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1 Einleitung

Als Kausalitdten maligner und therapiebedurftiger Raumforderungen der Leber kom-
men primare Leberzellkarzinome, wie das hepatozellulare Karzinom (HCC), sowie

sekundéare Tumoren, meist durch Filialisierung eines kolorektalen Karzinoms, infrage.
1.1 Hepatozellulares Karzinom: Epidemiologie, Atiologie, Therapie, Prognose

Wahrend das HCC in Teilen Asiens und Afrikas mit einer Inzidenz von ca. 30 pro
100.000 Einwohnern als endemisch gilt, betragt die Inzidenz in Nordeuropa, Australi-
en, Neuseeland und unter der kaukasischen Bevdlkerung Amerikas ca. 5 pro
100.000 Einwohner [9], mit zunehmender Tendenz [16]. Hauptrisikofaktoren sind Le-
berzirrhose, Alkoholkrankheit und Infektionen mit hepatotrophen Viren [31]. Zur Be-
handlung des HCC stehen chirurgische, lokal-ablative, medikamentds-systemische
und eine eingeschrankte radiologische Therapie zur Verfigung. Die Vielzahl an Opti-
onen, deren Repertoire konstant durch innovative Verfahren erweitert wird, sowie die
uneinheitliche Studienlage erschwert die Etablierung eines einheitlichen Therapie-

konzeptes im Sinne einer evidenzbasierten Medizin [10].

Eine chirurgische Resektion des HCC ist bei weniger als 20 % der Patienten indiziert
[26], stellt aber die einzige kurative Behandlungsmdglichkeit dar. Die Mdglichkeiten
zur Leberteilresektion werden durch die notwendige Leberrestfunktion (Child-Pugh-
Stadium A) [30], sowie durch die Lokalisation und Anzahl der Herde (singulére, Her-
de < 3 cm) terminiert. Bei grolReren oder multiplen Herden liefert die Lebertransplan-
tation bessere 3-Jahres-Uberlebensraten. Listenwartezeiten von uber einem Jahr
konnen mit perkutanen ablativen MaRnahmen Uberbrickt werden. Diese stellen der-
zeit auch die beste Therapieoption bei weniger ausgedehnten aber kurativ nicht sa-

nierbaren Tumoren oder operativ nicht resezierbaren Lasionen dar.

Die gangigsten Verfahren sind derzeit die perkutane ultraschallgesteuerte Ethanolin-
jection (PEI), die Radiofrequenzablation (RFA) und die transarterielle Chemoemboli-
sation (TACE). Die Auswahl des geeigneten Verfahrens wird anhand individueller
Befunde getroffen [1, 27, 34, 46]. Systemische, medikamentdse Therapiestrategien
werden vor allem bei sehr ausgedehnten HCC (T3, T4 Stadium) oder bei Fernmetas-
tasierung (M1 Stadium) verfolgt und kdnnen mit lokoregionaren Verfahren kombiniert

werden.
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1.2 Lebermetastasierung des kolorektalen Karzinoms: Epidemiologie,

Atiologie, Therapie, Prognose

In westlichen Industriestaaten sind Lebermetastasen des kolorektalen Karzinoms mit
bis zu 30 % eine der haufigsten Ursachen maligner, intrahepatischer Raumforderun-
gen [15]. In 25 % der Falle besteht bereits bei Diagnosestellung des Primarius eine
synchrone Lebermetastasierung [6]. Die Inzidenz fir das Auftreten metachroner Me-
tastasen betragt nochmals 25 % [15]. Aul3erdem ist in 60 % der Falle auch nach RO-
Resektion der Lebermetastasen mit einem Rezidiv zu rechnen [58]. Beim Auftreten
von Lebermetastasen im Rahmen einer gastrointestinalen Neoplasie betragt die mit-
tlere Uberlebenszeit ohne Therapie sechs Monate [18, 28]. Die RO-Resektion ist der
Goldstandard der Therapie von Lebermetastasen [13]; diesem kurativen Ansatz sind
jedoch primar nur 5-20 % der Patienten zufihrbar [35]. Als Griinde fir eine Inopera-
bilitat gelten multiple Lebermetastasen, Parenchymbefall Gber 70 %, eingeschrankte
Leberrestfunktion, reduzierter Allgemeinzustand des Patienten und inoperable extra-
hepatische Manifestationen. Fur Patienten mit primar inoperablen Metastasen mus-
sen alternative Strategien vorbehalten werden. Innovative zytostatische Thera-
pieschemata, bestehend aus Platinderivaten und Nukleinbasenanaloga [47, 51, 56],
auch in Kombination mit monoklonalen Antikorpern [18-20], stehen hier an erster
Stelle und optimieren das 5-Jahres-Uberleben [13]. Eine zytostatische Therapie ver-
folgt meist einen palliativen Therapieansatz, sodass flr priméar chirurgisch inoperable
Lebermetastasen lokal ablative Verfahren entwickelt wurden. Diese stellen ein zu-
satzliches Instrument zur RO-Tumordestruktion bei ansonsten inoperablen oder Zy-
tostatika-resistenten Patienten dar und konnen im Hinblick auf eine sekundare
Operabilitat auch mit einer zytostatischen Therapie kombiniert werden. Ahnlich wie
zur Therapie des HCC eignen sich PEI, TACE, RFA sowie interstitielle Lasertherapie
und Kryotherapie [15].

