Materialien und Methode

2. Materialien und Methode

2.1 Evaluation eines intern gekihlten bipolaren Applikdionssystems zur
Radiofrequenztherapie von Lebertumoren an der gesuien Rinderleber ex-

Vivo

211 Zielsetzung der Versuchsreihe

Im Rahmen von Vorversuchen zu diesem Projekt wird&isammenarbeit mit dermstitut
fur Medizinische/Technische Physik und Lasermeda@s Universitatsklinikums Benjamin
Franklin der Freien Universitat Berlin der Prototgmes neuen Applikators zur bipolaren
Radiofrequenztherapie in biologischem Gewebe eksitic der anschlieBend durch eine
Firmenneugrindung (Celon-AG, Teltow-Berlin) fur derkommerziellen Markt

weiterentwickelt wurde.

Ziel der im folgenden dargestellten Versuchsreiler ws, dieses Applikationssystem im
Hinblick auf dessen Eignung zur Behandlung von keleoren zu erproben. Dabei sollte
insbesondere der Fragestellung nachgegangen weobledje bipolare Konfiguration des
Applikationssystems es ermdglicht, ausreichend hdreergiemengen interstitiell zu
applizieren, um entsprechend grof3e Schadigungswadunm Zielgewebe induzieren zu
konnen. Diese Versuchsreihe erfolgte ex-vivo amugésr Rinderleber, welche die Induktion

ausreichend grof3er Lasionsvolumina zulasst.

2.1.2 Materialien

2.1.2.1 Hochfrequenzstrom - Generator

Der verwendete Hochfrequenzstrom-Generator war lesrstungssteuergerat mit einer
maximalen Ausgangsleistung von 250 W und einer Anggfrequenz von 470 kHz. Es
konnten 1-3 bipolare Applikatoren simultan an deen&ator angeschlossen werden. Bei
Anschluss von zwei Elektroden (entsprechend eingroldren Applikator) befand sich das
Gerat im bipolarenBetriebszustand. Dem bipolaren Modus lag ein Régmlithmus
zugrunde, welcher bei einsetzender Gewebedehydgenad Anstieg der Gewebeimpedanz
die Leistungsabgabe fir 4 Sekunden unterbrachstaesie control automatic power ,RCAP-
Modus”) und anschlielend die Leistungsabgabe wiealdivierte. Die Endabschaltung

erfolgte bei Uberschreiten eines Widerstandsgrerteaeon 50Q2.
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2.1.2.2 Arbeitsplatz

Der Hochfrequenzstrom floss im bipolaren Modus ehiss3lich zwischen den im zu
behandelnden Gewebe platzierten Elektroden. Eingtralelektrode war nicht notwendig.
Das Leistungssteuergerat wertete zur Steuerung degistungsabgabe den
Gewebewirkwiderstand und nicht die Gewebeimpedamz ®ie Leistungssteuerung war
somit unabhéngig von den verwendeten Applikatoned erfolgte stets reproduzierbar. Es
wurde bei Leistungsabgabe die tatsachlich in dasveBe eingebrachte Wirkleistung
angezeigt, welche den therapeutischen Effekt bésvirlkm Gerat selbst war nur die
Leistungsstufe zu wahlen und die Leistungsabgaliedem Ful3schalter zu aktivieren. Die

abgegebene Energiemenge sowie die Applikationsdaueden bei Aktivierung des

Generators automatisch gemessen und am Geréat agigsz@&bb. 1).
|

\

Abb. 1. Arbeitsplatz mit Laptop, LeistungssteuerungsgeParistaltikpumpe und drei im
Gewebe positionierten bipolaren Radiofrequenzappiilen
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2.1.2.3 Bipolare Hochfrequenzstromelektrode

Es wurde eine bipolare, intern gekuhlte, starregttationselektrode verwendet (s. Abb. 2).
Uber die Zu- und Ablauféffnung der Elektrode konulie interne Kiihlung des gesamten
Schaftes mit Kochsalzlésung erfolgen, wodurch emeasche Erhitzung und Austrocknung
des applikatornahen Gewebes verhindert werdenes@ér Durchmesser der verwendeten
Elektroden betrug 1,8 mm und die Schaftlange 150 mim aktive Lange einer Elektrode

wurde von der Applikatorspitze bis zum Ende der immeElektrode und dem Beginn des

Isolators bemessen. Es kamen aktive LAngen vonni203® mm sowie 40 mm zum Einsatz.

Querschnitt A-A

Isolationsschicht Elektrode 1 Elektrode 2
elektr. Leitung_| ‘ @
Spiilschlauch Kuhlfliissigkeit /\ e

Kunststoffspitze Kunststoffrohr

Abb. 2. Schematisch Darstellung des intern gekihlten laipa Applikators (oben:

Aul3enansicht, unten: Langsschnitt, rechts: Querdrhn

Den schematischen Aufbau einer bipolaren gekuhdtamren Koagulationselektrode zeigt
Abbildung 2. Die bipolare Konfiguration bestand awgei Edelstahlelektroden, die koaxial
hintereinander angeordnet waren. Dazwischen bedanidein Kunststoffisolator. Die Lange
des Isolators betrug 10 % der aktiven Lange. Dialfissigkeit wurde durch ein zentrales
Rohr bis an die Spitze des Applikators gepumpt strdmte an den Elektroden entlang
wieder zurick zum proximalen Ende des Applikatose koaxiale Anordnung der

Elektroden ermdglichte einen Hochfrequenzstromflusger zwischen den beiden
isolatornahen Elektrodenenden begann und sich siammetrisch um die Elektroden herum

ausbreitete.
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2.1.24 Peristaltikpumpe

Fur die kontinuierliche Aufrechterhaltung der imen Kihlung wahrend der bipolaren

Applikation wurde in allen Versuchen eine Perigtplimpe eingesetzt, die automatisch mit
dem Ingangsetzen des Stromflusses im Applikatoteséa Die Peristaltikpumpe bestand aus
einer Rollenpumpe mit drei Pumpenrotoren (s. AQbD&irch die Rollen der Pumpenrotoren
wurden die eingelegten Schlauche so okkludierts ddie darin vorhandene Flussigkeit
transportiert wurde. Die Schlauchpumpe ermdgliclge Transport flissiger Medien ohne in
Kontakt mit der Pumpe zu kommen. Die Flussigkert$étmenge betrug 30 ml/min pro

Rotor. Es wurde Kochsalzlésung fur die Kuhlung vandet, welche sich in einem Kreislauf
mit einem Behélter als Zwischenspeicher befand. Benperatur der Kihllésung betrug

20°C.

2.1.2.5 Gewebeproben (Rinderleber)

Als Versuchsmedium flr die bipolaren Versuchsreilmnde Rinderleber verwendet. Die
Lebern waren post-mortem ca. 28h alt. Das GewiehRinderlebern betrug im Durchschnitt
9 Kg. Die Organe wurden vom FleischgrolBmarkt (Belsssasse, Berlin) bezogen. Die
Transportzeit vom GrolBmarkt bis zum Laborarbeitgplaetrug 40 min und erfolgte in

Polyethylenbeuteln, um das Gewebe vor Austrockraungchitzen.

Generator )
PC q) O O p Applikator
Koagulationsnekrose
Pumpe Leber

® © G|

Kahlflissigkeit

Abb. 3: Schematische Darstellung des Arbeitsplatzaufbawhrend der bipolaren
Radiofrequenztherapie
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2.1.3 Methoden

2.1.3.1 Gewebevorbereitung und Préparation

Im direkten Anschluss an den Transport wurden diebektn im geschlossenen
Polyethylenbeutel im Wasserbad auf eine konstantisgangstemperatur von ca. 20°C
temperiert. Die Positionierung der Koagulationstlmiken wurdeso ausgewahlt, dassn die
Elektroden an der breitesten Stelle des Lappenkig@ia wurden, um eine vollstandige
Koagulation tber die gesamte Lappenbreite zu vddim Zusatzlich wurde darauf geachtet,
die Applikation nicht hilusnah durchzufiihren, um s@nig Gefalle wie moglich im

Koagulationsgebiet zu haben.

2.1.3.2 Versuchsdurchfihrung

Fur den bipolaren Versuchsaufbau wurde ein an dastungssteuergerat eine bipolare
Koagulationselektrode (2.1.2.3 und Abb. 3) angemddn. Nach der vollstdndigen
Installation aller beteiligten Gerate erfolgte di€ositionierung der bipolaren
Koagulationselektrode mit einer aktiven L&nge vdh 30 oder 40 mm im gleichmalig
temperierten Gewebe. Die Punktion der Leber wumedgrchgefiihrt, dass eine zentrale
intrahepatische Lage der Elektrode plus mindesBrsn Eindringtiefe gewahrleistet war.
Danach erfolgtedie Applikation des Hochfrequenzstromes. Die Apgtin wurde
automatisch vom Geréat beendet, sobald ein Ubeilisehrdes Widerstandsgrenzwertes von
500Q auftrat (s. 2.1.2.1; S. 26), was durch einen Signaakustisch angezeigt wurde. Nach
dem Ausschalten des Generators und der Pumpe wigdéagulationselektrode weitere 60
Sekunden zur Abkihlung im Gewebe belassen.

Die Messungen der vom Generator abgegebenen Lgigtinlgte jede Sekunde fir die
gesamte Dauer jeder einzelnen Applikation. WahierdVersuchsdurchfiihrung erfolgte die
standige Registrierung der zugefuhrten EnergiedesdGewebewiderstandes, um die relative
Austrocknung des Gewebes zu Uberprifen. Die Eirgelbmisse jeder Messung wurden
notiert und fur die statistische Berechnung verveenBir die Versuche wurden Elektroden
mit 20, 30 und 40 mm aktiver LAnge eingesetzt. Heden jeweils 5 Messungen bei 10, 15,
20, 25, 30, 35, 40, 45 und 50 W durchgefuhrt, wobles Abschaltung durch das

Leistungssteuergerat vorgegeben wurde (s. 2.132.26). Bei einer Elektrodenlange von 30
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und 40 mm ergab sich bei einer AusgangsleistungMbiV keine komplette Koagulation,
woraufhin diese Einstellung verworfen wurde (s. . THb

Aktive
Applikator Leistungseinstellungen (W) n
Elektrodenlénge

Bipolar 20 10/ 15/ 20/ 25/ 30/ 35/ 40/ 45/ 50 45
Bipolar 30 15/ 20/ 25/ 30/ 35/ 40/ 45/ 50 40
Bipolar 40 15/ 20/ 25/ 30/ 35/ 40/ 45/ 50 40

Tab. 1: Darstellung der bipolaren Versuchsreihen unteti8esichtigung der verschiedenen

Elektrodenlangen und Leistungseinstellungen

2.1.3.3 Praparation und Beurteilung der Gewebeproben

Die makroskopische und histomorphologische Beungilder Gewebeveranderungen sowie
die enzymhistochemische Untersuchung erfolgte ofgeihden Methoden:
1.Makroskopische Vermessung der entstandenen thdremsgewebelésionen
2.Berechnung des Volumens der thermisch erzeugtenrieis
3.Lichtmikroskopie von Paraffinschnitten und Gafsehnitten nach Hamatoxylin-Eosin
Farbung der Praparate
4.Lichtmikroskopie von Gefrierschnitten nach enzistdthemischem Nachweis der

