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1 Einleitung

Bildgebende Verfahren haben seit der Entdeckung von Rontgenstrahlen durch
Wilhelm Conrad Rontgen 1895 eine rasante Entwicklung vollzogen und sind aus
der heutigen Medizin nicht mehr wegzudenken. Wéhrend Rontgenstrahlen-
basierte Verfahren, wie die Computertomographie (CT) Vorteile bei der
Darstellung von kompakten Knochenstrukturen besitzen, ermoglicht die
Magnetresonanztomographie (MRT) eine hochauflosende Darstellung von
Weichteilgewebe ohne die Nutzung gesundheitsschidlicher Rontgenstrahlung.

Die Nachteile der Magnetresonanztomographie liegen jedoch in der schlechten
Darstellung von Knochenstrukturen im Vergleich zum CT und einer moglichen
Induktion von lokalen Erwdrmungen durch das MRT-induzierte Hochfrequenz-
feld. Die Erwdrmungen treten insbesondere bei leistungsstarkeren MRT vermehrt
auf, wobei diese den Vorteil einer wesentlich besseren Bildauflosung bieten. In
diesem Zusammenhang ist jedoch nicht bekannt, welche Korrelation zwischen der
abgegebenen Leistung der Hochfrequenzspule des MRT und einer
Temperaturerh6hung im tiefer gelegenen Gewebe, wie der Muskulatur, besteht.

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich deshalb im Tiermodell Schwein mit
der Schwellenwertbestimmung von hochfrequenzinduzierten
Gewebeschiadigungen in der Muskulatur. Die Bestimmung erfolgt anhand der
Bewertung der morphologischen Verdnderungen in Gefrierschnitten und der
Verdnderungen von Enzymaktivitit und Glykogengehalt in den Muskelzellen. Die
so bestimmten Verdnderungen werden anschliefend mit Maximaltemperatur, dem
CEM 43-Wert (Cumulative Equivalent Minutes at 43 °C) und der SAR
(spezifische Absorptionsrate) korreliert, um nachzuweisen, ab welchen Werten
Verinderungen auftreten. Anhand dieser Korrelation soll letztendlich die am
besten geeignete Messgrofle fiir die Vorhersage von hochfrequenzinduzierten
Muskelschddigungen ermittelt werden.
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2 Magnetresonanztomographie
(MRT)

2.1 Grundprinzip des MRT

Die = Magnetresonanztomographie  ist ein  wichtiges  diagnostisches
Untersuchungsverfahren, bei dem die zu untersuchenden Patienten drei
verschiedenen elektromagnetischen Strahlungen ausgesetzt werden: dem
statischen, dem niederfrequenten und dem hochfrequenten (HF) Magnetfeld
(Shellock 1992; Abart und Ganssen 1995). Prinzipiell basiert das Verfahren der
MRT auf dem spezifischen Gehalt von biologischen Geweben an
Wasserstoffatomen. Wasserstoffatome bestehen aus positiv geladenen, sich um
sich selbst drehenden Protonen und um diese rotierende, negativ geladene
Elektronen. Die Kreiselbewegung des Protons, als Kernspin bezeichnet
(Weishaupt et al. 2009), wird in der Magnetresonanztomographie (MRT) zur
Darstellung der unterschiedlichen Gewebe in einem komplexen Korper genutzt.

Das statische Magnetfeld polarisiert den Kernspin und richtet ihn aus, wobei
gleichzeitig vom Hochfrequenzfeld eine Energieiibertragung auf den Spin erfolgt.
Beim Ausschalten des Hochfrequenzfeldes kommt es zur Relaxation und die
Wasserstoffatome geben ihre Energie wieder ab. Die dabei gewebespezifisch
freigesetzte Energie kann gemessen werden und ermdglicht so eine bildhafte
Darstellung unterschiedlicher Gewebetypen in verschiedenen Helligkeitsstufen.
Das dritte, niederfrequente Feld, ist letztlich fiir die rdumliche Zuordnung des
Kernspin-Drehimpulses essentiell (Kramer 2009).

Um die Umgebung von den wihrend des MRT-Betriebes entstehenden
magnetischen Feldern abzuschirmen, wird ein Magnetresonanztomograph von
einem Faradaykifig umgeben. Dieser besteht aus einem elektrisch leitenden und
geerdeten Metallgitter (Kramer 2009).

2.2 Physikalische Grundlagen thermischer Schiadigung von
biologischen Geweben durch MRT

In Bezug auf das Potential fiir Schadigungen von biologischen Geweben wird von
den drei Feldern das hochfrequente Magnetfeld als das bedeutsamste eingeschétzt,
da es zur Gewebeerwarmung fithren kann (Abart und Ganssen 1995; Shellock
2000). Die anderen beiden Magnetfelder spielen eher eine untergeordnete Rolle,
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weshalb sich der hier vorgestellte Versuch auf die Auswirkungen des
Hochfrequenzfeldes konzentriert und diese darzustellen versucht.

Das hochfrequente Magnetfeld wird auch als Radiofrequenz bezeichnet, weil
die emittierte HF-Strahlung im Radiowellenbereich von 3000 GHz liegt (Shellock
2000). Die Hochfrequenz (HF) erzeugt durch die Anregung des Kernspins
elektromagnetische Wechselfelder, welche in der Korperfliissigkeit Wirbelstrome
hervorrufen und somit sekundar zur Erwarmung des Gewebes fiihren. Je stirker
das HF-Magnetfeld, das heif3t je hochfrequenter die Pulswiederholungsrate, und je
grofler die HF-Pulslange, desto mehr Energie wird iibertragen und umso mehr
Wiérme entsteht. Dabei ist die akkumulierte Temperatur unter anderem von der
spezifischen Warmeleitfahigkeit des Gewebes, der Thermoregulation und der
Blutperfusion abhédngig (Adair und Berglund 1989).

Die HF kann im Gewebe des Patienten bei entsprechend starker Sendeleistung
der Hochfrequenzspule lokale Erwirmungen, sogenannte Hotspots, mit
nachfolgender Gewebeschiadigung hervorrufen (Kanal und Shellock 1990;
Shellock 2000; Rummeny und Heindel 2006). Frither wurden die Hotspots auf der
Haut vermutet, konnten dort jedoch nicht nachgewiesen werden (Schaefer et al.
1986; Shellock et al. 1986; Persson und Stahlberg 1989; Shellock und Kanal
1996). Erst neuere Untersuchungen bewiesen am weiterentwickelten
mathematischen Modell der Bio-Heat-Transfer-Equation (BHTE) und einem
Phantom, ein mogliches Auftreten von Hotspots an dielektrisch leitenden
Geweben wie der Muskulatur (Nadobny et al. 2007). Diesem Modell lag die
urspriingliche Bio-Heat-Transfer-Equation von Pennes (1948) zugrunde.

Von allen im MRT untersuchten Patienten gehoren Kinder, dltere und kranke,
sowie unter Medikamenteneinfluss stehende Menschen zu der besonders
gefdhrdeten Risikogruppe (Shellock 2000; Goldstein et al. 2003). Bei élteren und
kranken Menschen kann die HF-induzierte Warmebelastung die Blutviskositit
steigern und somit zu einem kardialen oder zerebralen Infarkt fiihren. Sduglinge
sind aufgrund ihrer schwicher ausgeprigten Thermoregulation im Gegensatz zu
dlteren Kindern und Erwachsenen anfilliger fiir einen Hitzeschlag (Goldstein et
al. 2003). Dagegen sind medikamentds behandelte Patienten je nach eingesetztem
Pharmakon verstiarkt thermosensibel oder die Medikamente verindern unter HF-
Einfluss ihre Wirkung (Goldstein et al. 2003; Gadner et al. 2006).

Prinzipiell sind jedoch bei allen Patienten thermosensitive Organe wie die
Augenlinse, der Hoden und der Hippocampus als besonders gefahrdet
einzuschitzen (Goldstein et al. 2003). So kommt es im Auge bei Temperaturen
iiber 43 °C zur Kataraktbildung in der nicht durchbluteten Augenlinse (Shellock
und Crues 1988; Shellock 2000; Goldstein et al. 2003). Diese Gefahr ist jedoch
wiahrend einer gewoOhnlichen MRT-Untersuchung &duflerst gering, da aus
Erfahrung die klinisch angewendete HF-Leistung im Regelfall keine
nennenswerte Temperaturerhohung verursacht (Shellock und Schatz 1992;
Shellock 2000). Weiterhin zeigen nicht anisthesierte Patienten bereits bei
Gewebetemperaturen, bei denen noch keine Gewebeschiden auftreten, eine
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ausgepragte Schmerzreaktion insbesondere im Bereich der an Hitze- und
Schmerzrezeptoren reichen Haut (Dewhirst et al. 2003; Goldstein et al. 2003) und
verhindern durch Abbruch der Untersuchung eine schiadigende Wirkung durch die
Hochfrequenz.

Interessanterweise verursachen metallische Implantate im Normalfall keine
nennenswerte Gewebeerwarmung durch eventuelles Autheizen von Metall im
Hochfrequenzfeld. Dies gilt auch fiir Zahnplomben und —prothesen (Buchli et al.
1988). Viel eher konnen Kabelverbindungen (z.B. EKG) an den Kontaktstellen
zur Haut Verbrennungen durch Kurzschluss des Hochfrequenzstromes hervorrufen
(Abart und Ganssen 1995). Diese Faktoren wurden auch in der vorliegenden
Arbeit beriicksichtigt, da EKG-Messungen an den Versuchsschweinen wihrend
der HF-Exposition stattfanden.

Zur Vermeidung unndtiger Risiken durch die HF wurden von der
Internationalen  elektrotechnischen =~ Kommission  (engl. International
Electrotechnical Commission-IEC) Grenzwerte zur HF-Belastung festgelegt. In
der aktuellen Ausgabe der DIN EN 60601-2-33 (2010) werden Hotspot-
Grenzwerte (T_Hotspot) nach der Betriebsart unterschieden, d.h. es gilt fiir
T_Hotspot ,,Normale Betriebsart (NB) 39 °C und fiir T_Hotspot ,,Kontrollierte
Betriebsart Erster Stufe“(KBES) 40 °C. In der vorliegenden Arbeit werden
deshalb drei verschiedene TemperaturmessgroBen verwendet, welche zur
Bestimmung von Grenzwerten dienen, die bei der Energielibertragung von
Hochfrequenzfeldern auf biologische Gewebe verwendet werden kdnnen. Zu
diesen Messgroflen zdhlen die Spezifische Absorptionsrate (SAR), die Dauer der
Erwiarmung des Gewebes auf 43 °C (eng/. Cumulative Equivalent Minutes at
43 °C - CEM 43) und die Maximaltemperatur (T_max) im Gewebe.

Der Begrifft SAR beschreibt die absorbierte HF-Energie in einem Korper
(Abart und Ganssen 1995) und wird in Watt pro Kilogramm (W/kg) gemessen. In
Bezug auf einen ganzen Korper wird dies als SAR_WB (WB: engl. whole body)
dargestellt, wobei SAR_WB die im Korper absorbierte Leistung dividiert durch
seine Gesamtmasse bildet. Je hoher die SAR_WB, desto stirker erwarmt sich ein
Gewebe. Die SAR wird durch verschiedenste Variablen beeinflusst. Die
wichtigsten davon sind die Frequenz des statischen und hochfrequenten
Magnetfeldes, die Wiederholungszeit und die Pulslinge der verwendeten
Radiowellen, sowie die eingesetzte Hochfrequenzspule. Weitere Faktoren sind das
Korpervolumen des untersuchten Patienten in der Spule und die
Gewebeeigenschaften des untersuchten Korpers (Shellock 1992). Nach der aktuell
giiltigen DIN EN 60601-2-33 (2010) betrdagt die SAR_WB 2 W/kg fiir NB und
4 W/kg fur KBES.

Das CEM 43-Konzept eignet sich zur Beurteilung eines thermischen
Gewebeschadens (Kainz 2007). Im Gegensatz zur SAR basiert es auf der
Beobachtung, dass die Schiaden im Gewebe der meisten Sdugetiere mit jedem
zunehmenden Temperaturanstieg von 1 °C bereits in der Hélfte der Zeit entstehen
(Goldstein et al. 2003). Als Beispiel: wenn ein Gewebe nach 60 min bei 43 °C
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irreversibel geschadigt wird, reichen bei 44 °C 30 min und bei 45 °C 15 min.
Unterhalb von 43 °C, zeigt sich zwischen 37 °C und 43 °C erst in der doppelten
Zeit der gleiche Gewebeschaden wie bei 43 °C. (Goldstein et al. 2003).
Mathematisch formuliert ist CEM 43:

CEM 43 =tx R

Dabei entspricht T der durchschnittlichen Temperatur wéhrend der Hitzeein-
wirkungszeit t. Fir R gilt: R=4 fiir T<43°C, sowie R=2 fir
T > 43 °C (Sapareto und Dewey 1984; Dewhirst et al. 2003; Dewey 2009).

Bei T_max handelt es sich um die unabhingig von der Zeitdauer ihrer
Einwirkung ermittelte Maximaltemperatur im Gewebe. Mit T _max konnen
Korrelationen zu Gewebeschddigungen erstellt werden. Sie bildet eine Alternative
zum CEM 43-Konzept, mit dem iiberpriift werden kann, ob Gewebeschadigungen
oberhalb eines Temperatur-Schwellenwertes auftreten oder ob wie beim CEM 43-
Konzept die Dauer der Einwirkung entscheidend fiir die Schadigung ist.

2.3 Nicht-thermische Schidigung von biologischen
Geweben durch MRT

Neben den thermischen Effekten haben die verschiedenen elektromagnetischen
Felder des MRT nur wenige weitere adverse Effekte auf biologische Gewebe
(Abart und Ganssen 1995).

So wurde beim statischen Magnetfeld auf zelluldrer Ebene bei einem Tesla
eine reversible Verdnderung an den Photorezeptorzellen des Auges (Hong et al.
1971) und an den Erythrozyten des Blutes bei Sichelzellanimie-Kranken
festgestellt, wobei die Ursache dieser Effekte unklar war (Murayama 1965; Brody
et al. 1988). Weiterhin konnen statische Magnete von ftber fiinf Tesla die
Enzymkinetik von Zellen verdndern (Rabinovitch et al. 1967; Geacintov et al.
1972). Insgesamt scheint die Auswirkung des statischen Magnetfeldes auf
biologische Gewebe jedoch gering, sodass ihm unter gewohnlichen
Untersuchungsbedingungen kaum eine Rolle beigemessen wird (Bottomley und
Edelstein 1981; Bottomley et al. 1985; Formica und Silvestri 2004). So konnte
auch bei kurzzeitiger Einwirkung von zehn Tesla auf Affen keine Verdnderung der
Herzfunktion (Tenforde et al. 1983) oder der Blutzirkulation bei Menschen
beobachtet werden (Persson und Stahlberg 1989). Weiterhin zeigen
Untersuchungen im Mausmodell, dass eine dreimonatige Exposition mit knapp
zwei Tesla keine makroskopischen und histologischen Schéden hervorruft
(Osbakken et al. 1986). Fiir das niederfrequente elektromagnetische Feld konnten
bisher keine biologischen Effekte unter klinischen Bedingungen nachgewiesen
werden. So fiihrt die Einwirkung niederfrequenter elektromagnetischer Felder zu
keinen Verianderungen in Morphologie und Funktion des Nervensystems (Reilly
1992).
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2.4 Birdcage-HF-Resonator

Der in der vorliegenden Arbeit verwendete Birdcage-Resonator stellt einen MRT-
Nachbau dar. Im Gegensatz zu einem gewohnlichen MRT verfligt er jedoch iiber
kein statisches Magnetfeld und ist nicht in der Lage, Schnittbilder anzufertigen.
Die installierte Hochfrequenzspule ermoglicht somit die Untersuchung von HF-
Einflissen auf Korpergewebe der Versuchstiere ohne den apparativen,
kostenintensiven Aufwand eines MRT. Der Resonator besteht aus einer
Hochfrequenzspule, die in ihrem Durchmesser der eines MRT gleicht. Die
Leistung entspricht der Hochfrequenzsspule gingiger MRT-Gerdte, d.h.
~123 MHz bei 3 Tesla. Der Betrieb dieser HF-Spule erfolgte im Quadraturmodus.
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3 Experimentelle Untersuchungen
zur thermischen Schadigung von
Geweben

Hyperthermie wird als generalisierte oder lokale Temperaturerh6hung iiber dem
physiologischen Normwert bezeichnet, die intern durch Fieber oder durch externe
Energieeinwirkung hervorgerufen werden kann. Im vorliegenden Versuch wurde
die Moglichkeit einer Entstehung von Hyperthermie durch elektromagnetische
Hochfrequenzfelder untersucht. Im Vorfeld erfolgte jedoch eine Literaturrecherche
zu bereits durchgefiihrten Hochfrequenz-Versuchen. Neben Hochfrequenz-Studien
im MRT wurden Diathermie- und Hochfrequenz-Ultraschall Untersuchungen
einbezogen. Dabei spielen die beiden zuletzt genannten Studien aufgrund
histologischer Untersuchungen zu Erwirmungen von Muskelgewebe eine
Referenzrolle zu den hier untersuchten Gefrierschnitten. Beide Verfahren
erzeugen ebenfalls ein Hochfrequenzfeld, welches iiber HF-Strome
Gewebeerwidrmungen im Sinne einer gezielten Hyperthermie bewirkt (Faf3bender
und Pfeilschifter 2008; Waldner und Waldner-Nilsson 2009).

3.1 Versuche am Menschen

Die meisten Studien zur Hyperthermie beschiftigten sich vorrangig mit
oberflachlichen Temperaturmessungen der Haut und Korperoffnungen, um auf
diese Weise Auswirkungen durch thermische Gewebeerwdrmungen zu
untersuchen. So konnte eine gute physiologische Korrelation von Temperaturen
bestimmter Kdorperstellen des Menschen wie Speiserdhre, Trommelfell oder der
sublingualen Tasche festgestellt werden (Houdas et al. 1982). Daher waren
Temperaturinderungen an den genannten Stellen untereinander sehr dhnlich,
sodass beispielsweise die Temperatur von sublingualer Tasche der
Rektaltemperatur entsprach. Dies bestitigte sich in einem identischen
Temperaturverhalten unter Hochfrequenzeinfluss (Shellock et al. 1986; Shellock
und Crues 1987; Shellock und Crues 1988). Weiterhin wurden Hauttemperaturen
mittels Infrarotthermometer vor und nach einer HF-Exposition (Shellock et al.
1986; Shellock et al. 1989) und die Herzfrequenz, die Sauerstoffsittigung des
Blutes, der Blutdruck, die Atemfrequenz sowie die Hautdurchblutung unter HF-
Einfluss untersucht (Adey 1981; Bottomley und Edelstein 1981; Bottomley et al.
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1985; Shellock 1986; Shellock et al. 1986; Shellock und Crues 1987; Shuman et
al. 1988; Vogl et al. 1988; Shellock et al. 1989; Barber et al. 1990; Shellock et al.
1990). Bei all diesen Messungen waren jedoch keine signifikanten
Uberschreitungen von SAR oder T_Max nach den giiltigen IEC-Richtlinien
erkennbar (Shellock et al. 1986; Shellock und Crues 1987; Shellock und Crues
1988). Es folgten Untersuchungen, in denen gesunde Minner und Frauen
starkeren HF-Einfliissen mit 1,5-Tesla und 6,0 W/kg iiber 16 min ausgesetzt
wurden (Shellock et al. 1994). Dabei zeigten die Probanden an verschiedenen
Korperstellen  SchweiBlausbriiche und auf einigen Hautarealen leichte
Temperaturerh6hungen. Ebenso wurde auch eine dezente Zunahme der
Herzfrequenz und der Hautdurchblutung beobachtet. Diese Parameter bewegten
sich jedoch in einem physiologischen Rahmen.

Um im MRT die Bildqualitdt durch Erh6hung des Signal-Rausch-Verhéltnisses
zu verbessern, wurden MRT mit einer groferen Feldstarke als 3 Tesla entwickelt,
deren Einsatz beim Menschen bisher nur vereinzelt erfolgte (Nitz und Runge
2007; Speck 2011). Diese leistungsfahigeren MRT konnen stirkere HF-
Erwdrmungen herbeifiihren (Speck 2011) und erzielen hohere SAR-Werte als
derzeit von der United States Food and Drug Administration (FDA) empfohlen
(Hennig et al. 1986; Ortendahl 1988; Melki et al. 1991; Abduljalil et al. 1999;
Robitaille et al. 1999). Aus diesem Grund untersuchten Kangarlu et al. (2003) die
Auswirkungen eines 8 Tesla MRT bei 340 MHz mit 8 W/kg fiir 10 min mithilfe
eines fluoroptischen Thermometers in einem Phantomkopf aus Putenbrustfleisch.
Dabei waren die Temperaturen im Inneren des Gewebes hoher als auf der
Oberflache, wobei insgesamt eine recht inhomogene Temperaturverteilung zu
beobachten war. Die von der IEC festgelegte Temperaturgrenze von 39 °C NB und
40 °C KBES wurden jedoch nicht iiberschritten. Das aktuell stirkste in der
Humanmedizin zur Verfiigung stehende MRT ist mit einem 9,4 Tesla Magneten
ausgestattet. Be1 Probanden wurden wéhrend einer kurzfristigen Exposition keine
Auffilligkeiten festgestellt. In unmittelbarer Nédhe langfristig arbeitende
Angestellte berichteten jedoch iiber sensorische Auswirkungen, die nicht niher
spezifiziert wurden (Shellock 2011).