1.3 Elektrochemische Lyse: Funktionsprinzip, Anwendung und Popularitat

Wahrend sich in Europa und den USA die RFA als lokal ablative Methode
durchgesetzt hat [35], hat sich vor allem in China die Elektrochemische Lyse (ECL)
etabliert [67]. Das Verfahren zahlt ebenso wie die RFA zu den perkutanen ablativen
Methoden. Dabei wird ein Gleichstrom niedriger Spannung zwischen -in
konduktivem Gewebe positionierten- Platinelektrodenpaaren angelegt. Der



1 Einleitung 3

Stromfluss initilert zahlreiche chemische Reaktionen, welche die physiologische

Zellintegritat aufheben. Als zentrale Reaktionen wurden identifiziert [42, 43, 63]:

Kathode: H,O+2e <& Hy +2 OH
Anode: 2H,0o 0, +4H " +4¢e
2CleoClh+2e

Die destruktive Wirkung wird durch direkte zytotoxische Eigenschaften der freigesetz-
ten Produkte (Cl; (g) und H; (g)) sowie durch Ischamie und Zerstérung der Zellmem-
bran vermittelt [67, 64]. Wichtiger ist aber der Effekt der auftretenden pH-Wert-
Alteration (pH < 1 an der Anode, > 13 an der Kathode) durch die Kumulation von H*
und OH" lonen im Bereich der Elektroden [3, 5, 22, 32, 38, 40, 50, 70]. Zudem indu-
ziert das elektrische Feld eine Migration von lonen und geladenen Zellkomponenten
zu ihrem korrespondierenden Pol, wo sie akkumulieren und die lokale Azidose oder
Alkalose verstarken. Unter Einfluss dieser unphysiologischen Bedingungen denatu-
rieren (Zell-)Proteine [32, 43], was zum vollstdndigen Funktionsverlust des Hepatozy-
ten fuhrt. Daraus resultiert eine Zelldepletion im Sinne einer Parenchymnekrose. Das
elektrische Feld erzeugt Uber elektroosmotische Krafte eine Fluktuation von Was-
sermolekilen in Richtung der Kathode zur Anode. Die Folge ist eine Dehydratation
des Gewebes um die Anode, wahrend sich an der Kathode ein Odem formiert [44,
66]. Ein weiterer Effekt der elektrochemischen Lyse ist die Induktion intravaskularer
Mikrothrombosierungen im Bereich der Kathode, wodurch die Gewebsoxygenierung
verhindert wird [42, 43].

Relevant fiir das Volumen der erzeugten Nekrose sind die applizierte Stromdosis und

die Applikationsdauer, welche tber folgenden Zusammenhang verknipft sind:

1 Coulomb (C, elektrische Ladung) =1 Ampere (A, Stromstarke) x 1 Sekunde

wobei gilt: 1 Ampere = Watt/ Volt

Aktuell ist die Datenlage der experimentellen Forschung zu einer Dosis-Wirkungs-

Beziehung inhomogen.

Die Exploration des antitumordsen Effektes der Stromtherapie steht seit dem 18.
Jahrhundert im Interesse der Forschung [12]. Wesentlich bereichert wurde der
Erkenntnisstand ab 1980 durch die Forschungsarbeiten des schwedischen Forschers
Bjorn Nordenstrom zur Wirkung der ECL auf intrapulmonale Metastasen des
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Mammakarzinoms [43, 45]. Seitdem findet die Therapie mittels ECL vor allem in
China Anwendung. Dort wurden bereits 15.000 Patienten mit malignen sowie
benignen Neoplasien unterschiedlicher histologischer Genese behandelt, welche
einer konventionellen chirurgischen Therapie nicht zuganglich waren. Die Ergebnisse
wurden international publiziert [41, 76] und stieBen im Westen in Zeiten von
zunehmender Popularitat der minimal-invasiven Chirurgie auf reges Interesse. In
weiteren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die ECL eine nebenwirkungsarme,
minimal-invasive und sichere Methode zur zuverlassigen Destruktion von
Tumorgewebe durch Ausbildung von Koagulations- und Kolliquationsnekrosen

darstellt [50, 65, 72]. Dabei sind die Kosten vergleichsweise gering.

