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2 Material und Methode

Die im Ingtitut fir Medizinische/Technische Physik und Lasermedizin des Universitatsklini-
kums Benjamin Franklin der Freien Universitdt Berlin und in der Laser- und Medizin-Tech-
nologie gGmbH, Berlin (LMTB) entwickelte, neuartige koaxiale, bipolare Sonde zur Anwen-
dung von hochfrequentem Strom zeigte einen nadelférmigen Aufbau [19, 20]. Aus diesem
Grund wird im Folgenden neben dem Begriff HF-Applikator auch die Bezeichnung HF-Nadel
verwendet.

21 Material

2.1.1 Hochfrequenzstrom-Applikatoren

Die bipolare HF-Nadel ist aus zwel Edelstahlelektroden aufgebaut, die koaxial hintereinander
angeordnet sind. Dazwischen befindet sich ein Keramikisolator, wie in Abbildung 5 schema-
tisch dargestellt ist. Diese koaxiale Anordnung ermoglicht einen Stromfluss beginnend zwi-
schen den beiden isolatornahen Elektrodenenden mit einer symmetrischen Ausbreitung um
die Nadel und bewirkt eine Erwarmung der unmittelbaren Umgebung.

P e
I

Hartl6tverbindung Klebeverbindung Isolation

Abb. 5: Schematischer Aufbau eines HFITT-Applikators.

Der Durchmesser der Nadel und die Lange bzw. Form des Isolators bestimmen die raumliche
Ausbreitung der Gewebelasion in Grof3e und Form. Die in dieser Arbeit verwendeten Appli-
katoren wurden im Nadeldurchmesser variiert. Die Formen der erzeugten thermischen Lasio-
nen sollten dabel sphérisch sein.

Abbildung 6 zeigt schematisch die Temperaturverteilung wahrend der Applikation im Leber-
gewebe. Die htéchsten Temperaturen werden analog zur Feldlinienverteilung zwischen beiden
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Elektroden erzielt (Abbildung 7). Das gesamte Volumen der Lasion wird jedoch durch die
Warmeausdehnung ins umliegende Gewebe bestimmt.

| solator

Elektrode 2 Elektrode 1

Abb. 6: Schematische Darstellung eines Hochfrequenzstrom-Applikators mit Temperaturver -
teilung im angrenzenden Gewebe. Die koaxial hintereinander angeordneten Elektro-
den sind durch einen Keramikisolator getrennt. Diese bipolare Anordnung ermég-
licht, den Feldlinien entsprechend, eine anndhernd spharische Koagulation des Ge-
webes[22] .

gleiches Potential

Abb. 7: Feldlinienverteilung einer koaxial angeordneten bipolaren Elektroden-Konfigura-
tion[22] (I = Strom, r = Radius, z= Elektrodenachse).
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Als Versuchsmuster wurden Nadeln mit Durchmessern von 1, 2 und 3 mm hergestellt (Abbil-
dung 8). Vorversuche haben gezeigt, dass sich mit der HF-Nadel mit 1 mm Durchmesser fir
die Leberchirurgie nur unbefriedigend kleine Koagulationsvolumina erzielen lassen. Sie
konnte daher im HNO-Bereich zum Einsatz kommen.

3 mm

2mm

1 mm

Abb. 8: Fotografie dreier bipolarer HFITT-Applikatoren mit unterschiedlichen Nadel starken.

Dadie Zidlrichtung dieser Arbeit die Therapie von Lebermetastasen war, wurden die Experi-
mente ausschliefdlich an Schweinelebergewebe durchgefiihrt und dabei Applikatoren verwen-
det, die grofiere Koagulationsvolumina erwarten lief3en. In Tabelle 1 sind die geometrischen
Daten der verwendeten HFITT-Nadeln aufgelistet.

Tabelle 1: Geometrische Abmessungen der verwendeten HFITT-Applikatoren.

Applikator | Durchmesser Léangen Elektrodenoberflache
Elektrodel Isolator Elektrode 2
Nadel 1 2mm 14 mm 4 mm 14 mm 88 mm?
Nadel 2 3 mm 16 mm 6 mm 16 mm 151 mm?
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2.1.2 HFITT-Arbeitsplatz

Der Arbeitsplaiz bestand aus einem HF-Generator mit einer daran angeschlossenen HF-
Nadel. An diesem Generator wurde vor Messbeginn die gewiinschte Leistung eingestellt. Die
HF-Nadel war aufferdem mit einem digitalen Oszilloskop verbunden, sodass die Leistung
auch wahrend der Applikation gemessen werden konnte. In Abbildung 9 ist der Arbeitsplatz
schematisch wiedergegeben.