3.2 Versuche am Tier

Die Auswirkungen von elektromagnetischen Hochfrequenzfeldern erforschte
Martinez et al. (1983) mittels Diathermie an Hausschweinen. Zwei Gruppen
erhielten tiber 30 min bei 40-50 °C einen Hochfrequenzstrom mittels Elektroden
bei 0,5 MHz, wobei eine Gruppe vier Stunden vorher zusitzlich bei 41-43 °C
exponiert wurde. Die Entnahme der Muskelbiopsien fiir die histologische
Untersuchung erfolgte 18-24 h (akut) und 28-30 Tage (chronisch) nach der
Exposition. Bei beiden Gruppen zeigten sich in der akuten Phase milde
thermische Verdnderungen, wihrend im chronischen Stadium bis 45 °C leichte
und ab 45 °C deutliche thermische Schiden bei der einmalig exponierten Gruppe
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auftauchten. Dabei traten bei der doppelt exponierten Gruppe kaum thermische
Verdnderungen im chronischen Zustand auf, was von den Autoren mit einer
Thermotoleranz erklart wurde. Zu dhnlichen Ergebnissen kamen auch Meshorer et
al. (1983), deren 30 miniitige Diathermie Untersuchungen Temperaturen von
42 -48°C  hervorriefen.  Hierbei  zeigte sich eine  dosisabhéngige
Muskelgewebeschidigung ab 43 °C. Gegensitzliche Ergebnisse ermittelten
Adams et al. (1985) bei Hausschweinen, die mittels Hochfrequenz-Ultraschall bei
45 °C, 47 °C und 49 °C tiber 10-60 min fokale Gewebeerwdrmungen im Muskel
induzierten. Nach einem Monat entnommene histologische Proben zeigten jedoch
keine Gewebeschadigungen im Muskel.

Ein Versuch mit andsthesierten und hochfrequenzbelasteten Hunden konnte
Temperaturerh6hungen iiber 41 °C an verschiedenen Korperstellen nachweisen,
welche deutlich iiber den IEC Grenzwerten von 39 °C NB und 40 °C KBES lagen
(Shuman et al. 1988). Die Hunde waren 1,5 Tesla und durchschnittlich 7,9 W/kg
SAR iiber 25,6 min ausgesetzt, wobei keine Aussagen {iiber anschlieBendes
klinisches Befinden oder thermische Schiden vorlagen. Fiir die Ermittlung einer
Korrelation zwischen einer HF-Sendeleistung und Temperaturanstieg untersuchten
Shrivastava et al. (2008) anisthesierte Schweine bei 9,4 Tesla mit 2,7-5,8 W/kg
fiir 1,4-3,7 h. Dabei wurde ausschlieSlich der Kopf bestrahlt und die Temperatur
im Gehirn, der Kopfhaut und im Rektum gemessen. Die hochste Temperatur
zeigte sich im Gehirn, wobei die Temperaturverteilung sehr ungleichméfig war.
Die IEC-Grenzwerte fiir Hotspots wurden jedoch nicht iiberschritten. Auch Barber
(1990) fithrte eine MRT-Studie zur Erfassung von HF-induzierten
Temperaturauswirkungen durch. In zwei Gruppen wurden unrasierte Schafe
untersucht. Eine Gruppe mit 1,5-4 W/kg fiir 20-105 min und die andere 82 min
bei 4 W/kg. Lediglich bei der zweiten Gruppe wurden Temperaturerh6hungen um
2 °C festgestellt. Langzeitfolgen konnten nicht beobachtet werden. Die bisher
durchgefiihrten  Studien  beschéiftigten sich  iliberwiegend mit Tem-
peraturmessungen an der Hautoberfliche oder in natiirlichen Kdorperdffnungen,
um die Auswirkungen der HF-induzierten Gewebeerwdrmungen zu untersuchen.
Keiner der genannten Autoren hat jedoch tiefere Temperatursonden verwendet
und die Gewebeproben aus der Muskulatur nach einer Hyperthermie-Induktion
anschlieBend histologisch untersucht, um die Hotspots zu verifizieren. Hierbei
fallt auf, dass seit den Studien von Martinez (1983), Meshorer (1983) und Adams
(1985) keine histologischen Proben zur Untersuchung von thermischen Schiden
mehr entnommen wurden. Formica und Silvestri (2004) sehen den Grund in einer
fehlenden Notwendigkeit, da bisherige Studien keine oberflachlichen
Temperaturerh6hungen erkennen lieBen, anhand derer man auf tiefer gelegene
thermische Schiaden schlieBen konnte. Dabei bestitigt Yarmolenko (2011), dass
eine oberflachliche Temperaturmessung nicht ausreichend ist, um tiefer gelegene
Erwdarmungen festzustellen. Spatestens seit den Untersuchungen von Nadobny et
al. (2007) zur simulierten Entstehung von intramuskuliaren Hotspots zeigt sich die
Notwendigkeit fiir weitere /n-vivo-Studien zum Nachweis dieser Hotspots. In
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diesem Zusammenhang ist die Studie von Kobelt (2012) zu nennen, bei der
Paraffinschnitte aus den gleichen Schweinen entnommen wurden, um HF-
Einfliisse auf Muskelgewebe zu untersuchen. Aus den Ergebnissen der
Paraffinschnitte waren jedoch keine eindeutigen, klar definierten Schwellenwerte
flir  thermische  Schaden  ersichtlich und eine  Darstellung von
Glykogenverstoffwechselung war nicht moglich.
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4 Das Schwein als Versuchstier

Das Hausschwein, Sus scrofa domestica, ist ein haufig genutztes Tiermodell fiir
biomedizinische Forschungszwecke. Ausschlaggebend ist die Tatsache, dass das
Schwein viele anatomische und physiologische Ahnlichkeiten mit dem Menschen
aufweist (Swindle et al. 2003). Insbesondere finden sich diese Ahnlichkeiten in
Bezug auf den Respirationstrakt, das Kreislaufsystem, die Haut und den
Gastrointestinaltrakt (Swindle und Smith 1998). Eine weitere Gemeinsamkeit und
fiir die Verwendung des Schweines in der vorliegenden Arbeit besonders wichtig
sind dem Menschen vergleichbare Muskelfasertypen (Brooke und Kaiser 1970;
Jorgensen et al. 1993; Brocks et al. 2000), das dhnliche thermosensitive Verhalten
der Haut (Dewhirst et al. 2003) und die relativ spérliche Behaarung im Vergleich
zu vielen anderen Labortieren (Simon und Maibach 2000). Zudem ermoglicht in
diesem Versuch die vergleichbare Grofle eine &dhnliche Applikation der
Hochfrequenz-Beladung durch die Hochfrequenzspule.

4.1 Die Muskulatur des Schweines im Vergleich zum
Menschen

4.1.1 Anatomische Grundlagen

Am knochernen Schweineskelett finden sich ca. 250 quergestreifte Einzel-
muskeln, deren Form abhdngig von der Topographie sehr stark variiert (Konig et
al. 2005). Im Gegensatz zum Schwein setzt sich die humane Skelettmuskulatur
aus 434 Einzelmuskeln zusammen (Hollmann und Hettinger 1990). Bei beiden
Spezies bildet die Muskulatur das grofite Organ des Korpers. Dabei bestehen
innerhalb verschiedener Muskeln betrachtliche Unterschiede, die zum grof3en Teil
durch eine unterschiedliche Verteilung der kontraktilen Elemente Aktin und
Myosin zustande kommen (Klont et al. 1998).

4.1.2 Muskelfasertypen der quergestreiften Muskulatur beim Schwein
und Mensch

Der Aufbau der Muskelfasern und ihre Unterteilung in Subtypen sind bei Mensch
und Schwein identisch (Brooke und Kaiser 1970; Szentkuti et al. 1981). Die
entscheidenden Unterschiede beider Spezies liegen in der Verteilung der
Muskelfasertypen und ihrer unterschiedlichen Kapillarisierung. Nach Liebich
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(2004) lassen sich die Skelettmuskelfasern hinsichtlich ihres Gehaltes an
Myofibrillen in drei Fasertypen unterteilen. Typ-I-Fasern oder rote Muskelfasern
sind sarkoplasmareich, dafiir myofibrillenarm. Charakteristisch fiir diese Faserart
ist der hohe Myoglobin- und Mitochondriengehalt mit einem hohen Anteil an
oxidativen Enzymen. Aufgrund ihrer ausgeprigten oxidativen Kapazitdt und
Kapillarisierung, sind sie zur Dauerleistung befahigt, kontrahieren sich jedoch
langsam.

Die Typ-II-Fasern oder weille Muskelfasern sind hingegen sarkoplasmaarm
und myofibrillenreich. In deren Sarkoplasma ist wenig Myoglobin enthalten,
weshalb dieser Fasertyp im Vergleich zu den Typ-I-Fasern blass erscheint. Die
weillen Muskelfasern beinhalten mehr Glykogenvorrite, dafiir weniger
Mitochondrien. Das befdhigt diese Faserart zu schnellen Kontraktionen, jedoch
ermiiden sie aufgrund der begrenzten Glykogenreserven und der geringeren
Kapillarisierung schneller als rote Muskelfasern. Die Typ-II-Fasern lassen sich
wiederum in Typ-Ila- und Typ-IIb-Fasern unterteilen. Typ-Ila-Fasern beinhalten
sowohl Mitochondrien als auch Glykogenreserven, weshalb sie von ihrer
Leistungsfahigkeit zwischen den Typ-I- und Typ-IIb-Fasern liegen. Typ-IIb-
Fasern beinhalten iiberwiegend Glykogen im Sarkoplasma und nur wenige
Mitochondrien.

Die hier aufgefiihrte histologische Einteilung der Muskelfasern beruht auf
einer Klassifizierung von Brooke und Kaiser (1970) mithilfe der myofibrillaren
Adenosin-Triphosphatase (mATPase), welche das fiir die Muskelfaserkontraktion
notwendige Adenosin-Triphosphat (ATP) spaltet. Es besteht aber auch die
Moglichkeit, die Muskelfasern nach der gleichen Klassifikation mit anderen
Enzymen, wie der Succinat-Dehydrogenase (SDH), der Myophosphorylase oder
der Cytochromoxidase (COX) darzustellen, um ein faserabhingiges
Enzymverteilungsmuster zu belegen (Salomon 1981; Dubowitz 2007). Ebenso
lassen sich zur Fasertypenbestimmung auch zwei Enzyme wie die mATPase oder
die SDH simultan verwenden (Ashmore und Doerr 1971). Hierbei entsprechen die
Typ-IIA und Typ-IIBr den nach Brooke und Kaiser (1970) benannten
Typ Ila-Fasern. Die Typ-IIBw-Fasern entsprechen dem Typ-IIb. Als nicht-
enzymatische Darstellung der Muskelfasertypen eignet sich auch die
Trichromfarbung nach Gomori (Dubowitz 2007).

4.1.3 Vergleich des M. longissimus beim Schwein und Mensch

Beim Schwein und beim Menschen erfiillt der M. longissimus seine Aufgabe in
der Haltung der Wirbelsdule und der Beteiligung bei den meisten Bewegungen.
Der porcine M. longissimus besteht tiberwiegend aus Typ-IIb-Fasern, wobei sich
vereinzelt Typ-I-Fasern finden, die unmittelbar von Typ-Ila-Fasern umgeben sind.
Diese sind letztlich umringt von den dominierenden Typ-IIb-Fasern (Cooper et al.
1970; Szentkuti et al. 1981). Im Gegensatz zum Schwein wird der M. longissimus
des Menschen als roter Muskel charakterisiert, in dem iiberwiegend Typ-I-Fasern
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dominieren (Jorgensen et al. 1993). Die Abbildung 2 verdeutlicht die Verteilung
der Muskelfasertypen bei Mensch und Schwein. Dabei zeigt sich, dass das
Schwein iiber mehr Typ-II-Fasern verfligt und die Verteilung der einzelnen
Muskelfasertypen in den verschiedenen Rassen dhnlich ist. Das Inselmuster der
Typ-I-Fasern beim Schwein ist eine physiologische Besonderheit des porcinen
M. longissimus, da sowohl Haus- als auch Wildschweine dieses Phinomen
aufweisen (Szentkuti et al. 1981; Elminowska-Wenda 2006; Rehfeldt et al. 2008).
Die relative Anzahl der Typ-I-Fasern nimmt mit zunehmendem Alter aufgrund
zunehmenden Gewichts zu. Dabei besteht zwischen médnnlichen und weiblichen
Geschlechtern gleicher Zuchtlinien kein signifikanter Unterschied, da beide ein
dhnliches Muster in der Muskelfaserverteilung aufweisen (Sosnicki 1987;
Petersen et al. 1998; Elminowska-Wenda 2006).

4.1.4 Vergleich der Oberschenkelmuskulatur beim Schwein und Mensch

Die Oberschenkelmuskulatur ist sowohl beim Menschen als auch beim Schwein
in eine Vielzahl von Bewegungsabldufen einbezogen. Dabei ermdglicht sie je
nach Muskel spezifische Bewegungsmuster fiir die jeweilige erforderliche
Situation. Aus diesem Grund besitzen verschiedene Muskeln des Oberschenkels
eine andere Zusammensetzung der Muskelfasertypen (Abbildung 3). Dabei
koénnen die Unterschiede auch auf einen einzelnen Muskel zutreffen, wie man am
Beispiel des M. biceps femoris des Schweines erkennen kann. So gliedert sich der
porcine M. biceps femoris in eine oberflachliche Portion mit {iberwiegend weillen
Muskelfasern und einen tiefer gelegenen Teil (Brocks et al. 2000), der zum
grofiten Teil rote Muskelfasern enthélt (Abbildung 3). Selbst wenn es sich in
diesem Fall um einen Vergleich verschiedener Muskeln des Oberschenkels
handelt, wird doch ersichtlich, dass das Schwein sogar im tiefer gelegenen Teil
des M. biceps femoris mit iiberwiegend roten Muskelfasern immer noch
wesentlich weniger Typ-I-Fasern besitzt als der Mensch. Im Vergleich zum
M. longissimus sind im Oberschenkel vergleichsweise weniger Typ-IIb-, dafiir
etwas mehr Typ-Ila-Fasern vorhanden. Der Anteil an Typ-I-Fasern ist dhnlich.

4.1.5 Giant Fibers beim Schwein

Im Gegensatz zum Wildschwein zeigt das ziichterisch stark auf Fleischmasse
selektierte Hausschwein einen hoheren Typ-IIb-Fasergehalt und groferen
Muskelfaserdurchmesser (Szentkuti et al. 1981). Dies fiihrt zum Auftreten
vereinzelter Giant Fibers (Riesenfasern), welche sich als iiberdurchschnittlich
grole und runde Fasern darstellen (Abbildung 1), die meist peripher in den
Muskelbiindeln gelagert sind (Cassens et al. 1969; Cooper et al. 1969). Deren
Auftreten erfolgt nur postmortal, wihrend intravital Giant Fibers nicht
nachweisbar sind (Fazarinc et al. 2002). Ultrastrukturelle Untersuchungen der
Riesenfasern konnten eine Dilatation des sarkoplasmatischen Retikulums, eine
Schwellung der Mitochondrien, sowie eine Zerstérung der Myofilamente als
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mogliche Ursache fiir den erhohten Durchmesser der Giant Fibers nachweisen
(Fazarinc et al. 2002). Mit Schweinen der Rasse Krsko polje pigs untersuchte
Fazarinc et al. (2002) im Zusammenhang mit den Giant Fibers die
Muskelfaserzusammensetzung in der mittleren Portion des M. longissimus dorsi
(Abbildung 1). Die verwendeten Schweine wurden nach einem Gentest zur
Bestimmung einer vorliegenden Mutation des Ryr 1-Genes in drei Gruppen
aufgeteilt: nicht mutiert (NN), heterozygot (Nn) und mutiert (nn). Dabei zeigt
sich, dass die Giant Fibers in allen drei Gruppen vorkommen, wobei nach
Abbildung 1 die nn-Gruppe geringfiigig mehr Riesenfasern und Typ-IIb-Fasern,
aber etwas weniger Typ-I-Fasern besitzt. Als weitere Besonderheit lassen sich die
Riesenfasern mit einer modifizierten SDH-Fiarbung etwas intensiver anfarben.
Moglicherweise wird es durch die hoheren Laktatkonzentrationen in diesen
Fasern hervorgerufen (Fazarinc et al. 2002). Threr Meinung nach handelt es sich
bei den Giant Fibers um Resultate iiberméBiger Laktatproduktion in stark
glykolytischen Muskeln, was die Schadigungen in diesen Fasern erklaren wiirde.
Die Ursache fiir das Vorkommen in beiden Gruppen liegt fiir Fazarinc et al. in
einer unsachgemifBen Behandlung der Schweine vor dem Schlachten, sodass auch
stressresistente Schweine vermehrt Laktat produzieren.
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Abbildung 1: Muskelfaserverteilung mit Giant Fibers. NN:Halothan-positiv, Nn:Halo-
than-heterozygot, nn: Halothan-negativ.
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Abbildung 2: Muskelfasertypenverteilung bei Schwein und Mensch im M. longissimus.
Gegensitzliche Muskelfasertypenverteilung bei beiden Spezies: (14) Jorgensen et al.
1993; (12) Karlsson et al. 1993; (13) Wegner et al. 1993; (11) Karlsson et al. 1994; (10)
Henckel et al. 1997; (9) Larzul et al. 1997; (8) Ruusunen und Puolanne 1997; (7)
Petersen et al. 1998; (6) Larzul et al. 1999; (5) Brocks et al. 2000; (3) Gentry et al.
2004; (4) Oksbjerg et al. 2004; (2) Elminowska-Wenda 2006; (1) Bee et al. 2007).
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Abbildung 3: Vergleich der Oberschenkelmuskulatur bei

M.vastus lateralis

Spezies
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- Schwein
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Spezies
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Schwein

Swiss Large White [1] —

Schwein und Mensch. Je
nach Lokalisation schwankt die Muskelfasertypenverteilung: (15) Andersen und
Henriksson 1977; (12) Karlsson et al. 1993; (1) Bee et al 2007; (7) Petersen et al. 1998;
(5) Brocks et al. 2000; (16) Ryan et al. 2006; (17) Croley et al 2005.
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4.2 Myopathien des Schweines

4.2.1 Belastungsmyopathien

Die Einstrahlung eines hochfrequenten elektromagnetischen Feldes kann eine
Hyperthermie induzieren (Abart und Ganssen 1995; Goldstein et al. 2003).
Insofern liegt die Betrachtung anderer Pathomechanismen nahe, welche eine
Hyperthermie beim Schwein hervorrufen konnen und deshalb in diesem Versuch
zu beriicksichtigen wiren. Die beim Schwein bekannteste Hyperthermie stellt die
maligne Hyperthermie dar, welche als Belastungsmyopathie im Rahmen des
Porcinen Stress Syndroms (PSS) vorkommt (Waldmann et al. 2001).

