RFA nach einer starken Zunahme des Ablationsvolumens ein Gleichgewichtszustand (,,steady
state*) erreicht. Dabei steigt die Temperatur im Gewebe so lange an, bis der Energieabtransport
durch die LebergefidBe (,,heat sink effect) dem Energieeintrag entspricht (82, 115). Mit Eintritt
dieses Gleichgewichtszustandes ist das maximal mdgliche Volumen einer Ablation erreicht. Im
Vergleich zu ex vivo, trifft der Gleichgewichtszustand in vivo aufgrund des Energieverlustes durch
die Korperoberfliche und die natiirliche Leberperfusion voraussichtlich friither ein (115). Auf-
grund des reduzierten Gefalkiihleffektes bei Durchfiihrung eines Pringle-Mandvers kommt dem
Energieverlust durch die Korperoberflache in vivo moglicherweise eine gro3ere Bedeutung zu. So
fiihrt letzterer eventuell zu einem ausgepréigten Temperaturabfall, sodass die WZ fast libergangslos
in das native Lebergewebe iibergeht. Eine Ubergangszone (RZ), bei der die Temperatur einer si-
cheren Zellzerstorung womoglich nur kurz erreicht wird, entsteht somit nicht. Weitere histologi-
sche In-vivo-Studien sind nétig, um die aufgezeigten Diskrepanzen zwischen der makros-
kopischen und histologischen Zoneneinteilung bei einem Pringle-Mandver zu untersuchen. Bis
dahin sollte eine auf der Makroskopie basierende Kalkulation der Ablationsfliche mit dem Wissen
erfolgen, dass die klinisch relevante WZ deutlich unterschitzt wird. Im klinischen Alltag wiirden
Tumore bei Durchfiihrung eines Pringle-Mandvers unbewusst mit einem grof3eren Sicherheitsab-
stand abladiert werden. Eine hohere therapeutische Sicherheit und eine damit einhergehende ver-
besserte Langzeitiiberlebensrate konnen resultieren (71).

Eine zonale Einteilung der Radiofrequenzablationen wird lediglich in der Makroskopie und His-
tologie verwendet (49, 122). In der klinischen Situation spielt diese Gliederung eine untergeord-
nete Rolle, da zur Evaluation einer RF-Therapie in der Regel bildgebende Verfahren eingesetzt
werden (44, 80, 81, 119, 137, 138). Bei Letzteren konnen Ablationen weder farblich noch struk-
turell in die typischen Ablationszonen (WZ, RZ) eingeteilt werden. In der CT hebt sich das Abla-
tionsareal hypodens vom umliegenden Lebergewebe ab (137-139). Vereinzelt sind jedoch auch
Hyperdensititen aufgrund der bei einer RFA auftretenden Gewebenekrose und Hédmorrhagie zu
eruieren (137, 138). Nicht erfasstes Tumorgewebe kann gelegentlich in der Ablationsperipherie
als hyperdenses Areal identifiziert werden (137). Die Ablationsflache ist daher nicht immer ein-
deutig von benachbartem Leberparenchym und von etwaigen Tumorresiduen abgrenzbar (137,
140). In der klinischen Situation sind also Kalkulationsfehler der Ablationsfliche moglich, die

infolgedessen mit einer Tumorpersistenz einhergehen konnen (121). Um die Ablationsbeurteilung
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durch bildgebende Verfahren sicherer zu machen, vergleichen einige Studien daher die Ergebnisse
einer makroskopischen Ablationsflachenberechnung mit den Resultaten einer Flichenbestimmung
durch die CT oder MRT (81, 119). Laut aktueller Literatur kommt es dabei weitgehend zu einer
zuverlissigen Ubereinstimmung (49, 120, 122). Weitere experimentelle Untersuchungen sind er-
forderlich, um die gegenwirtigen Ergebnisse den vorhandenen CT-Aufnahmen gegeniiberzustel-
len (siehe 2.5.2). Die genaue Kenntnis der Ablationsausdehnung durch histologische Analysen
kann zukiinftig im klinischen Alltag helfen, etwaige Fehlberechnungen des Ablationsvolumens

durch bildgebende Verfahren zu reduzieren.

4.3.2 Quantitative Gegeniiberstellung histologischer Ablationsflichen

Um Tumorgewebe vollstindig zu abladieren, muss ein grofles Ablationsvolumen mit ausreichen-
dem Sicherheitsabstand erzeugt werden (24, 69, 78). Bestehen post ablationem vitale Tumorresi-
duen, ist die onkologische Sicherheit der RFA nicht mehr gewihrleistet (81).

In der vorliegenden Arbeit wurden erstmals makroskopische und histologische Flachenberechnun-
gen bei der multipolaren RFA miteinander verglichen. Im Vergleich eines engeren Applikatorab-
standes von 15 mm mit einem Applikatorabstand von 20 mm zeigte sich kein Unterschied hin-
sichtlich der Gesamtfldche (WZ + RZ) sowie der Fliche der RZ und WZ. Abweichungen des Ap-
plikatorabstandes scheinen also die Ablationsform (siehe 3.2.1,4.3.3), jedoch nicht die GroBe des
Ablationsareals zu beeinflussen.