Trotz intensiver Forschung haben sich andere lokal ablative Verfahren, wie die
Kryotherapie, PEI, RFA, TACE, in der laparoskopischen und thoraxchirurgischen
Praxis durchgesetzt. Obwohl der Wirkmechanismus, sowie etwaige Vorteile und
Grenzen der ECL bekannt sind, fehlt fur die Kklinische Anwendung eine
Standardisierung der Durchfihrung. Dies betrifft unter anderem die
Elektrodenpositionierung, die Anzahl der verwendeten Elektroden und die Auswabhl
individuell adaptierter elektrischer Parameter [49, 66]. Analog zu Studienmodellen
der pharmakologischen Testung sollen im Rahmen dieser Arbeit mit in vitro
Experimenten Leitlinien fur die préoperative Dosisplanung fur die ECL etabliert
werden, bevor diese im klinischen Setting am lebenden Organismus exploriert

werden.
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2 Fragestellung

Die ECL gehort, ebenso wie andere Ablationsverfahren, wie die RFA, zum Pool an

Therapieoptionen bei Lebermetastasen. Im Unterschied zur RFA findet die ECL im

mitteleuropaischen Raum kaum Anwendung, zahlt aber in Russland und China zu

den First-line Therapien.

Begrinden kann man diese Tatsache zum Teil mit der unzureichenden und inhomo-

genen Datenlage beziglich der Dosis-Wirkungs-Beziehung zwischen Héhe der ap-

plizierten Ladung Q und dem resultierenden Nekrosevolumen. Ebenso sind Vor- und

Nachteile von bestimmten Positionierungsvarianten oder Anzahl der verwendeten

Elektroden nicht ausreichend untersucht.

For

Hauptziel der vorliegenden Arbeit war die Evaluation einer Dosis-Wirkungs-
Beziehung der ECL in Abhangigkeit von der Elektrodenanzahl und -anordnung
am Lebergewebe unter standardisierten Bedingungen. Damit sollte eine wis-
senschaftliche Basis fur die ethische Rechtfertigung einer klinischen Anwen-

dung der ECL am Patienten geschaffen werden.

Ebenso galt es, mogliche Vorteile der ECL, verglichen mit anderen ablativen
Methoden zu eruieren, die klinisch zur Therapie von inoperablen Lebermeta-
stasen ausgenutzt werden kénnen. Solche Eigenschaften kénnten eine An-
wendungsnische fur die ECL schaffen, in der sie als First-line Therapieoption

gilt.

Des Weiteren sollte untersucht werden, ob die entstehende Nekrosezone sich
auf die makroskopisch sichtbare Lasion beschrankt, oder ob in der Peripherie
Zellschaden mit mikroskopischem Korrelat auftreten, welche das Nekroseareal

erweitern.

Daruiber hinaus sollte durch die ECL erzeugte pH-Wert-Anderung im Gewebe
und ihre Entwicklung mit zunehmendem radidren Abstand von der Elektrode

analysiert werden.

die Durchfihrung der Versuchsreihen wurde bewusst auf ein Organ-

Perfusionsmodell zurtickgegriffen, welches physiologische Parameter artifiziell er-

zeugt, sodass auf Tierversuche verzichtet werden konnte.
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Die experimentelle Praxis am Modell zeigt dartber hinaus eventuelle Grenzen und

Vorteile eines Perfusionsmodells im Vergleich zum Lebendversuch am Tier auf.

Bei der Versuchsdurchfihrung wurde erstmals eine neu entwickelte Platzierungs-
schablone verwendet, mit der eine exakte Platzierung der Elektroden ermdglicht
werden sollte. Dariiber hinaus sollte die Platzierungsschablone gewéabhrleisten, dass
die Elektroden unabhangig von den Veranderungen der Konsistenz des zunehmend

destruierten Gewebes, diese Position wahrend der Elektrolyse beibehalten.

Die Versuche sollten tberprifen, ob die Platzierungsschablone diese Kriterien zuver-

lassig erfullt.
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3 Material und Methodik
3.1 Versuchsaufbau

Der Versuchsaufbau stitzt sich auf ein von Herrn PD Dr. Lubienski [36] in Heidelberg
entwickeltes Versuchsmodell, welches zur Perfusion von Rinderlebern genutzt wur-
de. Es besteht im Wesentlichen aus einem Warmepumpen-Schlauchsystem, einem
Oxygenator und einem Perfusionsbecken aus Plexiglas. Ein Teil der in dieser Ver-
suchsreihe verwendeten Materialien und Gerate wurde uns von oben genannter Ar-
beitsgruppe freundlicherweise zur Verfiigung gestellt. Das Modell wurde an die ana-
tomischen Bedingungen der Schweineleber angepasst und unter Bertcksichtigung
der dieser Arbeit zugrunde liegenden Fragestellung weiterentwickelt.