NADH-Dehydrogenase

2.1.3.3.1 Makroskopische Beurteilung der Lasionen

Im Anschluss an jede bipolare Hochfrequenzstronikgjobn erfolgte das Aufschneiden des
Lebergewebes langs zur Applikatorachse, um das Aldsder Thermolasion makroskopisch
zu bestimmen. Die makroskopisch sichtbaren GeweBrderungen wurden in axialer und
radialer Richtung zum Applikator mit einer Schidbie vermessen. Aus diesen Daten wurden
die Volumina der thermisch erzeugten Lasionen lereic Die Berechnung erfolgte mit Hilfe

der Formel zur Bestimmung des Volumens fiir Rotagtipsoide (V = 1/6t[(DalDr?).
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2.1.3.3.2 Mikroskopische Beurteilung der Lasionen

Zur histologischen Aufarbeitung wurden 1 x 1 cmi3dsewebeblocke vom Grenzbereich
zwischen nativem Lebergewebe und der Lasion entremmmie Halfte der Gewebeproben
wurden einer Paraffineinbettung zugefihrt, von déorigen Gewebeproben wurden
Gefrierschnitte angefertigt. Die Schnitte wurderr Beurteilung mit zwei verschiedenen
Farbemethoden behandelt: die Hamatoxylin-Eosiniighb (HE-Farbung) und die p-
Nitrotetrazoliumblau-Farbung (NTB-Farbung). Fir diterstellung derH&E-Praparate
wurde jeweils die Halfte des die L&sion beinhaleand_eberlappens in einer 10-%igen
Formalinlosung fur mindestens 1 Woche fixiert. NaPlaraffineinbettung wurden die
Préaparate mit einem Verschiebeschlitten-Mikrotorschaitten und nach Entwasserung in der
aufsteigenden Alkoholreihe alle histologischen Sithréiparate eines Gewebeblockes
gefarbt.

Um vitales von irreversibel geschéadigtem Lebergewvelbzugrenzen, wurde der
enzymhistochemische Nachweis der NADH-Dehydrogenasg dem Farbstoff p-
Nitrotetrazoliumblau (NTB-Farbung) herangezogenedei Farbung zeigte an, ob auch in
scheinbar ungeschéadigten Zellbereichen noch valigi¥t vorhanden war. Dazu wurde die
Lasion auf Korkplattchen aufgebracht. Anschlie3emdrden die Proben in flissigem
Stickstoff (-176° C) tiefgefroren und bei -80° Qagert. Von den Gewebeblocken wurden in
einem Kryostatraum (2800 Frigocut N, Reichert -gJudchnitte von 10um hergestellt. Nach
Fixierung und Trocknung wurden die Schnitte in ait@kubationskasten bei 37° C gebracht.
Dann erfolgte das gleichmafdige Aufbringen des Ibktiansmediums [NADPH 0,5 mg/ml,
Phosphatpuffer 0,1 M (pH 7,4), Tetranitrotetrazwinlau (TNBT) 1 mg/ul in organischem
Lésungsmittel] und die Inkubation fir 45 Minutenadth der Inkubation wurde das Medium
abgegossen, die Schnitte fir 10 Minuten unter dinelém Leitungswasser gespult und dann
fur 10 sec. in Aqua destillata bewegt. Zum Nachgaserden die Schnitte fur 24 Stunden im
Brutschrank (V 30, Memmert) belassen. AbschlieReridigte das Eindecken der Schnitte
mit Glyceringelatine. Die histologischen Schnitfméate wurden von zwei unabhangigen

Untersuchern lichtmikroskopisch beurteilt und plgpéphisch dokumentiert.

2.1.3.4 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte R€Hitzt mit dem Statistikprogramm SPSS
11.5 fur Windows 2000. Fur die graphischen Danstglen wurden Gruppenmittelwerte und
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Standardabweichungen der Mittelwerte berechnet. Dtistische Analyse der
Messergebnisse von den erzeugten Lasionsvolumidaden eingebrachten Energiemengen
erfolgte mit Hilfe nichtparametrischer Tests undqyRssionsanalysen.

Beim Vergleich der bipolaren Daten von Koagulatimismina und Energiemengen fir die
verschiedenen Elektrodenlangen 20, 30 und 40 mndevder Mann — Whitney — Test
verwendet. Die Einzelauswertung der erzeugten basmumina und eingebrachten Energien
in den verschiedenen Versuchsreihen mit den urtiedicchen Elektrodenlangen wurde mit
Hilfe von Regressionsanalysen durchgefUhls. signifikant wurde bei allen Ergebnissen eine

Irrtumswabhrscheinlichkeit von p < 0,05 angeseh@4]2
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2.2 Untersuchungen  zur  Effektivitatssteigerung bei  der bipolaren
Radiofrequenztherapie und laserinduzierten Thermtherapie von

Lebermetastasen durch Unterbrechung der hepatis@n Perfusion

221 Einfluss der kompletten und selektiven hepachen Perfusionsunter-
brechung auf das induzierbare L&sionsvolumen bei de bipolaren
Radiofrequenztherapie und laserinduzierten Thermotlerapie an der

Schweineleber in-vivo

22.1.1 Zielsetzung der Versuchsreihe

Nachdem mit dem neuentwickelten Applikator fir dipolare Radiofrequenztherapie und
dem bereits in friheren Studien entwickelten Apglk flr die laserinduzierte
Thermotherapie [9] zwei Systeme vorlagen, mit deregroduzierbare Thermolasionen im
Lebergewebe ex-vivo induziert werden konnten, wardéie folgenden In-vivo
Versuchsreihen durchgefihrt. Hintergrund diesesMehnsreihe war die Problematik, dass die
mit einer Einzelapplikation induzierten Thermold®a unter klinischen Aspekten nur die
Behandlung einer begrenzten Anzahl von Metastasgassen wirden. Frihere Studien
konnten weiterhin zeigen, dass der Kihleffekt degpatischen Perfusion einen wesentlichen
Einfluss auf die GrolRe der Thermolasion hat und chiureine komplette

Blutflussunterbrechung eine signifikanten Vergrafderder Thermolasionen zu erzielen ist.

Ziel dieser Studie war es, den Effekt der bipolaf@adiofrequenztherapie und der
laserinduzierten Thermotherapie in Kombination mither kompletten (Pringle-Mandver)
oder selektiven (intraarterielle Applikation von agtéemikrosphéaren) hepatischen
Blutflussunterbrechung am Schweinelebermodell aig khduzierbare L&sionsgréfie zu
bestimmen sowie den Temperaturverlauf um den Appiikals Mal3 fur die Effektivitat der
Warmeausbreitung zu ermitteln. Hierbei sollte beeos der Fragestellung nachgegangen
werden, welchen Effekt eine selektive arteriellekidembolisation der Leberperfusion auf
die entstehenden Thermolasionen hat. Diese Vemihehr erfolgte in-vivo am
Schweinemodell unter Einsatz der bipolaren Radipfeaztherapie (s. 2.2.1.2; S. 35) und der
laserinduzierten Thermotherapie (s. 2.2.1.3; S. 39)
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2.2.1.2 Einfluss der kompletten und selektiven hepachen Perfusionsunter-

brechung bei bipolarer Radiofrequenztherapie

2.2.1.2.1 Materialien

2.2.1.2.1.1 Radiofrequenz-Equipment

Zur Induktion der Thermolasionen wurde ein inteekighltes bipolares Radiofrequenzsystem
verwendet, welches bereits in den Vorversucheneseigt und dort ausfihrlich beschrieben
wurde (s. 2.1.2.1 - 2.1.2.4; S. 26 ff.). Zum Eimrgatdiesem Versuchsaufbau kamen bipolare
Radiofrequenzstromelektroden mit einem Durchmegser3,0 mm, einer Gesamtléange von
15 cm und einer aktiven Lange von 40 mm. Die Leigdabgabe entsprach dem in den
Vorversuchen beschriebenen Modus mit impedanzkitietter Leistungsabgabe (s. 2.1.2.1;
S. 26). Zur Temperaturmessung wahrend der RF-Agipdik im Gewebe wurden flexible
Nickel-Chrom-Nickel-Thermoelemente (Standard Indééed Thermocouple Thermocoax,
Philips, 500 um) verwendet. Die Temperaturentwioglwurde automatisch jede Sekunde
dokumentiert, beginnend 5 Minuten vor der Radiafegablation. Der Abstand des
Applikators vom Thermoelement betrug 10 mm. Um elieAbstand sicher reproduzieren zu

kénnen, wurde eine spezielle Halte- und Einfuhrsolgablone verwendet.

2.2.1.2.1.2 Intraoperativer Ultraschall

Die exakte intrahepatische Platzierung der Apptiket und des Thermoelementes wurde
mittels eines intraoperativen Ultraschalls Uberpuirid kontrolliert. Die sonographischen
Untersuchungen wurden mit einem hochauflésendemddihallgerat (Echocamera SSD-620,
Aloka) und einem 7,5 MHz Linear-Scanner durchgefitahrend der Applikation erfolgte

Uber die gesamte Zeit die sonographische Darstetlen Applikatoren..

2.2.1.2.1.3 Versuchstiere

Als Versuchstiere dieser Versuchsreihe dienten #Rtsthe mannliche Hausschweine
(Gewicht 30-40 kg, Alter 10-12 Wochen, Genehmigugsmer LaGetSi Berlin: G 0015-
02). Die Tiere erhielten eine Standarddiat und wordum Tag des Experiments nichtern

gelassen. Die Auswahl der Versuchstierspezies Sahevéolgte aufgrund der Ahnlichkeiten
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der Leber des Schweines zur menschlichen Leberigtorhorphologischen Aufbau und in
den optischen Gewebeparameter [271]. Dartber hinamde aufgrund der zu erwartenden
Dimensionen der maximal induzierbaren Lasionsvoharein Versuchstier bendtigt, dessen

Lebervolumen dem des Menschen anndhernd ahnelt.

2.2.1.2.1.4 Starkemikrospharen (DSM)

Zur Unterbrechung des arteriellen Blutflusses eiol die Verwendung von
Starkemikrospharen (SpheféxPharmacia; Uppsala, Schweden). Hierbei handslséch um
aus Starke synthetisiertes, nicht immunogen wirksaMaterial (DSM = degradable starch
microspheres). Durch Aufquellen in wassriger Phexrbgelten die Mikrospharen geleeartige
Eigenschaften, waren nicht vollig starr, sondemastdeformierbar und konnten sich somit
der Form der vaskuldaren Umgebung anpassen. Sowonth dlen Grad der Quervernetzung
als auch durch die Teilchengréf3e lasst sich diel@aadigkeit des enzymatischen Abbaus
durch die korpereignea-Amylase steuern. Die in diesem Versuchsteil vedets
Mikrospharen wiesen einen mittleren Teilchendurcésee von 45+ 7 um auf. Unter
physiologischen Bedingungen zeigten die Mikrosphamevitro eine Halbwertzeit von 20 bis
30 Minuten bei 37°C und pH 7.0. Nach etwa einem&uwaren die Partikel vollstandig
abgebaut. Die Dauer der Okklusion ist linear von [desis abhangig. Aufgrund der Grolie

der Mikrospharen erfolgt die Okklusion in den Arvégn nahe am kapillaren Bett.