Das Auftreten der malignen Hyperthermie unterliegt einer genetisch bedingten
Pradisposition (Fujii et al. 1991), wobei auch nicht genetisch pradisponierte
Schweine daran erkranken konnen (Kauffman et al. 1998; Franck et al. 2007). Es
handelt sich hierbei um eine Mutation des Ryr 1-Genes mit einem
Aminosdurenaustausch von Arginin gegen Cystein in der Aminosidrensequenz.
Dies filhrt im als Kalziumkanal fungierenden Ryanodinrezeptor der
quergestreiften Muskulatur (Ryr 1) zu einer niedrigeren Erregungsschwelle fiir
den Kalziumeinstrom und einer erschwerten Inaktivierbarkeit desselben. So
konnen bei geringer Belastung lange Kontraktionen oder sogar
Dauerkontraktionen ausgelost werden (Martens 1997). In glykogenhaltiger
Muskulatur verursacht eine derartige Dauerkontraktion durch eine starke
Glykolyserate einen hohen Laktatspiegel mit saurem pH und Temperaturanstieg,
welche in Kombination mit einer geringeren Kapillarisierung der weillen
Muskulatur eine Denaturierung der Muskelfasern zufolge haben (Waldmann et al.
2001). Die Muskulatur erscheint blass, weich und wissrig (Ludvigsen 1953), im
Angloamerikanischen als Pale, Soft und Exsudative (PSE) bezeichnet (Bickhardt
1972; Karlsson et al. 1999). Dieses Phdanomen ldsst sich durch eine einseitige
Ziichtung der Hausschweine auf mehr weile Muskelfasern und eingeschréinkte
Haltungsbedingungen erkliaren (Wendt et al. 2000). Nach Wendt et al. (2000) kann
die Belastungsmyopathien in drei verschiedene Formen aufgeteilt werden:

1) Latente Belastungsmyopathie

Die latente Belastungsmyopathie ist klinisch nur anhand verdnderter
Blutplasmaparameter nachweisbar. Unmittelbar nach der Belastung erfolgt
ein Laktatanstieg (> 10 mmol/l), der im Schockgeschehen 20 mmol/l
iiberschreiten kann. Beim Schlachtvorgang zeigt sich aufgrund einer
tiberstlirzten Sduerung ein PSE- Fleisch. In der Histologie lassen sich
Odeme und Verbreiterungen der Interstitien feststellen.
Muskelfasernekrosen treten nur vereinzelt auf.
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2) Akute Belastungsmyopathie

Eine akute Belastungsmyopathie entwickelt sich innerhalb einer Stunde
nach Belastungsbeginn und geht mit einer durch Laktatakkumulation
bedingten metabolischen Azidose einher. Charakteristisch ist ein hoher
Kaliumspiegel, der durch das Freisetzen aus der Muskulatur und der
verminderten renalen Elimination im Schockgeschehen zustande kommt.
Der Rigor mortis setzt aufgrund des pramortal hohen Laktatverbrauchs
schneller als gewdhnlich ein. Klinisch zeigt sich bei den betroffenen
Tieren eine Zyanose an den Akren, Hautblasse, Tachykardie (bis 240/min)
und eine erhdhte Korpertemperatur. Als Zeichen der Myopathie duflern
sich Muskelzittern, eine hundesitzige Stellung mit auffallender Dyspnoe
oder eine Seitenlage. Bei der Sektion sind gestaute Organe auffillig,
Herzdilatation und Lungenddem treten auf. Die Riicken- und
Schinkenmuskulatur besitzen PSE-Charakteristik. Histologisch sind eine
Odematisierung des Interstitiums, Faserdegenerationen  und
Muskelfaserschwellung sichtbar.

3) Muskelnekrosen

Wenn die Schweine ldnger als zwei Stunden eine Belastungsmyopathie
iiberleben, erfolgt aufgrund der generalisierten Azidose und des
Energiedefizites eine multifokale Muskelfaserdegeneration und -nekrose,
die insbesondere in Muskelbereichen mit einem hohen Anteil an
glykolytischen Muskelfasern —auftritt. Wenn im Extremfall der
M. longissimus dorsi mit seinen iiberwiegenden Typ-IIb-Fasern betroffen
ist, duBert sich dies in einer Schwellung und Kriimmung des Riickens,
auch Bananenkrankheit genannt. Trotz der histologisch nachweisbaren
Schiadigung der Muskulatur erfolgt keine Myoglobin - oder Proteinurie.

Bickhardt (1972) charakterisiert in Ubereinstimmung mit Wendt et al. (2000) die
Histologie von sezierten PSE-Schweinen als stellenweise verbreitertes
Interstitium, eine kolbige Auftreibung einzelner Muskelfasern mit iiberwiegend
erhaltener Querstreifung. Er erwdhnt auch Bereiche mit scholligem Zerfall der
Muskelfasern und leeren Sarkolemmschldauchen. Teilweise fanden sich einzelne
Infiltrate von Lymphozyten und neutrophilen Granulozyten, jedoch konnte er
keine GefaBwandschidigungen feststellen.

4.3 Die Kapillarisierung der porcinen Muskulatur im
Vergleich zum Menschen

Ein wichtiger Aspekt in der Hyperthermie bildet die Thermoregulation, welche im
besonderen Mafle durch eine ausgeglichene Kapillarperfusion ermoglicht wird
(Adair und Berglund 1989). So ist die Wahrscheinlichkeit fiir die Entstehung von
Hotspots bei einer hohen Kapillardurchblutung wesentlich geringer, weil durch sie
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schneller iiberschiissige Warme entfernt werden kann (Nadobny et al. 2007).
Selbst die Entstehung der malignen Hyperthermie des Schweines wird durch eine
geringere Kapillardurchblutung begiinstigt (Waldmann et al. 2001).

Im quergestreiften Skelettmuskel ist die Kapillarisierung von einer adiquaten
Durchblutung. d.h. einem funktionierenden Kapillarbett, wéhrend der
Muskelaktivitit abhiangig. Uber diese werden Energiesubstrate und Sauerstoff zur
Verfiigung gestellt und Warme sowie Metaboliten des Muskelstoffwechsels
abtransportiert. Ein insuffizienter Blutfluss kann zu einer Ischimie, einem
Energiemangel und {iber die Anhdufung von Stoffwechselmetaboliten zu
Degeneration und Nekrose fithren (Stal et al. 1996).

4.3.1 Kapillarisierung des M. longissimus beim Schwein und Mensch

Bei der Betrachtung der Abbildung 4 fillt auf, dass das Schwein im Vergleich
zum Menschen bei der Kapillarisierung pro Faser (Abbildung 4, B und D) und
pro mm? (Abbildung 4, A und C) durchschnittlich weniger Kapillaren hat.
Folglich bietet die geringere Kapillardichte beim Schwein im Zusammenhang mit
dem hoheren Vorkommen an Typ-IIb-Fasern (Kap. 4.1.3) einen schlechteren
Abtransport von Warme und Stoffwechselmetaboliten.

Die Angaben der Kapillardichte wunterscheiden sich bei gleicher
Entnahmelokalisation und Spezies je nach verwendeter Bestimmungsmethode,
bieten bei identischen Methoden jedoch gute Vergleichbarkeit der
Untersuchungsergebnisse. Die Variable Kapillaren pro Muskelfaser liefert jedoch
nur Informationen iiber die Diffusionsbedingungen der Kapillaren, ohne die
Muskelfaserdurchmesser zu beriicksichtigen. Deshalb sollten beide Parameter
zum Vergleich der Kapillardichte (Anzahl der Kapillaren pro Faser und mm?)
herangezogen werden sollten (Andersen und Henriksson 1977). Unter
Berticksichtigung beider Parameter erscheint die Kapillarisierung beim Menschen
im Verhéltnis zum Schwein starker ausgeprigt.

4.3.2 Kapillarisierung der Oberschenkelmuskulatur beim Schwein und
Mensch

Die Kapillarisierung der Oberschenkelmuskulatur variiert in Abhingigkeit vom
ausgewihlten Muskel (Abbildung 4). Im Durchschnitt ist die Kapillarverteilung
pro mm’ und pro Faser jedoch bei Mensch und Schwein #hnlich. Die
Unterschiede sind nicht so deutlich ausgepragt wie im M. longissimus. Von der
Uberlegung her erscheint es nachvollziehbar, dass beim Vergleich der Variablen
Kapillare / mm?” und Kapillare / Muskelfaser, in einem mm? die Kapillardichte in
Abhangigkeit von dem Faserdurchmesser variieren kann, der Anteil an Kapillaren
pro Faser jedoch konstant bleibt. So gesehen besitzt bei der Betrachtung der
Abbildung 4 der Mensch im Oberschenkel eine etwas hohere Kapillarisierung,
wobei der Unterschied jedoch nicht signifikant ist.
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Jorgensen et al. 1993; (10) Henckel et al. 1997; (8) Ruusunen und Puolanne 1997; (7)

Abbildung 4

2004).

(4) Oksbjerg et al.
Oberschenkelmuskulatur (E-H): (21) Hermannsen und Wachtlova 1971; (20) Brodal et

2000;

(5) Brocks et al.

1998;

Petersen et al.

al. 1977; (19) Ingjer und Brodal 1978; (17) Croley 2005; (16) Ryan 2006; (15) Andersen

und Henriksson 1977; (7) Petersen et al. 1998; (5) Brocks et al. 2000.
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5 Das Ziel der Arbeit

Diese vorliegende Arbeit ist Teil des internationalen Eureka-Projektes
E! 4144 MRI + (Development of MRI Radiofrequency exposure Risk Probability
for Patients and Workers Based on Local Temperature Safety Considerations for
improved Standards) (Versuchsantrag Grosse-Siestrup 2009, Genehmigungsnr.:
G 0265/09).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollen die thermischen Auswirkungen
eines 3 Tesla MRT aufgrund einer HF-induzierten FErwarmung der
Skelettmuskulatur im Schwein untersucht werden. Die HF-Induktion soll dabei in
einem analog zum 3 Tesla MRT angefertigten Birdcage-Resonator erfolgen.

Potenziell durch den Hochfrequenzeinfluss entstehende Hotspots wurden vor
Versuchsbeginn mittels des 3-D Simulationsprogrammes Microwave Studio®
ermittelt und sollten mit intramuskuldren Temperatursonden untersucht werden.
An diesen Lokalisationen erfolgt auch die Entnahme der Muskelproben fiir die
Untersuchung histopathologischer Veranderungen.

Die im Muskel nachweisbare Maximaltemperatur, CEM 43 und applizierte
SAR sollen dann mit moglicherweise auftretenden Gewebeschiadigungen
korreliert werden. Anhand dieser Korrelation werden eindeutig definierte
Schwellenwerte dieser MessgroBen fiir den Ubergang vom physiologischen zum
thermisch geschiadigten Muskel im Schwein ermittelt. Eine Erfassung der
Glykogenverstoffwechselung in den Muskelfasern soll weiterhin  die
Identifizierung des thermischen Schadens bestitigen. Weiterhin wird im
Schweinemodell der Nachweis angestrebt, ob das CEM 43-Konzept oder die
Maximaltemperatur bessere Vorhersagen von thermischen Schiden im Muskel
erlauben.
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6 Material und Methoden

6.1 Versuchstiere

Fiir den Versuch wurden 26 Lauferschweine vom Typ Deutsche Landrasse ver-
wendet. Diese hatten ein durchschnittliches Korpergewicht von 70 kg. Die Tiere
wurden in der tierexperimentellen Einrichtung der Charité, Campus Virchow Kli-
nikum in Berlin (CVK) gehalten und stammen von der Firma Wolfgang Giinther,
am Krankenhaus 13a, 15366 Neuenhagen.

Bei den Versuchstieren Nr. 1-6 handelt es sich um euthanasierte Schweine aus
einem Vorversuch zur Bestimmung der relevanten Leistungsexpositionsbereiche.
Die Schweine Nr. 7-26 wurden im Hauptversuch unter Narkose im Birdcage
Resonator (Siemens) untersucht. Muskelproben fiir Gefrierschnitte wurden von
den Schweinen Nr. 13-26 entnommen und in die Auswertung einbezogen.

Insgesamt wurden die Versuchsschweine in vier verschiedene Gruppen mit
jeweils unterschiedlichen Leistungsexpositionen eingeteilt (Tabelle 1).

6.2 Vorbereitung und Anisthesie der Schweine

Alle Schweine wurden vor dem Versuch einer 16 stiindigen Nahrungskarenz
unterzogen, bekamen jedoch Wasser ad libitum. Im Stall erfolgte anschlieBend
eine Sedierung durch subkutane Injektion in die Nackenfalte mittels 16,6 ml
Ketamin 10 % (Ursotamin®, Serumwerk Bernburg AG), zusammen mit dem
Muskelrelaxans Xylazin 2 % (Rompun® 9,3 ml, Bayer Vital GmbH). Als
Neuroleptikum wurden 4,5 ml Azaperon (Stresnil®, Janssen Animal Health)
verwendet.

Zur Vermeidung von vegetativ hervorgerufenen Husten- und Schluckreflexen
erfolgte eine Applikation von 0,5-0,8 ml 1 %igen Atropin (B. Braun Melsungen
AG) im.

Die Versuchsschweine wurden im Stall auf eine fahrbare Transportliege gelegt
und in einen Vorbereitungsraum im CVK gebracht. Dort erfolgte zuerst die
Intubation des Schweines mithilfe eines Laryngoskopes, unter Verwendung eines
Trachealtubus der GroBle 8 (Hi-Contour ™, Tracheal Tube 8,0 Oral, Covidien),
um im Notfall eine kiinstliche Beatmung zu ermdglichen. Dazu erfolgte eine
Prioxygenierung mit reinem Sauerstoff (10-15 1/min, Linde Group) iiber eine
Atemmaske des Narkosegerdtes (Ventilator 711 der Firma Siemens, Erlangen).
Zur Narkosevertiefung wurde in eine Ohrvene ein Verweilkatheter
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SAR _wb t expo SAR_wb (Wmin/kg) x Masse Tier
(W/kg) (min) t_expo (kg) Kg) Nr.

Gruppe 0: Kontrollgruppe: Keine SAR

0 30 0.0 73.0 13
0 60 0.0 67,0 14
0 60 0.0 68.8 15

Gruppe 1: Low SAR

3;1 65 1940 61.0 17
2.5 60 1540 70,2 18
2,6 60 156.,0 67.5 19
2,6 60 155.0 65.5 20
2.6 36.4 94.8 78.0 26

Gruppe 2: High SAR. t expo~ 30 min

4.2 30.0 127,0 73.0 25
4.8 30,5 1440 70.5 21
5,2 30.0 156.,0 62,5 22

Group 3: High SAR. t expo ~ 60 min

4.0 60.0 248.0 68.0 24
3.7 60,1 228.0 78.0 23
4.8 60.0 287.0 75.5 16

Tabelle 1: Gruppeneinteilung der Schweine nach Leistungsexposition.

(BD Venflon®Pro, GroBe 18 GA) gelegt, durch den zundchst 2-3 ml des
Allgemeinanésthetikums Propofol® (Propofol 2 %, 20 mg/ml) als Bolus i.v.
injiziert wurden. Die Erhaltung der Narkose erfolgte als totale intravenose
Allgemeinanésthesie (TIVA) mit 2 %igen Propofol ® (20 mg/ml) in einer
Dosierung von (3,5 ml/kg KG/h) und Fentanyl (1-4 pg/kg KG/h) als Analgetikum
(Fentanyl-Janssen®) im Verhéltnis 4:1 {iber einen Perfusor (IVAC P7000, Firma
ALARIS™). Uber einen zweiten Verweilkatheter im Ohr wurde eine
Elektrolytlosung (Jonosteril, Fresenius Kabi Deutschland GmbH) nach
individuellem Bedarf infundiert.

Bis zur Leistungsexposition wurden beim Schwein die Vitalparameter
Analreflex, Atemziige, kapillire Fillungszeit, Kieferspannung, Puls,
Schleimhautfarbe und Zwischenklauenreflex {iberwacht und dementsprechend die
Narkose angepasst. Anhand eines Verweilkatheters in einer Ohrarterie konnten
Blutproben fiir eine arterielle Blutgasanalyse (Radiometer Copenhagen, ABL 700
Series, Radiometer GmbH, Linsellesstr. 142, 47877 Willich) entnommen werden
(Abbildung 5).



Material und Methoden 24

-

Abbildung S: Schwein im Vorbereitungsraum.

Blutproben fiir die Blutgasanalyse (BGA) wurden direkt nach dem Legen des
arteriellen Zuganges (BD Venflon®Pro, GroBe 20 GA), nach der Lieferung des
Schweines in die Hyperthermie, unmittelbar vor und nach der Leistungsexposition
sowie nach einer Abkiihlzeit von 20 min vor der Euthanasie genommen. Im
Anschluss an die Sicherstellung der Allgemeinandsthesie erfolgte eine
vollstdndige Schur des Schweines, damit die Haare keinen Verfilschungseffekt
herbeifiihren konnten. Zur Vermeidung von unnétigem Harnabsatz wurde ein
Harnkatheter (Foley Catheters, tyco Healthcare, Kendall, Curity™) intraurethral
eingeschoben und der Harn in einem Beutel aufgefangen, sodass eine Harnanalyse
mittels Urinstix (Multistix®, Siemens) moglich war.

Vom Vorbereitungsraum wurde das Schwein im anisthesierten Zustand in den
Hyperthermie-Raum der Strahlenklinik der Charité im Campus Virchow Klinikum
Berlin gebracht.

6.3 Temperatursonden und Katheter

Im Hyperthermie-Raum des CVK wurde das Versuchsschwein mitsamt der
Tragematte von der Transportliege auf die Liege der Ganzkdrperspule des
HF-Resonators mit der linken Seite nach unten gelegt und ausgerichtet. Dabei lag
der Riicken parallel zur Liege und der Kopf des Tieres voran.

Zur Registrierung thermischer Effekte auf das Korpergewebe wurden
FOTEMP Temperatursonden (Faseroptische Temperatursonden aus Fiberglas,
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Opticon) iiber Katheter ins Gewebe appliziert. Zur Platzierung der Sonden wurden
am Versuchstier folgende Strecken vermessen (Abbildung 6):

e Kopf-Schwanz
e Schulter-Hiifte Lange
e Torso

J

e Schulter
Mitte
Hiifte
Torso-Mitte-Schulter > lateraler Durchmesser
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Abbildung 6: Vermessene Linien am Schwein. d = Abstand zwischen den
vermessenen Punkten.

Mit Hilfe eines Computermodells (CST Microwave Studio®) wurden anhand der
Messlinien die exakten Positionen der Sonden bestimmt, wobei die Orientierung
an den Hotspotspots der Schweine des Vorversuches erfolgte (Abbildung 11). Die
Position der Sonden Nr. 1-6 befand sich in der Riickenmuskulatur
(M. longissimus dorsi). Die Sonden Nr. 7-10 waren in der Brust- und
Bauchmuskulatur platziert (M. obliquus externus, M. obliquus internus,
Mm. interscostales externi et interni). Eine Sonde Nr. 11 wurde im Schinken
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positioniert (M. biceps femoris). Nach der Markierung der Sondenpositionen
(Abbildung 7) wurde an deren Stelle mit einem scharfen Skalpell ein kleines
Loch inzidiert, durch welches ein Trokar gestochen wurde, iiber den Katheter zur
Befestigung der Temperatursonden eingefiihrt wurden.

Die Katheter Nr. 1-6 wurden dabei senkrecht in den Muskel hineingestochen,
wiahrend das Einsetzen der Katheter Nr. 7-10 zundchst 1 cm parallel zur
Hautoberflache erfolgte. Auf die Vermeidung einer Perforation der Bauchdecke
seitens der Katheter Nr. 7-10 war zu achten. Die Einstichtiefe fiir die Katheter Nr.
1-10 war 6 cm. Im Schinken wurde die Sonde auf bis zu 8 cm vorgeschoben.
Anschliefend fand eine Einfiihrung der FOTEMP-Temperatursonden in die
Katheter und deren Befestigung mithilfe von Knetgummi statt (Abbildung 7).
Zusitzlich zu den intramuskuldren Sonden wurden jeweils eine Sonde im Rektum
und eine in die Blase eingefiihrt, um die zentrale Temperatur zu ermitteln. Zur
Uberpriifung des Wirkungsgrades der Temperatursonden, erfolgte zunichst eine
Pegelmessung.

y

Abbildung 7: Markierung der Katheterpositionen und FOTEMP-Temperatursonden.

Vor der Platzierung des Schweines im Hochfrequenz-Resonator wurde die
Katheterneigung  exakt  vermessen  und  jeder = Vermessungsschritt
Fotodokumentiert. Dabei gab dl die Distanz zwischen dem Katheter an der
Hautoberfliche zu der unterhalb liegenden Markierung an; d2 entsprechend die
Distanz zu der oberhalb befindlichen Markierung, (Abbildung 8). Aulerdem war
darauf zu achten, dass das Tier keinen Kontakt zur Innenverkleidung der
Ganzkorperspule des Hochfrequenz-Resonators hatte.
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Abbildung 8: Vermessung der Katheterneigung. d1 = Distanz zwischen dem Katheter
an der Hautoberflache zu der unterhalb liegenden Markierung; d2 = die Distanz zu der
oberhalb befindlichen Markierung.

6.3.1 Fotodokumentation

Jeder Vermessungsschritt am Versuchstier wurde fotodokumentiert (Konica
Minolta, SMP), um bei der Auswertung anhand der Bilder reproduzierbare
Ergebnisse erhalten zu kdnnen.