Untersuchungen der multipolaren RFA am Ex-vivo-Schweinemodell von Poch et al. ergaben, dass
geringe Verdnderungen des Applikatorabstandes (Applikatorabstand von 15 mm vs. 20 mm vs.
25 mm) bei Energieeintragen zwischen 37,5 — 75,0 kJ weder eine Auswirkung auf die Ablations-
grofe, noch auf den minimalen Ablationsradius haben (115). Es existiert folglich ein optimaler
Energiebetrag, bei dem auch geringe Deviationen des Applikatorabstandes (£ 5 mm) die Ablati-
onsfldche einer multipolaren RFA nicht mehr signifikant beeinflussen (115). Die in der vorliegen-
den Arbeit verwendete Energiemenge von 50 kJ (siehe 2.3) erscheint angemessen, um bei Appli-
katorabstdnden von 15 mm und 20 mm &hnlich groe Ablationsflidchen zu erzielen. Es muss je-
doch beachtet werden, dass trotz dhnlicher Ablationsfldche erhebliche Differenzen der Ablations-
form zwischen einem Applikatorabstand von 15 mm und 20 mm auftreten konnen. So reicht der
Energieeintrag in das Lebergewebe nur bei einem Applikatorabstand von 15 mm aus, um homo-
gene und konfluierende Ablationen zu induzieren (siehe 4.3.3). In der klinischen Situation sollte
daher auf eine exakte Applikatorpositionierung geachtet werden, um den therapeutischen Erfolg

der multipolaren RFA zu sichern.
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Neben einer quantitativen Fldchenberechnung ist zudem eine qualitative Beurteilung der Ablati-
onsgeometrie empfehlenswert, um die Radiofrequenzablationen auf Konfluenz und Homogenitit
zu untersuchen (81, 92). Dies ist klinisch besonders relevant, da nicht-konfluierende Ablationen -
trotz eines als ausreichend befundenen Ablationsvolumens - aufgrund moglicher vitaler Zellen im
Ablationszentrum ein Risiko fiir Tumorrezidive darstellen (69).

Die Analyse der vorliegenden Daten zeigt signifikante Unterschiede der Ablationsfldche bei der
Anwendung eines Pringle-Mandvers im Vergleich zu kontinuierlichem GefidBfluss bei einem
gleichbleibenden Applikatorabstand von 20 mm auf: So kann mit Hilfe eines Pringle-Mandvers
eine mehr als vierfache Steigerung der Gesamtfldche erzielt werden (Tabelle 6). Klinisch ist
dadurch eine Ablation von Tumoren mit einem gréferen Sicherheitsabstand beziehungsweise eine
Ablation groBerer Tumore mit einem weiterhin ausreichenden Sicherheitsabstand moglich.

Die Vergroflerung des Ablationsareals durch eine Gefaokklusion wurde bereits in einer Vielzahl
von makroskopischen RFA-Studien mit Pringle-Mand6ver beschrieben (47, 90, 98, 99, 104, 123).
So demonstrierten Chang et al. in einer In-vivo-Untersuchung der monopolaren RFA an Haus-
schweinen einen fast sechsfachen Anstieg des Ablationsvolumens von 4,9 cm? auf 28,6 cm? (104).
Auch Chinn et al. und Frich et al. erreichten durch die Anwendung eines Pringle-Mandvers eine
anndhernd dreifache Zunahme des Ablationsvolumens (90, 98). Grund dieser Effektivitétssteige-
rung ist der erheblich reduzierte Kiihleffekt (,,heat sink effect”) intrahepatischer Blutgefdf3e und
der daraus resultierende rapide Temperaturanstieg im Leberparenchym (123). Durch eine wesent-
lich hohere und gleichméBigere Verteilung des Energieeintrages zwischen den Applikatoren wird
die GroBe und Form einer RFA positiv beeinflusst (100, 123, 141). Es muss jedoch beachtet wer-
den, dass Temperaturen ab 100 °C eine Desikkation und Karbonisation des Lebergewebes begiins-
tigen (50, 51). Die darauffolgende Abnahme der Gewebeleitfdahigkeit kann die weitere Energieab-
gabe in das Leberparenchym durch den Anstieg des Gewebewiderstandes und der Gewebeimpe-
danz erschweren (50). Mittels des Gebrauches intern gekiihlter Applikatoren und des im Generator
installierten RCAP-Systems wurde diesem Effekt in der vorliegenden Arbeit entgegengesteuert
(sieche 2.4) (61, 142). GroBe Ablationsvolumina gehen dennoch mit einer potenziellen Verletzung
benachbarter Strukturen einher (44, 58, 98, 110). Hinzu kommt, dass ein Pringle-Mandver eine
laparoskopische oder offenchirurgische Anwendung der RFA voraussetzt (43, 47, 123). Mit er-
hohter Invasivitit steigt entsprechend auch das Komplikationsrisiko des Eingriffes (58, 106, 107).
Durch die Unterbrechung der Sauerstoffzufuhr kann es zudem zu Schéadigungen des Leberpa-
renchyms kommen (108). In einigen Studien wird demzufolge ein intermittierendes Pringle-Ma-

nover dem kontinuierlichen Pringle-Manover vorgezogen (143). Durch kurze alternierende Phasen
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eines Perfusionsstops und einer Reperfusion kann das Lebergewebe im Gegensatz zum kontinu-
ierlichen Pringle-Manover besser auf hypoxische Schiden reagieren (144). Dieses Verfahren der
ischdmischen Prikonditionierung stellt eine schonendere Alternative zum Pringle-Manover dar
(145, 146). Um dies zu bestitigen, sind weitere In-vivo-Versuche notwendig. Bis dahin sollte vor
Durchfiihrung eines Pringle-Mandvers stets eine Risiko-Nutzen-Abwégung erfolgen.