2.2.1.2.2 Methoden

2.2.1.2.2.1 Versuchsdurchfiihrung

Die Versuche wurden in einem voll ausgestatteterer-OP unter Verwendung
standardmaliiger steriler chirurgischer Technik ul$trumente durchgefiihrt. Alle
Experimente begannen nachdem die Tiere mit Ketdfrfinmg/kg i.m.) und Thiopental (10
mg/kg i.v.) narkotisiert wurden. Die Tiere wurdemubiert und beatmet. Die Beatmung
erfolgte Uber einen Respirator (Sulla 808 V-D, [@Bragmit Oy, N2O, Halothan

(1/2/0,8Vol.%). Die Tiere wurden in Ruckenlage geld und fixiert und der Bauchraum zur
optimalen Exposition der Leber durch eine OberbgqueHaparotomie eroffnet. Nach
Lebermobilisierung wurden die Strukturen des hepatdenalen Bandes sowie die Arteria

gastroduodenalis freiprapariert. Uber eine Arterioie der Art. gastroduodenalis konnte ein
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Silikonkatheter (Durchmesser 1.2 mm) bis zur Einduing in die Arteria hepatica communis
vorgeschoben und mit einer Ligatur (5-0 Vicryl) iéik werden. Zur Uberpriifung der

korrekten Katheterlage und zum Ausschluss abenikene Gefalie zum Magen erfolgte die
Injektion von Blaulésung (10 ml Methylenblau, Versiiing 1:1 mit NaCl-Lésung). Bei

Anfarbung von aberrierenden GefalRen zum Magen wulidee selektiv ligiert. In der

Pringle-Gruppe wurde das hepatoduodenale Ligamegészhlungen und unmittelbar vor
Beginn der Applikation durch Setzen einer Klemmelotliert. Der hepatische Blutfluss

konnte unmittelbar nach Beendigung der Applikafi@igegeben werden. Die mittlere Dauer
des Pringle-Mandvers betrug in dieser Versuchsréditet 30 Sekunden. Pro Leber wurden
drei RF-Applikationen im Abstand von mindestensn® mlatziert, um eine Uberschneidung
der Lasionen zu verhindern. Nach jeder Applikatieurde 20 Minuten gewartet, bevor eine
erneute Ablation begonnen wurde. Die RF-Applikatraurde mit einer Energie von 60 Watt
begonnen, die Applikationsdauer wurde auf 720 Se&uonlimitiert. Die eingebrachte

Energiemenge und die Lange der Applikation wurderaatisch erfasst und angezeigt.

Nach Beendigung des Experimentes erhielten dieegare letale intraventse Bolusinjektion
von Pentobarbital, ohne aus der Narkose zu erwaéherieber wurde entfernt und langs zur
Applikatorachse aufgeschnitten, um das Ausmal} deermolasion makroskopisch zu
bestimmen (s. 2.1.3.3.1; S. 31). Die Lasionen wurtngitudinal und transversal zur
Applikatorachse vermessen und das Volumen der h&lseyechnet. Ein Effektivitatsindex

wurde fir jede Versuchsgruppe berechnet, um diegdlem Gewebe zu ermitteln (in ccm),
welche durch Applikation einer definierten Mengenvianergie (10 kJ) thermisch zerstort

werden konnte.

2.2.1.2.2.2 Versuchsgruppen

Die Tiere wurden in eine Kontrollgruppe und zweirSMehsgruppen von je 4 Tieren
aufgeteilt.

In Gruppe RF-I(Kontrollgruppe, n = 4 Tiere) erfolgte keine Untexthung der hepatischen
Perfusion. Nach Platzierung der RF-Applikatoren deumr die Thermolasionen wie oben
beschrieben induziert.

In Gruppe RF-II(Embolisation durch DSM, n = 4 Tiere) wurde die &&grhe Perfusion
durch intraarterielle Embolisation von abbaubargnwkeémikrospharen unterbrochen. Der RF-

Applikator und der arterielle Katheter wurden wleen beschrieben eingebracht. Unmittelbar
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vor dem Beginn der RF-Applikation wurden 450 mg DSM.5 ml Spherex®,

Pharmacia&Upjohn, Erlangen, Germany) uber den idga Katheter appliziert.

In Gruppe RF-Ill (Pringle-Manéver, n = 4 Tiere) wurde die hepatesdherfusion durch

Anlegen des Pringle-Mandévers fur die Dauer der Riplkation wie beschrieben komplett

unterbrochen.

2.2.1.2.2.3 Statistische Analyse

Die Mittelwerte und die Standardabweichung vom &Mtert wurde aus der Gesamtzahl der
induzierten Lasionen berechnet. Der Student-T-lwestle angewendet, um die Unterschiede
zwischen individuellen Effekten in der Gesamtgrumaker in Subgruppen nachzuweisen.
Eine Varianzanalyse erlaubte die simultane Unténsng von beiden Effekten. Das

Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festgeleg#20
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2.2.1.3 Einfluss der kompletten und selektiven hepatischenPerfusionsunter-

brechung bei laserinduzierter Thermotherapie

2.2.1.3.1 Materialien

2.2.1.3.1.1 Laser-Equipment

Analog zur bipolaren Radiofrequenztherapie wurdediesem Versuchsteil ebenfalls ein
intern gekuhltes Applikationssystem verwendet (Sem&ower Laser, 9 French; s. Abb. 4)
Das Laserlicht wurde durch ein flexibles 400-umdg&aerkabel (Lichtwellenleiter) geleitet,
welches an seinem distalen Ende mit einer diffustrablenden Applikatorspitze als
Streukorper versehen war (Diffuser-Tip-Applikatodu3endurchmesser 1,0 mm, aktive
Lange 20 mm, Huttinger Medizintechnik, Umkirch;Abb. 5 und 6). Fir die Induktion der
laserinduzierten Thermotherapie wurde ein Nd:YAGsdra(Wellenlange 1064 nm, 5100
Fibertome; Dornier-Medizintechnik, Minchen) in kiowierlicher Abstrahlungscharakteristik
verwendet (s. Abb. 7). Um den Energieverlust sangewie moglich zu halten, wurde eine
genaue Fokussierung des Laserstrahls auf das Aemten Faser (Quarzkern) eingerichtet.
Dies geschah durch eine Einkopplung, welche auf mtagimale Ende des Lichtleiters
aufgeklebt wurde. Sie ermdéglichte die genaue Rixigrdes Lichtwellenleiters im optischen
Strahlengang und stellte die Verbindung zwischerseLaund Lichtleiter her. In den
durchgefuhrten Versuchen kam ein axiales Einkopgggaystem zur Anwendung, welches den
vom Laser emittierten Lichtstrahl in axialer Riamgu auf die Eingangsflache des
Lichtwellenleiters lenkt. Das Applikatorsystem warthtern gekuhlt. Zur Kihlung wurde
Kochsalzlésung (60ml/min) bei Raumtemperatur vede¢nDa die Laserausgangsleistung
am Applikationssystem von entscheidender Bedeuflingden erzielbaren Therapieeffekt
war, erfolgte vor jeder Applikation eine Leistungssaung direkt am Applikationssystem. Zur
Quantifizierung der faserbedingten Energieverluste der Applikation wurde daher ein
Leistungsmessgerat, das nach dem Prinzip der UtbiKiagel funktioniert, verwendet (My-
Test, Huttinger Medizintechnik, Miinchen). Dabei deidurch Einbringen der Laserfaser in
die Kugel und Applikation von Laserlicht ein leisgsabhéngiges Strahlungsfeld, welches
sich durch vielfache Reflexion an der hochreflelielen Innenwand (15-schichtigen
Barium-Sulfat Coating) aufbaut, mittels Photodiogemessen. Die Temperaturmessung

wahrend der Ablation erfolgte wie unter 2.2.1.2.{SL 35) beschrieben mit Hilfe eines
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flexiblen Thermoelements. Die Temperaturmessungetgéen im Abstand von 10 Sekunden
und wurden manuell dokumentiert. Die Lage des Thetementes und der Applikatoren
wurde mit Hilfe eines intraoperativen Ultraschabeiprift und kontrolliert (s. 2.2.1.2.1.2; S.
35).

2.2.1.3.1.2 Versuchstiere

Als Versuchstiere dieser Versuchsreihe dienten gRtsthe mannliche Hausschweine
(Gewicht 30-40 kg, Alter 10-12 Wochen, Genehmigumugsmer LaGetSi Berlin: 0015-02).
Die Tiere erhielten eine Standarddiat und wurdenfamndes Experiments niichtern gelassen.

2.2.1.3.2 Methoden

2.2.1.3.2.1 Versuchsdurchfuhrung

Die Versuchsdurchfuhrung entsprach der Vorgehersevend Technik die fur die In-vivo

Versuche zur bipolaren Radiofrequenztherapie eetgesvurde (s. 2.2.1.2.2.1; S. 36). Pro
Leber wurden drei Laserapplikationen im Abstand waindestens 5 cm platziert, um eine
Uberschneidung der Lasionen zu verhindern. DidlenittDauer des Pringle Mandvers betrug
900 30 Sekunden. Nach jeder Applikation wurde 10 Manugewartet, bevor eine erneute
Lasertherapie begonnen wurde. Die Eindringtiefe Algplikatoren im Lebergewebe betrug
50 £ 5 mm. Die Laserapplikation erfolgte bei 30 W fid09Sekunden , entsprechend einer
eingebrachten Energie von 27000 Joule. Nach Beendigler Ablation wurde die Leber

entnommen und die Thermolasionen wie unter 2.1L.§3.31) beschrieben vermessen.

2.2.1.3.2.2 Versuchsgruppen

Die Tiere wurden in eine Kontrollgruppe und zweirMehsgruppen von je 4 Tieren
aufgeteilt.

In Gruppe LITT-I(Kontrollgruppe, n = 4 Tiere) erfolgte keine Untexthung der hepatischen
Perfusion. Nach Platzierung der Applikatoren wurdeéie Thermoléasionen wie oben
beschrieben induziert.

In Gruppe LITT-ll(Embolisation durch DSM, n = 4 Tiere) wurde die d&tegche Perfusion
durch intraarterielle Embolisation von abbaubargarkémikrospharen unterbrochen. Der
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Laserapplikator und der arterielle Katheter wurdei® oben beschrieben eingebracht.
Unmittelbar vor dem Beginn der Laserapplikation eamr 450 mg DSM (7.5 ml Spherex®,
Pharmacia&Upjohn, Erlangen, Germany) tber den idga Katheter appliziert.

In Gruppe LITT-III (Pringle-Mandver, n = 4 Tiere) wurde die hepatesérerfusion durch
Anlegen des Pringle-Mandvers fir die Dauer der taggdikation wie beschrieben komplett

unterbrochen.