Zusatzlich  zur  Fotodokumentation  erfolgten  Aufnahmen  mittels
Infrarotkamera (Fluke® - Thermal Imager Characteristics: Model Ti25, IR Sensor
Size: 160x120, VL Sensor Size 640x%480), welche am Schwein die thermischen
Regionen mit Angabe der Temperatur fotografieren konnte. Dies ermdglichte
einen genauen Vergleich konkreter thermischer Bereiche vor und nach der
Leistungsexposition (Abbildung 9). Zudem bot es die Moglichkeit, die
Temperaturangaben der Temperatursonden zu iiberpriifen.
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Abbildung 9: Vergleich IR-Aufnahmen vor und nach HF-Exposition. Die Kreise geben
die abgebildete Temperatur an. A: Schwein 15 aus der Kontrollgruppe vor dem
Einschieben in den Birdcage Resonator (Durschnittlich 34,4 °C). B: Schwein 15 nach
dem Herausfahren aus dem Birdcage Resonator (Durschnittlich 34,5 °C). C: Schwein
16 aus der Gruppe 3 vor der HF-Exposition (Durschnittlich 32,7 °C). D: Schwein 16
nach der HF Exposition (Durschnittlich 40,2 °C). Der Temperaturunterschied vor und
nach der HF-Exposition ist bei Schwein 16 mit einer Differenz von 7,5 °C stérker
ausgepragt.
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6.4 HF-Exposition

Die HF-Exposition des Versuchsschweines (Tabelle 1) erfolgte in einem Birdcage-
Resonator mit ~123 MHz Betriebsfrequenz im Quadraturmodus. Dabei reichte die
Expositionsdauer von 0 min (Kontrollgruppe), iiber 30 min (Gruppe 2) bis zu
60 min (Gruppe 1 und 3). Wahrend der Exposition wurden der Temperaturverlauf
der Temperatursonden protokolliert und die Elektronik der Anlage iiberwacht.

6.4.1 Uberwachung wihrend der Leistungsexposition

Mit Beginn der Leistungsexposition wurde das Schwein mithilfe eines
Pulsoxymeters (MILLENIA, INVIVO Research Inc.), eines Elektrokardiogramms
(MILLENIA, INVIVO Research Inc.) und einer Auskultation der Atmung
tiberwacht.

Die Hyperthermie war so eingerichtet, dass die HF-Spule in einem separaten
Raum stand, der iiber ein Abschirmgitter nach dem Faraday-Prinzip eingesehen
werden konnte (Abbildung 10). Uber dieses Gitter waren eine Auskultation der
Atmung, sowie die Fithrung der Infusions- und TIVA-Leitung, ebenso wie die des
EKG und Pulsoxymeters moglich. So konnte in Abhingigkeit von den
Vitalparametern Puls und Atmung die Infusion bzw. die Anésthesie nachreguliert
werden.
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Abbildung 10: Schwein in der Ganzkorperspule des HF-Resonators.
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6.5 Euthanasie

Nach der HF-Exposition kiihlte das Versuchstier 20 min ab. Wihrend der
Abkiihlung erfolgte die Anfertigung von IR-Fotos (Abbildung9 und
Abbildung 11). In dieser Zeit wurde der Blasenkatheter entfernt, der Urin
gemessen und mittels Harnstix (Multistix®, Siemens) analysiert. Die gemessene
Urinmenge wurde mit der Menge der applizierten Infusionslosung verglichen und
protokolliert.

AnschlieBend erfolgte fiir die Euthanasie eine Narkosevertiefung mit
16 ml Propofol ®. Die Euthanasie selbst wurde mit 4 x 20 ml Kaliumchlorid
(7,46 %, Fresenius Kabi Deutschland GmbH) durchgefiihrt, wobei durch das
Kaliumchlorid ein Kammerflimmern hervorgerufen wurde, das zum Herzstillstand
filhrte. Der Tod wurde durch eine Auskultation des Herzens bestétigt. Danach
wurde das Versuchsschwein mit der Transportmatte auf die Transportliege
umgelegt und zum CT der Strahlenklinik der Charité, Campus Virchow Klinikum
in Berlin (CVK) gebracht.
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Abbildung 11: Schwein 5 nach HF-Exposition. Totes Schwein 5 aus dem Vorversuch
nach der HF-Exposition mit zwei roten Hotspots und nur geringfligiger Erwdrmung im
Gegensatz zu den Schweinen 15 und 16 aus Abbildung 9.

6.6 CT Scan

Im CT (Somatom Sensation open, Siemens) wurde das Versuchstier vollstindig
durchgescannt, (Abbildung 12). Das CT ermdglichte eine detaillierte Darstellung
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der Anatomie, sowie die genaue Uberpriifung der Katheterposition im Vergleich
mit deren Winkelmessungen im Hyperthermie-Raum.

Abbildung 12: CT Scan. A: Schwein abgedeckt im CT. B: Schwein im Querschnitt. C:
Segmentiertes Schwein, sichtbar sind Knochenstrukturen und Katheter. D: Schwein im
Léngsschnitt.

6.7 Sektion

Nach der CT-Untersuchung wurde das Schwein in den Sektionsraum der Charité,
Campus Virchow Klinikum in Berlin (CVK) gebracht. Zuerst erfolgte die
Priaparation der Riickenmuskulatur, dann der seitlichen Bauch- und
Schinkenmuskulatur. Zuletzt wurde das Schwein vollstindig seziert. Bei Herz,
Lunge, Darm und Niere wurde eine Organbeschauung durchgefiihrt. Die Sektion
diente primdr der Entnahme der Muskelproben fiir die histologische Herstellung



Material und Methoden 32

von Gefrier- und Paraffinschnitten. Die Ergebnisse der Paraffinschnitte werden in
einer anderen Arbeit diskutiert (Kobelt 2012).

Zusatzlich wurden Proben des N. ischiadius, der Leber, der Lunge, des Darms
sowie der Niere und des Herzens entnommen, um dort etwaige Veranderungen zu
erfassen. Pathologisch verdnderte Gewebe wurden reseziert und ebenfalls fiir die
histologische Untersuchung verwendet. Der Verlauf der Sektion wurde
protokolliert und die entnommenen Gewebeproben fotografiert.

6.8 Entnahme der Muskelproben

Fiir das Anfertigen der Gefrierschnitte wurde an folgenden Stellen Proben der
Muskulatur entnommen (Abbildung 13 und Abbildung 14):

e Um Sonde 2, Entnahmetiefe 3 cm, (M. longissimus dorsi)

e Um Sonde 8, Entnahmetiefe 3 cm (lat. Bauchwandmuskulatur)

e Um Sonde 11, Entnahmetiefe 6 cm (M. biceps femoris)

40 910 9 89 8 787

o

Abbildung 13: Schema zur Lokalisation der Gefrierschnitte und Sektion der
Muskulatur. Bei allen Kéastchen wurden Paraffinschnitte entnommen, bei den roten
zusitzlich Gefrierschnitte
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Abbildung 14: Entnahme der Muskelproben. Schwein 16, reprasentatives Bild fiir alle
Versuchstiere. Deutlich sichtbare Markierung des Entnahmeschemas.

6.9 Anfertigen der Gefrierschnitte

Fir die Gefrierschnitte wurden ca. 1 x 1 x 1 cm grofle Muskelstiicke aus den
entsprechenden Muskelproben entnommen und mit Tissue-Tek® (Tissue-Tek®
O.C.T.™ Compound) auf beschriftete Korkplattchen geklebt. Diese wurden mit
einer Pinzette 1 min lang in Methylbutan getaucht, welches im fliissigen Stickstoff
vorgekiihlt wurde (Abbildung 15). AnschlieBend wurden sie in fliissigem
Stickstoff gekiihlt und auf Trockeneis zwischengelagert, bis sie in einen
Gefrierschrank (Thermo Scientific Forma 900 Series) transportiert wurden. Die
Muskelproben wurden im Gefrierschrank bis zur Verarbeitung bei -80 °C im
Helios Klinikum Emil von Behring, Berlin Zehlendorf (Leiter PD Dr. T.
Mairinger) gelagert.

Im Labor wurden die Proben in einem Kryostat (Microm HM 550) mit einem
manuell zu bedienendem Rotationsmikrotom 6 pm diinn geschnitten. Der
Kryostat kiihlte die Gefrierschnitte auf eine Temperatur von -20 °C, sodass der
Gefrierblock tiber die kurze Zeit nicht auftaute. Waren die Gefrierblocke schlecht
zu schneiden, wurden die Gefrierschnitte 2 um dicker geschnitten.

Die Befestigung der Gefrierblocke erfolgte mittels Einbettungsmedium
(CellPath O.C.T. Embedding Matrix) am Rotationsteller des Mikrotoms. Bei
Raumtemperatur war das Medium fliissig, bei -20 °C wurde es fest und hinterlie3
beim Auftragen des Gefrierschnittes auf den Objekttriager keine Spuren.
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Abbildung 15: Gefrieren der Muskelproben in Methylbutan.

6.10 Firben der Gefrierschnitte

Exemplarische Gefrierschnitte wurden manuell gefirbt, um das Farbeergebnis und
die histologische Darstellbarkeit technisch zu {iberpriifen, bevor die Farbung der
Gefrierschnitte in Farbeautomaten erfolgte.

Die Farbungen wurden entsprechend den Protokollen des Helios Klinikums
Emil von Behring in Berlin Zehlendorf, durchgefiihrt.

6.10.1 HE-Farbung

Zuerst erfolgte eine Antrocknung des Gefrierschnittes auf dem Objekttrager, bevor
er eine Minute lang in Aceton getaucht wurde, um ihn anschlieBend mit
destilliertem Wasser abzuspiilen, bis es klar ablief. AnschlieBend musste der
Objekttrager 45 sec in Himalaun nach Mayer inkubiert werden. Dann wurde das
Hamalaun im warmen Leitungswasser geblaut. Die Blaufirbung entstand
aufgrund der chemischen Reaktion des sauren Hamalauns mit dem leicht
basischen pH des Leitungswassers (Cumming 1994).

Im Anschluss an die Abspiilung wurde der Objekttrager 15 sec mit Eosin
gegengefarbt. Um das Wasser aus dem Gefrierschnitt zu verdrangen, erfolgte ein
Eintauchen des Objekttragers in die aufsteigende Alkoholreihe. Schlielich wurde
der Objekttrager kurz in Xylol getaucht, welches als Losungsmittel gut mit dem
Mikroskopier-Einschlussmittel (HICO MIC, Hirtz & Co. Koéln) interagierte. Die
Schnitte wurden mit Deckgldsern eingedeckt. Die automatische Farbung fand im
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Farbeautomaten (Mikrom HMS 760) und das Eindecken im Eindeckautomaten
(Mikrom CTA 6) statt.

Die Hamatoxylin-Eosin (HE)-Farbung ist ein sehr haufig verwendetes
Standardverfahren. Hdmatoxylin ist eine natiirliche Substanz, die aus Blauholz
gewonnen wird. Sie entwickelt sich erst allmédhlich durch Oxidation (Reifung)
iiber Hamatein zum eigentlichen Farbstoff. Durch Zugabe von Alaun entsteht
daraus Hamalaun. Die beiden Farbstoffe sind basisch und reagieren mit sauren
Bestandteilen der Zelle, z.B. mit Nukleinsduren des Zellkerns oder des rER. Das
saure Eosin ist ein in die Fluoreszeingruppe gehorender, gelblicher Farbstoff; er
enthilt vier Molekiile Brom. Eosin reagiert mit den basischen Bestandteilen der
Zelle wie dem Zytoplasma, aber auch mit Interzellularsubstanzen (Weyrauch und
Smollich 1998).

6.10.2 PAS-Firbung

Manuell wurden die Gefrierschnitte der Testserie 10 min lang in 1%iger
Perjodsdure getaucht und anschlieBend mit Leitungswasser griindlich abgespiilt.
Uber weitere 10 min wurde der Objekttrager mit Schiffs-Reagenz inkubiert und
kurz mit Leitungswasser von den Reagenz-Riickstinden befreit. Danach erfolgte
ein 3 miniitiges Eintauchen in Himatoxylin nach Mayer und im Anschluss eine
Blaufarbung durch warmes Leitungswasser, wie bei der HE-Farbung beschrieben.
Ebenso wie in der HE-Farbung erfolgte auch die Entwisserung in einer
aufsteigenden Alkoholreihe bis zum Xylol. Der automatische Ablauf erfolgte im
Shandon Varistein Gemini, Thermo Electron Corporation. Das Eindecken fand im
Eindeckautomaten (Mikrom CTA 6) statt.

Die Periodic-Acid-Schiff (PAS)-Reaktion dient dem Nachweis von
intrasarkoplasmatischem Glykogen und Basalmembranen an der Oberflache der
Muskelfasern und der Blutgefdlle, die sich auf Grund ihres hohen Gehalts an
sauren Mucoplysacchariden ebenfalls stark fiarben (Dubowitz 2007). Hierbei
werden mit fuchsinschwefliger Siure (Schiff-Reagens) Aldehydgruppen
nachgewiesen, die zuvor durch Oxidation von 1,2-Glykolen mittels Periodsdure
gebildet worden waren. So entsteht ein lilaroter Farbstoff (Weyrauch und
Smollich 1998).

6.10.3 Gomori-Firbung

Zuerst wurden die Objekttrager in Harri’s Himatoxylin fiir fiinf Minuten inkubiert
und anschlieBend unter flieBendem Wasser abgespiilt. Die Farbung erfolgte in der
Gomori Trichrom Losung fiir zehn Minuten, bis eine Griinfarbung eintrat. Dann
wurde der Objekttrager abermals mit Leitungswasser gespiilt. Im Anschluss
erfolgte eine ziigige Dehydrierung in einer aufsteigenden Alkoholreihe und nach
der Reinigung des Objekttrigers eine Einbettung im Einbettautomaten.

In der Gomori-Farbung erscheinen die Muskelfasern in einem blaugriinen
Farbton und das Kollagen erscheint etwas heller griin. Die Zellkerne werden grau-
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Abbildung 16: Gomori-Farbung von Schwein 13, Gruppe 0, Sonde 2, 10fache
Vergroferung. Muskelfasern: dunkelgriin: Typ-I, mittelgriin Typ-Ila, hellbgriin Typ-IIb.

blau gefarbt und das Myelin der Nervenscheiden erscheint schaumig rot. Nerven
ohne Myelinscheiden werden kaum angefarbt und sind daher kaum sichtbar.
Erythrozyten werden rot dargestellt (Dubowitz 2007).

Mitochondrienanhdufungen erscheinen als dunklere Aggregate, sodass
Typ-I-Muskelfasern im Vergleich zu Typ-II-Muskelfasern intensiver gefarbt sind
und dunkler erscheinen (Abbildung 16).

6.10.4 Enzymbhistochemie

Die Enzymbhistochemie wurde durchgefiihrt, um einen vorhandenen thermischen
Schaden anhand des Fehlens anfirbbarer Enzyme nachzuweisen. Bestimmte
Enzyme sind spezifisch fiir Typ-lI-oder Typ-II-Muskelfasern, sodass ein
thermischer Schaden faserspezifisch ausgewertet werden kann. Zudem bietet die
Enzymhistochemie einen direkten Nachweis iiber die Richtigkeit der
Interpretation der Ergebnisse aus den HE und PAS Farbungen.

Bei den am hiufigsten fiir die Enzymchistochemie der Muskulatur
verwendeten Enzymen handelt es sich um die Succinat-Dehydrogenase (SDH),
Cytochrom Oxidase (Cox), die Myophoshophorylase und die Myofibrillare
Adenosin-Triphosphatase (mATPase). Alle enzymhistochemischen Farbungen der
Gefrierschnitte wurden gemall den Protokollen des Helios Klinikums Emil von
Behring in Berlin Zehlendorf, angefertigt.
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6.10.4.1 SDH-Farbung

Die Gefrierschnitte wurden bei 37 °C fiir 90 min in einer Dampfatmosphire
gehalten. Dann wurden sie fiir 15 min in Kalzium inkubiert, gesdubert und
eingedeckt.

Die Succinat-Dehydrogenase (Ubichinon-Oxidoreduktase) ist der Komplex 11
der mitochondrialen Atmunsgkette (Horn et al. 2009) und somit als Bestandteil
der Mitochondrien und der mitochondrienreichen Typ-I-Muskelfasern starker
aktiv (Liebich 2004).

Das Prinzip der histologischen Technik fiir SDH liegt in der Verwendung eines
farblosen, loslichen Tetrazolium Salzes als Elektronenakzeptor und
Redoxindikator. Wird das Tetrazolium aufgrund der Oxidoreduktase-Aktivitdt der
Succinat-Dehydrogenase reduziert, fillt es als unlosliches Formazan aus. Das am
haufigsten verwendete Tetrazolium Salz ist Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (NBT)
(Dubowitz 2007). Die Intensitdit der Formazan-Reaktion reflektiert die
Mitochondrienanzahl in  einer = Muskelfaser und  verdeutlicht  das
Faserverteilungsmuster der quergestreiften Muskulatur (Abbildung 17).
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Abbildung 17: SDH-Farbung von Schwein 15, Gruppe 0, Sonde 8, 10fache
Vergroferung. Muskelfasern: dunkelblau: Typ-I, mittelblau Typ-IIa, hellblau Typ-IIb.

6.10.4.2 Cox-Fiarbung

Fiir die Cytochromoxidase-Farbung wurden die Gefrierschnitte drei Stunden bei
37°C in einer Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid-Losung eingetaucht und
anschliefend mit destilliertem Wasser abgespiilt. Dann folgte eine 15 miniitige
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Fixierung in Kalziumformalin und Abspiilung mit Leitungswasser. Die restliche
Fliissigkeit wurde in einer aufsteigenden Alkoholreihe entfernt und die
Gefrierschnitte gesdubert und eingebettet.

Die Cytochrom-c-Oxidase (Cox, Sauerstoff Oxidoreduktase) bildet den vierten
Komplex der mitochondrialen Atmungskette und ist somit stiarker in
Typ I-Muskelfasern enthalten (Liebich 2004; Horn et al. 2009). Die
meistverwendete Methode zur Darstellung der Cox-Aktivitdit beinhaltet
Diaminobenzidin als Elektronenspender und produziert ein braunes Endprodukt.
Die Cox-Farbung (Abbildung 18) zeigt die Unterschiede in der
Mitochondrienanzahl auf und deren Verteilung in den verschiedenen
Muskelfasertypen (Dubowitz 2007).

Abbildung 18: Cox-Farbung von Schwein 13, Gruppe 0, Sonde 2, 10fache
Vergroflerung.  Muskelfasern: dunkelbraun: Typ-I, mittelbraun Typ-Ila, hellbraun
Typ-1Ib.

6.10.4.3 mATPase-Fiarbung

Fiir die Myofibrillire-ATPase-Farbung wurden drei Prdparat-Sdtze erstellt, die
sich in der Prdinkubation unterschieden (alkalische Priinkubation bei pH 10,2,
saure Prainkubation bei pH 4,5 und pH 4,2). Zunichst wurden die Gefrierschnitte
eine halbe Stunde bei 37 °C gelagert und im Anschluss mit destilliertem Wasser
gespiilt. Bei der alkalischen Inkubation folgte ein dreimaliges Eintauchen in
2 %iges Kobaltchlorid fiir je eine Minute. Die saure Prainkubation erfolgte bei
4 °C in 0,1 molarem Natriumacetatpuffer mit 10 ml EDTA fiir 10 min bei pH 4,5
bzw. pH 4,2. Anschliefend folgte eine nochmalige Spiilung mit destilliertem
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Abbildung 19: mATPase bei pH 10,2, Schwein 13, Gruppe 0, Sonde 2, 10fache
VergroBerung. Muskelfasern, hellbraun: Typ-I, mittelbraun: Typ-Ila, dunkkelbraun:
Typ-1Ib.

Wasser. SchlieBlich wurden die Gefrierschnitte in eine verdiinnte (1:10)
Ammoniumsulfit-Losung fiir 30 sec getaucht, bevor ein Abspiilen mit
Leitungswasser erfolgte. Zum Schluss fand eine Dehydratation in einer
aufsteigenden Alkoholreihe mit Sduberung und Einbettung statt.

Die Myofibrillire ATPase ist ein Enzym der Myofibrillen, welches im

Zytoplasma vorkommt und fiir die Kontraktion der Myofibrillen ATP zu ADP und
Phosphat spaltet. Das Phosphat kann durch Blei- oder Calciumsalz gefillt und
durch weitere Umwandlung sichtbar gemacht werden (Brooke und Kaiser 1970).
In der Myofibrilliren-ATPase-Farbung stellen sich Muskelfasern je nach
gewdhlter Prainkubation hell, intermediér oder dunkel dar (Dubowitz 2007).
Die alkalische Priinkubation bei pH 10,2 farbt Typ-I-Fasern hellbraun
(Abbildung 19), Typ-lla-Fasern intermedidr und Typ-IIb-Fasern dunkelbraun.
Nach saurer Prdinkubation stellten sich bei pH 4,5 Typ-I-Fasern dunkelbraun,
Typ-Ila-Fasern hellbraun und Typ-IIb-Fasern intermedidr dar. Eine Prdinkubation
bei pH 4,2 liel Typ-I-Fasern dunkelbraun, Typ-Ila- und Typ-IIb-Fasern hellbraun
erscheinen.

6.10.4.4 Myophosphorylase

Die Gefrierschnitte wurden fiir eine Stunde bei 37 °C im Inkubationsmedium
eingetaucht und anschlieBend mit destilliertem Wasser abgespiilt. Darauf folgte
ein kurzes Bad in Lugolscher Losung und eine wiederholte Spiilung mit
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destilliertem Wasser. Als letztes wurden das Wasser mittels aufsteigender
Alkoholreihe entzogen und die Gefrierschnitte eingebettet.