Venoser Zufluss

e in Drupkmessgerite
rafipumpe ollerpumpe -~
Arterieller Zufluss |
P ,' P |

Thermometer

Wirmepumpe

Arterieller und
Abfluss \ vendser Zugang

Perfusionsh ecken

Abbildung 1: Aufbau des Perfusionsmodells als Schemazeichnung (eigene Zeichnung)

Fur den ventsen Zufluss und Abfluss des Schlauchsystems (siehe Abb. 1) und als
Ruckstrom wurden Silikonschlauche mit einem Innendurchmesser von 13 mm ver-
wendet. Der arterielle Zufluss bestand aus einem 9 mm dicken Polyethylen-
Schlauch. Als Konnektoren wurden konische Kunststoff-Steckverbindungen und flr

die Schlauch-Pumpen-Verbindung Schlauchschellen gewéhlt.
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Das Perfusionsbecken aus Plexiglas war mit acht Schwenkarmen aus Kupfer ausge-
stattet, die sich in allen drei Raumdimensionen verstellen lieRen, um das Positionie-

ren von zu- und abfiihrenden Schlauchen und von Elektrodenkabeln zu erleichtern.

Das Plexiglasbecken und Schlauchsystem waren mit 5000 ml heparinisierter* (1.000
I.E./ 1) und auf 38,0 °C gewarmter Ringer-Lactat-Losung? gefillt. Wahrend der Zu-
strom uber die zufihrenden Gefal3e der Leber stattfand, erfolgte der Abfluss bei hau-
fig verlegter V. cava aus dem Plexiglasbecken. Eine Konnektion des Abflusses mit
der V. cava war technisch nicht mdglich. Das Perfusat im Plexiglasbecken verhinder-

te das Austrocknen der Oberflache wahrend der Versuchsprozedur.

Die Perfusionslosung wurde aus dem Perfusionsbecken mittels Silikonschlauch an-
gesaugt. Den Unterdruck erzeugte eine nachgeschaltete Zahnradpumpe mit Um-
walzthermostat® zur Einstellung der Perfusattemperatur. Uber die Perfusattemperatur
wurde auch die Temperatur im Lebergewebe justiert, welche mit einem Thermome-

ter’ bestimmt und konstant zwischen 37,5 °C und 38,5 °C gehalten wurde.

Die Zieltemperatur im Organ lag bei 38,0 °C, hieraus ergab sich eine um 1 - 2 °C ge-

ringere Temperatur, des umgebenden Perfusates.

Die temperierte Perfusionslésung wurde (iber einen Diffusionsmembran-Oxygenator’

geleitet, welcher die Perfusionslosung mit Sauerstoff (2 | O,/ Minute) anreicherte.

Vom Oxygenator wurde das Perfusat Uber einen arteriellen und einen vendésen

Schenkel abgeleitet.

Die arterielle Perfusion wurde mittels Rollerpumpe® aufrechterhalten, welche okklu-
dierend betrieben wurde. Dazu wurde der Schlauch durch die Rollen der Pumpe re-
gelmalig komprimiert, so dass eine kompakte Flissigkeitssaule transportiert wurde.

Daraus resultierte ein pulsatiler Fluss des arteriellen Perfusates.

Der Zustrom erfolgte tiber die Adapterverbindung mit der A. hepatica propria. Uber
die Pumpengeschwindigkeit wurde der arterielle Mitteldruck auf physiologische Werte
zwischen 110 mm Hg und 130 mm Hg manuell eingestellt.

! Heparin-Natrium BRAUN, 10.000 IE/ml, B.Braun Melsungen AG, Melsungen, D.

2 Ringer-Lactat-Losung, Berlin Chemie AG, Berlin, D.

® Haake, Typ 001-4202/ 001-7992, Berlin, Deutschland, bzw. LKB 2219 Multitemp Il, Bromme,
Schweden.