2.2.1.3.2.3 Statistische Analyse

Die Mittelwerte und die Standardabweichung vom &Mtert wurde aus der Gesamtzahl der
induzierten Lasionen berechnet. Der Student-T-Wwestle angewendet, um die Unterschiede
zwischen individuellen Effekten in der Gesamtgrumaker in Subgruppen nachzuweisen.
Eine Varianzanalyse erlaubte die simultane Unténsng von beiden Effekten. Das

Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festgeleg20
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Abb. 6: Schematisch dargestellter Arbeitskreislauf zuwAndung der laserinduzierten

Thermotherapie

Abb. 7: Nd:YAG-Lasersystem mit integrierter Spulpumpe flie dlaserinduzierte
Thermotherapie
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2.2.2 Einfluss der kompletten und selektiven Untbrechung der hepatischen
Perfusion auf die Ilokale Tumorkontrolle bei lasenduzierter

Thermotherapie an einem Tumormodell der Ratte

2.2.2.1 Zielsetzung der Versuchsreihe

Die vorherigen Versuchsreihen konnten zeigen, dhssh den Einsatz der bipolaren
Radiofrequenztherapie und laserinduzierten Thereraffie an der gesunden Schweineleber
in-vivo Thermolasionen induziert werden kdnnen, fdieeine klinische Anwendung relevant
sind. Gleichzeitig bestatigten diese Versuche, dass Kombination von In-Situ Ablation
und kompletter sowie selektiver Unterbrechung degbdrperfusion eine signifikante
Steigerung des induzierbaren Lasionsvolumens bewikben diesem rein quantitativen
Effekt ist es jedoch vor allem im Hinblick auf emepateren klinischen Einsatz von grol3er
Bedeutung zu uberprifen, welchen Einfluss eine tbnéehung der Leberdurchblutung auf
die Vollstandigkeit der intraldsiondren Tumorzenstidy, der lokalen Tumorkontrolle und
damit auf die Entstehung eines Lokalrezidivs haesP Fragestellung sollte mit Hilfe der

folgenden Versuchsreihe untersucht werden.

Ziel war es dabei, die Effekte von unterschiedlicModulationen der Leberperfusion auf die
In-Situ-Ablation an einem Tumormodell zu untersuthBsbesondere sollte dabei auf die
Frage eingegangen werden, wie die lokale Tumorktatbeeinflusst wird. Im Gegensatz zu
den vorherigen Versuchsreihen wurde hier nichtndéximal induzierbare LasionsgrofRe als
Zielparameter gewahlt, sondern der potentielle KEfener Kombinationstherapie auf den
behandelten Tumor und die hiermit verbundenen rskapischen Veranderungen. Um die
potentielle Erhéhung eines Effekts der Ablation zuntersuchen, mussten hierbei
Versuchsbedingungen gewahlt werden, welche beMdeotherapie einen vitalen Resttumor
zurucklieBen. Nur so konnte eine mogliche Effizerigerung der Therapie unter den
vorgegebenen Bedingungen objektiv beurteilt werdBa. zu erwarten war, dass die
auftretenden Effekte nicht von der Art der therrh&st Energiequelle abhangen, wurden diese
Versuche mittels der laserinduzierter Thermotherapials alleiniges In-Situ-
Ablationsverfahren durchgefihrt. Als geeignetes ®Mbdwurde flr diesen Versuchsteil ein

orthotopes Tumormodell an der Rattenleber gewahlt.
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2.2.2.2 Materialien
2.2.2.2.1 Laserequipment
Die Durchfuhrung der Versuchsreine erfolgte untererwendung des in den

vorausgegangenen Versuchsreihen ausfuhrlich dafigestLaserequipments (s. 2.2.1.3.1.1;
S. 39). Die Wiedergabe erfolgt an dieser Stelleed@htabellarischer Form (Tab. 2).

Equipment
Laser Nd:YAG-Laser
Lichtwellenleiter 400 um Quarzfaser
Einkopplung Axiale Einkopplung
Streukorper Diffuser-Tip-Applikator
Applikatorhalterung Laserfaser und Temperatursonde
Leistungsmessgerat My-Test
Temperaturmessung Nickel-Thermoelement
Tab. 2: Laserequipment der Versuchsreihe

2.2.2.2.2 Arterielle Mikroembolisation

Zur arteriellen Mikroembolisation wurden abbaubaBtarkemikrosphéren (Sphefeéx

Pharmacia; Uppsala, Schweden) mit einem mittlereicAiendurchmesser von 457 um

eingesetzt (s. 2.2.1.2.1.4; S. 36). Fiur die Appidm der Starkemikrospharen in die A.
hepatica der Ratte wurde eigens ein Katheter alygtRglen hergestellt. Dabei wurde ein im
Aullendurchmesser 2,5 mm messender Polyethylensthléber einer Flamme soweit
ausgezogen, dass der Durchmesser des distalen pral@emlos in die A. hepatica des
Tieres eingefihrt werden konnte. Die technischetebdes Katheters sind in der Tabelle 3

wiedergegeben:
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AuRRendurchmesser des distalen Endes 0,8 mm
Innendurchmesser des distalen Endes 0,5 mm
AulRendurchmesser des proximalen Endes 2,5 mm
Innendurchmesser des proximalen Endes 2 mm

Tab. 3: Mal3e des Katheters zur i.a. Applikation

2.2.2.2.3 Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten mannliche WAG-Ratten ader Zucht der Zentralen
Tierlaboratorien (ZTL; Tierversuchsgenehmigungsn@niaGetSi Berlin: G 0099/98) der
Freien Universitat Berlin mit einem initialen Kéngewicht von 200-280 g (entsprechend
ihrem Lebensalter von 4-6 Monaten). Ihre Ernahreriglgte mit Altromin® Standard-Di&t-
Haltung fir Ratten und uneingeschranktem Wassebmigewus der automatischen
Trankanlage. Die Tiere wurden bei einer Raumtentperon 18C (£ 2°C), einer relativen
Luftfeuchtigkeit von 55%% 5%) und einem 12-stiindigen Hell-Dunkel-Rhythmuisaigen.

22224 Tumorzellen

Bei den verwendeten Tumorzellen handelte es sich eim chemisch induziertes
Adenokarzinom des Sigma, der Reihe CC 531 aus denofibank des Deutschen
Krebsforschungszentrum in Heidelberg. Der TumoraBesine Proliferationsrate von 40 —
60 %, entsprechend der Proliferationsrate bei hemwlorektalen Karzinomen. Der Tumor
wurde durch ein Tumorzellsuspensionsverfahren int@et. Die Angehrate des Tumors lag
bei dem Tumorzellsuspensionsverfahren bei 88 %,eolie Ausbildung weiterer

extrahepatischer Tumore.

2.2.2.25 Brom-2-Deoxy-Uridin-Farbung

Mit Hilfe der Farbung durch 5-Brom-2-deoxy-uridiaRoche, Mannheim) konnte die
Proliferationsrate des Gewebes bestimmt werdehaBdelte sich bei 5-Brom-2-deoxy-uridin
um ein Nukleosidanaloges, welches von den Reptikaénzymen als Nukleosid erkannt und
in die Ribonukleinsaure eingebaut wurde. Je holeePbliferationsrate des Tumors war, und
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um so mehr messenger-RNA synthetisiert wurde, destior 5-Brom-2-deoxy-uridin wurde
in den Zellkern aufgenommen und in die RNA eingébau

Mit Hilfe der Antikdrper-Antigen-Reaktion konnte ediMenge des inkorporierten Broms
immunhistochemisch bestimmt werden. In Abhangigkleit Menge des aufgenommenen 5-
Brom-2-deoxy-uridin wurden die Signale der Farbatgnegativ (-), wenig (+), mafig (++)
oder hoch (+++) eingestuft. Die Substanz wurdeuh&tn vor der Tétung der Tiere in einer

Konzentration von 200 mg/kg Kérpergewicht intravemdiziert.
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2.2.2.3 Methoden

2.2.2.3.1 Tumorsuspensionsherstellung

Die CC531-Zellen wurden in RPMI 1640 Medium (Gib&yggenstein), welches mit 10%
fotalem Kalberserum (Seromed, Berlin) und 1% Pémtstreptomycin (Seromed, Berlin)
komplettiert wurde, kultiviert. Es erfolgte die \éetzung von 2 x fozellen/ml mit 20 ml
Komplettmedium und anschliessende Bebriitung inr diegenden 80 crh Kulturflasche fiir
3-4 Tage bei 37°C und 5% C@ Fir die Zellernte musste das Medium aus den
Kulturflaschen abgegossen und die Zellen zweimal PRtiosphatpuffer (PBS, Seromed,
Berlin) gewaschen werden. Nach der Zugabe von 3 Tmypsin (Seromed, Berlin;
proteinspaltendes Enzym) wurde die Kulturflasche2fd Minuten im Brutschrank belassen.
Nach dem ,Abschwammen” der Zellen erfolgte die ZAeaon 6 ml des Komplettmediums
in die Kulturflasche. Danach wurde die Zellsuspensimit einer 10 ml Pipette 10x
resuspendiert. Die Suspension wurde in eine 50aicioRtube umgefillt, mit PBS (Seromed,
Berlin) auf 50 ml aufgefullt und bei 800 U/min 1Gmdten lang zentrifugiert. Das Zentrifugat
wurde abgegossen, die Zellen abermals mit PBS ifg=toBerlin) aufgefillt, resuspendiert
und die Zellzahlung durchgefihrt. Fur die Zellz&igwurden 10Qul Zellsuspension mit 100
Ul Trypanblau (Merck, Darmstadt) versetzt, zentrnéug und in eine Neubauerkammer
pipettiert. Es wurden dann alle Zellen in den wefdern der Kammer ausgezahlt. Nachdem
man die Zellzahl/ml errechnet hatte, wurde sovEBSHSeromed, Berlin) aufgefillt, dass sich

ein Verhaltnis von 1x10Zellen in 0,1 ml Flussigkeit ergab.

2.2.2.3.2 Operation

2.2.2.3.2.1  Tumorimplantation

Die Implantation des Tumors, die Laserbehandluogies die Totung der Tiere erfolgten in
Allgemeinnarkose. Hierfur wurde Xylazin (Rompun 2 Bayer AG, Leverkusen) in einer
Dosierung von 0,5 mg/kg i.p. und Ketamin (Ketane&® Parke-Davis, Berlin) in einer
Dosierung von 1 mg/ kg i.m. injiziert. Die Tiere wlen in Ruckenlage gelagert. Der Zugang
erfolgte Uber eine obere Medianlaparotomie. Naadtiffemng des Peritoneums wurde der
linke Leberlappen mobilisiert und auf eine sterflazekompresse vor die Bauchdecke

verlagert. Die Implantation des Tumors erfolgte attusubkapsulare Injektion von 0,1 mi
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(1x10P Zellen) der Tumorzellsuspensiolie Einstichstelle der Leberkapsel wurde mit
Acrylkleber (B.Braun, Melsungen) verschlossen. NabhTagen wurden die Versuchstiere
relaparotomiert und der Tumor vermessen und doktiererBehandelt wurden nur Tumore

mit einem Durchmesser von mindestenst1mm. Nicht behandelt wurden Tiere, bei denen

extrahepatische Metastasen nachweisbar waren.

2.2.2.3.2.2 Versuchsgruppen

Nach der Tumorimplantation wurden die Tiere in z&entrollgruppen (I und II) sowie funf
Versuchsgruppen (IlI-VII) mit je 3 Untergruppen @) a 5 Tiere behandelt. Die Tiere
wurden im Zufallsprinzip den Therapiegruppen und @iétungszeitpunkten zugeordnet. Das
Behandlungsschema der jeweiligen Versuchsgruppém Tabelle 4 aufgefuhrt.