Bei der Myophosphorylase handelt es sich um ein zytoplasmatisches Enzym,
welches das intrasarkoplasmatische Glykogen durch die Spaltung der o-1,4°-
glykosidischen Bindung abbaut (Dubowitz 2007). Die Myophosphorylase dient
als Indikator des Glykogenmetabolismus, indem sie abhidngig von der Haufigkeit
thres Vorkommens nach Anfarbung entsprechend intensiv dargestellt werden kann
(Cumming 1994). Dabei stellen sich enzymarme Typ-I-Fasern hellgelb und
enzymreiche Typ-IIb-Fasern dunkelbraun dar. Hingegen erscheinen Typ-Ila-
Fasern hellbraun (Cumming 1994).

Abbildung 20: Gruppe 0, Sonde 2, 10fache VergroBerung. Myophosphorylase,
Schwein 14, Muskelfasern: hellgelb: Typ-I, hellbraun: Typ-Ila, dunkelbraun: Typ-IIb.

6.11 Mikroskopieren der Gefrierschnitte

Die Gefrierschnitte wurden im Institut fiir Pathologie des Helios Klinikums Emil
von Behring in Berlin Zehlendorf mikroskopiert (Lichtmikroskop
Olympus BX51).

Die Zielsetzung beim Mikroskopieren bestand in dem Auffinden von
Verdnderungen in der Muskulatur, die durch den HF-Einfluss zustande gekommen
sein konnten. Zunichst wurden die Schnitte in der Ubersichtsvergroferung
(vierfache VergroBerung) angeschaut, um einen generellen Eindruck von dem
vorliegenden Prédparat zu erhalten. Gefundene Verianderungen wurden in bis zu
zwanzigfacher VergroBerung ndher betrachtet und dokumentiert. Repréasentative
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Schnitte wurden zum Einscannen in das Helios Klinikum Berlin, Buch, geschickt.
Das Einscannen ermdglichte eine vollstindige Aufnahme des gesamten
Gefrierschnittes in hochster Auflosung, sodass ein spateres Fotografieren in jeder
beliebiger VergrofBerung aus einem PC heraus moglich war.
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7 Ergebnisse

7.1 Charakterisierung des thermischen Schadens

Die Auswirkungen der HF-Belastung auf die Schweine wurden {iiber die
Temperaturmessung, Atem- und Pulsfrequenz, sowie die makroskopische und
histologische Begutachtung der Muskulatur erfasst. Um den HF-Einfluss als
thermischen Schaden zu charakterisieren, wurden in der Sektion pathologische
Verdnderungen als mogliche Indikatoren herangezogen. Makroskopisch zeigte
sich als wichtigste Verdnderung eine blasse und zerkocht wirkende Muskulatur
(Abbildung 30). Als histologische Kriterien fiir die Bewertung eines thermischen
Schadens wurden die Erweiterung des Extrazelluldrraumes in der HE-Farbung
(Abbildung 31), sowie Erweiterung des Extrazelluldrraumes und fehlende
Anfirbung in der PAS-Reaktion festgelegt. Die blasse Reaktion mit PAS entsteht
aufgrund der Verstoffwechslung des Glykogens im Sarkoplasma als Folge der
Hyperthermie (Abbildung 32, Abbildung 35 und Abbildung 36).

7.2 Ergebnisse nach Gruppen sortiert

Die Ergebnisse der einzelnen Schweine werden im Folgenden entsprechend der
Einteilung in Tabelle 1 fiir die jeweilige Gruppe zusammengefasst eingeteilt und
reprisentativ dargestellt.

7.2.1 Gruppe0

Die Gruppe 0 diente als Kontrollgruppe und war keiner HF-Exposition ausgesetzt.
Schwein 14 und 15 wurden 60 min lang gemessen, nur bei Schwein 13 betrug
diese Zeit 30 min. Es erfolgte nur die Temperaturmessung und eine Erfassung der
physiologischen Parameter, wie Puls, Herzfrequenz und Atmung. In der Sektion
war pathologisch-anatomisch und in der histologischen Untersuchung kein
besonderer Befund sichtbar. In Abbildung 21 sieht man einen physiologischen
Ausschnitt des M. longissimus dorsi als Querschnitt in HE-Farbung. Die
Muskelfasern liegen dicht beieinander mit der charakteristischen polygonalen
Zellkontur. Zum Vergleich zeigt die Abbildung 22 einen normalen Ubersichts-
ausschnitt der Schinkenmuskulatur und Abbildung 24 Bauchmuskelfasern im
Querschnitt und PAS-Farbung. Gut erkennbar ist je nach Muskelfasertyp die
spezifische Menge des Glykogens. Gleiches zeigt auch die Abbildung 23 aus dem
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M. longissimus im Langsschnitt. Eine gute Differenzierung von Muskelfasertypen
ermoglichte die Gomori-Farbung (Abbildung 25).

Abbildung 21: Gruppe 0, Schwein 13, HE-Farbung, Sonde 2, 10fache Vergrofierung.
Normale Muskulatur im Querschnitt. Deutlich sichtbar sind die randstindigen
Zellkerne, die eng beeinander liegenden Muskelfasern und der begrenzt variierende
Zelldurchmesser.

Abbildung 22: Gruppe 0, Schwein 14, PAS-Féarbung, Sonde 11, 2fache Vergroflerung.
Normale Muskulatur im Querschnitt. Die hellen Typ-I-Fasern heben sich durch ihren
niedrigen Glykogengehalt von den dunklen glykogenreichen Typ-IIb-Fasern ab.
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Abbildung 23: Gruppe 0, Schwein 13, PAS-Farbung, Sonde 2, 10fache Vergréferung.
Ansicht einer normalen Muskulatur im Langsschnitt. Deutlich zeichnen sich die stark
glykogenhaltigen dunklen Typ-IIb-Fasern von den hellen Typ-I-Fasern ab.

B
- M -

Abbildung 24: Gruppe 0, Schwein 14, PAS-Farbung, Sonde 8, 10fache Vergréferung.
Bauchmuskulatur im Querschnitt und Gefrierartefakte auf der gesamten Schnittflache.
Helle Typ-I- und etwas dunklere Typ-II-Fasern. Durchschnittlich etwas weniger Typ II-
Fasern als in Sonde 2 oder 11.

i
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Abbildung 25: Gruppe 0, Schwein 13, Gomori-Farbung, Sonde 2, 10fache
Vergroflerung. Muskelfasern im Querschnitt. Dunkelgriin: Typ-I, mittelgriin: Typ-Ila,
hellgriin: Typ-IIb.

7.2.2 Gruppel

Diese Gruppe wurde einer geringen thermischen Belastung (2,5-3,1 W/kg)
ausgesetzt. Dabei betrug die HF-Expositionsdauer, mit Ausnahme von Schwein 26
(36,4 min) durchschnittlich 1 Stunde. Wahrend der Sektion fielen bei Schwein 17
und 18 Verklebungen zwischen Niere und Nierenkapsel auf (Abbildung 26). Bei
den Schweinen 19 und 20 war insbesondere die Riickenmuskulatur im Anschnitt
sehr blutig. Bemerkenswert waren Fibrinfiden in der Bauchhdhle bei den
Schweinen 18 und 26. Das Schwein 26 hatte auerdem leicht aufgehellte Areale
in der Riickenmuskulatur.

Histologisch zeigte sich bei Schwein 18 im Bereich der Sonde 11 eine
Erweiterung des Extrazelluldirraumes (Abbildung 27) mit nur geringer
Verstoffwechselung des Glykogens (Abbildung 28). AuBBerdem waren bei Sonde
11 iiberdurchschnittlich viele Typ-I-Fasern vorhanden (Abbildung 29). Dies ist
ein Beispiel fiir den Fall, dass innerhalb einer Sonde ein thermisch verdnderter
Bereich neben einem gesunden Gewebe liegen kann.
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Abbildung 26: Gruppe 1, Schwein 18, Niere. Verklebtes Nierenparenchym fiihrt bei
Ablosung zu Gewebeausrissen in der Nierenrinde.

Abbildung 27: Gruppe 1, Schwein 18, HE-Farbung, Sonde 11, 20fache VergroBerung.
Deutlich erweiterter Extrazellularraum im Querschnitt und l6chrige Gefrierartefakte
oben rechts im Bild.
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Abbildung 28: Gruppe 1, Schwein 18, PAS-Farbung, Sonde 11, 10fache Vergréferung.
Auffallend vergroBerte Extrazelluldrraume im Querschnitt. Das Glyokogen wurde nicht
oder nur teilweise verstoffwechselt und lasst sich fokal anfarben.

Abbildung 29: Gruppe 1, Schwein 18, Sonde 11, Sfache Vergroferung. Im
Querschnitt auffalend dominierende Typ-I-Fasern, welche sich hell darstellen, im
Gegensatz zu den dunklen Typ-II-Fasern. Kein thermischer Schaden vorhanden.
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7.2.3 Gruppe 2

Diese Schweine wurden einer hohen HF-Belastung von 4,2-5,2 W/kg iiber eine
halbe Stunde ausgesetzt. Auffallend bei Schwein 21 ist die bei der Sektion stark
zerkocht wirkende Riickenmuskulatur (Abbildung 30). Nach der Euthanasie trat
blutiger Scheidenausfluss aus und bei der Sektion war eine starke Rotung des
rechten Gebarmutterhornes, sowie ein vergrofBerter, verdickter und mit Gefalen
injizierter rechter Eileiter erkennbar. Die Schweine 22 und 25 zeigten eine
stellenweise aufgehellte Muskulatur, die jedoch keinen zerkochten Eindruck
machte. Bei Schwein 21 zeigte sich im Bereich der Sonde 2 eine Erweiterung des
Extrazelluldrraumes in der HE-Farbung (Abbildung 31) und die ausbleibende
PAS-Reaktion weist auf das Fehlen von Glykogen in den Muskelfasern
(Abbildung 32), beides eindeutige Charakteristika eines thermischen Schadens.
Auffallend ist der Verlust der physiologischen Zellform und die zerstreut
erscheinenden Muskelfasern in der HE-Farbung. Bei der PAS-Farbung ist das
Glykogen durchgehend verschwunden, jedoch weist erst die Peripherie eine
Verbreiterung des Extrazellularraumes auf.

Abbildung 30: Gruppe 2, Riickenmuskulatur Schwein 21. Die Riickenmuskulatur
wirkt im Bereich des thermischen Schadens blass und stark zerkocht.
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Abbildung 31: Gruppe 2, Schwein 21, HE-Féarbung, Sonde 2, 2fache Vergroflerung.
Erweiterung des Extrazelluldrraumes im Querschnitt.
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Abbildung 32: Gruppe 2, Schwein 21, PAS-Féarbung, Sonde 2, Sfache Vergrofierung.
Im Querschnitt, fehlende Anfarbung in der PAS-Farbung. Das Glykogen ist vollstindig
verstoffwechselt.
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7.2.4 Gruppe 3

Diese Gruppe war durchschnittlich einer niedrigeren HF-Exposition
(3,7-4,8 W/kg) als Gruppe 2 ausgesetzt, jedoch betrug die Expositionsdauer
doppelt so lange. Sowohl Schwein 23 als auch Schwein 24 und 16 wiesen bei der
Sektion eine stark zerkocht wirkende Riickenmuskulatur auf. Schwein 24 zeigte
neben der verdnderten Muskulatur Brandblasen, die sich in einer Abhebung der
Schwarte und siilziger Beschaffenheit des Inhaltes der Brandblase &uferten
(Abbildung 33).

Bei Schwein 23 und 24 sind an allen Sondenpositionen Erweiterungen des
Extrazellulirraumes (Abbildung 34 bisAbbildung 37, Abbildung 39) und eine
fehlende Anfirbung in der PAS-Reaktion aufgrund der Glykogenverstoft-
wechslung (Abbildung 35 und Abbildung 36) sichtbar. Die Erweiterung des
Extrazellullarraumes ist bei Schwein 23 in der hier vorgenommenen Gomori-
Féarbung gut zu erkennen (Abbildung 39).

Das Schwein 16 ist hier nur in den Sonden 2 bis 8 thermisch geschédigt.
AuBerdem wurde bei diesem Schwein bei Sondenposition 11 und bei Schwein 23
in Sonde 2, Giant Fibers wie in Kapitel 4.1.5 gefunden (Abbildung 37 und
Abbildung 38). Bemerkenswert ist, dass bei Schwein 16 die Proben der Sonde 11
in der HE- Fiarbung sowohl im Quer- als auch im Langsschnitt geschadigtes
Muskelgewebe aufweisen, wohingegen in der PAS-Farbung in beiden
Schnittrichtungen intaktes Gewebe vorliegt (Ohne Abbildung. Siehe auch Kapitel
7.4.3).

- 2010,06/08.

.
€70

A

Abbildung 33: Gruppe 3, Brandblase bei Schwein 24. Die Brandblase ist iiber der
weiBlich verfarbten, thermisch geschadigten Muskulatur lokalisiert.
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Abbildung 34: Gruppe 3, Schwein 24, HE-Féarbung, Sonde 2, 10fache VergroBerung.
Starke Verbreiterung des Extrazelluldrraumes im Langsschnitt.
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Abbildung 35: Gruppe 3, Schwein 24, PAS-Farbung, Sonde 2, 10fache Vergréferung.
Im Langsschnitt fehlende Anfarbung in PAS durch fast vollstindig verstoffwechseltes
Glykogen.
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Abbildung 36: Gruppe 3, Schwein 23, PAS-Farbung, Sonde 2, 10fache VergroBerung.
Deutlich erweiterter Extrazellulirraum im Querschnitt und fast vollstindig
verstoffwechseltes Glykogen.

Abbildung 37:. Thermischer Schaden und Giant Fibers. =~ Gruppe 3, Schwein 23, HE-
Farbung, Sonde 2, 10fache VergroBerung. Deutlich erweiterter Extrazelluldrraum im
Queraschnitt und eine Riesenfaser.
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Abbildung 38: Giant Fibers. Gruppe 3, Schwein 16, HE-Farbung, Sonde 11, 10fache
VergroBerung im Querschnitt. Uberproportional groBe Riesenfasern, in der Regel
abgerundet. Oben links im Bild sind Gefrierartefakte zu erkennen.

o\,

Abbildung 39: Gruppe 3, Schwein 16, modifizierte Gomori Trichrom-Féarbung, Sonde
2, 10fache VergroBerung. Erweiterter Extrazellularraum im Querschnitt.
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7.3 Ergebnisse der Enzymhistochemie

Die Farbung der Gefrierschnitte mittels Enzymhistochemie bestitigt die
Ergebnisse der HE- und PAS-Farbung. An dem hochgradig thermisch
geschiadigten Schwein 23 zeigt sich bei der mATPase-Reaktion ein thermischer
Schaden in der Ubersiuerung des Muskelgewebes, sodass die alkalische
Priainkubation ihre Wirkung nicht entfalten kann (Abbildung 43). Dadurch
erscheinen Typ-I-Muskelfasern dunkel anstatt hell und Typ-IIb-Fasern hell und
nicht dunkel. Einzig die Typ-Ila-Fasern erscheinen unverdndert intermediér.
Jedoch bestehen auch Bereiche mit vollstindig erloschener Enzymaktivitit in
nicht mehr differenzierbaren Typ-II-Fasern (Abbildung 44). Neben der
enzymhistochemischen Darstellung des thermischen Schadens ist sowohl bei
Schwein 23 als auch Schwein 16 eine Erweiterung des Extrazelluldrraumes
erkennbar. Dies zeigt sich auch in der SDH- und Cox-Farbung (Abbildung 41
und Abbildung 42). Bei SDH und Cox ist die Muskelfasertypendifferenzierung
erhalten. Daneben zeigt eine Myophosphorylasefarbung beim gleichen Schwein
farblose Zellen mit erloschener Enzymaktivitit als Folge eines thermischen
Schadens (Abbildung 40).

Nicht geschiadigte Schweine aus der Kontrollgruppe weisen aufgrund des
fehlenden Hochfrequenzeinflusses keine Verdanderungen in der SDH- und Cox-
Farbung nach. In diesen enzymhistochemischen Reaktionen ldsst sich die
Verteilung der Muskelfasern besonders gut nachvollziehen (Kapitel 6.10.4,
Abbildung 17 und Abbildung 18).

Typ |

Typ Ilb

Typ |

~

Abbildung 40: Gruppe 3, Schwein 23, Myophosphorylase, Sonde 2, 20fache
Vergroflerung.  Erweiterter Extrazellulirraum und in den farblosen Bereichen
erloschene Enzymaktivitdt als Zeichen eines thermischen Schadens. Blasse Typ-I-
Muskelfasern und dunkle Typ-IIb-Muskelfasern mit erhaltener Enzymaktivitat.
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Abbildung 41: Gruppe 3, Schwein 23, SDH-Farbung, Sonde 2, 10fache VergroBerung.
Erweiterter Extrazelluldrraum im Querschnitt. Gut erhaltene Enzymaktivitit in beiden

Fasertypen.
N\
™, \

Abbildung 42: Gruppe 3, Schwein 16, Cox-Farbung, Sonde 2, 10fache Vergroferung.
Erweiterter Extrazellulairraum im Querschnitt und erhaltene Enzymaktivitit der
Cytochromoxidase in beiden Muskelfasertypen.
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Abbildung 43: Gruppe 3, Schwein 23, mATPase-Farbung bei pH 10,2, Sonde 2, 2fache
VergroBerung. Ubergangszone thermischer Schidigung oben mit Erweiterung des
Extrazellularraumes und Umkehr der mATPase-Reaktion aufgrund starker
Ubersduerung des Muskelgewebes. Im geschadigten Bereich Typ-I-Muskelfasern
dunkel, Enzymaktivitét in den Typ-II-Fasern erloschen.

Tp li

s el
Abbildung 44: Gruppe 3, Schwein 23, mATPase-Farbung bei pH 10,2 Sonde 2,
10fache VergrofBerung. Erweiterter Extrazellularraum und farblose Typ-II-
Muskelfasern. Daneben dunkelbraune Typ-I-Fasern mit erhaltener Enzymaktivitat.
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7.4 Temperaturkorrelation

Bei allen in diesem Versuch vorkommenden Schweinen wurden
Temperaturmessungen an den definierten Sondenpositionen 2, 8 und 11
durchgefiihrt. Die aus diesen Messungen entstandenen Werte wurden mit den in
der Histologie ermittelten Gewebeschdden der Gefrierschnitte korreliert. Dafiir
wurden die histologischen Ergebnisse nach einer Null-Eins-Skala normiert, d.h.
Gefrierschnitt-Proben mit vorhandenen Schiaden erhielten eine Eins und Proben
die physiologisch aussahen bekamen eine Null. Fiir die Einstufung als Schaden
war hierbei ausschlaggebend, dass die Extrazellularraume der Muskelfasern in der
HE-Farbung erweitert waren und in der PAS-Féarbung zusétzlich der Nachweis der
Glykogenverstoffwechselung vorlag.

Die Korrelation wurde nach der Abstufung vom gesunden zum thermisch
geschidigten Gewebe beurteilt. In diesem Ubergang von 0 nach 1 entstand ein
Schwellenwert. Dieser ist der hochste Wert ohne Gewebeschadigung. Je kleiner
die Differenz zwischen 0 und 1, desto besser erfolgt die Korrelation von
Gewebeschaden mit T _max, CEM 43 oder SAR. Dabei wurden fiir CEM 43
extrapolierte Werte zum Zeitpunkt der Sektion verwendet. Diese CEM 43-Werte
wurden deshalb verwendet, weil sie eine bessere Korrelation mit der Schadigung
ergaben, als die CEM 43-Werte zum Zeitpunkt der Euthanasie oder des
Abschaltens der Hochfrequenzspule.

Der Schwellenwert fiir SAR wird pro Sonde reprasentativ fir HE (Q: quer;
L: langs) und PAS (Q: quer; L: ldngs) zusammenfassend dargestellt. Im Gegensatz
zu T_max und CEM 43 besteht kein signifikanter Unterschied zwischen HE und
PAS und ebenso keine Korrelation zwischen SAR und thermischer Schadigung.
Dies lasst sich daran erkennen, dass der niedrigste SAR-Wert mit Schadigung und
der hochste SAR-Wert ohne Schidigung gegenldufig versetzt sind.

Zu beriicksichtigen ist, dass nicht bei jedem Schwein die gleiche Anzahl an
Proben pro Sonde entnommen wurde, da sich die Notwendigkeit bestimmter
Probenentnahmen erst im Nachhinein herausstellte. Deshalb und auch aufgrund
von Uberlagerungen variiert in einigen Abbildungen die Anzahl der dargestellten
Proben.