4 Digitales Thermometer 791.10 FTQ9; Beurer.

° Magquet, Jostra Quadrox Safeline®, Hirrlingen, Deutschland.

e Dialysemaschine Hospal Dasco BSM-22SC, Medolla, Italien.
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Der portalvendse Zustrom erfolgte pulsationslos tiber eine Zahnradpumpe’. Der Per-
fusionsdruck wurde Uber die am Geréat regulierbare Flussgeschwindigkeit an die phy-
siologischen Bedingungen des zu untersuchenden Organes angepasst und auf 5 -
15 mm Hg eingestellt. Die arterielle und venése Druckkontrolle erfolgte manomet-
risch im letzten Abschnitt des Schlauchsystems als Parallelschaltung kurz vor der
Verbindung zum Adapter mit der Leberpforte. Der Drucksensor wurde in Hohe der
Leber angebracht. Unter den genannten Perfusionsparametern (Temperatur und
Druck) konnte die zu untersuchende Leber bis zu sechs Stunden perfundiert werden,
ohne dass eine signifikante Gewichtszunahme (interstitielles Odem) zu verzeichnen

war.

Rollerpumpe

Perfusions-
becken

Zahnradpumpe

Druckmessgerit

Abbildung 2: Kompletter Versuchsaufbau (der Oxygenator ist hier nicht zu erkennen)

3.2 Organgewinnung und -vorbereitung

Fur die im Folgenden beschriebenen Versuche wurden ausschliel3lich Frischprapara-
te von Zuchtschweinen (ca. 300 kg) verwendet, die als Kadaverpraparate bei der
Schlachtung anfielen. Die Schlachtung fand im nahegelegenen Schlachthof Bad
Oldesloe statt. Die Enthahme der Organe erfolgte im Schlachtablauf direkt nach der
Betdaubung per Stromstol3 und der Tétung des Tieres durch Blutentzug sowie an-
schliel3ender Fleischbeschau durch einen Amtstierarzt. Die Leber wurde als Organ-

paket zusammen mit Lungen, Teilen des Zwerchfells und des Osophagus sowie der

" ISMATEC ISM 405A, Glattbrugg, Schweiz.
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angrenzenden V. cava entnommen und 3 - 10 Minuten nach der Schlachtung tber-
geben. Sofort erfolgte die Isolation der Leber von den umliegenden Strukturen. Der
kaudale Absetzungsrand auf HOhe der Leberpforte wurde exploriert und aus dem
umgebenden Bindegewebe freiprapariert. Die zufihrenden Gefalie, V. portae hepatis
und A. hepatica propria und der Ductus hepaticus wurden identifiziert und markiert,

letzterer anschlieRend mittels Ligatur verschlossen.

Kranial erfolgte die Auslosung aus dem Organpaket subphrenisch mittels Schnittinzi-
sion in das Ligamentum coronarium hepatis. Zwerchfelladhdsionen wurden geldst,
die V. cava aufgesucht und proximal des Lebervenensternes ligiert und abgesetzt.
Die isolierte Leber konnte nun aus dem Organpaket entnommen werden. Insgesamt
wurden 46 Schweinelebern verwendet. Ein Praparat, an dem zu diesem Zeitpunkt
schon makroskopisch sichtbar die Gerinnung eingesetzt hatte, wurde nicht weiter

verwendet.

Zunachst wurde das Gewicht des Nativpraparates mit einer handelsiblichen Ki-
chenwaage bestimmt. Eine signifikante Zunahme des Lebergewichtes nach Perfusi-
on weist auf die Entstehung eines interstitiellen Odems hin. Daten, die aus verdachti-
gen Lebern erhoben wurden, wurden nicht verwendet. Die Organgewichte der Nativ-
lebern lagen im Mittel bei 2125 g +/- 425 g (Minimum: 1700 g Maximum: 2550 g).

Bei der Ubergabe wurden regelmaRige Temperaturkontrollen im zentralen Leberge-
webe durchgefuhrt. Die Durchschnittstemperatur lag bei 38,2 °C +/- 0,8 °C. Die phy-
siologische Korperkerntemperatur des Zuchtschweines betragt 38,8 °C +/- 0,3 °C
[68]. Ausschlusskriterium fur eine Einbeziehung in die Versuche war eine Lebertem-
peratur bei Ubergabe unter 37 °C, um die Frische des Praparates zu gewahrleisten.
Nach Praparation aus dem Organblock wurden die V. portae hepatis und die A. he-
patica propria mit einem vorbereiteten Schlauchsystem tber einen konischen Adap-
ter konnektiert. Die Perfusion erfolgte per Schwerkraft mit 5 | auf 12 °C vorgekunhlter,
isotonischer Elektrolytldsung (Ringer-Lactat-Lésung®), welche zuvor mit 5.000 I.E.
Heparin® versetzt wurde. Die Perfusion diente dem Ausspiilen von Blutbestandteilen
zur Pravention von intravasalen, thrombotischen Verschlissen. AuRerdem konnten
auf diese Weise schon frih Verletzungen des Lebergewebes, die wahrend des
Schlachtvorgangs entstanden waren, detektiert werden. Verletzte Lebern wurden fur
diese Studie nicht verwendet.