Versuchstiergruppe |Index N Histologie
Scheir-OF A 5 24
(Gruppe) B 5 7d
Kontroll- C 5 21d
Gruppe DSM-Monc A 5 24+
(Gruppe I) B 5 7d
C 5 21d
LITT-Monac A 5 24t
(Gruppe 1)) B 5 7d
C 5 21d
LITT-DSM A 5 24 t
(Gruppe IV B 5 7d
Versuchs- C 5 21d
Gruppe LITT-Pringle A 5 24t
(Gruppe V B 5 7d
C 5 21d
LITT-Arterie A 5 24
(Gruppe V) B 5 7d
C 5 21d
LITT-Vene A 5 24t
(Gruppe V1) B 5 7d
C 5 21d

Tab. 4: Aufteilung der Tiere in die Versuchsgruppen (n310sufgefuhrt sind die beiden
Kontrollgruppen, sowie die Durchfihrung der lasdunierten Thermotherapie (LITT) als
Monotherapie oder Kombinationstherapie mit Blutuisterbrechung
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2.2.2.3.2.3 Versuchsdurchfiihrung

In Gruppe |(Schein-OP) erfolgte lediglich eine Scheinbehangllder Tiere. Hierzu wurde
eine Medianlaparotomie durchgefiihrt, welche nach MBkuten ohne therapeutische
MalRnahme wieder verschlossen wurde.

In Gruppe Il (DSM-Mono) undGruppe IV (LITT-DSM) erfolgte die i.a. Applikation von
DSM und NacCl in die A. hepatica ohne (Gruppe lIdumit (Gruppe IV) anschliel3ender
LITT. Hierzu wurde unter dem OperationsmikroskopEIES OPMI S-6, 25-fache
Vergro3erung) die A. hepatica communis mit dem Aggder A. gastroduodenalis préapariert.
Nach Anschlingung der A. hepatica communis und tuigeler Aa. gastroduodenales dexter et
sinister erfolgte die Implantation und Fixation d&gheters (s. Abb. 8). Uber diesen Katheter
konnten die Starkemikrospharen (50 mg/kg, 0,4 miziert werden.

In Gruppe Il (LITT-Mono) erfolgte nach Medianlaparotomie einkeiaige Lasertherapie
(s.2.2.2.3.2.4; S. 50) des Tumors ohne Blutflussibnechung.

In Gruppe V(LITT-Pringle) wurde das Lig. hepatoduodenale frépgariert und angezugelt.
Nach Darstellung von A. hepatica und Vena portaedem beide Gefal3e mit einer weichen
GefalRklemme unter Schonung des Ductus choledoclsgeklemmt. Nach einer Latenzzeit
von 5 Minuten erfolgte die Lasertherapie. Nach Bégung der Laserung wurden nach einer
weiteren Latenzzeit von 5 Minuten die Klemmen amifeso dass wieder ein freier Blutfluss
in die Leber gewahrleistet war.

In Gruppe VI(LITT-Arterie) und Gruppe VII(LITT-Vene) wurden in gleicher Weise das
hepatoduodenale Band freiprapariert und angeschiunigach selektiver Freipraparation von
A. hepatica propriaGruppe V) und Vena portaeGruppe VI) wurden diese Gefal3e selektiv
mit einer weichen GefaRklemme abgeklemmt und dseitherapie nach einer Latenzzeit von
5 Minuten begonnen. Nach der Lasertherapie wurdé maeiteren 5 Minuten die Klemme
entfernt, so dass der Blutfluss wiederhergestedit w

2.2.2.3.2.4 Laserinduzierte Thermotherapie

Zunachst erfolgte die Punktion des Tumors in sei@@mtrum mit einer Punktionsnadel (4
Fr/Ch). Uber diesen Punktionskanal wurde der Lagsilator eingebracht. Mit Hilfe des
Laserpilotstrahles konnte gewahrleistet werden,s ddas Photonenfeld im Zentrum des

Tumors lag, und diente wéhrend der gesamten Lagerals Lagekontrolle. Die
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Laserapplikation erfolgte mit 2 Watt fur 600 Sekengdentsprechend einer Energieleistung
von 1200 Joule. Um eine mdogliche Veranderung désaj-sink-Effects” in Form von
Veranderungen der Temperaturverlaufe und -maximalen einzelnen Therapiegruppen
beurteilen zu kdénnen, wurde wahrend jeder Lasemorg Beginn der Applikation bis zu
ihrem Ende in 10-sekindigen Abstanden die Tempergémessen. Das Thermoelement
parallel zum Applikatorsystem am makroskopisch enk&ren Tumorrand eingebracht. Vor
jeder Laserapplikation wurde die distale Applikémtung ermittelt (s. 2.2.1.3.1.1; S. 39).

2.2.2.3.2.5 Praparation und Beurteilung der Gewebeapben

Die Tiere wurden zur Entnahme der Gewebeproben otiamrt und mittels einer
intraventsen Injektion mit Embutramid (T [B1 Hoechst, Unterschlei3heim, 0,3 ml/kg)
getotet. Die Leber wurde entnommen und entlangStiebkanals des Applikators in radialer
und axialer Achse aufgeschnitten. Die Messung dkraskopisch sichtbaren Lasion erfolgte
mit einem Mikrometer. Die Thermolasionen wurde iorfRalinlésung beziehungsweise in
Phosphatpuffer-Losung fixiert. Die histologischerchfittpraparate wurden von zwei
unterschiedlichen Untersuchern beurteilt. Als \éhslige Tumorablation wurde dabei
gewertet, wenn in den HE-Praparaten keine vitalamdrzellen nachweisbar waren und
gleichzeitig die BrdU-Reaktion negativ (-) war.

Da die physiologische Nekrose der Tumore teilwesghwer von der induzierten
Koagulationsnekrose zu unterscheiden war, musstee eDefinition der Tumor-
/Lasionsvolumina geschaffen werden, die eine Béung Uber die Effizienz der
verschiedenen Therapien erlaubt. Des weiteren festas Problem, dass in den Gruppen |
(Schein-OP) und Il (DSM-Mono) keine auswertbarenagidationsnekrosen zu erzielen
waren, da hier keine LITT zur Anwendung kam. Aussém Grund wurde als Tumor-
/Lasionsvolumen das Gewebe zusammengefasst, wehitiet dem gesunden Lebergewebe
entsprach, unabhéngig davon, ob die posttherapbatitdsion kleiner, gleich grol3 oder

groler als der zu behandelnde Tumor war.

2.2.2.3.2.6 Statistische Analyse

Aus den jeweils 5 Tieren der 15 Untergruppen wuake arithmetische Mittel (x), der Median
(m), die Standardabweichung (s) und der Standdeifeties Mittelwertes (SEM) der

errechneten pra- und postinterventionellen Tumdasihnsvolumina berechnet. Das Ergebnis
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der Randomisierung der Tiere vor der Behandlungestumterschiede in der Berechnung der
Tumor-/L&sionsvolumina zwischen den verschiedendrerdpiegruppen wurden mittels
Vergleich mehrerer unabhangiger nicht normal vietei Stichproben durch den Kruskal-
Walllis-Test verglichen. Die Ergebnisse der durchgtdithen Temperaturmaxima wurden
ebenfalls durch diesen Test auf ihre Signifikanerphift. Als signifikant wurde dabei eine

Irrtumswabhrscheinlichkeit von ¢ 0,05 angesehen [204].
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Abb. 8: Darstellung der Katheterimplantation in die Artenigpatica der Ratte. Erkennbar ist
die A. hepatica communis mit ihren beiden Abganden A. hepatica propria und der A.
gastroduodenalis. Der Katheter ist implantiert tixiert.
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2.2.3 Effektivitat und Durchfuhrbarkeit der laserin duzierten Thermotherapie in
Kombination mit der kompletten und selektiven hemtischen

Blutflussunterbrechung bei Patienten mit kolorekilen Lebermetastasen

2.2.3.1 Zielsetzung der Versuchsreihe

Die vorausgegangenen tierexperimentellen Versuitiesredienten zur Uberprifung des
Effektes der hepatischen Blutflussunterbrechunglbein-Situ-Ablation auf das induzierbare
Lasionsvolumen und die lokale Tumorkontrolle. Did&rsuchsreihen hatten gezeigt, dass
sowohl durch eine komplette Perfusionsunterbrectala@uch durch eine selektive arterielle
Mikroembolisation eine signifikante Effektivitategjerung bei der In-Situ-Ablation zu

erzielen ist. Diesen Ergebnissen lieferten die @lage dafir, diese Kombinationstherapie

unter klinischen Aspekten zu evaluieren.

Ziel der vorliegenden Studie war es, die laserimehtz Thermotherapie in Kombination mit
einer kompletten oder selektiven Blutflussunterbwexy hinsichtlich ihrer Effektivitat,

Komplikationsrate, Durchfiihrbarkeit und prognodisc Relevanz bei Patienten mit
irresektablen hepatischen Metastasen zu Uberpriifsibesondere sollte dabei der Frage
nachgegangen werden, ob die experimentell beolachigositiven Effekte auch unter
klinischen Aspekten nachvollziehbar sind, in wefc@et3enordnung sich die mit Hilfe der
Laserbehandlung erzielten Lasionsvolumina bewegeiche Komplikationen auftreten und
welchen Verlauf das Tumorleiden der Patienten naen Therapie einnimmt. Als

therapeutisches Verfahren fur diese Studie wurddagierinduzierte Thermotherapie gewahlt,
da mit diesem Verfahren langjahrige experimentédgahrungen vorlagen und die
Grundlagen fur eine klinische Anwendung der bipatarRadiofrequenztherapie zum

Zeitpunkt des Beginns der klinischen Studie nochthgegeben waren.

2.2.3.2 Patienten und Einschlusskriterien

In die vorliegende Studie wurden alle Patienterbenogen, die seit dem 1.1.1999 bis zum
30.03.02 im Universitatsklinikkum Benjamin Franklim Rahmen einer hepatischen

Metastasierung einer laserinduzierten ThermotherdpiTT) unterzogen wurden. Folgende

Einschlusskriterien wurden dabei bericksichtigt:
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» Es durften maximal 5 hepatische Metastasen nachares®in

Y

Der maximale Durchmesser der groéf3ten Metastaseedudm betragen

» Bei dem Patienten musste der zugrundeliegende Rumér (Status RO) vollstandig
reseziert worden sein

» Jeder der LITT zugefihrte Patient musste vor desetlzehandlung einem
onkologischen Konsil unterzogen worden sein

» Zum Zeitpunkt der Laserbehandlung durfte bei derieRten keine extrahepatische
Metastasierung oder ein Lokalrezidiv des Primartsworliegen

» Eine kurative Therapie des Krankheitsbildes (ResektChemotherapie, Radiatio)
durfte nicht mdglich sein

» Der Patient musste einen Karnofsky-Index von > 78@bwveisen und Uber eine
ausreichende Knochenmarksfunktion (Leukozyten >0@0, Thrombozyten >
100.0004l) und Leberfunktion (Quick > 50%, Bilirubin < §0nol/l) verfiigen

» Jeder Patient musste Uber mogliche Risiken undrétaren aufgeklart werden und

sein schriftliches Einverstandnis gegeben haben.