1.
HF-Generator U 2 Oszilloskop|—
L

PC mit GPIB-
Schnittstelle

Abb. 9: Schematischer Aufbau eines HFITT-Arbeitsplatzes.

Die zeitliche Folge der Messwerte (Zeit, Spannung, Strom, Gewebeimpedanz, Leistung und
zugefuhrte Energie) wurde in einem PC mit GPIB-Schnittstelle gespeichert und konnte
wahrend der Messung am Monitor aktualisiert und somit im Verlauf dargestellt werden.

Folgende Gerate wurden verwendet:

HF-Generator ME 401 der Firma Martin,

HF-Nadeln, Versuchsmuster hergestellt im Institut fir Medizinische/Technische Physik und
Lasermedizin des Universitatsklinikums Benjamin Franklin der FU Berlin in Zusammenarbeit
mit der LMTB (Laser- und Medizin-Technologie) gGmbH, Berlin,

Digitales Speicher-Oszlloskop Typ 9310A der FirmaLe Croy,

Personal Computer mit GPIB-Schnittstelle.

Die Ausgangstemperatur des Gewebes in Nadelndhe wurde vor der HF-Applikation mit ei-
nem Thermoelement gemessen. Nach der Durchfiihrung einer Hochfrequenzstromapplikation
erfolgte die Préparation der Koagulationszone mittels Skalpell. Mit einer Schieblehre wurde
die axiale und radiale Expansion ausgemessen. Die Abbildung 10 zeigt die benutzten Hilfs-
mittel.



18

Temperaturflhler

4533 Schieblehre
; i Skalpell

Abb. 10: Ausristung des HFITT-Messplatzes.

HF-1TT-Nadel

Verwendete Geréte:
Minitaturthermoelemente, Typ LKI 05-50 der Firma Philips,

Skalpell BB 84, Klingen-Typ 21 der Firma Aesculap,
Schieblehre.

2.2 Methode

2.2.1 Versuchsdurchfiihrung

Als Versuchsmedium wurden kéltekonservierte Schweinelebern verwendet. Die Organe wur-
den vom Feischgrofimarkt (Beusselstrasse, Berlin) bezogen. Der Transport erfolgte in ge-
schlossenen Polyethylen-Beuteln der Firma Melitta, um das Gewebe vor Austrocknung zu
schitzen. Nach dem Transport wurden die Lebern sofort in den Gefrierschrank gegeben. Der
Transport betrug ungeféahr 30 Minuten.
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Vor Versuchsbeginn wurden die eingefrorenen Schweinelebern, immer noch in Polyethylen-
Beuteln verpackt, im 36°C warmen Wasserbad aufgetaut und danach etwa 30 Minuten liegen
gelassen, um eine gleichmaliige Erwdrmung auf Raumtemperatur zu erhalten.

Unmittelbar vor jeder Messung wurde die Leber dem Beutel entnommen und in einer Kunst-
stoffwanne gelagert. Die anschlieffende Punktion der Leber durch die HF-Nadel erfolgte in ei-
ner Weise, die eine intrahepatische Lage des Applikators mit einer Eindringtiefe von 5cm
und 6 cm gewéhrleistete. Die zentrale Lage der Nadel diente der Ausschaltung von Randef-
fekten, denn bei kapselnaher Lage (Luft wirkt isolierend) des Applikators hdtten zum Beispiel
Deformationen des K oagulationsvolumens durch Warmestaueffekte auftreten kénnen.

Nach Positionierung der HF-Nadel wurde in Nadelnéhe eine Temperatur von 21 + 1°C ge-
messen. Das Thermoelement wurde dann aber entfernt, da es zu Stérungen der elektrischen
Feldverteilung gefuhrt hétte.

Anschlief3end wurde die Applikation des hochfrequenten Stroms vorgenommen.

Dabel wurde bei Anwendung der 2 mm-HF-Nadel die eingestellte Generatorleistung von
4 Watt auf 9 Watt schrittweise um 1 Watt gesteigert. Die Applikationsdauer betrug jeweils
10 Minuten.

Die 3 mm-HF-Nadel wurde bei Leistungen von 9 bis 13 Watt pro Messung 5 Minuten ange-
wendet. Bei einer Applikationsdauer von 10 Minuten wurde diese Nadel mit Leistungen von
5 bis 10 Watt gepriift. Um den Einfluss der Applikationszeit zu ermitteln, wurde die Applika-
tionsdauer bei 9 Watt und 10 Watt Uber einen Zeitraum von 5 bis 10 Minuten um jeweils eine
Minute gesteigert.