8 Ringer-Lactat-Losung, Berlin Chemie AG, Berlin, D.
o Heparin-Natrium BRAUN, 10.000 IE/ml, B.Braun Melsungen AG, Melsungen, D.



3 Material und Methodik 11

Die Spulung wurde als ausreichend bewertet, wenn das Lebergewebe sich deutlich
gegenuber dem Kolorit der Nativleber aufhellte und klare Perfusionslésung aus dem
dissezierten Stumpf der V. cava austrat. Fur den anschlie3enden Transport wurden
die Adapter mittels Naht am bindegewebigen Anteil der Leberpforte fixiert. Die Leber
wurde in ein Kunststoffwasserbad tberflihrt und in einer Styroporbox mit Leitungs-
wasser und Eis umgeben fir den Transport vorbereitet. Die Transportdauer betrug
ca. eine halbe Stunde.

3.3 Vorbereitungen am Perfusionssystem

Zu Beginn wurde das Schlauchsystem aus den gereinigten und getrockneten Be-

standteilen zusammengesteckt.

Weil die Komponenten mehrfach verwendet wurden, wurde das System zu Beginn
jedes Versuches dampfsterilisiert. Es folgte eine organfreie Perfusion des Modells mit
8.000 ml Ringer-Lactat-Lésung* bei 38 °C. AnschlieRend wurden das Perfusionsbe-
cken und das Schlauchsystem mit 5.000 ml Ringer-Lactat-Losung™® befiillt und das
Warmepumpensystem beim maximaler Pumpflussrate in Betrieb genommen, um das
Perfusat auf 37 °C - 38 °C zu temperieren und Luftblasen zu entfernen. Der Oxyge-

nator wurde auf 2 | O,/ Minute eingestellt.

Das gekuhlte und vorperfundierte Organ wurde im Perfusionsbecken mittels Adapter
Uber die V. porta und A. hepatica propria an das Perfusionssystem angeschlossen.
Bei optimaler Positionierung war die Leber stets von Flussigkeit bedeckt und berihrte
den Rand des Perfusionsbeckens nicht. Auf diese Weise konnte eine gleichmafiige
Perfusion bis in die distalen Leberlappenanteile gewahrleistet werden. In Probe-
durchlaufen konnte durch Kapselinzisionen die Perfusion bis in die Leberperipherie

nachgewiesen werden.

10 Ringer-Lactat-Losung, Berlin Chemie AG, Berlin, D.
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Abbildung 3: Versuchsorgan im Perfusionsbecken mit Anschluss

3.4 Materialliste und Bestandteile des Leberperfusionsmodells

AN N NN Y N U N N N N Y N U N NN

Frisches Organpraparat: Schweineleber, heparinisiert, 2125 g +/- 425 g
Schlauchsystem (13 mm Silikonschlauch, 9 mm PE-Schlauch)
Steckverbindungen

Konische Adapter fir GefaRanschluss an der Leberpforte
Nahtmaterial fir Annaht der Adapter

Digitale Waage

Heparin-Natrium (10.000 I.E./ Organ)

Ringer-Lactat-Losung als Spul- und Perfusionslésung (10 I/ Organ)
Infusionsbesteck

Thermometer

Praparierbesteck zum Auslosen aus dem Organpaket
Transportbehdlter incl. Kihimedium

Perfusionsbecken mit Schwenkarmen

Warmepumpe

Pumpe fur arteriellen Kreislauf

Pumpe fir vendsen Kreislauf

Oxygenator
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Druckmessgerate

ECU 300

Platinelektroden mit Kabelverbindungen und Steuerungsboxen
Platzierungsschablone

Praparationsskalpell

Praparatekassetten fur histologische Aufarbeitung
Formaldehydl6sung

Orion 3-Star-Plus Portable pH-Meter

AN NNV N N N N

3.5 Versuchsdurchfihrung der ECL

Fur die Untersuchung der Dosis-Wirkungs-Beziehung der ECL am Lebergewebe
wurde das Gerat ECU (Electro Chemical Unit) 300* der Firma Séring verwendet.

Abbildung 4: Prototyp des ECU 300 ohne Kabelverbindun-
gen, Ordinationsboxen und Elektroden.