2.2.3.3 Datenerhebung

Mit Hilfe eines Erfassungsbogengs. tab. Anhang) wurden alle relevanten Daten des
Patienten erhoben, die den allgemeinen Gesundbsitserl sowie das aktuelle
Beschwerdebild unmittelbar vor der ersten Laserbélimg dokumentierten (z.B.
Primartumor, TNM, Histologie, Lokalisation, Differeierungsgrad, GrolRe, Alter, Gewicht,
Lokalisation, Gro3e, Anzahl). Diese Informationemirden mit Hilfe von Krankenakten,
Operationsprotokollen, Labor- und radiologischeriuBden gewonnen. Eifherapiebogen
(s. tab. Anhang) diente zur Dokumentation der L(Ehergie, Therapiedauer, Applikatoren,
Art des Monitorings, GefalBunterbrechung, Komplikaén). Zur postinterventionellen
Verlaufskontrolle der Patienten wurde der aktuélesundheitszustand der Patienten zum
Studienende im Méarz 2002 in einererlaufsbogerdokumentiert (Allg. Angaben, Todestag,
Todesursache, Primartumorstatus, Lokalrezidiv, Aker Therapie, Metastasenstatus,
Tumorrezidiv intrahepatisch). Um einen Uberblicletiden Krankheitsverlauf zu gewinnen,
wurden die Patienten und Hausarzte angeschriebemw. bim Rahmen der
Tumornachsorgesprechstunde befragt. Eine Anfragiaar.andeseinwohnermeldeamt diente

zur Ermittlung des Todesdatums bereits verstorbEagenten.
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2.2.3.4 Statistische Analyse

Zur Anwendung kam das Programm SPSS 9.0 fur Wind@ies Fragebdgen wurden mit

Identifikationsnummern versehen und die enthalterieformationen mit numerischen

Variablen codiert. Die Grundgesamtheit, die hin{ar)“ angegeben ist, bezieht sich auf die
absolut zu erhebenden Daten. Fehlende Werte wunddie Analyse nicht mit einbezogen.
Die statistische Signifikanz der Untersuchungen deuanhand von zweidimensionalen
Kreuztabellen tberpriuft (Chi-Quadrat-Test, Studehest und Mann-Whitney-U-Test). Als

statistisch signifikant wurden Aussagen bewerteted Signifikanzniveau p < 0,05 war. Die
Uberlebenszeiten wurden mit Hilfe der Kaplan-Mdikrerlebenskurven ermittelt [204].

2.2.3.5 Laserequipment

Die Durchfihrung der Versuchsreihe erfolgte unterwendung eines Nd:YAG-Lasers (1064
nm) mit einem intern gekuhlten Diffuser-Tip-Applika, wie es bereits des in den
vorausgegangenen Versuchsreihen ausfihrlich dafljestirde (s. 2.2.1.3.1.1; S. 39, Tab.5).
Die Platzierung des Applikators erfolgte percutarLokalanasthesie oder offen im Rahmen
einer Laparotomie (s. 2.2.3.6; 2.2.3.7; S. 56 ff.).

Beschreibung

Laser Nd:YAG-Laser (Dornier: Martin MY 60)
Fasergesamtlange 12m

AulRendurchmesser 2,1 mm

Aktive Lange 25 mm

Faserkerndurchmesser 400pm

Faserkernmaterial Quarz

Laseranschluss SMA 905

Hullkatheter Intern gekihltes Set (Somatex power)

Tabelle 5: Technische Daten des klinisch verwendeten Lasensyst

2.2.3.6 Applikationstechniken

Fur die Therapie wurden je nach Lokalisation, Grdfld Anzahl der hepatischen L&asionen

verschiedene Applikationstechniken eingesetzt.efem Metastasendurchmesser von bis zu
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3 cm erfolgte eine Monoapplikation durch Platzigrw@ines Applikators in der Mitte des zu

therapierenden Tumors. Zur Therapie grof3erer Metast wurde eine Multiapplikation mit

unifokalem oder multifokalem Zugang angewendet.nBeinifokalen Zugang wurde der

Applikator in der Metastase platziert und nach Bigung der ersten Applikation vom selben
Zugang aus zurickgezogen, neu platziert und eingengeAblation direkt angeschlossen
(sog. Ruckzugstechnik, s. Abb. 9a). Beim multifekal Zugang wurden Uber mehrere
Zugange bis zu 4 Applikatoren in den Tumor platzierd simultan betrieben (sogenannte
Multiapplikatortechnik; s. Abb. 9 b).

2.2.3.7 Zugangswege und Perfusionsunterbrechung

Die laserinduzierte Thermotherapie wurde in defi®@genden Studie Uber zwei verschiedene
Zugangswege durchgefiihrt. In Abhangigkeit von Iatdnsstellung, Metastasengréf3e und
Metastasenlokalisation wurde die Therapie Uber reipercutanen oder offenen Zugang
durchgefuhrt. Beim percutanen Zugang erfolgte diETLbei dem in Rickenlage gelagerten
Patienten unter Analgosedierung (30mg PentazocinFortral®; Sanofi-Synthelabo; 2-5mg
Midazolam i.v., Dormicum®, Hoffmann-la Roche, Grank, Germany) in einem offenen
MRT als Monitoringverfahren. Dabei wurde unter pananter MRT-Kontrolle der
Laserapplikator in Seldinger-Technik Uber eine I8tizision an der rechts lateralen

Bauchwand bis zu der zu therapierenden Lasion gotg#en (s. Abb. 10 a und b).

Bei Verdacht auf zuséatzliche extrahepatische Masestung, fraglicher Resektabilitdt oder

unmittelbarer Nachbarschaft zu thermisch sensil@#ukturen wurde ein offener Zugang

Uber eine Oberbauchquerlaparotomie in Intubatiatkeise gewahlt. Hierbei wurde nach

kompletter Freilegung der Leber durch Palpation unttaoperative Sonographie eine

Uberprifung des Metastasenstatus, der Resektabiliad des Vorhandenseins

extrahepatischer Tumoren vorgenommen. Nach Angpimig des hepatoduodenalen Bandes
erfolgte die Positionierung des Applikators untenagraphischer Fihrung bis ins Zentrum
der Metastase (s. Abb. 11).

Zur Wirkungsverstarkung der LITT wurden zwei Venfah zur Perfusionsunterbrechung
eingesetzt.
1.: Die temporére arterielle Gefallembolisation mitkkdispharen ( DSM)

Hierzu erfolgte zunachst unter angiographischertiGtlie die Implantation eines MRT-
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kompatiblen Katheter tber eine Punktion der Art&eanoralis. Dieser Katheter wurde in
DSA-Technik in die Arteria hepatica propria vordesigsen und so fixiert, dass der Patient
in das offenen MRT transportiert werden konnte. Utaivar vor der LITT wurden dann
Uber diesen Katheter Starkemikrospharen (Spherdtedge:7,5ml, entsprechend 450 mg
DSM) intraarteriell injiziert.

2. Die komplette Perfusionsunterbrechung durch gleérMandver

Dieses Verfahren kam bei der offenen LITT zur Andimy. Unmittelbar vor der
Energiezufuhr wurde die Perfusion durch Okklusioes chepatoduodenalen Bandes
unterbrochen und die LITT durchgefuhrt.

2.2.3.8 Therapiemonitoring

Das Monitoring fir die percutane LITT erfolgte Ubein offenes MRT-System (0,2 T,
Magnetom OPEN, Siemens, Erlangen, Germany) untesaEd thermosensitiver Sequenzen
all 120 Sekunden (T1-gewichtet, FLASH 2D; TR 110ME, 9ms; FA 80°; SL 8mm). Die
Ablation wurde beendet sobald die ThermolasionGliée der Metastase erreichte. Bei der
offenen LITT erfolgte das Monitoring mit Hilfe destraoperativen Ultraschalls (Siemens
Ultrasound, Moutainview, CA, 3,5 Mhz). Nach 24-48d postinterventionell nach 3 und 6
Monaten erfolgte fur die Patienten eine Follow-upttets kontrastgestutzter MRT-
Untersuchung (0.1 mmol/kg Gd-DTPA, Magnevist®, Tdg8enzen, FLASH 2D; TR 238
ms; TE 5 ms; FA 90°; SL 9 mm, 1.5T Magnetom VISIGhemens, Erlangen, Germany).
Die Lasionen wurden anhand der prd- und postinteiveellen Bildgebung in ihrem

maximalen Durchmesser ausgemessen und das Volusnechbet.
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Abb. 9 a und b: Schematische Darstellung der Punktionstechnik difhghiapplikation Gber
unifokalem Zugang (sogenannte Ruckzugstechnik; s)inkder Multiapplikation Uber

multifokalem Zugang (sogenannte Multiapplikatort@&hrechts)

Abb. 10 a und b: Arbeitsplatz der percutanen LITT im offenen MRTnKs) mit MRT-

gesteuerter Kontrolle des Punktionsweges (rechts)
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Abb. 11: Abbildung einer intraoperativen LITT mit Darstallyides Applikators, des

Ultraschallkopfes und des zum Pringle-Mandver aggieh Silikonschlausches
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2.3 Untersuchungen zur Dosimetrie und Therapieplanng bei der
laserinduzierten Thermotherapie von Lebermetastaan

2.3.1 Bestimmung der optischen Parameter von kolokéalen Lebermetastasen
und deren Primartumoren fir die Entwicklung einer Dosimetrie

thermischer Laseranwendungen

2.3.1.1 Zielsetzung der Versuchsreihe

In den vorherigen Versuchsreihen konnte gezeigtderer dass der Einsatz der In-Situ
Ablation in Kombination mit einer Blutflussunterioteuing zu einer Effektivitatssteigerung
fuhrt, die im klinischen Einsatz fur eine komplikatsarme und effektive Therapie von
Lebermetastasen verwendet werden kann. Ein wedsedliProblem aller Ablationsverfahren
liegt jedoch darin, dass eine exakte Vorhersager ddeurteilung von Ausmal® und

Konfiguration der entstehenden thermischen Lasioderzeit nicht moglich ist und die

histologische Bestatigung einer ,R-0-Ablation” glezeitig entfallt. Dies steigert selbst bei
groRen Thermolasionen das Risiko lokaler Rezidwfgrand unzureichender Uberlappung
von Destruktionsvolumen und Tumorvolumen. Zur ook@ch sicheren Anwendung der In-
situ-Ablationsverfahren ist daher eine prazise iBesung der Ausbreitung und Wirkung der
Temperaturentwicklung im Vorfeld der Therapie wirstswert. Voraussetzung fur die
Entwicklung einer solchen Dosimetrie sind Kenntaigther das optische Verhalten des
Zielgewebes und dessen Dynamik wahrend der Theramphation. Die bislang vorliegenden

Daten zu den optischen Parametern weisen erhellloberschiede zwischen verschiedenen
Spezies und Gewebetypen auf und erlauben es sachit, eine verlassliche individuelle

Bestrahlungsplanung flr die laserinduzierte Thehm@tpie von Lebermetastasen

durchzufthren.

Ziel der folgenden Versuchsreihnen war es daher, dmischen Parameter von
Lebermetastasen kolorektaler Karzinome experimeaielbestimmen. Gleichzeitig sollte
untersucht werden, ob sich die optischen Paramaigr kolorektalem Primartumor und
Lebermetastase so gleichen, dass eine Untersucli@sg optischen Verhaltens des
Primartumors ausreichen wirde, um die Parametegifigr Dosimetrie der Lebermetastase zu

ermitteln, ohne diese gesondert zu erheben. Weitsdilte der Frage nachgegangen werden,
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welche Wellenlange fir die Lasertherapie von Lelsastasen geeignet ist und welchen

Einfluss die Thermokoagulation auf die optischeraReeter hat.