Zusammenfassend kann die klinische Anwendung eines Pringle-Mandvers aufgrund der Steige-
rung des Ablationsvolumens und der vermehrt homogenen Ablationen im Vergleich zu einer mul-
tipolaren RFA mit kontinuierlichem GefidBfluss in einem hoheren Therapieerfolg resultieren (90,
104, 105). Eine verbesserte lokale Tumorkontrolle sowie niedrigere Lokalrezidivraten sind dem-

zufolge durch eine Unterbrechung der Blutzufuhr zu erwarten (90).

4.3.3 Qualitative Beurteilung der Ablationsform

Grof3e, homogene und konfluierende Ablationsformen haben einen positiven priadiktiven Wert in
Bezug auf das Langzeitergebnis einer RFA (81, 98). Ziel ist die Induktion annéhernd sphérischer
und reproduzierbarer Radiofrequenzablationen, um einer insuffizienten Uberlappung von Ablati-
ons- und Tumorvolumen vorzubeugen.

Bei einem weiten Applikatorabstand von 20 mm mit GefdBfluss sind sowohl makroskopisch als
auch histologisch inhomogene Ablationsformen zu erwarten (Abbildung 22). In der vorliegenden
Arbeit zeigten Ablationen bei diesem Applikatorabstand zum Teil jeweils drei einzelne, nicht-
konfluierende Ablationsgeometrien auf, sodass innerhalb des zentral von den Applikatoren einge-
schlossenen Bereiches erhebliche Kiihleffekte zu erkennen waren (Abbildung 33). Die Distanz
zwischen den Applikatoren (20 mm) ist demnach zu grof3, um mogliche Kiihleffekte im Ablati-
onszentrum zu iiberwinden. Uberdies fiihrt ein zu weiter Applikatorabstand zu einer erheblichen
Variabilitidt der Ablationsform. Die Reproduzierbarkeit der Ablationen bei einem Applikatorab-
stand von 20 mm und kontinuierlicher Leberperfusion muss trotz gleicher Leistungshohe und
Energiezufuhr (90 W, 50 kJ) in Frage gestellt werden. Im klinischen Alltag eignet sich ein Appli-
katorabstand von 20 mm folglich nicht, um Tumore mit kurativer Zielsetzung zu behandeln.

Eine Abstandsreduktion zwischen den Applikatoren von 20 mm auf 15 mm resultierte in 87,5 %
in homogenen und konfluierenden Ablationen (Abbildung 22). Grund sind hohere Energiedichten
infolge der verringerten Distanz zwischen den RF-Applikatoren (115). Die zugefiihrte Energie
breitet sich gleichmiBiger im Lebergewebe aus und kann - im Gegensatz zu einem Applikatorab-
stand von 20 mm - auftretende Kiihleffekte in der Ablationsmitte {iberwinden (115). Dies bedeutet,

dass wihrend einer multipolaren RFA mit kontinuierlichem Geféal3fluss auf eine exakte Platzierung
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der Applikatoren geachtet werden muss. Dabei ist der Gebrauch einer Positionierungsschablone
empfehlenswert (Abbildung 13), da sich bereits Abweichungen der Applikatorspitzen im Milli-
meterbereich (= 5 mm) wie in der hier beschriebenen Analyse negativ auf die Ablationskonfigu-
ration auswirken konnen. Eine prizise Applikatorpositionierung ist klinisch also von sehr hoher
Bedeutung.

Unter hepatischer Gefidokklusion (Applikatorabstand von 20 mm, Pringle-Mandver) wurden so-
wohl in der Makroskopie als auch der Histologie in allen Fillen groB3e, homogene Ablationen mit
hoher Reproduzierbarkeit erzielt. Neben einer Reduktion des Applikatorabstandes eignet sich so-
mit auch die Unterbrechung der hepatischen Blutperfusion dazu, konfluierende und runde Ablati-
onen zu erreichen.

In der Literatur werden Anderungen der Ablationsform meist auf groBere Lebergefife in unmit-
telbarer Nidhe zur Ablation zuriickgefiihrt (Abbildung 5) (54, 91, 93, 116). Eine inhomogene, ex-
zentrisch geformte Ablation durch fokale Einkerbung entsteht aufgrund einer hbheren Warmeka-
pazitit groBer Gefdlle und birgt die Gefahr einer unvollstindigen Tumorkoagulation (91, 134).
Diese lokalen Kiihleffekte werden von diffusen Kiihleffekten differenziert (134). Diffuse Kiihlef-
fekte sind durch die kapillidre Perfusion der Leber bedingt und wirken sich negativ auf die Ablati-
onsgroBe aus (47, 81, 95). Der lokale Kiihleffekt ist besonders von individuellen Unterschieden
der GefaBanatomie abhingig. Bei einem Applikatorabstand von 20 mm und Gefédf3fluss konnten
im Vergleich zu den anderen beiden Versuchsreihen (V2 / Applikatorabstand von 20 mm und
Pringle-Manover; V3 / Applikatorabstand von 15 mm mit kontinuierlichem GefiBfluss) nicht ver-
mehrt groBBe Lebergefile identifiziert werden, die fiir die beschriebenen Formabweichungen ver-
antwortlich gemacht werden konnen. Daher muss vermutet werden, dass sich der Kiihleffekt ein-
zelner kapilldrer Lebergeféaf3e in unmittelbarer Ndhe zum Applikator aufsummiert. Eine Fusion der
einzelnen Ablationen zu einer konfluierenden Ablation (Abbildung 2¢) wird folglich durch den
diffusen Kiihleffekt bei einem Applikatorabstand von 20 mm und kontinuierlicher Blutperfusion
verhindert.