1-3: Eingabepad fur Anwahl physikalischer Einstellungen fir

jeden Therapiekanal

4: On/Off

5-7: Therapiekanalausgange, Verbindung zur Ordinationsbox

mittels Kabel

Bildquelle: http://www.med-group.ru/productdetail/ECU-300/213/

0/0/;Tag des Zugriffs mit Genehmigung: 09.09.2010

Das Gerat verfugt Uber drei Therapiekanale (siehe Abb. 4), die unabhangig von-

einander gesteuert werden kdnnen. Maximal lassen sich drei Leberlasionen simultan

1 Ecu 300, Soring Medizintechnik GmbH, Quickborn, D.


http://www.med-group.ru/productdetail/ECU-300/213/0/0/
http://www.med-group.ru/productdetail/ECU-300/213/0/0/
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behandeln. Die physikalischen Einstellungen werden vom Anwender manuell Gber

ein zugehoriges Eingabepad vorgegeben.

Einfluss auf das erzeugte Nekrosevolumen nehmen die folgenden Parameter:
= Stromstarke | (in mA)
= Spannung U (in Volt)
= Zeitt (in Sekunden).

Stromstarke und Zeit werden Uber die physikalische Grof3e Ladung Q (in Coulomb
(C)) miteinander verknipft, welche die Summe der applizierten Ladung Uber eine

bestimmte Zeit wiedergibt.

Q=1Ixt

Dabei gilt: 1 Coulomb =1 Ampere x 1 Sekunde

Jeweils zwei Grol3en der Gleichung sind theoretisch variabel und am Gerat einstell-
bar, wahrend sich die dritte Gréf3e durch mathematische Berechnung ergibt. Um den
Effekt am Lebergewebe (Anderung des Nekrosevolumens = abhangige Variable), der
Anderung einer Variablen zuordnen zu kénnen, wurde jeweils nur die Coulombzahl
(= unabhangige Variable) zwischen 50 C und 400 C variiert und die Stromstéarke als
Konstante mit 50 mA gewahlt. Die Stromstarke lag nicht sofort in voller Hohe an,

sondern wurde innerhalb der ersten 5 Sekunden aufgebaut.
Die Spannung wurde mit 25 mV ebenfalls als Konstante gewahlt.

Das Niederspannungsgerat ECU 300 applizierte die Ladung uber Platinelektroden
mit einem Durchmesser von 1 mm. Die Elektroden wurden durch eine bewegliche
Kunststoffhilse isoliert, sodass die Lange der nicht-isolierten Spitze wahlbar war. In

den Versuchen wurden nur Elektrodenl&angen von 10 mm verwendet.
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hiilze

Ordinationsbox ¢

Izolationz- —m

Platinelektrode

e

[ o

Abbildung 5:

Aufbau der Platine-
lektrode als Sche-
mazeichnung (eige-
ne Zeichnung)

Die Kunststoffhilsen waren mit Markierungen in Abstanden von 10 mm versehen.

Zwischen Elektrode und ECU war eine Ordinationsbox geschaltet, mithilfe derer sich

die Polung (+ oder -) der jeweils vier Elektroden eines Therapiekanals festlegen liel3.

Durch Variation der Polung und Auswahl der Elektrodenanzahl pro Therapiekanal

ergaben sich sechs mogliche Schaltungsvarianten:

Tabelle 1. Anordnung und Polungsmoéglichkeiten der Elektroden eines Therapiekanals

Anzahl der Elekt-

roden

2 Elektroden

3 Elektroden

4 Elektroden

Elektrodenpolung

+ - -

+4--

++ + -

Variabel ist neben der Elektrodenpolung auch die geometrische Anordnung im Organ

beispielsweise als Elektrodenpaar, -quadrat, -dreieck oder als Dreieck mit zentraler

Anode. Ebenso sind die Elektrodenabsténde frei wahlbar. Somit ist theoretisch eine

Vielzahl an Anordnungen und Polungen denkbar, welche an die malignen Raumfor-

derungen adaptiert werden kdnnen.
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Fur die Versuche zur Evaluation des Nekrosevolumens wurden Anordnungen als
Elektrodenpaar und als Quadrat mit Abstanden bzw. Kantenl&angen von 1 cm, 2 cm
und 4 cm ausgewahlt.

e Bei der Anordnung als Elektrodenpaar wurden Ladungen von 50 C, 100 C,
200 C und 400 C appliziert.

e Die Elektrodenanordnungen als Quadrat wurden mit 50 C, 100 C und 200 C
durchgefuhrt.

Anhand der Skalierung auf den Elektrodenhilsen konnte die Position der Elektro-
denspitze im Verhaltnis zur Leberkapsel bestimmt werden. Der Elektroden-Kapsel-
Abstand wurde so gewabhlt, dass die Nekrosezone ausschlie3lich von parenchymat6-
sem Lebergewebe umgeben war. Ebenso wurden grof3kalibrige GefalRe in der Le-
berpforte durch ausreichenden Sicherheitsabstand geschont.