Darliber hinaus wurden Vorversuche mit einem modifizierten 3 mm-HFITT-Applikator durch-
gefuihrt. Dessen verdnderter Aufbau ermdglichte eine Kihlung der Elektroden. Sie wurden in
einem geschlossenen System mit 23°C warmem Wasser gekihlt. Die Applikationsdauer be-
trug 10 Minuten, Leistung und Flussgeschwindigkeit der Kahlflussigkeit wurden variiert.

Die Messungen der vom Generator abgegebenen Leistung erfolgt alle 2 Sekunden fir die ge-
samte Dauer jeder einzelnen Applikation. Wahrend der Versuchsdurchfiihrung erfolgte die
sténdige Registrierung der zugefihrten Energie und des Gewebewiderstandes, um den Feuch-
tigkeitsgehalt des Gewebes zu Uberprifen. Die Einzelergebnisse jeder Messung wurden no-
tiert und fur die statistische Berechnung verwendet. Um die zu erwartende Gewebeverénde-
rung sichtbar zu machen, musste nach jeder Applikation die HF-Nadel entfernt und das an-
grenzende L ebergewebe eingehend untersucht werden.
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222 Beurteilung der Gewebeproben

Die makroskopische und histomorphologische Beurteilung der Gewebeveranderungen sowie
die enzymhistochemische Untersuchung erfolgte mit folgenden Methoden:

1. Makroskopische Vermessung der entstandenen thermischen Gewebel asionen.

2. Berechnung des Volumens der thermisch erzeugten Lasionen.

3. Lichtmikroskopie von Paraffinschnitten und Gefrierschnitten nach Hamatoxylin-Eosin-
Farbung der Préparate.

4. Lichtmikroskopie von Gefrierschnitten nach enzymhistochemischem Nachweis der
NADH-Dehydrogenase.

Im Anschluss an jede Hochfrequenzstromapplikation erfolgte das sorgfatige Aufschneiden
des Lebergewebes parallel zum Einstichkanal. Die makroskopisch sichtbare Gewebeverdnde-
rung wurde in axialer und radialer Achse zum Applikator mit einer Schieblehre vermessen.

2.2.2.1 Volumenbestimmung

Die Berechnung der thermisch erzeugten Lasionen erfolgte in Naherung mit Hilfe der Formel
zur Bestimmung des Volumens fiir Rotationsellipsoide:

V=lnEHEDZ,
6

wobei | fir den axiadlen und D fir den radialen Durchmesser stehen.

2.2.2.2 Histologie

2.2.2.2.1 Schnittpréparation

Zur histologischen Aufarbeitung wurden ungeféhr 1 x 1 cm grof3e Gewebebl 6cke vom Grenz-
bereich zwischen nativem Lebergewebe und der Lasion entnommen. Die Schnittfuhrung er-
folgte orientierend am Nadeleinstichkanal in axialer und radialer Achse (siehe Abbil-
dung 14c), sodass in jedem Gewebeblock der Grenzbereich eine zentrale Lage einnahm. Die
Hélfte der Gewebeproben wurden einer Paraffineinbettung zugefihrt, von den Ubrigen Gewe-
beproben wurden Gefrierschnitte angefertigt.
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Bel der Paraffineinbettung wurden die Proben entlang der geplanten Schnittflache mit einem
Faden markiert, ohne die makroskopische Grenze zwischen hyperthermischer Lasion und na-
tivem Gewebe zu verletzen. Danach wurden die Proben mindestens 3 Tage in 3,75 %iger For-
malinldsung fixiert. Die Einbettung in Paraffin (Histosec der Firma Merck, Darmstadt) erfolg-
te in einer automatischen Einbettvorrichtung Modell Hypercenter 2 (Shandon, Frankfurt). Die
in Tabelle 2 aufgefiihrten Medien wurden dabei durchlaufen und die angegebenen Spiilzeiten
eingehalten.