7.4.1 FOTEMP-Sonde 2

Die Temperaturmessungen lassen sich nach der in einer Sonde maximal
ermittelten Temperatur (T_max) und dem CEM 43-Konzept einteilen und in
Bezug zu den histologischen Ergebnissen der Gefrierschnitte setzen. Dabei zeigt
sich, dass von allen Temperatursonden bei der FOTEMP-Sonde 2 die beste
Korrelation von Gewebeschaden mit T _max sowie CEM43 besteht
(Abbildung 46). Die Anzahl der Proben pro Firbung und Schnittrichtung variiert,
aber der Schwellenwert aller Auswertungen der Maximaltemperatur liegt bei
45,5 °C. Im Bereich von 45,5-45,9 °C erfolgt der Ubergang vom gesunden zum
geschiadigten  Gewebe im M. longissimus. Beim  CEM 43-Konzept
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(Abbildung 47) ist die Spanne zwischen dem hochsten Wert ohne Schidigung
(76,7) sowie dem niedrigsten Wert mit Gewebeschddigung (214,4 min) grofer als
bei T_max. Es handelt sich hierbei um den Zeitpunkt der Sektion, an dem nach
76,7 min bei 43 °C ein Schaden im Bereich der Sonde zwei entsteht. Fiir SAR ist
bei Sonde 2 keine Korrelation erkennbar, da der hochste Wert ohne Schaden
5,2 SAR und der niedrigste Wert mit Schaden 3,7 SAR betrigt (Abbildung 45).

7.4.1.1 SAR-Sonde 2

Threshold of Tissue Damage
SAR @ During RF Exposition

Location of Tissue Section: 2

'

Score

0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0 8,0 9,0 10,0
SAR [Wikg ]

Abbildung 45: SAR, Sonde 2 représentativ fiir alle Proben. Der hochste Wert ohne
Schaden betragt 5,2 SAR und der niedrigste Wert mit Schaden 3,7 SAR. Es besteht
keine Korrelation zwischen SAR und thermischer Schadigung.
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7.4.1.2 T _max Sonde 2

21098

, Sonde 2. Klarer Ubergang vom gesunden zum thermisch

geschadigten Gewebe bei der Maximaltemperatur. Der Schwellenwert ist bei allen

21098

T_max
Gefrierschnittanordnungen (A-D) gleich und betrdgt 45,5 °C. Der niedrigste Wert mit

Schaden betragt 45,9 °C.

Abbildung 46:



60

Ergebnisse

7.4.1.3 CEM 43 Sonde 2
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Einheitliche Abgrenzung vom gesunden zum

thermisch geschiadigten Gewebe bei CEM 43 (A-D) im Bereich von 76,7 - 214,4 min.

Sonde 2.

)

Abbildung 47: CEM 43
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7.4.2 FOTEMP-Sonde 8

Der Schwellenwert der Sonde acht liegt niedriger als bei der Sonde zwei. Bei den
Proben PAS-Querschnitt besteht eine Ausnahme hinsichtlich des Schwellenwertes.
Dort betragt der hochste Wert der Maximaltemperatur ohne Schidigung 46,6 °C
und der niedrigste Wert mit Schadigung 46,4 °C (Abbildung 49 C). Fiir CEM 43
gilt als hochster Wert ohne Schidigung 297,1 CEM 43 und als niedrigster Wert
mit Schadigung 239,9 CEM 43 (Abbildung 50 C). Bis auf diese Ausnahmen
besteht eine gute Korrelation von Schiadigung in der Bauchwandmuskulatur und
T_max sowie CEM 43. So betrigt bei T_max die Spanne vom gesunden zum
geschadigten Gewebe 44,4-46,4°C bzw. 67,3-239,9 CEM 43. Tendenziell
positionieren sich die Schwellenwerte von Sonde 8 und 2 in einem &hnlichen
Bereich, sodass obwohl beide Sonden an anatomisch verschiedenen Stellen
platziert sind, es einer dhnlichen Zeitdauer und Temperatur bedarf, um einen
vergleichbaren Gewebeschaden hervorzurufen. Bei der SAR betrdgt der
Schwellenwert 5,2 SAR und der niedrigste Wert mit Gewebeschddigung liegt mit
3,7 SAR deutlich tiefer (Abbildung 48).

7.4.2.1 SAR Sonde 8

Threshold of Tissue Damage

SAR @ During RF Exposition
Location of Tissue Section: 8

4,0

Frozen Section
3,5

3,0

25

Score

2,0

1,5

1,0

0,5

0,0 + +—— e +@ *+& t t + ¥ |
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0 8,0 9,0 10,0

SAR [Wikg ]

Abbildung 48: SAR, Sonde 8 représentativ fiir alle Proben. Der Schwellenwert betragt
5,2 SAR. Der niedrigste Wert mit Schadigung liegt mit 3,7 SAR deutlich unter dem
Schwellenwert. Es besteht keine Korrelation zwischen SAR wund thermischer
Schadigung.
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7.4.2.2 T max Sonde 8
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,4 °Cund

der niedrigste Wert mit Schidigung betragt 46,4 °C. C: Der hochste Wert ohne

, B und D: Der Schwellenwerte liegt bei 44
Schadigung betriagt 46,6 °C und der niedrigste Wert mit Schadigung 46,4 °C.

T_max Sonde 8. A

Abbildung 49:
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7.4.2.3 CEM 43 Sonde 8
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Abbildung 50: CEM 43 Sonde 8. A, B und D: Der Schwellenwerte betrigt
67,3 CEM 43 und der niedrigste Wert mit Schiadigung liegt bei 239,9 CEM 43. C: Der
hochste Wert ohne Schiadigung betrigt 297,1 CEM 43 und der niedrigste Wert mit
Schidigung 239,9 CEM 43.
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7.4.3 FOTEMP-Sonde 11

Bei Sonde elf korreliert von allen Sonden CEM 43 am besten mit den
Gewebeschaden, doch besteht bei den Querschnitten von HE und PAS kein
gleichmaBiger Ubergang vom gesunden zum thermisch geschidigten Gewebe.
Dabei fillt zusatzlich das Schwein 16 aus der Reihe, weil die Sonde elf nur im
HE-Schnitt geschadigt ist. Deshalb ist in der HE-Farbung bei T_max auf Hohe
von 44 °C und bei 87,8 CEM 43 ein Schaden sichtbar, wihrend das Gewebe an
der gleichen Stelle in der PAS-Féarbung intakt erscheint.

Fiir T_max (Abbildung 52 A-D) gelten fiir den Ubergang vom gesunden zum
geschiadigten Gewebe bei HE-Querschnitt 40,7-40,6 °C, bei PAS-Querschnitt
44-40,6 °C, bei HE-Langsschnitt 40,3-41,3°C und bei PAS-Langsschnitt
44-41,3 °C.

Beim CEM 43-Konzept liegt der Schwellenwert im  Querschnitt
(Abbildung 53 A und C) bei 2,6 CEM43 in der HE-Firbung und bei
87,8 CEM 43 in der PAS-Farbung. Beim Lédngsschnitt betrdgt der Schwellenwert
1,9 CEM 43 in der HE- und 87,8 CEM 43 in der PAS-Farbung. Der niedrigste
Wert mit Gewebeschddigung betrdgt im Querschnitt 2,1 CEM und im
Léangsschnitt 3,8 CEM (Abbildung 53 B und D).

Die SAR bei Sonde 11 sticht durch die groBte Diskrepanz zwischen dem
hochsten SAR-Wert ohne Schaden (5,2 SAR) und niedrigsten SAR-Wert mit
Schaden (2,5 SAR) hervor (Abbildung 51).

7.4.3.1 SAR Sonde 11
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Abbildung 51: SAR, Sonde 11 reprasentativ fiir alle Proben. Der Schwellenwert
betrdgt 5,2 SAR. Der niedrigste Wert mit Schadigung liegt mit 2,5 SAR deutlich unter
dem Schwellenwert. Es besteht keine Korrelation zwischen SAR und thermischer
Schadigung Der als 0,5 bewertete Punkt mit einer SAR von 4,8 ist von Schwein 16 und
entstand als Mittelwert von geschadigt (1) und ungeschadigt. (0).
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7.4.3.2 T max Sonde 11
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Abbildung 52: T_max, Sonde 11 A: Hochster Wert ohne Schadigung: 40,7 °C und
niedrigster Wert mit Schadigung: 40,6 °C. C: Hochster Wert ohne Schadigung: 44 °C
und niedrigster Wert mit Schadigung: 40,6 °C. B: Schwellenwert: 40,3 °C und
niedrigster Wert mit Schadigung 41,3 °C. D: Hochster Wert ohne Schadigung: 40,3 °C
und niedrigster Wert mit Schiadigung: 44 °C.
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7.4.3.3 CEM 43 Sonde 11
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Abbildung 53: CEM 43, Sonde 11. A: Hochster Wert ohne Schadigung: 2,6 CEM 43
und niedrigster Wert mit Schadigung: 2,1 CEM 43. C: Hochster Wert ohne Schiadigung:
87,8 CEM 43 und niedrigster Wert mit Schiadigung: 2,1°CEM 43. B: Schwellenwert:
1,9 °CEM 43 und niedrigster Wert mit Schadigung 3,8 °CEM 43. D: Hochster Wert ohne
Schadigung: 87,8 CEM 43 und niedrigster Wert mit Schadigung: 3,8 °CEM 43.
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8 Diskussion

In der Magnetresonanztomographie ermdglicht die Verwendung energiereicher
Hochfrequenzfelder eine bessere Bildgebung, deren Erzeugung mit einer
Erhohung der Feldstirke einhergeht. Dafiir steigt das Risiko einer Hotspot-
Entstehung. Bisher existiert jedoch kein mathematisches Modell zur Vorhersage
dieser Hotspots. Zudem besteht auch keine geeignete Messgro3e zur Festlegung
eines Grenzwertes fiir thermische Gewebeschdaden als mogliche Folge eines
Hotspots.

Ziel der vorliegenden Arbeit war deshalb, einen Schwellenwert anhand der
MessgroBen CEM 43, Maximaltemperatur und SAR fiir Hochfrequenzfeld-
induzierte thermische Gewebeschdaden zu bestimmen. Die Untersuchungen sollten
die am besten geeignete Messgrofle  fiir die  Vorhersage von
hochfrequenzinduzierten Muskelschadigungen ermitteln. Als weiteres Ziel sollte
die Glykogenverstoffwechselung infolge des Hochfrequenzeinflusses untersucht
und die Eignung des Hausschweines als Modell fiir den Menschen in derartigen
Versuchen iiberpriift werden.

8.1 Eignung des Birdcage Resonators fiir Untersuchungen
im Schweinemodell

Der in diesem Versuch eingesetzte Birdcage Resonator erwies sich als ein
geeignetes Modell fiir ein 3 Tesla MRT mit einer ~ 123 MHz starken HF-Spule,
um den Hochfrequenzeinfluss darzustellen. So betrug die Abweichung der im
3 D-Simulationsprogramm Microwave Studio® (Brinker 2010) berechneten
Temperaturen im Bereich der prognostizierten Hotspots von den tatsdchlich
aufgetretenen Temperaturen bei den toten Schweinen nur 1-7 %. Fiir den /n vivo-
Versuch war keine Berechnung zur Vorhersage der Temperaturen in den
vermuteten Hotspot-Regionen moglich, da zurzeit kein mathematisches Modell
mit Beriicksichtigung temperaturbeeinflussender Variablen wie z.B. der
Blutperfusion existiert (Nadobny et al. 2007). Dennoch ermdglichten die
Vorversuche, wahrscheinliche Hotspots enger einzugrenzen. Bezogen auf das
Verhiltnis von aufgetretenen thermischen Schiden zu nichtaufgetretenen Schiden
an den Temperatursonden 2, 8 und 11 bei thermisch geschiadigten Schweinen,
betrug die Ubereinstimmung insgesamt 66,4 %. Weiterhin zeigten zwei von vier
exponierten Schweinen oberhalb des zuldssigen IEC-Richtwertes von 4 W/kg
SAR thermische Schidigungen, was einer Ubereinstimmung von 49,5 %
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zwischen Vermutung und Realitit entsprach. Diese recht gute Ubereinstimmung
von thermischen Schiaden und Hotspots zeigt, dass die Hotspot-Validierungen eine
niitzliche Orientierung fiir das Entstehen von thermischen Schiden im lebenden
Organismus sind. Insgesamt bestétigte sich die experimentelle Eignung des
Birdcage Resonators fiir den vorliegenden Versuch.

Das Fehlen des statischen Magnetfeldes im Birdcage Resonator ermoglichte
den Einsatz von nicht MRT-konformen Geritschaften wie beispielsweise
Temperaturmesssonden oder EKG-Kabel. So konnte ohne weiteren Aufwand eine
Uberwachung des Schweines auf seine Vitalparameter und die
Temperaturmessung mithilfe der FOTEMP-Sonden durch das Faraday’sche Gitter
erfolgen. Weiterhin konnte wéhrend der Hochfrequenzbelastung der
intramuskuldre Temperaturverlauf mittels IR-Kamera genau verfolgt werden,
sodass ein Vergleich von tiefer und oberflachlich erfasster Temperatur mdglich
war. Demnach verdeutlicht ein Vergleich von oberflachlicher IR-Aufnahme
(Abbildung 9, Kapitel 6.3.1) und intramuskuldr gemessener Temperatur bei
Schwein 15 und Schwein 16 an der Sonde 2 die Fahigkeit des Birdcage
Resonators, intramuskuldre HF-Erwarmungen zu erzeugen. Nach HF-Exposition
bei Schwein 16 bzw. Liegezeit bei Schwein 15 unterscheidet sich die
oberflichliche Temperatur bei beiden Schweinen um 5,7 °C, bei der
intramuskuldren Temperatur jedoch um 7,85 °C.

Aufgrund der zum Teil sehr guten Ubereinstimmung von vermuteten Hotspots
und tatsdchlich aufgetretenen thermischen Schiadigungen ergibt sich eine
geeignete Orientierungsmoglichkeit zur Validierung kiinftiger Hotspots. Fiir eine
genaue Vorhersage aller Hotspots ist jedoch eine weitere Entwicklung von
mathematischen Modellen notwendig. Dann wire bei einer genaueren Vorhersage
eine Reduzierung der Versuchstierzahl denkbar.

8.2 Sektion und Histologie

Fiir die histologische Untersuchung begriindete sich die Wahl der Gefriertechnik
durch die Gewdhrleistung einer optimalen Konservierung der Gewebearchitektur
und den Nachweis von Enzymaktivitit (Cumming 1994). Zudem eignen sich
Gefrierschnitte am besten fiir die Darstellung von muskuldren Veranderungen und
ermoglichen im Gegensatz zu Paraffinschnitten eine Differenzierung der
Muskelfasern (Cumming 1994).

Alle 14 Schweine dieses Versuches wurden seziert und makroskopisch sowie
histologisch untersucht. Von den Berechnungen ausgehend, wire zu erwarten,
dass mit zunehmender SAR_WB und lidngerer Expositionszeit mehr thermische
Schaden auftreten. So trat bei der nicht exponierten Kontrollgruppe 0
erwartungsgemal kein thermischer Schaden auf.

Von den exponierten Schweinen entsprach die Gruppe 3 den Berechnungen am
ehesten. Die Schweine 23 und 24 dieser Gruppe wiesen eine vollstindige
Gewebeschiadigung an allen Temperatursonden auf. Als Besonderheit war nach
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der mATPase-Firbung eine Ubersiuerung als Ausdruck eines thermischen
Schadens festzustellen. Dies konnte auf die hochste in diesem Versuch applizierte
Hochfrequenzdosis (Tabelle 1) zuriickzufiihren sein, welche als SAR x Zeit
ausgedriickt wird.

Auftillig ist bei den Schweinen 23 und 16 die geringe Empfindlichkeit der
oxidativen Enzyme Cox und SDH der Atmungskette im Vergleich zu den
zytoplasmatischen Enzymen mATPase und Myophosphorylase. Daraus ergibt sich
die Vermutung, dass infolge hochfrequenzinduzierter Hyperthermie zuerst eine
Schadigung des Zytoplasmas mit nachfolgender Zerstérung der Mitochondrien
erfolgt. Eine Studie von Arancia et al. (1989) scheint den Verdacht zu bestatigen.
Demnach zeigten chinesische Hamster V79-Fibroblasten nach 42 °C fiir 1 h in der
Plasmamembran bereits kleine Unterbrechungen, wohingegen bei Mitochondrien
nur vereinzelte Schwellungen der Mitochondrienleisten auftraten.

Bei den Schweinen 16 und 23 wurden aullerdem Giant Fibers gefunden. Die
Giant Fibers bei Schwein 23 kénnten auch mit der Ubersduerung durch Laktat
zusammenhéngen, wie es Fazarinc (2002) in seiner Studie postulierte. Innerhalb
dieser Gruppe bildete Schwein 16 jedoch eine Ausnahme. Dessen Sonde elf war
bei der PAS-Farbung sowohl im Léngs- als auch im Querschnitt physiologisch,
jedoch in der HE-Farbung thermisch geschadigt.

Uberraschend war das Ergebnis bei der zweiten Gruppe. Das Schwein 21 wies
bei einer HF-Applikation von 4,8 W/kg tiber 30 min nur eine Schidigung der
Sonde 2 auf. Hingegen blieb das Schwein 22 dieser Gruppe trotz noch hoherer
Hochfrequenzdosis unauffillig. Unerwartete Ergebnisse zeigten sich auch bei der
ersten Gruppe. So trat bei Schwein 18 mit einer SAR von 2,5 W/kg und einer
Expositionsdauer von 60 min als einzigem Schwein der ersten Gruppe ein
Schaden im Bereich der Sonde 11 auf. Entgegen dem klassischen Beispiel eines
thermischen Schadens mit Verstoffwechselung des Glykogens war das Glykogen
teilweise erhalten und lediglich die Extrazellulirraume in der HE- und PAS-
Farbung zeigten sich erweitert. Zum Verstdndnis dieses Phidnomens ist zu
erwihnen, dass bei allen als geschiadigt eingestuften Proben Bereiche existierten,
die in der PAS-Firbung ein nahezu vollstindig aufgebrauchtes Glykogenreservoir
aufwiesen, deren Extrazelluldrriume jedoch nicht erweitert waren (Kapitel 7.2.3,
Abbildung 32 und Kapitel 7.2.4, Abbildung 35). Diese Feststellung wirft die
Frage auf, in welcher Reihenfolge sich der Hochfrequenzeinfluss auf die
Erweiterung des Extrazelluirraumes und die Verstoffwechselung des Glykogens
auswirkt. Wissenswert ist in dem Zusammenhang, dass Glykogen eines der
grofiten bekannten Molekiile mit einem Molekulargewicht von bis zu iiber
100 Millionen darstellt (Nawroth und Ziegler 2001; Bhagavan 2002; Lang 2006;
Elias 2009) und besonders dicht in den Muskelfasern eingelagert wird (Dettmer et
al. 2006; Horn et al. 2009). Bei der vollstindigen Verstoffwechselung von
Glykogen konnte die Muskelzelle aufgrund des fehlenden Glykogens als
Platzhalter schrumpfen. Diese Annahme resultiert aus den Beobachtungen von
Studien, in denen Probanden nach physikalischer Belastung eine schwache
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Anfarbung mit PAS und teils auch eine Erweiterung des Extrazellulirraumes in
Biopsien aufwiesen (Gollnick et al. 1973; Nygaard et al. 1978). Deshalb wire es
vorstellbar, dass die Myozyten kollabieren, sobald kein Glykogen mehr vorhanden
ist und dadurch ein erweiterter Extrazellulirraum entsteht. Dies konnte eine
mogliche Erklarung fiir die Reihenfolge von Glykogenverstoffwechselung und
Erweiterung des Extrazellularraumes liefern. Eine Vorstellung wire, dass fiir die
Kollabierung eine bestimmte Zeitspanne notwendig sei, weshalb in Abbildung 32
und Abbildung 35 noch Bereiche ohne erweiterten Extrazellularraum erkennbar
sind. Die Interpretation ldsst sich nur bedingt auf die Sonde elf von Schwein 18
anwenden, da diese nur eine geringe Glykogenmetabolisierung mit erweitertem
Extrazellularraum aufweist. In diesem Fall wire nach weiteren Faktoren zu
suchen.