23.1.2 Materialien

2.3.1.2.1 Versuchsaufbau

Fur die Experimente kam die Single-UlbrichtkugeEtfieik zur Verwendung (s. Abb. 12). Im
Unterschied zum Doppel- Ulbrichtkugel- System belaiem zwei raumlich getrennte mit
Bariumsulfat (BaS@)beschichtete Kugeln die diffuse Remissiony Bnd die totale
Transmission Imessen, misst die drehbar gelagerte EinzelkugelSpectralon (Labsphere
IS-060) beide Parameter, je nachdem, ob sich dibePzur Messung der diffusen Remission
hinter oder zur Messung der totalen Transmission der Kugel befindet. Die Hohlkugel
(Innendurchmesser 152 mm) war durch eine hohe Refledes auftreffenden Lichtes
charakterisiert (0,95<R<0,99). Die Kugel besal} ineder Mittelebene angeordnete, um 90°
versetzte kreisformige Offnungen (Durchmesser 38).nder Lichtstrahl konnte in jeder
Drehposition zwei einander gegeniiberliegende Offearzentral passieren. Die Detektoren
waren in einem 90 ° Winkel zur Probe angeordnetiZmeitere Ulbricht-Kugeln mit einem
Durchmesser von 100 mm detektierten die Refereszsitiit § des eingehenden Lichtstrahls
und die kollimierte, ungestreute Transmissiog dhne Umbau des Messplatzes. Im
Wellenlangenbereich von 300 bis 1140 nm kamen hotdeletektion Siliziumdetektoren (Si,
09-SiU04-C, AMKO) mit Quarzfenstern zum Einsatz. sALichtquelle wurde eine
Quecksilber-Kurzbogenlampe ( 100 W, 0,3 mm Bogeggan220000 cd/cm?; Osram)
ausgewahlt. In Kombination mit einem fokussierenBamnabolspiegel (f/4.5, AMKO) wurde
die Lichtleistung in den nachgeschalteten Monoclatom eingekoppelt. Die Lichtquelle
wurde Uber einen Tubus mit dem Gittermonochrom&&060 mm Fokuslange, AMKO 01-
002SF) verbunden, der die spektrale Zerlegung Ldestes realisierte, in dem aus dem
“Wellenlangengemisch” eine monochromatische Stradnluherausgefiltert wurde. Das
maogliche Spektrum des monochromatischen Lichtsrahifasste den Wellenlangenbereich
zwischen 300 nm und 2500 nm. Mit einem sphéariscBpregel(d 100 mm, f=250 mm)
wurde der aus dem Monochromator austretende dinerdachtstrahl auf die Gewebeprobe
fokussiert. Das realisierte Abbildungsverhaltnistrbg 1:3 (Abstand  Austrittsspalt -
spharischer Spiegel: 330 mm, spharischer Spied&obe: 990 mm), so dass sich auf der

Gewebeprobe ein Leuchtfleck mit einem Durchmessar3mm bei einer Strahlendivergenz
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von 4.7° ergab. Fur die Messungen der Gewebeproheden zylindrische Quarzkivetten
fur spektroskopische Untersuchungen (Hellma) vedeenDie Kuvetten hatten kalibrierte
Schichtdicken, so dass Messfehler bei geeignetépapPation auf ein Minimum reduziert
werden konnten (s. Tab. 6). Fur die Durchfihrung aléomatischen Arbeitsablaufe wurde
ein  Computerprogramm verwendet (LMTB gGmbH), weihden Monochromator

(Schrittmotor) einschlielich Wellenlangenkalibtirg, sowie die Lock- in- Verstarker

(Synchronisation, Offsetabgleich, Messwertaufnahstedierte. Lediglich das Wechseln der
Probe und des Standards erfolgte manuell. Die NMgsbkerisse wurden in einer Datei
gespeichert und konnten direkt der anschlieRendentdACarlo-Simulation als Basiswerte
zugefuhrt werden. Fiur die Auswertung der durchgeéilhMessungen wurde eine inverse

Monte-Carlo-Simulation verwendet.

2.3.1.2.2 Inverse Monte-Carlo-Simulation

Fur die Auswertung der durchgefihrten Messungendeudie inverse Monte-Carlo-
Simulation verwendet. Dieses Auswerteverfahren desightigt die geometrischen und
optischen Verhdltnisse des Versuchsaufbaus (Bleholehmesser, Strahldivergenz,
Brechungsindexspriinge) sowie die Probengeometrie die Kugelparameter. Die
unbekannten “mikroskopischen” Parameter (die op&scParameter pa, ps, g) wurden
anhand der gemessenen “makroskopischen” WertaugdifRemission, totale Transmission,
kollimierte Transmission) bestimmt. Dazu wurde Sitartparametersatz von pa, us, und g
geschatzt. Hierbei fand die Kubelka- Munk- Thedkimvendung (Kubelka 1931). Mit den
geschatzten Startparametern wurde eine Monte-Gamodation durchgefiihrt. Diese
berechnete die makroskopischen Parameter bei ketten Beleuchtung (&, Tet, Tc), wie sie

in einem wechselwirkungsfreien System gemessen emekdnnten. Hierbei wurden die
geometrischen Verhaltnisse des Aufbaus bertckgictBichlie3lich lag ein simulierter Satz
von Messdaten vor (simulierte diffuse Remissioly,Rsimulierte totale Transmission’e]
simulierte kollimierte Transmission®). Dieser simulierte Datensatz wurde anschlieReitd m
den gemessenen Werten verglichen. Stimmten die ggamen und berechneten Werte
innerhalb bestimmter Fehlergrenzen (0,5%) Ubededmnte der verwendete Satz optischer
Parameter fir die gemessene Probe tibernommen wétdenes zu Abweichungen, wurden

die Startparameter geringfligig verandert und weimulationen durchgefuhrt (s. Abb. 13).
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2.3.1.2.3 Gewebeauswahl und -gewinnung

Die Versuche wurden mit humanen Gewebeproben vororkarzinomgewebe und
Lebermetastasengewebe durchgefiihrt. Die Gewebeapritistammten Operationspréparaten
von Patienten, die bei Vorliegen eines hepatisctastasierten kolorektalen Karzinoms einer
chirurgischen Kolon- mit synchroner oder metachraoeberresektion unterzogen wurden.
Im Operationssaal wurden mit einem Skalpell aus desezierten Leber- und
Kolongewebetumoren ca. 1x1 cm grol3e Proben ausgésch Der Transport erfolgte in
einem mit Flussigstickstoff gekihlten Behalter (BeGefal). Die durchschnittliche
Transportzeit von der Entnahme der Proben bis gpdPation betrug 60 Minuten. Es wurde
perioperativ von 10 Patienten Probenmaterial entnem Von den verschiedenen
Gewebearten (gesundes Kolongewebe, Kolonkarzinomlgew Lebermetastasengewebe)
wurden jeweils drei verschiedene QuarzkiuvettenRrobenmaterial geftllt und anschliel3end
vermessen. Somit wurden die Versuche mit 30 Prgasninden Kolongewebes, 30 Proben

Kolonkarzinomgewebes und 30 Proben Lebermetastasaigs durchgefuhrt.

2.3.1.3 Methoden

2.3.1.3.1  Gewebepraparation

Die in flussigem Stickstoff schockgefrorenen Gewebben wurden in einem ebenfalls mit
flissigem Stickstoff vorgekuhlten Mdrser homogesrisi Die GrofRe der dabei erzeugten
Gewebecluster betrug zwischen 50 und 500 um. Sdevgesichert, dass die Zellen intakt
blieben, da die LeberzellgréRe bei 8 um liegt [1934s Homogenisat wurde mit einem
gekuhlten Spatel in den Innenraum der Quarzkiyetipariert. Die Klvette wurde mit dem
dazugehorigen Deckglas verschlossen, ohne Gewébsliader Luftblasen auszubilden. Das
Austrocknen der Gewebeproben wurde durch AbdichtiergKuvetten mit einem Tropfen
physiologischer Kochsalzlésung verhindert. Danacbnnken die Kdivetten in einer
Manschette fest eingespannt werden, um Messfettehd.ageveranderungen zu verhindern.
Die Schichtdicke wurde so gewahlt, dass die ko#nt@ Transmission gerade noch tber 0,1%
lag und gleichzeitig eine maximale Starke der Prefveicht wurde. Fur gesundes Gewebe
(Kolon) wurde eine Starke von 200 um verwendet,d@s tumords veranderte Kolon- und

Lebergewebe betrug die Starke 500 pm.
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2.3.1.3.2 Versuchsdurchfuhrung

Die Messung der optischen Gewebeparameter erfimigWellenlangenbereich von 800-1100
nm in Schritten von 10 nm und verlief in mehrerehi@ten (s. Abb. 14):

1) Messung der diffusen Remission (Ruckstrahlursg@mwvebes) R Zunachst wurde das
Mel3system ohne Probe kalibriert. Dazu wurde dieeksg gedreht, dass sich die Probe nicht
im Strahlengang befand. Die zwei der Probendéffnunopnd Einstrahléffnung
gegenuberliegenden Kugel6ffnungen waren mit einafieRionsstandard verschlossen. Zur
Messung der Probe wurde die Kugel um 90° gegenUtereigersinn gedreht, so dass sich
die Probéhinter der Kugel befand. Dazu musste ein Standard ungesetden.

2) Messung der totalen Transmission (gestreute undestreute Durchstrahlung des
Gewebes) (E T4 + T Analog zur R-Kalibrierung erfolgte die Kalibrierung des-$ystems.
Zur Messung wurde die Kugel im Uhrzeigersinn urfi @&dreht , so dass sich die Prooe
der Kugel befand.

3) Messung der kollimierten Transmission (unges&r®@urchstrahlung des Gewebeg) Die
Kalibrierung des FSystems erfolgte durch direkte Beleuchtung deKdgel durch die
R4/Tg-Kugel hindurch. Fir die Messung wurde die Probedie Kugel positioniert und die
anderen Offnungen freigehalten. Zur Messung deiscpen Parameter im koagulierten
Zustand wurde die Kivette mit der umschlieRendenmnddaette erhitzt. Dazu wurde
physiologische Kochsalzlésung in einem Messbehéltes Glas auf 80° C erwarmt. Die
Kivette wurde in die Losung vollstandig eingetauond fur 600 Sekunden koaguliert.
Danach wurden die koagulierten Proben erneut vesemedDer Messablauf erfolgte analog

zur Messung der nativen Gewebeproben.

2.3.1.3.3 Statistische Analyse

Fur den Vergleich der optischen Parameter einer gbeart bei Licht verschiedener
Wellenlange wurde der Friedman-Test fur den Vecpleron mehr als zwei verbundenen
Stichproben verwendet. Der Vergleich von natived knagulierten Gewebeproben, sowie
der Vergleich von Proben verschiedenen Gewebetygsudes Gewebe/tumordses Gewebe;
Primartumor/Metastasen) wurde mit dem Test nachcd¥dn fur zwei verbundene
Stichproben durchgefuhrt. Als signifikant wurde esinrtumswahrscheinlichkeit von p< 0,05
angesehen. Die interindividuellen Schwankungenaggischen Eigenschaften wurden (wie

oben angegeben) durch die Standardabweichungambeqg204].
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Abb. 12: Fotografie des Single-Kugel-Messplatzes

Starke der mm 1.25

Klvettenglaser

AuRRendurchmesser der mm 22

Kuvette

Innendurchmesser der mm 15

Klvette

Schichtdicke (d) pm 200 (gesundes Gewebe)

500 (tumordses Gewebe)

Tabelle 6: Daten der verwendeten Quarzkivetten
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Abb. 13: Flussdiagramm der inversen Monte-Carlo-SimulationBerechnung von

Photonenverteilungen in streuenden und absorbierekikdien.
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Abb. 14: Schematische Darstellung des Messablaufs mit drehBangle-Ulbrichtkugel
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2.3.2 Entwicklung und Evaluation eines dreidimensinalen
Bestrahlungsmodells fur die laserinduzierte Thanotherapie von

Lebermetastasen

2.3.2.1 Zielsetzung der Versuchsreihe

Die in der vorherigen Versuchsreihe ermittelten ismhten Parameter von
Lebermetastasengewebe und die Bestimmung derenndésting durch die thermische
Koagulation bildeten die wesentlichen Grundlagenr fdie Entwicklung eines

Dosimetriemodell fur die laserinduzierte Thermo#ipee mit dem es ermoglicht werden soll,
bereits im Vorfeld einer In-Situ Ablation die geeelen Behandlungsparameter zu

bestimmen, die erforderlich sind, um eine Metastadistandig thermisch zu zerstéren.