Zusammenfassend erscheint eine qualitative Beschreibung der Ablationsform (homogen, konflu-
ierend / inhomogen, nicht-konfluierend) sinnvoll, um etwaige Irregularititen offenzulegen, die mit
einer alleinigen quantitativen Flachenvermessung nicht dargestellt werden kénnen: Obwohl sich
die Ablationsfldchen bei einem Applikatorabstand von 20 mm und 15 mm nicht signifikant unter-
scheiden (siehe 4.3.2, Abbildung 26), kann eine multipolare RFA mit einem Applikatorabstand
von 20 mm aufgrund der inhomogenen Ablationsgeometrie die vollstdndige Destruktion eines Ma-

lignoms in der klinischen Situation nicht sicherstellen. Folglich kann geschlussfolgert werden,
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dass das Risiko einer Tumorpersistenz mit zunehmender Distanz zwischen den RF-Applikatoren

steigt.

4.4 Der Einfluss von LebergefidBen auf die multipolare Radiofrequenzablation
GroBle Lebergefafle in Applikatornihe stellen einen entscheidenden Risikofaktor fiir den Ablati-
onserfolg nach einer RFA dar (47, 69,91, 92,94, 95, 133). Der vorhandene Gefidffluss transpor-
tiert die induzierte Energie der RF-Applikatoren in Form von Wiérme ab (,,heat sink effect®), so-
dass die Gefahr einer inkompletten Tumordestruktion besteht (43, 72, 93). Rezidivraten von bis
zu 36,5 % konnen auftreten (47, 69). Um eine optimale Planung der multipolaren RFA sicherzu-
stellen, muss der GefiBkiihleffekt unmittelbar um die Gefidfe bekannt sein. In der vorliegenden
Arbeit wurde daher der Einfluss von Lebergefden auf multipolare RF-Ablationen detailliert un-

tersucht.

44.1 GefiBanalyse innerhalb der Idealléision

Fiir eine onkologisch sichere Anwendung muss malignes Gewebe innerhalb des Ablationsareals
vollstindig zerstort werden (71, 81, 147). In der vorliegenden Arbeit befand sich jedoch vitales
Leberparenchym um elf Geféal3e, die sich in der klinisch relevanten WZ befanden (Tabelle 9). Die
Mehrheit dieser Gefdfle wurde am Zoneniibergang der WZ in die RZ / natives Lebergewebe iden-
tifiziert, sodass hier ohnehin von einer partiellen Vitalfarbung auszugehen war. Der Durchmesser
dieser zoneniibergreifenden Gefédlle war mehr als fiinffach so grof3 wie der Durchmesser aller avi-
talen Gefifle in der WZ. Grofle Gefifle mit einem minimalen GefidBdurchmesser von 2,6 mm
(siehe 3.3.4) am Ablationsrand konnen folglich unabhingig des Applikatorabstandes oder der
Durchfiihrung eines Pringle-Mandvers den Therapieerfolg einer multipolaren RFA gefdhrden. Um
dies zu vermeiden, sollte im klinischen Alltag auf eine korrekte Platzierung der RF-Applikatoren
um den Tumor herum geachtet werden (71, 115, 130). Wird das Maligom nicht zentral zwischen
den Applikatoren eingeschlossen, kann Tumorgewebe aufgrund des Kiihleffektes dieser peripher
gelegenen Gefidlle moglicherweise bestehen bleiben.

Eine zusitzliche Untersuchung der GefdBBwand zeigte bei allen elf partiell vitalen Lebergefaflen -
unabhingig des Gefidldurchmessers - eine Kontinuitdtsunterbrechung des dreischichtigen Wand-
aufbaus oder eine Absenz der Zellintegritdt (Abbildung 36). Im Gegensatz dazu konnte eine In-
vivo-Analyse der monopolaren RFA von Lu et al. eine vollstdndige Endothelschadigung nur bei
Lebergefaflen mit einem Durchmesser kleiner als 3 mm innerhalb des Ablationsareals nachweisen

(91). Dennoch muss beachtet werden, dass eine Verletzung der GefdBwand synchron mit vitalem
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perivaskuldren Gewebe vorkommen kann. In der klinischen Situation besteht daher trotz nachge-
wiesener Endothelschddigung dieser Gefille die Gefahr der Tumorpersistenz. Laut Literatur kann
bei 48 % aller perivaskulir gelegenen Malignome infolge einer unvollstdndigen Ablation inner-
halb eines Jahres mit einem Lokalrezidiv gerechnet werden (93).