Eine weitere Auffilligkeit zeigte sich in der unterschiedlichen Verteilung des
thermischen Schadens. So traten bei den Schweinen 23 und 24 an allen Sonden
thermische Schiden auf, wohingegen die Schweine 16, 18, und 21 an einzelnen
Sonden Schidigungen aufwiesen. Ein Blick auf die Lokalisation der Schiden
demonstrierte, dass hauptsiachlich die Riickenmuskulatur und der Schinken
betroffen waren. Eine Erklarung hierfiir wire, dass in diesem Fall Muskeln mit
iiberwiegendem Anteil an weilen Fasern geschddigt waren. Sowohl der
M. longissimus, als auch der M. biceps femoris verfiigen iiber einen hdheren
Anteil an Typ-IIb-Fasern und iiber eine geringere Kapillarisierung als rote
Muskeln wie z.B. der M. masseter (Karlsson et al. 1999). Es ist zu vermuten, dass
aufgrund der rasanten Glykogenmetabolisierung unter anaeroben Bedingungen zu
Laktat und der geringeren Durchblutung, ein vermehrter lokaler Stau von
Milchsdure und Wirme zu einer Denaturierung der Muskelfasern fiihrt. Zum
weiteren  Verstandnis der Atiologie wire eine Kenntnis iiber die
Muskelfaserzusammensetzung der porcinen Bauchmuskulatur erforderlich. Dazu
liegen jedoch keine Angaben in der Literatur vor. Aus eigenen histologischen
Untersuchungen ist zu entnehmen, dass im Vergleich zu M. longissimus und
M. biceps femoris weniger Typ-1I-Muskelfasern in der Abdominalmuskulatur
lokalisiert sind (Kapitel 7.2.1). Ein geringerer thermischer Schaden in der
Abdominalmuskulatur setzt eine bessere Kapillarisierung, als in den beiden
letztgenannten Muskeln voraus. Untersuchungen zeigten beispielsweise an
japanischen Makaken {iiberwiegend Typ-IIb-Fasern im M. rectus abdominis,
M. obliquus externus abdominis, M. obliquus internus abdominis und
M. transversus abdominis (Ito 1998). Im Gegensatz dazu fanden Marquez und
Finol (1990) beim Menschen vermehrt Typ-Ila-Fasern im M. obliquus internus
und M. obliquus externus. Allein diese Unterschiede zwischen den Spezies
erschweren die Vergleichbarkeit, weshalb die Interpretation der geringer
geschiadigten Bauchsonde nur vorsichtig gestellt werden sollte. Die
Bauchmuskelsonden verliefen dariiber hinaus oberflichenparallel und waren von
einer groBBeren Schicht Fettgewebe, welches iiber eine erheblich grofBere
Warmekapazitit als Muskulatur verfiigt (Lange 2002), bedeckt.
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass anhand von Gefrierschnitten
in der HE- Fiarbung die Erkennung eines thermischen Schadens morphologisch
hinreichend moglich war. Zudem ermdglichten die Gefrierschnitte den Nachweis
von Glykogenverstoffwechselung durch eine PAS-Reaktion. Insgesamt stellen
Gefrierschnitte in Kombination mit Enzym- und Routinehistochemie eine
geeignete Methode dar, um HF-induzierte Gewebeschaden nachzuweisen.

Die Ergebnisse der Enzymchistochemie geschadigter Muskelareale deuten auf
eine Ubersduerung und Verlust der Enzymaktivitit, wihrend die Aktivitit der
mitochondrialen Enzyme Cox und SDH, aber nicht die zytoplasmatische
Myophoshorylase und mATPase, erhalten blieb. Diese Befunde zeigen, dass unter
Hochfrequenzeinfluss zuerst eine Zerstorung des Zytoplasmas und erst spiter
moglicherweise eine Schadigung der Mitochondrien stattfindet.

8.3 Hochfrequenzeinfluss und Maligne Hyperthermie

Alle verwendeten Schweine stammten von der deutschen Landrasse ab, welche
vermehrt stressanfillig ist (Sambraus 2001), wobei keine Selektion auf die
Ryr 1-Gensequenz (MHS-Gen) erfolgte, welche das Maligne Hyperthermie
Syndrom (MHS) verursacht (Martens 1997). Diese Faktoren waren bei der
phénotypischen Auspriagung des thermischen Schadens zu beriicksichtigen.

So duBerte sich bei der Sektion als hdufigster Befund thermisch geschiadigter
Versuchstiere eine zerkocht wirkende Riickenmuskulatur und ein teilweise sehr
blutiger Muskelanschnitt. Dieser hohe Blutausfluss hing damit zusammen, dass
die Tiere vor der Sektion nicht entblutet worden waren und sich dadurch ein
Blutstau in der Muskulatur und den BlutgefaBen ergab. Dieses Sektionsbild der
zerkocht wirkenden Muskulatur wurde 1m vorliegenden Fall einer
hochfrequenzinduzierten Hyperthermie zugeschrieben. Nichtsdestotrotz lassen
sich dhnlich typische Befunde auch bei der Stress- oder Halothan induzierten
malignen Hyperthermie beobachten.

Fiir die maligne Hyperthermie spricht, dass das makroskopische, als auch das
histologische Bild einer PSE-Erscheinung @hnlich sah (Freise et al. 2005; Franck
et al. 2007). Die Muskulatur stellte sich makroskopisch blass, weich und wissrig
dar, wobei die Erscheinungen hauptsichlich in der Riicken- und
Schinkenmuskulatur auftraten. Beide Orte sind charakteristische Lokalisationen
fiir die Entstehung von PSE (Kauffman et al. 1998).

In der histologischen Untersuchung dominierte die Erweiterung des
Extrazellularraumes das Bild, ebenfalls ein Kriterium fiir PSE (Bickhardt 1972;
Wendt et al. 2000; Waldmann et al. 2001). Im Zuge einer malignen Hyperthermie
erfolgt eine abnorm beschleunigte Glykogenolyse, die zu einem Erloschen der
intrasarkoplasmatischen Glykogenvorrite fithrt (Waldmann et al. 2001). Das
infolge der hohen Glykogenmetabolisierung anfallende Laktat fiihrt anschlieBend
zu einer Ubersiuerung und Denaturierung der Muskelfasern (Martens 1997;
Wendt et al. 2000). Aufgrund einer fehlenden PAS-Reaktion konnte eine
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vollstindige Metabolisierung des Glykogens und anhand der Farbumkehr der
alkalischen mATPase bei Schwein 23 eine Ubersiuerung nachgewiesen werden.
Weitere Indizien fiir PSE wiren physiologisch aussehende Bereiche neben
thermisch geschadigten Stellen (Waldmann et al. 2001), wie es beispielsweise
beim Schwein 18 in der Sonde 11 sichtbar war.

Gegen die Maligne Hyperthermie spricht, dass nur an den berechneten Hot-
spots thermische Schiaden auftraten. Die Ursache fiir diese Schaden ist am ehesten
die Hochfrequenz. Einen weiteren Aspekt fiir den Hochfrequenzeinfluss bildet die
Totenstarre, welche bei den Versuchstieren nicht aufgetreten ist, beim PSS jedoch
unmittelbar postmortal auftritt (Wendt et al. 2000; Waldmann et al. 2001). Im
Regelfall tritt die Totenstarre nach ca. vier Stunden ein (Vollmer 1995). Da die
Versuchstiere innerhalb von einer Stunde seziert wurden, konnte zum
Sektionszeitpunkt keine Totenstarre festgestellt werden. Die Schlussfolgerung
daraus ergibt, dass Glykogen systemisch nicht verbraucht war und deshalb keine
Totenstarre eintreten konnte.

Ein Hyperthermie induzierender Faktor, der moglicherweise zu PSS dhnlichen
Gewebeverdnderungen fiihrte, konnte die Narkose darstellen, weil die Schweine
durch die Anédsthesie unter Umstdnden in der Thermoregulation eingeschriankt
waren. So wies Shrivastava et al. (2009) bei mit Thiopental andsthesierten
Schweinen unter einer HF-Bestrahlung des Kopfes von 400,2 MHz fiir 2,5-3,4 h
bei einer SAR von ca. 2,93 W/kg, eine deutlich negative Wirkung der Andsthesie
auf die Thermoregulation nach. Deshalb wurde in unserem Versuch Propofol
verwendet, weil es im Gegensatz zu Thiopental die Thermoregulation nicht
beeinflusst (Sinnett et al. 1981; Kiening et al. 2006; Aken et al. 2007). So legten
die Kontrollschweine 13-15 dieses Versuches, die ebenso anédsthesiert wurden wie
die HF-exponierten Schweine 16-26, keine klinischen Auffilligkeiten zutage. Das
bestitigte sich makroskopisch bei der Sektion, als auch histologisch bei der
Mikroskopie. Somit kann die Anisthesie zumindest als unmittelbarer Ausloser des
PSS ausgeschlossen werden.

Eine denkbare Theorie fiir die Entstehung von PSS induzierten PSE-Fleisch
wire die Annahme, dass in der ohnehin vermindert durchbluteten Riicken- und
Schinkenmuskulatur die entstandene Wérme und das von den weilen
Muskelfasern vermehrt anfallende Laktat nicht abtransportiert wird. So erfolgt
durch den andauernden HF-Einfluss eine hohe Temperaturentwicklung bei
eingeschriankter Thermoregulation mit anschlieBender Denaturierung der
Muskelfasern. Auf diese Weise konnte die HF das PSS als Stressstimulus
induzieren und iiber einen Circulus vitiosus steigern. Das erklart die sehr hohen
Maximaltemperaturen von bis zu 56 °C in der Riickenmuskulatur von Schwein 23.
Hingegen ist bekannt, dass die maximale Temperatur im Riickenmuskel von
Schlachtschweinen mit PSE bei 40,5 °C liegt (Waldmann et al. 2001). Selbst die
maximal gemessene rektale Korpertemperatur lag bei Schwein 16 mit 44,10 °C
hoher, als die von Waldmann et al. (2001)  beschriebene
Korpertemperaturerh6hung von 42 °C bei PSE-Schweinen.
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Anhand der makroskopischen und histologischen Befunde fillt es schwer, den
direkten Hochfrequenzeinfluss von der malignen Hyperthermie zu trennen. Es
erscheint jedoch annehmbar, dass selbst unter Ausschluss des PSS eine dhnliche
Auspriagung des thermischen Schadens beim Schwein durch die schlechtere
Kapillarisierung und hoheren Anteil an weillen Muskelfasern im Vergleich zum
Menschen hervorgerufen werden kann.

8.4 Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf Menschen

Aus der Betrachtung der makroskopisch und histologisch nachgewiesenen
thermischen Schidigung stellt sich die Frage nach der Ubertragbarkeit auf den
Menschen. Dafiir erscheint jedoch ein Vergleich aus anatomischer und
thermoregulatorischer Sicht zwischen Mensch und Schwein sinnvoll, um anhand
der Gemeinsamkeiten oder Unterschiede eine Ubertragbarkeit in Erwigung zu
ziehen.

Beurteilt nach der Haufigkeit von thermischen Verbrennungen wéhrend eines
MRT-Betriebes zeigen nach Auskunft der American Food and Drug
Administration 2002 Untersuchungen von {iber hundert Millionen Menschen im
MRT nur wenige Vorfille. Die Erkenntnisse ergaben, dass die allgemeine
Beschwerderate laut der zur FDA gehorigen MAUDE-Datenbank im ppm Bereich
lagen. Unter den gemeldeten Beschwerden fanden sich nur zum geringen Teil
Angaben zu Verbrennungen. Selbst bei hundert Beschwerden iiber
Hochfrequenzverbrennungen ist die Zahl im Vergleich zu iiber hundert Millionen
untersuchten Patienten sehr klein. Dabei sind die bestétigten Verbrennungen noch
nicht miteinbezogen. Im Vergleich dazu traten bei fast einem Drittel aller
untersuchten Schweine thermische Schidigungen auf. Bezogen auf die
exponierten Tiere war beinahe die Hailfte aller Schweine in der Muskulatur
thermisch verdndert. In diesem Zusammenhang ist zu bemerken, dass die
applizierte SAR_WB mit bis zu 5,2 W/kg teilweise nur etwas mehr als die derzeit
von der IEC zugelassenen 4 W/kg betrug.

Bei den experimentellen Untersuchungen von Shellock et al. (1994) an
menschlichen Probanden, konnten bei einer Hochfrequenzbelastung von 6 W/kg
SAR_WB iiber 16 min keine unmittelbaren duBerlich klinisch sichtbaren Folgen
beobachtet werden. Vergleichsweise zeigte Schwein 18 mit nur 2,5 W/kg
SAR_WB und 60 min Expositionszeit in der Sonde elf bereits eine thermische
Schéddigung. Schwein 7, welches nicht in die Versuchsreihe der Gefrierschnitte
miteinbezogen wurde, verendete bei einer SAR_WB von 7 W/kg bereits nach
20 min. Hieraus ldsst sich schlieBen, dass Menschen bei Weitem nicht so anfillig
fiir thermische Belastungen und deren Folgen sind wie Schweine. Selbst bei der
Annahme, dass beim Menschen solche thermische Schiaden wie bei den
Versuchsschweinen auftreten konnten, miisste man von erheblichen Schmerzen
und Bewegungsunfihigkeit ausgehen. Hierbei ist jedoch zu beriicksichtigen, dass
in diesem Versuch mit iiber 4,8 W/kg fiir 60 min worst case-Szenarien gestestet
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wurden, die nicht ohne weiteres auf den Menschen {ibertragbar sind. Eine
Dokumentation von 40773 Patientenuntersuchungen in 3 Tesla Siemens MRT
zeigte, dass die meisten Untersuchungen bei durchschnittlich 2,2-2,3 W/kg,
maximal jedoch 2,8 W/kg tiber 10-20 min erfolgen (Brinker 2011). Auf der
anderen  Seite konnte eine  Hyperthermie-Studie mit  Mikrowellen
(Hochfrequenzbereich)  bei  menschlichen  Probanden  anhand  von
histopathologischen Untersuchungen keine thermische Schadigung nach 26 min
bei 434 MHz nachweisen (Ichinoseki-Sekine et al. 2007). Deshalb besteht eine
UnverhaltnismaBigkeit, die zeigt, dass anscheinend ein signifikanter Unterschied
zwischen Schwein und Mensch besteht. So stellten Shellock et al. (1992) und
Formica und Silvestri (2004) fest, dass kein Tier dem Menschen gleicht und iiber
dieselbe  thermoregulatorische  Physiologie verfiigt, welche fiir eine
Hochfrequenzbelastung essentiell ist.

Im Vorfeld des Versuches bestand das Vorwissen um die Unterschiede in der
Muskelfasertypenverteilung und der teils unterschiedlichen Kapillarisierung. Mit
einem derart massiven Auftreten von thermischen Schiadigungen wurde jedoch
nicht gerechnet. Somit stellt sich die Frage, ob diese Vorgidnge allein mit den
Muskelfasertypen und der Kapillarisierung zusammenhidngen oder weitere
Parameter wie das kardiovaskuldre System, das Lungenvolumen und die
Evaporation des Wairmestaus iiber die Atemluft eine Rolle spielen. Zu
berticksichtigen wiren auch Unterschiede in der Konvektion der Warme von der
Muskulatur tiber die Haut an die Umgebungsluft.

Aus anatomischer Sicht verfiigen Menschen und Schweine {iber die gleichen
Muskelfasertypen, jedoch eine dullerst unterschiedliche Verteilung und Anzahl
dieser Fasern (Brooke und Kaiser 1970; Szentkuti et al. 1981). Das gleiche Bild
spiegelt sich in der Kapillarisierung der Muskelfasern wieder. Rote Muskelfasern
sind starker kapillarisiert als weille Fasern, wobei das Schwein insgesamt in der
Muskulatur schlechter kapillarisiert ist als der Mensch (Jergensen et al. 1993; Stél
et al. 1996; Petersen et al. 1998; Brocks et al. 2000; Gedrange et al. 2003).
Voraussetzung fiir eine addquate Funktion der Kapillaren bildet eine gute
Perfusion, welche durch eine effektive Herzfunktion gewihrleistet wird
(Engelhardt 2010).

So haben die Herzen von Schwein und Mensch dhnliche Eigenschaften in
Aufbau und Funktion (Swindle und Smith 1998), jedoch unterschiedliche relative
Herzgewichte. Das relative Herzgewicht als prozentualer Anteil des Herzens am
Gesamtkorpergewicht betragt beim Menschen 5,2% und beim Schwein 2,9%
(Wegner 1971), wodurch es kreislauflabiler ist (Dammrich und Schulz 1991).
Zusitzlich ist die Lunge des Schweines im Verhiltnis zur Koérpermasse, sowie die
Alveolaroberfliche viel kleiner als beim Menschen. Die Alveolaroberfldche
betrigt beim Menschen 1,15 m*/kg und beim Schwein (vergleichbar zum Rind)
nur 0,64 mz/kg (Reinhold 2005). Hinzu kommt die geringere Atemtiefe des
Schweines (Reinhold 2005). Damit kann der Mensch unter Belastung eine bessere
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Durchblutung und Sauerstoffversorgung aufrechterhalten als das Schwein,
welches in Stresssituationen anfalliger fiir Atemnot ist (Waldmann et al. 2001).

Die physiologischen Parameter von Herz und Lunge unterscheiden sich
hingegen deutlich weniger. So betragt die Herzfrequenz beim Schwein
70-120 Schlage/ min und beim Menschen 60-80 Schlage/ min (Eich 1991;
Swindle et al. 2003; Kaiser et al. 2006; Speckmann 2008). Beide Spezies verfiigen
iiber eine dhnliche Atemfrequenz, welche beim Schwein 8-20 Atemziige pro
Minute und beim Menschen 12-16 Atemziigen pro min betragt (Kaiser et al. 2006;
Speckmann 2008). Das Ruhe-Atemzugvolumen beim Schwein liegt im Bereich
von ca. 10ml/kg und beim Menschen ca. 7,2-9,9 ml/kg (Reinhold 2005;
Engelhardt 2010; Batchinsky et al. 2011). Andererseits besteht ein deutlicher
Unterschied in der eng regulierten Korpertemperatur, welche beim Schwein
physiologisch bereits um 1 °C hoher liegt. Sie betrdgt beim Schwein 38-39 °C und
beim Menschen 36,5-37 °C (Kaiser et al. 2006; Schmidt und Lang 2007).

Dagegen besteht ein Unterschied zwischen beiden Spezies im Fettgewebe.
Beim Menschen betriagt der Anteil des Fettgewebes 10-25 % des Korpergewichtes
und beim Schwein je nach Alter 10-32 %. Einem 70 kg schweren Mensch
vergleichbares 70 kg Schwein wiirde einen Fettgewebeanteil von iiber 30 %
aufweisen (Mitchell et al. 2001; Berg 2003; Kugler 2006). Zudem gliedert sich
das porcine Fettgewebe in drei Teile: einen inneren, einen mittleren und dufleren
Teil (Houpt et al. 1979). Der hohere Fettgewebeanteil fiihrt dazu, dass das
Schwein bei Belastung eine verminderte Warmeabgabe hat, welche zu einem
erhohten Wiarmestau fithrt (Kolb 1974). Hinzu kommt, dass das Fettgewebe
allgemein 4-12 mal schlechter durchblutet ist als die Muskulatur und ca. 10 mal
schlechter vaskularisiert ist als die Haut (Loscher et al. 2006; Schmidt und Lang
2007; Aktories et al. 2009). Dadurch wirkt das Fett wie eine Isolationsschicht
zwischen der Muskulatur und der Haut. Das bedeutet, dass Kilte von der dul3eren
Umgebungsluft die Muskulatur nicht so rasch unterkiihlen kann, aber ebenso im
Muskel entstandene Wéarme schlecht iiber die Haut an die Umgebungsluft
abgegeben wird. Ein weiterer Beleg fiir die schlechte Leitfdhigkeit liegt in der
grofleren spezifischen Wiarmekapazitit des Fettgewebes, welches bis zu 10-mal
stairker erwdrmt werden muss als die Muskulatur, um ein gleiches
Temperaturniveau zu erreichen (Liidecke und Liidecke 2000; Lange 2003).

Im Falle einer Hyperthermie jeglicher Art kann der Mensch seine
tiberschiissige  Warme schnell und effektiv iiber das Schwitzen abgeben
(Speckmann 2008). Der Schweil} besitzt eine hohere Warmeleitfahigkeit und eine
noch viel hohere Wiarmekapazitiat als Luft (Lange 2003; Speckmann 2008;
Engelhardt 2010). Dadurch kommt es beim Schwitzen zu einer raschen
Abkiihlung der Haut und einer reduzierten Hyperthermie. Vorteilhaft ist hier vor
allem auch die groBBe Verdunstungsflaiche der Haut (Speckmann 2008). Tiere wie
das Schwein sind aufgrund ihrer Anatomie und Physiologie kaum zum Schwitzen
befdhigt. Aufgrund dessen steht ihnen nicht derselbe thermoregulative
Mechanismus wie beim Menschen zur Verfliigung (Engelhardt 2010). In
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natiirlicher Umgebung nutzen die Schweine im Falle eines Wirmestaus die
Moglichkeit zum Suhlen, um somit die Warme tiiber ihre sparlich behaarte Haut an
den feuchten und kiihlen Schlamm abzugeben (Steinhardt et al. 1976). Dieses
Verhalten hat den Vorteil, keinen Wasser- und Elektrolytverlust nach sich zu
ziehen (Engelhardt 2010). Eine weitere Moglichkeit der Warmeabgabe besteht fiir
das Schwein im Hecheln. Hierbei handelt es sich um eine hochfrequente, flache
Atmung, welche eine konstante alveoldre Ventilation bei gesteigerter Beliiftung
des Totraumes ermdglicht. Somit wird die gleiche Menge Luft hiufiger bewegt
und eine Abgabe von Wirme sowie Feuchtigkeit ermoglicht. Dabei bleibt das
Luftvolumen pro Minute konstant (Engelhardt 2010). Ein Nachteil des Hechelns
liegt in der Gefahr einer respiratorischen Alkalose und in der vermehrten
Muskelaktivitat, die ihrerseits wiederum Wéarme produziert, sodass iiber eine
langere Zeit die Kerntemperatur steigt und Erschopfung eintritt (Engelhardt
2010).