Ziel der folgenden Versuchsreihe war es, die imywéomuch gewonnenen Daten zu nutzen,
um in Kooperation mit dem Institut fir medizinistdehnisch Physik und Lasermedizin der
FU-Berlin ein dreidimensionales Bestrahlungsmotiglidie laserinduzierte Thermotherapie
von Lebermetastasen zu entwickeln und zu evaluidnsbesondere sollte dabei untersucht
werden, ob die durch dieses Modell berechneten simdlierten Thermolasionen mit den
tatsachlich bei einer laserinduzierten Thermotheraphobenen Daten ex-vivo und in-vivo

Ubereinstimmen.

2.3.2.2 Materialien

23.2.2.1 Berechnung des Strahlungstransports

Da fur biologisches Gewebe einfache Berechnungsdeth des Strahlungstransportes auf
Grundlage des Lambert-Beer-Gesetzes nicht geeigastn, wurde die Anwendung eines
mathematischen Naherungsverfahren erforderlich swei@ie Monte-Carlo-Simulation bietet.
Die Implementierung der Monte-Carlo-Methode zur éddinung der Strahlungsverteilung
erfolgte nach dem sogenannten 'Fixed Stepsizeakiesh [270]. Hierbei wurde jedes virtuelle
Photon ausgehend von seiner initialen Position Richtung eine sehr kleinen Distanz
bewegt. Initiale Position und Richtung wurden direlaus Applikatorposition,
Applikatorgeometrie und Applikatorcharakteristik gaeitet. AnschlieRend wurde die

Wabhrscheinlichkeit fir ein Absorptionsereignis bz@treuereignis mit einer Zufallszahl
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verglichen. Im Fall einer Absorption wurde die HEyer des Photons im aktuellen
Volumenelement akkumuliert und ein neues Photord@nQuellposition initiiert. Im Fall
eines Streuereignisses wurde die neue Richtungi@eter Henyey-Greenstein-Funktion
bestimmt. AnschlieBend wurde das Photon, weitergewad der Vorgang wiederholt, bis
schlieflich Absorption eintrat oder das Rechenvenverlassen wurde. Typischerweise
wurden pro Applikator tiber die gesamte Expositieitst® Photonen verfolgt.

2.3.2.2.2 Berechnung dewarmeleitung im Gewebe

Unter Berucksichtigung aller wesentlichen Einfladsbren konnte die zeitabhangige (nicht-
stationédre) Temperaturverteilung durch die sogeteanfBioheat’-Transportgleichung
beschrieben werden, die eine raumliche Verteiluagigermischen Gewebeparameter zulasst.
Als Methode der Wahl fur die Lésung der zeitabhgagi‘Bioheat’-Transfergleichung wurde
die Methode der Finiten Differenzen (FDM) gewdahktztere konnte an die geometrischen
Veranderungen angepasst werden und erlaubte diel&gchtigung dynamischer Parameter.
Die Implementierung der FDM zur Berechnung von Terafurausgleichsvorgangen
erforderte die Formulierung in DifferenzenquotientdNach Umformung resultierte die
Temperaturdarstellung jeden Voxels in Abhéngigkeit deren Wert zu jedem Zeitpunkt.

2.3.2.2.3  Berechnung der thermischen Gewebeschadigung

Da es sich bei der Proteindenaturierung um eirevensible chemische Reaktion handelt,
wurde die Beschreibung der Gewebekoagulation deimcd Ratengleichung auf der Theorie
von Arrhenius entwickelt. Die Anwendung dieses Mitsddéieferte den Paramete® als
Schadigungsintegral. Ein Werf2=0 beschrieb eine native Proteinzusammensetzung,
wohingegen firQ -« die vollstdandige Koagulation erreicht wurde. Zuorkelation des
Schadigungsintegrals mit der letalen Temperatusdagurde Q>1 als Mal3} fir eine
irreversible Schadigung festgelegt. Die Ratenpatamergaben sich zA4=9,410'*s und
E=670 kJmof. Der Einfluss des Koagulationsgeschehens auf ligo&fusion wurde derart
bertcksichtigt, dass eine vollstandige Unterbreghder Perfusion in den Volumenelementen

erfolgte, die ein Schadigungsintegral \@r1 aufwiesen (s. Abb. 15).
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2.3.2.2.4  Programmimplementierung

Voraussetzung fur den Einsatz der oben beschriebgie¢hoden in einem Dosimetriemodell
war die Diskretisierung einer Region of InteresO(Rin kubische Volumenelemente. Unter
klinischen Gesichtspunkten wurde dabei eine Ori8aufg von 1 mm und eine
Zeitauflosung von 1 Sekunde gewahlt. Fir die Therapon grof3en Tumoren in
Multiapplikatortechnik wurde die Kantenlange der IRGit 100 mm veranschlagt, so dass
eine Gesamtzahl von 10/oxeln resultierte. Die Implementierung der obeargéstellten
Algorithmen erfolgte auf einer WindoW$-Plattform. Der Speicherbedarf fiir ein Voxel
betrug 88 Byte, so dass eine Region of interestlRfit 10 cm Kantenlange einen
Arbeitsspeicher von unter 90 Megabyte erforderém.jede Grenzflache der ROI lie3en sich
unterschiedliche thermische Randbedingungen deémi@soliert, offen, feste Temperatur),
die Applikatoren selbst konnten optional auf eingeefte Temperatur gesetzt werden (z.B.
Kihlung). Die Darstellung der Simulationsergebnisdelgte in transversalen oder sagittalen
Schichten der ROI, wobei Intensitat, Temperatur Guthadigung angezeigt wurden (Abb.
16). Um die klinische Situation zu reprasentierkannten sphérische oder zylindrische

Strukturen mit individuellen physikalischen Paraenetinnerhalb der ROI definiert werden.

2.3.2.3 Methoden

2.3.2.3.1 Laserequipment

Die Durchfiihrung der Evaluation des oben dargestetbystems erfolgte unter Verwendung
des mehrfach vorbeschriebenen Nd:YAG-Laser-Systam®inem Diffuser-Tip-Applikator
(s.2.2.1.3.1.1; S. 39).

2.3.2.3.2 Ex-vivo Evaluation

Zur Ex-vivo Evaluation wurden Ergebnisse der Indwktvon LITT-Thermolasionen an

Schweinelebern (frische Schlachthofpraparate; 532.; S. 32) den Simulationsergebnissen
des Dosimetrieprogramms gegenubergestellt. Es geefohierzu eine synchrone 3-fach-
Applikation der Schweineleber mit einem Applikatostand von 12 mm. Die aktive Lange

der LITT-Applikatoren betrug 5 mm. Die Ausgangdiersy betrug 3 x 2,5 Watt bei einer
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Expositionszeit von 10 Minuten und einer Gewebeanggtemperatur von 21°C. Unmittelbar
nach der Exposition wurden die lasionstragenden etlappen orthogonal zu den
Applikatorachsen in Schichten von 3 mm segmentiBie Bewertung der thermischen
Destruktion (Flachenbestimmung) erfolgte am Viddaoskop fir jede einzelne Schicht
anhand der Gewebefarbe (Ausbleichungseffekt begWlasion). Unter Beriicksichtigung der
Schichtdicke und des Schnittverlustes konnte sogdaamte Volumen der Schadigungszone

rekonstruiert und mit dem Simulationsergebnis vehgin werden.

2.3.2.3.3 In-vivo Evaluation

Fur die In-vivo Evaluation des Dosimetriemodellfolgte die Induktion einer thermischen
Lasion durch eine laserinduzierten Thermotherapigler gesunden Schweineleber in-vivo.
Als Versuchstiere dieser Versuchsreihe dientensgbet mannliche Hausschweine (Gewicht
30-40 kg, Alter 10-12 Wochen, Genehmigungsnummeésdt&i Berlin: 0015-02). Die Tiere
erhielten eine Standarddiat und wurden am Tag dgweriments nichtern gelassen. Die
Vorbereitung und Durchfiihrung der Versuche entdpramtistandig der Vorgehensweise der
unter 2.2.1.3 (s. S. 39 ff.) beschriebenen Versedms. An insgesamt 5 Schweinen erfolgte
eine laserinduzierte Thermotherapie mit 30 Watt seMinuten (Nd:YAG-Laser, 1064 nm;
gekunhlter Diffuser-Tip Applikator). Pro Tier wurdeéhaufeinanderfolgende Thermol&asionen
in einem Abstand vom mindestens 10 cm durchgefillaweils eine Lasion wurde dabei
wéahrend normaler hepatischer Perfusion und wahterdpletter Blutflussunterbrechung
durch ein Pringle-Mandver induziert. Zwischen dgyphkationen wurde eine Latenzzeit von
mindestens 5 Minuten eingehalten. Dem rechnergastitBestrahlungsmodell wurden die
Parameter der geplanten LITT (30 Watt, 15 Minutidd;YAG-Laser) vorgegeben und ein
dreidimensionales  Bild des  Koagulationsausmalles teliers Die  gewahlte
Gewebeausgangstemperatur wurde hierin auf 36°Qydiesit und die ROI mit einer
Kantenlange von 10 cm bei allseits offenen therh@ac Randern berechnet. Als
Gewebeperfusion wurde fiir die normal perfundiersbdr ein Wert von 0,5 cig-min™
angesetzt. Bei den Versuchen unter Pringle-Maninede die Leberperfusion mit 0 éga
min? angesetzt. Postinterventionell wurde die Tieredtgetohne aus der Narkose zu
erwachen. Die Leber wurde enthommen und die Theésmien longitudinal und transversal

vermessen und die Volumina berechnet.
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Streu-Applikator

LASER - Geometrie
- Abstrahlcharakteristik

optische Gewebeeigenschaften
- Absorption, Streuung, Anisotropie
- Brechungsindex

A

Applikator-
oberflache

Strahlungs-
verteilung
im Volumen

Absorptionsprozess

Absorbierte
Energie im
Volumen

Temperatur-
verteilung
im Volumen

biochemische Gewebeeigenschaften J
- Protein-Zusammensetzung Gewebe-
- Arrhenius-Formalismus destruktion
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Abb. 16: Abbildung der PC-gestutzten Benutzeroberflache RDiesimetriemodells. Beispiel
einer 3-fach-Applikation. Links oben u. unten: Dalsing der Schadigung transversal und
sagittal; Mitte oben: 3D-Visualisierung des Schadigsvolumens, Mitte unten: Integration

von MRT- oder CT-Datenséatzen. Rechts oben: LineaSd&r Temperatur; Rechts unten:

statistische Daten und Applikatorsteuerung
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