Die Resultate der vorliegenden Arbeit legen zusitzlich nahe, dass wihrend einer multipolaren
RFA mit kontinuierlichem Geféiffluss vitale Zellen im Ablationszentrum auftreten konnen. Bei
einem Applikatorabstand von 20 mm zeigte bereits ein Gefdld mit einem Durchmesser von 0,8 mm
partiell vitale Anteile auf (Abbildung 29). Eine erfolgreiche klinische Durchfiithrung der multipo-
laren RFA mit einem Applikatorabstand von 20 mm und GefédBfluss muss daher infrage gestellt
werden. Bei einem engeren Applikatorabstand von 15 mm besteht die Gefahr perivaskulérer vita-
ler Zellen erst ab einem GefiBBdurchmesser > 3,2 mm (Abbildung 31). Befinden sich Gefile mit
diesem Durchmesser im Ablationszentrum, kann die optimale Durchfiihrung einer multipolaren
RFA in der klinischen Situation aufgrund des Risikos eines Tumorverbleibs nicht mehr sicherge-
stellt werden. Da in der vorliegenden Arbeit jedoch weder ein Tumormodell verwendet wurde
noch eine Langzeitbeobachtung mdglich war, miissen die genannten Schlussfolgerungen in wei-
teren Studien iiberpriift werden.

Um die Destruktion perivaskuldrer Tumorzellen zu gewéhrleisten, empfehlen Lu et al. die voll-
standige Okklusion der Leberperfusion (91, 93). Auch die Ergebnisse der vorliegenden Untersu-
chung zeigen, dass sich ein Pringle-Manover eignet, um alle Gefidlle (unabhéngig ihres Durchmes-
sers und des GefidBtyps) sowie das perivaskuldre Lebergewebe in der zentralen WZ vollstindig zu
abladieren. Es kann daher angenommen werden, dass eine effektive und vollstandige Tumorzer-
storung nur mittels eines Pringle-Manovers bei Durchfiihrung einer multipolaren RFA im klini-
schen Alltag garantiert wird.

Alternativ wére auch die Anwendung einer MWA denkbar, um die Destruktion von perivaskula-
rem Gewebe in der Ablationsmitte zu gewéhrleisten. Mikrowellen mit einer Frequenz von 900 —
2450 MHz werden iiber eine Antenne in den Tumor eingefiihrt (44, 148-150). Polare Molekiile
werden durch das entstandene elektrische Feld zur Oszillation angeregt, was zu Reibung und
schlieBlich zur Warmeentstehung fiihrt (43, 148). Aufgrund des schnelleren Temperaturanstieges
im Leberparenchym wird in einigen Studien eine geringere Anfilligkeit der MWA gegeniiber des
vaskulédren Kiihleffektes im Vergleich zur RFA beschrieben (149-151). So kann laut Simon et al.
und Carrafiello et al. trotz perivaskulédrer Lokalisation und Lebergefaldurchmessern iiber 3 mm
eine vollstindige Ablation sichergestellt werden (148, 152). Der Einfluss des vaskulédren Kiihlef-
fektes auf die MWA ist jedoch nicht abschlieBend untersucht.
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Neben dem GefidBBdurchmesser hat auch der Typ der Lebergefifle einen Einfluss auf die Entste-
hung von vaskuldren Kiihleffekten (69, 90, 95, 96, 153). Eine eindeutige Differenzierung von Le-
bervenen, Portalvenen und Portalarterien ist fiir die multipolare RFA in der vorliegenden Arbeit
erstmals durchgefiihrt worden (Tabelle 8). Nichtsdestotrotz konnte der Einfluss eines einzelnen
Gefiles in Bezug auf die Ablationsgeometrie und -fliche aufgrund der engen anatomischen Ver-
hiltnisse nicht vollstindig untersucht werden. Daher erfolgte die Auswertung der Portalvenen und
Portalarterien zusammenfassend als Portalfeld (Abbildung 32). Bei einem Applikatorabstand von
20 mm und erhaltener Blutperfusion war die Gesamtanzahl und der Durchmesser der Lebervenen
und Portalfelder innerhalb der Ideallédsion vergleichbar. Es kann also nicht sicher geschlussfolgert
werden, ob Lebervenen oder Portalfelder zu gleichen Teilen fiir die Formaberrationen sowie die
reduzierte Ablationsfliche verantwortlich gemacht werden konnen (Abbildung 32, Abbildung 33).
Weitere In-vivo-Studien sind nétig, um den Einfluss von verschiedenen Lebergefiden auf die mul-
tipolare RFA zu untersuchen.