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass das Schwein gegeniiber dem
Menschen einen hoheren Anteil an weilen Muskelfasern besitzt und die
Muskulatur vergleichsweise schlechter kapillarisiert ist. Hinzu kommt ein héherer
Fettgewebeanteil, ein geringeres relatives Herzgewicht, eine im Vergleich zur
Korpermasse kleinere Lunge, eine kleinere Alveolaroberfliche, sowie eine hohere
Korpertemperatur und die fehlende Moglichkeit zum Schwitzen. Diese
anatomischen und physiologischen Differenzen pradisponieren das Schwein bei
Belastung in aller ersten Linie zu einer verschlechterten Wiarmeabgabe bei
Wirmestau, einer verminderten Sauerstoffversorgung der Muskulatur und einer
schlechteren Abgabe von Stoffwechselmetaboliten, insbesondere CO, und Laktat.
Die daraus resultierenden Folgen beim Schwein zeigen sich in einem erhdhten
Risiko fiir einen Hitzekollaps und thermische Schéden in der Muskulatur, wie es
bei den geschiadigten Versuchsschweinen sichtbar ist. Bei der Frage nach der
Wahrscheinlichkeit, welcher Faktor malgeblich an der Entwicklung des
thermischen Schadens in der Muskulatur beteiligt war, fallt von den aufgefiihrten
Aspekten der Muskulatur moglicherweise die grofte Rolle zu. VerhdltnismaBig
sind die Unterschiede in der Muskelfasertypenverteilung und der Kapillarisierung
hier am groBten. Dabei bildet der hohe Typ-IIb-Fasergehalt unter
stoffwechselmetabolischer Hinsicht (CO, und Laktat) ein wichtiges Kriterium,
wohingegen den Kapillaren beim Wairmeabtransport moglicherweise die
entscheidende Rolle zukommt. Denn aufgrund der schlechten Kapillarisierung in
den Typ-1Ib-Fasern kann wenig Wiérme iiber das isolierende Fettgewebe und die
ohnehin kleinere Alveolaroberfliche abgegeben werden. Wahrscheinlich konnte
selbst Schwitzen aufgrund der schlechten Wéarmekonvektion des Fettgewebes nur
wenig Abkiihlung verschaffen. Die daraus resultierende hohere Korpertemperatur
wiirde aufgrund der bereits relativ hohen physiologischen Kdrpertemperatur beim
Schwein sehr rasch zu einem thermischen Schaden in der Muskulatur fiihren.

Den vorliegenden Erkenntnissen nach zu urteilen kénnen die Ergebnisse des
thermischen Schadens aus anatomischer und physiologischer Hinsicht nicht direkt
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auf den Menschen iibertragen werden. Dennoch kann das Schwein den Extremfall
einer eingeschrinkten Thermoregulation beim Menschen simulieren und den
Worst Case darstellen.

8.5 Messgrofien

In diesem Versuch wurden 11 Schweine einer Ganzkorper-SAR von 2,5-5,2 W/kg
iiber 30-60 min ausgesetzt. Die applizierte Leistung lag nicht {iber den
iiblicherweise im Klinikalltag vorkommenden Werten und teilweise noch im
Rahmen der von der IEC festgelegten Richtlinien.

Bei der Betrachtung aller Auswertungen zur thermischen Schidigung und
Temperaturkorrelation ist deutlich sichtbar, dass die Temperatursonde 2 das beste
Gesamtbild liefert. An dieser Stelle korreliert die Maximaltemperatur und
CEM 43 sehr gut mit den thermischen Schiden, wobei die Uberginge vom
gesunden zum geschidigten Gewebe stets konstant sind.

Abgesehen von dem ungleichmiBigen Ubergang vom gesunden zum
thermisch geschiadigten Gewebe bei Sonde elf, ist die Korrelation der thermischen
Schaden mit der Maximaltemperatur besser als bei Sonde acht und bei CEM 43
von allen Sonden am besten, da hier der Ubergang von 0 nach 1 nur 1,9 CEM 43
aufweist. An dieser Stelle betrdgt bei Sonde zwei die Differenz zwischen gesund
und geschidigt 137,7 CEM 43 und bei Sonde acht sogar 172,6 CEM 43. Hierbei
fallt Schwein 16 bei der Sonde elf aus dem Rahmen, weil es nur bei den PAS-
Farbungen als hochster Wert ohne Schadigung auftritt, bei den HE-Farbungen
jedoch geschidigt erscheint. Diese Tatsache verwischt den Schwellenwert
zusétzlich, sodass an diesem Punkt bei der Sonde elf keine klare Abgrenzung
ersichtlich ist. Denkbar wire an dieser Stelle ein stochastisches Problem, weil
dieses Phinomen bei keiner anderen Sonde auftaucht. Deshalb ist hier am ehesten
eine Ausnahme anzunehmen, bei der zufillig zweimal ungeschidigte Stellen fiir
den Gefrierblock entnommen wurden. Beziiglich der Entstehung des thermischen
Schadens erscheint eine Orientierung an der Sonde zwei aufgrund der guten
Korrelation sinnvoll. So tritt basierend auf dieser Sonde ab 45,5 °C bzw.
76,6 CEM 43 ein thermischer Schaden im Muskelgewebe auf. In einer
Zusammenstellung von Grenzwerten flir die Schadigung von Geweben zeigten
Yarmolenko et al. (2011), dass zwischen 80-240 CEM 43 der Schwellenwert fiir
eine Gewebeschdadigung durch Hyperthermie in der porcinen Muskulatur liegt.
Dies entspricht dem in unserer Studie festgestellten Ubergang vom gesunden zum
geschiadigten Gewebe bei 76,7-214, 4 CEM 43 und bestitigt die Richtigkeit der
ermittelten Ergebnisse.

Bemerkenswert ist, dass die Differenz zwischen gesunden und thermisch
geschiadigten Proben von der VerhéltnismaBigkeit bei dem CEM 43-Konzept
insgesamt viel groBer ausfallt, als bei der Maximaltemperatur. Dieses Ergebnis ist
ebenso verwirrend wie die Erkenntnis, dass die SAR-Werte nicht mit der
thermischen Schéadigung korrelieren. Im Allgemeinen spielt die SAR eine
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traditionelle Rolle bei der Angabe der maximalen Sendeleistung (Kainz 2007,
Shellock und Spinazzi 2008). Aufgrund dessen hat die IEC die SAR_WB-
Belastung auf 2 bzw. 4 W/kg beschriankt. Unter diesen Umstinden konnen die
bestehenden SAR-Grenzwerte jedoch weder bestétigt noch widerlegt werden.
Denn bei gleicher Belastung und Expositionsdauer war Schwein 18 geschadigt,
wohingegen die Schweine 19-20 ungeschidigt blieben. Ebenso trat bei einer SAR
von 5,2 W/kg und halbstiindiger Expositionsdauer bei Schwein 22 kein
thermischer Schaden auf, jedoch bei Schwein 21 mit 4,8 W/k tiber 30 min. Anders
verhélt es sich mit der Maximaltemperatur. An dieser Stelle wird unter den
applizierten SAR-Werten die von der IEC festgelegte Maximaltemperatur von
T_Hotspot ,,Normale Betriebsart“ (NB) 39 °C und fiir T_Hotspot ,,Kontrollierte
Betriebsart Erster Stufe” (KBES) 40 °C deutlich iiberschritten. Hier reicht die
Spanne der thermischen Schadigung von 40,3 °C — 57 °C. Aus dieser traditionellen
Sicht besteht die Besonderheit, dass die thermischen Schéadigungen mit der
Maximaltemperatur und nicht mit den SAR-Werten korrelieren. Allerdings
bestehen keine Richtlinien auf der Grundlage des CEM 43-Konzepts, sodass die
in diesem Versuch ermittelten CEM 43-Werte nicht zugeordnet werden konnen.
Bisher bildet die Maximaltemperatur die am besten geeignete Messgrofle, um den
Schwellenwert fiir einen hochfrequenzinduzierten thermischen Schaden
anzugeben. Sie liegt bei Sonde 2 bei 45,5 °C, bei Sonde 8 bei 44,4 °C und bei
Sonde 11 bei 40,3 °C.
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9 Schlussfolgerung

Aufgrund der vergleichsweise geringen Anzahl von HF-Verbrennungen beim
Menschen im Gegensatz zum Schwein kann man davon ausgehen, dass die
thermischen Schiden beim Schwein auf den speziesspezifischen Unterschieden
beruhen, wobei das Schwein aufgrund seiner stirkeren Préadisposition zur
malignen Hyperthermie unter HF-Belastung ein PSE-Fleisch entwickelt haben
konnte. Moglich ist aber auch, dass die thermischen Verdnderungen in der
Muskulatur auch durch den HF-Einfluss entstanden sind, wobei die Manifestation
aufgrund der anatomischen und physiologischen Gegebenheiten des Schweines
zustande gekommen ist.

Die in den Gefrierschnitten festgestellten thermischen Schiaden korrelieren am
besten mit den Maximalwerten der Temperatur und dem CEM 43-Konzept. Von
allen Temperatursonden korreliert die Sonde zwei im Bereich der
Riickenmuskulatur am besten mit T_max und CEM 43. Ausgehend von dieser
Sonde entsteht ein thermischer Schaden ab 45,5 °C. Zwischen den thermischen
Schiden und der applizierten SAR besteht kein Zusammenhang. Dadurch erfolgt
hier eine Abkehr von den sonst traditionell gut korrelierbaren SAR-Werten. Die
Maximaltemperatur iiberschreitet die zuldssigen IEC-Grenzwerte, wohingegen die
CEM 43-Werte aufgrund fehlender Richtlinien nicht zugeordnet werden konnen.
Eine Bestitigung oder Widerlegung bestehender SAR-Werte ist aufgrund der
fehlenden Korrelation nicht moglich.

Tatsache ist, dass derartige Schidden nur durch die Unterschiede zwischen den
beiden Spezies erklarbar sind und dass die Ergebnisse dieses Versuches nicht ohne
weiteres auf den Menschen iibertragen werden konnen. Trotz der
Gemeinsamkeiten, die das Schwein und der Menschen besitzen, erscheint das
Schwein fiir Versuche dieser Art eher geeignet, Worst Case Situationen mit
eingeschriankter Thermoregulation darzustellen.
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10 Zusammenfassung

Der hier beschriebene Versuch wurde durchgefiihrt, um anhand von Temperatur-
messungen und der histologischen Untersuchungen von Gefrierschnitten selektier-
ter Muskelstellen die Schwellenwerte fiir das Auftreten von HF-induzierten ther-
mischen Schiaden beim Schwein als Modelltier im MRT zu definieren. Die hierbei
verwendeten Messgroflen waren die Spezifische Absorptionsrate (SAR), die Zeit
wiahrend der das Gewebe auf 43 °C erwiarmt wird (engl. Cumulative Equivalent
Minutes at 43 °C-CEM 43) und die Maximaltemperatur (T_max).

Dafiir wurden 11 Schweine der deutschen Landrasse unter intravendser
Anisthesie in einem Birdcage Resonator mit ~123 MHz im Quadraturmodus einer
Ganzkorper-SAR von 2,5-5,2 W/kg tiber 30-60 min exponiert. Zusdtzlich dienten
drei Schweine als Kontrollgruppe. An vorher am Computermodell bestimmten
Hotspots wurden iiber Temperatursonden die intramuskuldre Temperatur wahrend
der Hochfrequenzexposition erfasst und im Anschluss dort Muskelproben fiir die
Herstellung von Gefrierschnitten entnommen. Dabei zeigte sich der Birdcage
Resonator geeignet, die am Computermodell simulierten Hotspots am Tiermodell
Schwein als Hochfrequenzeinfluss darzustellen, weil die Ubereinstimmung von
von thermischen Schdden und Hotspots 66,4 % betrug. Wihrend der Anésthesie
wurden die Schweine auf Vitalparameter untersucht und nach der
Hochfrequenzexposition mittels Kaliumchlorid euthanasiert, wobei anschlieBend
eine Uberpriifung der Sondenpositionen im CT erfolgte.

Die Gefrierschnitte wurden zur morphologischen Uberpriifung des
thermischen Schadens mit Hamatoxylin-Eosin (HE) und fiir die Erfassung von
Glykogenverstoffwechselung mit Periodic Acid Schiff-Reagenz (PAS) angefirbt.
Eine  Trichromfirbung nach  Gomori ermoglichte auBerdem  eine
Muskelfasertypendifferenzierung.  Zusitzlich dienten enzymhistochemische
Reaktionen zum Nachweis der zytoplasmatischen Aktivitit von myofibrillarer
Adenosin-Triphosphatase (mATPase) und Myophosphorylase sowie der
mitochondrialen  Aktivitit von  Succinat-Dehdrogenase  (SDH)  und
Cytochromoxidase (COX). Die Gefrierschnitte und die histologischen Farbungen
erwiesen sich als geeignet, den thermischen Schaden darzustellen.

Der thermische Schaden wurde makroskopisch als blass und zerkocht
wirkende Muskulatur beschrieben. Histologisch lag ein thermischer Schaden bei
Erweiterung des Extrazelluldrraumes in der HE-Fiarbung und fehlender
Glykogendarstellung in der PAS-Reaktion vor. Von 11 exponierten Schweinen
wurden fiinf als geschidigt eingestuft, dabei hatten zwei Schweine in allen
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Temperatursonden einen thermischen Schaden. Am besten war der thermische
Schaden im Bereich der Temperatursonde zwei und hier besonders mit T_max
und CEM 43 korrelierbar. Die Temperatursonden 8 und 11 korrelierten aufgrund
groBerer Abstande und Uberlappungen von gesunden und geschidigten Proben
weniger gut. Insgesamt fiel die Korrelation entgegen den traditionell iiblichen
SAR-Werten am besten mit der Maximaltemperatur aus. Demnach lag der
Schwellenwert fiir T_max bei 45,5 °C. Die CEM 43-Werte korrelierten etwas
schlechter als die T _max. Die SAR-Werte hingegen waren iiberhaupt nicht
korrelierbar. Deshalb konnten die von der IEC aufgestellten SAR-Grenzwerte
weder bestitigt noch widerlegt werden. Die von der IEC zugelassene
Maximaltemperatur wurde jedoch deutlich iiberschritten. Aufgrund fehlender
Grenzwerte fiir das CEM 43-Konzept konnten die ermittelten CEM 43-Werte
nicht eingeordnet werden. Insgesamt zeigt sich, dass T_max gefolgt von CEM 43
im M. longissimus den besten Schwellenwert fiir thermische Schiden beim
Schwein darstellt.

Die Manifestierung des thermischen Schadens in der Muskulatur wird
hochstwahrscheinlich durch den iiberwiegenden Anteil an weilen Muskelfasern
und die geringere Kapillarisierung im Vergleich zum Menschen hervorgerufen. So
kann die unter dem HF-Einfluss in der Muskulatur entstehende Warme schlecht
iiber die wenigen Kapillaren an das kaum leitende Fettgewebe abgegeben werden.
Dieser Umstand wird durch die fehlende Moglichkeit zum Schwitzen verstérkt.
Dazu kommen die beim Schwein kleinere Lunge und Alveolaroberfliche, die
geringere Atemtiefe und das niedrigere relative Herzgewicht. So ist die
Wirmeabgabe aufgrund schlechterer Thermoregulation viel geringer und die
Gefahr einer Hyperthermie aufgrund der bereits um 1 °C physiologisch hoheren
Korpertemperatur viel hoher. Denkbar ist die Entstehung des thermischen
Schadens aufgrund der direkten Einwirkung der Hochfrequenzstrahlung, wobei
auch fiir genetisch nicht priadisponierte Schweine die maligne Hyperthermie in
Betracht zu ziehen ist. Die in der Humanmedizin gemeldeten HF-Verbrennungen
liegen bei iiber einer Million im MRT untersuchten Menschen im ppm-Bereich,
im Verhiltnis zu knapp 50% geschéddigten Schweinen in diesem Versuch. Deshalb
ist aufgrund des insgesamt sehr viel hdufigeren thermischen Schadens bei diesen
Schweinen von einer Ubertragbarkeit der FErgebnisse auf den Menschen
abzusehen. Dadurch erscheint das Schwein fiir thermische Versuche unter
dhnlichen Fragestellungen als Versuchstier eher zu Simulierung von Worst Case
Situationen mit eingeschrankter Thermoregulation geeignet.
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11 Summary

11.1 Threshold determination of tissue damage caused by
high frequency fields in MRI in swine model

This experiment was performed in order to establish thresholds for muscle tissue
damage induced by radiofrequency hyperthermia using cryostat-sections and
temperature measurements. The measured variables were the specific absorption
rate (SAR), the cumulative equivalent minutes at 43 °C and the maximum
temperature (T_max).

To this end, 11 pigs of German Landrace were anesthesized intravenously
(TIVA). Radiofrequency was applied as whole body SAR with 2,5-5,2 W/kg for
30-60 min in a birdcage resonator which operated in a quadrature mode at
~123 MHz. Additionally three pigs served as a control-group. For the
determination of the tissue effects the intramuscular and rectal temperatures were
recorded with a multi-channel fibre optic measurement device, which was placed
at potentially hyperthermic areas of the body (hotspots). These hotspots were
predicted by a digital three-dimensional swine model, which had a 66,4% correct
prediction of hotspots.

During anesthesia the pigs were controlled for vital parameters. After
radiofrequency exposure they were euthanized with potassium chloride and
checked in computer tomography (CT) for the position of the fibre optic
measurement device. For morphological verification of tissue damage frozen
sections were stained with haematoxylin-eosin (HE). Besides periodic acid Schiff
(PAS) was applied to prove glycogen metabolization. A modified Gomori-
trichrom-stain  enabled a muscle fiber differentiation. Additionally
enzymehistochemical reactions were used to demonstrate cytoplasmatic activity
of myofibrillar adenosine triphosphatase (mATPase) and myophosphorylase.
Enzymehistochemical reactions also served to evidence mitochondrial activity of
succinate dehydrogenase (SDH) and cytochrome oxidase (Cox). Both the cryostat
sections and histological stains proved to be appropriate to demonstrate thermal
tissue damage.

Acute thermal damage was described macroscopically as pale, soft and
exsudative tissue and microscopically as an enlargement of the extracellular space
both in HE and PAS. Additionally a loss of intrasarcoplasmatic glycogen due to
metabolisation was apparent in PAS.



Summary 83

Five out of eleven radiofrequency exposed pigs were thermally damaged, two
of them even had thermal damage at all three locations. The thermal damage
correlated best in the longissimus dorsi muscle and here especially with T_max
and CEM 43. The threshold for thermal damage according to T_max was 45,5 °C.
The thigh and the abdomen did not correlate so well because of inaccurate
thresholds. Surprisingly, in contrary to common opinion there was no correlation
at all between thermal damage and SAR. Therefore we were not able to prove or
to disprove existing SAR-thresholds, set by the international electrotechnical
commission (IEC). While the highest T_max values were above IEC temperature
limits, the CEM 43 could not be compared as a result of missing IEC thresholds
for CEM 43. Alltogether T_max and CEM 43 showed the best results in
M. longissimus dorsi muscle compared to thigh or abdomen.

The manifestation of thermal damage in muscle tissue of pigs is probably
caused by the predominantly high percentage of white muscle fibers and their low
capillarization, compared to humans. Therefore radiofrequency generated heat is
restrained to dissipate bover low capillarization and thick adipose tissue. This
circumstance is enforced by the missing ability to perspiration. Additionally the
porcine lung and the alveolar surface are much smaller just like the low breathing
depth and the low relative heart weight. An important difference between these
two species is also the higher body temperature of swine (38-39 °C) compared to
the lower body temperature of humans (36,5-37 °C). As a result hyperthermia is
much more likely to occur in pigs than in humans.

It is possible that thermal muscle tissue damage was caused by radiofrequency
radiation alone but malignant hyperthermia has to be considered in genetically not
predisposed pigs too. In human medicine there were over hundred million people
examined in MRT but only ppm cases were reported as complains and far less
were confirmed burns. In our experiment almost 50 % of all radiofrequency
exposed pigs had thermal damage. So it seems not possible to assign our results to
the human population. For this reason the pig rather appears as an adequate
animal model to simulate worst case situations with disabled thermoregulation.
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