Tabelle 2: Inkubations- und Spulzeiten bei der Paraffineinbettung in einer automatischer Ein-
bettvorrichtung

Medium Inkubationszeit [min] Sptilzeiten
Xylol Isopropanol

Formalin 150 60 min 60 min
Ethanol 70 %ig 45 15 min 15 min
Ethanol 80 %ig 60 15 min 15 min
Ethanol 96 %ig 45 15 min 15 min
Ethanol 96 %ig 40 15 min 15 min
Ethanol 100 %ig 50 15 min 15 min
Ethanol 100 %ig 60 15 min 15 min
Ethanol 100 %ig 60 15 min 15 min
Aceton 45 60 min 60 min
Aceton 60 60 min 60 min
Paraffin 90 60 min 60 min
Paraffin 120

Die paraffinierten Gewebeproben wurden anschlief3end an einer Ausgussstation (der Firma
Tissue Tek) in Wirfel gegossen. Dabel wurde darauf geachtet, dass die markierte Seite mit
der hyperthermisch induzierten Gewebelasion parallel zur Wirfel seite angeordnet war.

Nach Abkuhlen der Paraffinwirfel wurden mit einem Schlittenmikrotom HM 400 (Microm,
Laborgerdte GmbH, Walldorf) Schnitte von 8 um Dicke hergestellt. Diese Schnitte wurden
zum Strecken in ein 37°C warmes Wasserbad gebracht, anschlief3end mit einem Pinsel auf ei-
nen Objekttrager aufgezogen und dann auf einem Warmebankchen getrocknet.

Zur Entparaffinierung der Préparate vor dem Anférben der Schnitte wurden diese 10 Minuten
in Xylol behandelt, ehe sie in einer absteigenden Alkoholreihe (2 x 100 %ig, 2 x 96 %ig und
1 x 80 %ig) und destilliertem Wasser gewaschen wurden.

Zur Anfertigung der Gefrierschnitte wurden die gewonnenen Gewebeproben in Wageschalen
gebettet und bei —20°C tiefgefroren. Es wurde sorgfaltig darauf geachtet, dass die makrosko-



22

pischen Grenzen zwischen hyperthermischer Lasion und intaktem Gewebe im Zentrum der
Proben erfasst wurden. Die tiefgefrorenen Gewebebldcke wurden auf Objekttische von
30 mm Durchmesser Ubertragen. Auf den Objekttisch wurde ein Gel, (Tissue Tec, Firma Sa-
kura, Zoeterwoude) zur Fixierung des Gewebes aufgetragen. In einem Mikrotomkryostat Mo-
dell HM 500 OM (Microm Laborgeréte GmbH, Walldorf) wurden bei —20°C Schnitte von
8 - 10 um Dicke hergestellt. Jeder Schnitt wurde durch Andriicken eines zimmerwarmen Ob-
jekttragers vom Mikrotommesser gel 6st.

Die Objekttrager wurden zuvor 5 Minuten mit Aceton behandelt, mit 2 % APES (3-Amino-
propyltriethoxysilan) in Aceton silanisiert, 2 Minuten mit destilliertem Wasser gespuilt und bei
37°C im Trockenschrank getrocknet.

22222 Farbungen

Die Schnitte wurden zur Beurteilung mit zwel verschiedenen Farbemethoden behandelt: die
Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung) und die p-Nitrotetrazoliumblau-Farbung (NTB-
Farbung).

Die Differenzierung verschiedener Gewebestrukturen erfolgte durch die Hamatoxylin-Eosin-
Féarbung (HE-Farbung). Mit diesem Farbstoffgemisch lassen sich acidophile und basophile
Strukturen in biologischen Geweben darstellen. Man kann also Kationen (zum Beispiel Pro-
teine) und Anionen (zum Beispiel Nucleinsauren) kenntlich machen. Dadurch kénnen Gewe-
bestrukturen differenziert werden. Nach der Durchfiihrung von zwei Messungen wurden aus
den Koagulationszonen axial zum Nadelverlauf je eine Gewebeprobe gewonnen. Die eine
wurde herausgeschnitten und die andere gestanzt.

Fur die Farbung mit Hamatoxylin-Eosin wurden sowohl Paraffinschnitte als auch Gefrier-
schnitte verwendet. Die Schnitte wurden nacheinander in folgende Ldsungen e ngebracht:

- Farben in H&matoxylin nach Mayer (10 min)
- Spulen in destilliertem Wasser
- Blauen in warmem Leitungswasser (10 min)
- Spulen in destilliertem Wasser
- Farbenin 0,1 %igen wassrigem Eosin (45 9)
- Spulen in destilliertem Wasser

Anschlief3end wurden die Préparate in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwéssert und in
Xylol entalkoholisiert (Gefrierschnitte: 1 x 80 %, 2 x 96 %, 2 x 100 % Ethanol, dann Xylal;
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Paraffinschnitte: 1 x 70 %, 1 x 80 %, 2 x 96 %, 2 x 100 % Ethanol, dann Xylol). Die Schnitte
wurden dann mit Entellan (Merck, Darmstadt) und Deckglésern eingedeckt.