Dementsprechende Analysen existieren bereits fiir die mono- und bipolare RFA (47, 90, 153).
Durch eine alleinige Okklusion der Portalvene konnten Aschoff et al. an Hasenlebern eine 69%ige
VergroBerung des Ablationsdurchmessers im Vergleich zu den RFA mit kontinuierlicher Blutper-
fusion feststellen (13 mm vs. 22 mm) (153). Studien an der Schweineleber wiesen einen vergleich-
baren Effekt einer Ligatur der Portalvene nach (90). Zudem beobachteten Bangard et al. im In-
vivo-Schweinemodell, dass Ablationsvolumina bei kontinuierlichem Blutfluss in Lebervenennihe
um mehr als 60 % groler werden als in Portalvenennéhe (96). Die Gefahr von moglichen Tumor-
residuen stieg sowohl bei Aschoff et al. als auch bei Bangard et al. mit zunehmender Nihe zur
Portalvene (69, 96, 153). In der vorliegenden Arbeit wurde bei den Versuchsreihen mit kontinu-
ierlichem GefidBfluss (Applikatorabstand von 15 mm und 20 mm) vitales Gewebe um insgesamt
vier Portalfelder (80 % der vitalen Gefidfe in der zentralen WZ, siehe 3.3.4) in unmittelbarer Néhe
zum Ablationsmittelpunkt beobachtet. Moglicherweise stellen Portalfelder im Ablationszentrum
also einen hoheren Risikofaktor fiir den Erfolg einer multipolaren RFA mit kontinuierlichem Ge-
faBfluss dar als Lebervenen.

Aufgrund der geringen Anzahl partiell vitaler Portalfelder in der Ablationsmitte ist eine abschlie-
Bende Aussage beziiglich des Kiihleffektes dieser Gefille durch die vorliegende Arbeit nicht sicher
moglich (Abbildung 35). Da aber im Vergleich zu Lebervenen dennoch eine hohere Gefahr von
vitalen Tumorresiduen besteht, sollten in der klinischen Praxis alle Portalfelder prédinterventionell
identifiziert werden (95). Mogliche MaBBnahmen einer Effektivitétssteigerung (beispielsweise in

Form eines Pringle-Mandvers / langerer Elektroden / eines hoheren Energieeintrages; siche 4.4.2)
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sollten evaluiert werden, um das Risiko vitaler Lebergefdf3e im Ablationszentrum bei einer multi-
polaren RFA mit kontinuierlicher Blutperfusion zu reduzieren (96).

Weiterfiihrende Untersuchungen erscheinen zusitzlich aufgrund bestehender Unterschiede der
Flusseigenschaften verschiedener Gefdf3arten von Bedeutung. Die Blutperfusion der menschlichen
Leber betrdgt 1450 ml/min (154, 155). Davon flieBen 1150 ml/min durch die Portalvene und
300 ml/min durch die Leberarterie. Eine Ex-vivo-Analyse der bipolaren RFA von Lehmann et al.
an der Schweineleber belegte, dass bereits GefdBflussraten ab 1 ml/min signifikante vaskulédre
Kiihleffekte mit sich bringen (94). Lehmann et al. stellten zudem fest, dass der maximale Kiihlef-
fekt bei 10 ml/min erreicht war und sich bis zu einer Flussrate von 1500 ml/min nicht mehr signi-
fikant veridnderte (94). Neben dem Gefia3durchmesser und der GefidBart kann also auch die Fluss-
geschwindigkeit Einfluss auf eine RFA nehmen (94, 134). Im klinischen Alltag ist pritherapeu-
tisch daher die Kenntnis der intrahepatischen GefidB3anatomie und deren Einfluss auf den RFA-
Ablauf entscheidend. Experimentelle Studien, welche die prizise Kalkulation auftretender Ge-
faBkiihleffekte ermdglichen sind notwendig, um eine effiziente Durchfiihrung des Therapievorha-

bens zu gewihrleisten (125).

4.4.2 Analyse des Ablationsradius

Der prognostisch relevanteste Faktor fiir das Langzeitiiberleben bei Tumorpatienten ist die voll-
standige Destruktion des malignen Gewebes (71, 72, 133). Da bei einer RFA im Vergleich zur
Leberteilresektion keine histologische Schnellschnittuntersuchung erfolgen kann, muss die Induk-
tion einer Koagulationsnekrose mit angemessenen Sicherheitssaum (5 — 10 mm) sichergestellt
werden (31,69, 71, 81). Dabei ist priatherapeutisch besonders die Kenntnis iiber die maximal mog-
liche Ausdehnung einer Ablation relevant, um einen Tumor in der klinischen Situation vollstdndig
zu abladieren. Zusitzlich kann somit auch das Risiko einer Verletzung von nahegelegenen Struk-
turen eingeschitzt werden (92).

Anhand der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass mit einem Applikatorabstand von
20 mm und kontinuierlichem Gefiffluss keine Ablationen erreicht werden, die sich fiir eine voll-
standige Tumordestruktion eignen (siehe 3.2.1, 3.3.3). Der von den Applikatoren eingeschlossene
Bereich geht bei einem GroBteil der Ablationen mit einem betrichtlichen Kiihleffekt einher, sodass
bei klinischer Anwendung in diesem Areal ein Tumorrezidiv wahrscheinlich ist.

Bei Durchfiihrung eines Pringle-Manovers waren histologisch alle Lebergefifle unabhéingig ihres
Durchmessers und GeféaBtyps (Lebervene, Portalfeld) bis zu einer Distanz von 16 mm vom Abla-

tionsmittelpunkt vollstdndig avital (Abbildung 32). Mit einem Gesamtdurchmesser von 32 mm
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konnten in der klinischen Situation somit Lebertumore kleiner als 2 cm mit einem Sicherheitsab-
stand von 0,5 cm sicher abladiert werden.

Analog zu den Ablationen eines Applikatorabstandes von 20 mm mit kontinuierlicher Leberper-
fusion wurden auch bei einem engeren Applikatorabstand von 15 mm vitale Gefid3e im Ablations-
zentrum beobachtet. Im klinischen Alltag bestiinde infolgedessen auch hier eine erhebliche Gefahr
der Tumorpersistenz.