Um vitales von irreversibel geschadigtem Lebergewebe abzugrenzen, wurde der enzymhisto-
chemische Nachweis der NADH-Dehydrogenase mit dem Farbstoff p-Nitrotetrazoliumblau
(NTB-Farbung) herangezogen. Diese Farbung zeigt an, ob auch in scheinbar ungeschédigten
Zellbereichen noch volle Vitaitat vorhanden ist. Als16sliches farbloses Tetrazoliumsalz wird
diese Verbindung durch das Enzym Diaphorase in unlésliches blaues Formazan Uberfihrt
(Abbildung 11). Reduziertes Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid NADH, wirkt als Coenzym
und stellt in dieser histochemischen Reaktion Protonen und Elektronen zur Verfiigung [93]. In
thermisch belasteten Zellbereichen kénnte dieses Tetrazolium-Reduktase-System gestort sein.
Solche geschadigten Zellen verblieben dann ungefarbt.

NADHZ\ / R{ L Tetrazolium-SaIz
N/ “R

Diaphorase

NAD‘/\ // \H
N\

R

Formazan

Abb. 11: Reaktionsschema der Bildung von blauem Formazan aus dem Tetrazoliumsalz
p-Nitrotetrazoliumblau durch das Enzym Diaphorase. Im histochemischen Versuch
wird damit vitales Gewebe angezeigt.

Fur den enzymhistochemische Nachweis der NADH-Dehydrogenase mit p-Nitrotetrazolium-
blau wurden Gefrierschnitte verwendet.

In eine mit destilliertem Wasser geflillte Petrischale wurden auf die Oberseite eines K livetten-
deckels drei gekiihlte Schnitte platziert. Pro Schnitt wurden 50 pl des Inkubationsmediums
aufpipettiert. Dann erfolgte die Inkubation fir 15 Minuten in eéinem dunklen Raum (Tabelle 3
gibt die Zusammensetzung des Inkubationsmediums wieder). Anschlief3end wurden die
Schnitte vorsichtig mit destilliertem Wasser abgespilt. Die Objekttrager mit den Schnitten
wurden mit einem fusselfreien Papiertuch (Kimberly-Clark) abgetrocknet. Das Eindecken der
Schnitte erfolgte mit 37°C warmer Glyceringelatine, die mit einem Glasstab aufgetragen wur-
de, um die Bildung von Luftblasen zu verhindern.
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Tabelle 3: Inkubationsmedium fiir 8 - 10 Schnitte zum enzymhistochemischen Nachweis der
NADH-Dehydrogenase mit p-Nitrotetrazoliumbl au.

Menge | Reagenzien
100 pl | Reduzierte a-NADH-L6sung (Sigma, Deisenhofen, 2,5 g/l in Wasser)
250 ul | p-Nitrotetrazoliumblau-Ldsung (NTB, Sigma, Deisenhofen, 2 g/l in Wasser)
100 pl | PBS-Puffer (2 g/l, pH 7,4)
50 pl | Ringer-Lésung

22223 Mikroskopie

Die mit Hamatoxylin-Eosin und p-Nitrotetrazoliumblau angeféarbten Schnittprgparate wurden
unter einem Lichtmikroskop Modell Axiophot der Firma Zeiss, Oberkochen betrachtet und
fotografisch dokumentiert.

2.2.3 Statistische Analyse

Die Daten der in den ex-vivo-Versuchsreihen mit den unterschiedlichen Applikatoren indu-
zierten Gewebeldsionsvolumina sind im tabellarischen Anhang flr jeden einzelnen Versuch
aufgefuhrt. FUr die grafische Darstellung wurden Gruppenmittelwerte und Standardabwei-
chungen der Mittelwerte berechnet. Diese Werte lassen eine exploratorische Analyse zu [35].
Zur Beurteilung der Reliabilitéat wurde der F-Test als Dispersionstest herangezogen [73]. Als
signifikant wurde der p-Wert kleiner 0,05 angegeben. Da es sich nur um eine eindimensionale
statistische Methode handelt, soll durch die Berechnung des euklidischen Weges nach der
Formel [55]

=5 ix, =X+ 0, -9’

eine statistische Analyse der Messwerte vorgenommen werden, in der fir x die Gesamtener-
gie und y das Volumen gleichzeitig eingehen. Damit wird die Clusterung einer jeden Energie-
stufe Uber die direkte Bestimmung des Abstandes der Einzel ergebnisse vom Cluster beurteilt.
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