Um zukiinftig alle GefidB3e im Ablationszentrum bei kontinuierlicher Leberperfusion zu abladieren,
sollte eine Alternation der Applikationsparameter evaluiert werden. So konnte beispielsweise die
Verwendung von bipolaren RF-Applikatoren mit einer aktiven Elektrodenldnge von 40 mm statt
30 mm in Erwigung gezogen werden. Einen Vergleich zwischen verschiedenen Elektrodenldngen
fiihrten Zurbuchen et al. bei der bipolaren RFA am Ex-vivo-Modell an Rinderlebern durch (156).
Dabei wurden die grofiten Ablationsvolumina bei 40 mm langen Elektroden beobachtet
(20562 mm?) (156). Im Vergleich dazu resultierten Elektrodenldngen von 20 mm und 30 mm bei
gleicher Ausgangsleistung (20 W) in signifikant kleineren Ablationsvolumina (4008 mm? bezie-
hungsweise 14538 mm?) (156). Zurbuchen et al. fanden zusétzlich heraus, dass sich eine zu hohe
Ausgangsleistung unabhéngig der Elektrodenlidnge negativ auf das Ablationsvolumen auswirkt.
Ahnliche Ergebnisse konnten auch von Clasen et al. anhand von Ex-vivo-Untersuchungen der
multipolaren RFA an Schweinelebern nachgewiesen werden (87, 157). In seiner Analyse war eine
Steigerung des Leistungseintrages > 125 W mit einer zu hohen Warmedeposition in das Leberge-
webe assoziiert (157). Die daraus folgende Dehydration fiihrte laut der Studie zu einer Reduktion
der Gewebeleitfahigkeit und schlussendlich zu kleineren und teilweise nicht-konfluierende Abla-
tionen (87, 157).

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Startleistung von 90 W gewihlt. Eine Erhohung der Start-
leitung (bis auf < 125 W) sollte in zukiinftigen Analysen evaluiert werden, um moglicherweise
einen hoheren Ablationserfolg der multipolaren RFA mit kontinuierlichem Geféaffluss zu erzielen
(157). Die Ergebnisse des Ex-vivo-Modells von Clasen et al. sind letztendlich nur eingeschréinkt
auf In-vivo-Untersuchungen tibertragbar (87, 157). Weitere In-vivo-Studien sind erforderlich, um
eine Alternation der Applikationsparameter zu untersuchen. Dabei sollte einerseits der Gebrauch
langerer Elektroden und andererseits eine Steigerung der Ausgangsleistung evaluiert werden, um
zukiinftig eine vollstidndige Zerstorung aller vitalen Zellen in der Ablationsmitte bei kontinuierli-

chem GefaBfluss zu erreichen.
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4.5 Limitationen der vorliegenden Arbeit

4.5.1 Segmentierung der Ablationen

Der Flidchenvergleich der Makroskopie mit der Histologie zeigte eine Variabilitidt zwischen den
Korrelationskoeffizienten auf (0,74 — 0,95, Tabelle 6). Aufgrund der Gré8e der Ablationen musste
eine Segmentierung in mehrere kleine Ablationsblocke erfolgen, um eine histologische Auswer-
tung zu ermoglichen (siehe 2.5.3). Die Rekonstruktion der zerteilten Ablationsblocke zu einer
vollstindigen Ablation erfolgte orientierend am Ablationsrand. Eine mégliche Abnahme der Pré-
zision wihrend der histologischen Ablationsflachenvermessung muss somit in Betracht gezogen
werden. Da die Ablationen jedoch fiir die Anfertigung histologischer Diinnschnittpridparate der
GroBe eines Standardobjekttriagers entsprechen mussten, wurde mit der vorliegenden Ablations-

segmentierung die bestmogliche Methode ausgewihlt.

4.5.2 Verwendung einer Ideallision

Um mogliche Kiihleffekte quantitativ zu erfassen, wurde in der vorliegenden Arbeit fiir jede der
drei Versuchsreihen eine eigene sphirische Idealldsion anhand der makroskopischen Ablationen
konstruiert (siche 2.7.4). Damit wurde ein standardisiertes Auswertungsverfahren gewihrleistet.
Die Moglichkeit eines statistischen Vergleiches zwischen den Versuchsreihen fiel durch die Ver-
wendung drei verschiedener Idealldsionen jedoch weg.

Es muss zusitzlich beachtet werden, dass Kiihleffekte methodisch bedingt in jeder Idealldsion zu
erwarten waren. Aufgrund der nicht vollstdndig runden Ablationsgeometrie bei der multipolaren
RFA (Abbildung 2, Abbildung 21) konnte sich natives Lebergewebe innerhalb der Idealldsion
befinden und so zu einer vermeintlichen Kiihlfldache fiihren (Abbildung 27). Die Erstellung von
drei einzelnen runden Idealldsionen erschien aufgrund der Variabilitit der Ablationsformen zwi-
schen den drei Versuchsreihen dennoch sinnvoll. Da Malignome in der klinischen Praxis meist

rund / oval sind, ist daher auch die Verwendung einer sphérischen Idealldsion vertretbar.

4.5.3 Das Schwein als Tiermodell

Die RFA wurde in unserer Arbeitsgruppe bereits umféanglich an Ex-vivo-Schweinelebern unter-
sucht (94, 114, 130, 134). Hausschweine haben sich aufgrund ihrer zum Menschen dhnlichen ana-
tomischen, genetischen und physiologischen Eigenschaften als Tierversuchsmodelle bewihrt
(158, 159). Zahlreiche Studien verwenden Schweine, um die Atiologie und Pathogenese humaner

Erkrankungen zu erforschen (158, 160, 161). Nach derzeitigem Erkenntnisstand existieren bisher
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keine Tumormodelle fiir das Hausschwein. In der vorliegenden Arbeit wurde daher gesunde
Schweineleber verwendet.

Im Rahmen tumordser Prozesse unterliegt die humane Leber allerdings fibrotischen oder zirrhoti-
schen Verinderungen (4). Zurbuchen et al. untersuchten die elektrischen und thermischen Eigen-
schaften von nativem Lebergewebe im Vergleich zu humanen Lebermetastasen (162). Es konnte
nachgewiesen werden, dass hepatische Tumorzellen unabhéngig der eingesetzten Frequenz eine
hohere elektrische Leitfdhigkeit aufzeigen als gesunde Zellen (162, 163). Grund dafiir ist, dass
nekrotisches Gewebe im Gegensatz zu gesunden Leberzellmembranen die Fahigkeit zur elektri-
schen Isolation verliert (163). Zusétzlich fiihrt eine erhohte Mikroperfusion des neoplastischen
Gewebes sowie dessen Sensibilitdt gegeniliber Temperaturverdnderungen zu einer Beeinflussung
des elektrischen Widerstandes (92). Unvorhersehbare Ablationsflichenverinderungen konnen re-
sultieren (42, 98, 162). Mit einem gesunden Schweinemodell wurden infolgedessen heterogene
Tumorgewebeeigenschaften vermieden. Dennoch konnen durch die Kenntnis der elektrischen und
thermischen Eigenschaften von nativem und malignem Lebergewebe moglicherweise mathemati-
sche Umrechnungen erfolgen, um die vorliegenden Daten auf ein Tumormodell zu iibertragen

(162).

4.6 Schlussfolgerung

Mit dieser experimentellen Arbeit wurde erstmalig eine vollstindige qualitative und quantitative
Analyse multipolarer Radiofrequenzablationen anhand von In-vivo-Versuchen am Schweinemo-
dell durchgefiihrt. Ziel war es, eine makroskopische Ablationsauswertung anhand der Histologie
zu validieren (1.) und mit einer zuséitzlichen Auswertung dieser histologischen Schnitte, den Ein-
fluss der Lebergefid3e auf den Ablationserfolg der multipolaren RFA zu evaluieren (2.).

1. Die vorliegende Studie legt nahe, dass eine makroskopische Flichenvermessung bei Radiofre-
quenzablationen mit kontinuierlicher Blutperfusion als vollstandig valide angesehen werden kann.
Bei Durchfiihrung eines Pringle-Mandvers ist zu beachten, dass eine makroskopische Auswertung
die Ablationsflidche deutlich unterschitzt. Im klinischen Alltag ist daher ein grofleres Ablationsa-
real zu erwarten. Tumore werden infolgedessen mit einem groBeren Sicherheitsabstand abladiert,
sodass insgesamt eine hohere therapeutische Sicherheit resultiert.

In weiteren experimentellen Analysen sollte der Vergleich der vorliegenden Ergebnisse mit den
Daten einer Flichenberechnung durch bildgebende Verfahren erfolgen.

2. Zusitzlich kann geschlussfolgert werden, dass Gefid3e im Ablationszentrum bei Durchfiihrung

einer multipolaren RFA mit kontinuierlicher Leberperfusion bereits ab einem Durchmesser von
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0,8 mm eine partielle Vitalitit aufzeigen konnen. In der klinischen Praxis geht vitales perivasku-
lares Gewebe im Ablationszentrum mit einem erheblichen Tumorrezidivrisiko einher. Obwohl
eine Reduktion des Applikatorabstandes zu vermehrt homogenen, konfluierenden Ablationen
fiihrt, sollte eine Alternation der Methodik in zukiinftigen In-vivo-Studien der multipolaren RFA
untersucht werden: Moglicherweise eignen sich eine Steigerung der Ausgangsleistung oder der
Elektrodenldnge, um vitale Zellen in der Ablationsmitte bei engerem Applikatorabstand erfolg-
reich zu abladieren. Bis dahin wird die Anwendung eines Pringle-Mandvers empfohlen, da aus-
schlieBlich reproduzierbare und konfluierende Ablationen resultieren, die zudem zu einer vollstén-
digen Destruktion des Lebergewebes einschlieBlich der Gefidfle fiihren. Im klinischen Kontext
konnen dementsprechend bei Durchfiihrung eines Pringle-Mandvers mit einem Applikatorabstand
von 20 mm und einem Energieeintrag von 50 kJ Tumore kleiner als 2 cm mit einem Sicherheits-
abstand von 0,5 cm effektiv abladiert werden. Aufgrund der erhohten Invasivitit sollte die Ent-

scheidung zu einer Gefdokklusion jedoch stets im multidisziplindren Konsens getroffen werden.
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