Zur Positionierung der Elektroden wurde fiir die vorliegende Studie eine Plexiglas-
schablone entwickelt (siehe Abb. 6), welche mit geeichten, parallel verlaufenden

Bohrungen in definierten Abstanden (5 mm) versehen war.

AR REE WL
DEeeeues
S0008aa0
l.......-'.l
L T
P EEEH AT
‘...ll...'l'
.l.l.i.l...l...l'
N L

=

}*mm

—O—0——

=

60mm

Abbildung 6: Platzierungsschablone aus Plexiglas in der
Schemazeichnung (eigene Zeichnung)
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Die Schablone wurde, unter Berlcksichtigung der Organdicke an dieser Stelle, auf
die Oberflache aufgelegt. Uber die Perforationen in der Schablone wurden die Elek-
troden in das Zielgewebe eingebracht (siehe Abb. 7). Die Anwendung erleichterte die
Positionierung der Elektroden in den vorgegebenen Abstanden, sie fungierte dartber
hinaus als Fihrungsschiene, welche die Elektroden im Zielgewebe parallel ausrichte-
te. Somit konnten reproduzierbare Versuchsserien gewahrleistet werden. Nach In-
tegration der Elektroden in den vorgesehenen Abstanden und Anordnungen im Ziel-
gewebe wurden die Elektrolyseparameter Ladungsstarke, Spannung und Stromstar-
ke am Gerat vorgegeben und die ECL gestartet. Zusatzlich lief eine Kontroll-
Stoppuhr mit, welche die Zeitangabe des Gerates uberprifte. Nach Ablauf der Zeit

und somit vollstandiger Applikation der Ladung schaltete das Gerat selbststandig ab.

Positionierung der EIktroden mithilfe
der Platzierungsschablone im Leberge-
webe

Abbildung 7:
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3.6 pH-Messung

Zur Dokumentation des pH-Wertes in der Peripherie um die Elektroden wurden re-
gelmaRig pH-Wert-Erfassungen zwei Minuten vor Ende des Elektrolyseprozesses
durchgefiihrt. Dafiir wurde ein pH-Meter'? verwendet, welches als Detektor eine 2
mm dinne, gewebeschonende Glaskapillare besal3. Die Messungen wurden an den
Kathoden und Anoden bei 50 C, 100 C, 200 C und 400 C in radiaren Abstanden von
5 mm, 10 mm und 15 mm durchgefiihrt (siehe Abb. 8) (n = jeweils 12).

Elektrode —{_ )

- -
1

~ _ Nekrorenne _#
e e ——-— -

Abbildung 8: Prinzip der pH-Mes-
sung in der Schema-
zeichnung (eigene
Zeichnung)

3.7 Aufarbeitung der Nekrosezone und -peripherie fur die histologische

Untersuchung

Nach Abschluss der ECL wurde die Leber diskonnektiert und dem Perfusionsbecken

entnommen.

Die ECL-Zielareale wurden grof3raumig als Gewebeblock vorprapariert und fir 24
Stunden in einer Standardfixierldsung® eingelegt. Diese verhinderte zum einen Zer-
setzungsprozesse, wichtiger fur die anschlieBende Praparation war aber, dass das
Gewebe gehartet wurde, da besonders die erzeugten Kolliquationsnekrosen eine

geleeartige Konsistenz besal3en.

Da die Nekroseareale flr eine histologische En bloc Analyse zu grol3 waren, wurde

ein Schema entwickelt, nach welchem die Ablationsherde zugeschnitten wurden.

'2 Gerat Orion 3-Star Plus Portable pH Meter, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA.
1310 % Formalin mit pH-Puffer 7,4; entsprechend 3,7 %iger Formaldehydl6sung.
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Dadurch war eine Korrelation des Schnittpraparates mit einer Position im Leberblock
maoglich. Die Stichkanale der Elektroden wurden zur Orientierung mit farbigen Nadeln
markiert. Vor Praparation der Gewebeblocke wurden je eine anodische und eine
kathodische Nekrosezone in horizontaler und vertikaler Ebene zur makroskopischen
Ausmessung der Nekrosezonen angeschnitten. Da die Auswertung der Versuche mit
zwei Elektroden eine symmetrische Ausbreitung der Nekrosezone in Kreiszylinder-
form um die Elektrode zeigte und diese Form in Stichproben bei den Versuchen mit
vier Elektroden bestétigt werden konnte, wurde in jedem Versuchsansatz jeweils nur
das Areal um eine Anode und Kathode in drei Dimensionen ausgemessen
(d1, d2, h).

Fur die Berechnung des Gesamtnekrosevolumens eines Versuchsansatzes mit vier
Elektroden wurden die errechneten Nekrosevolumina mit dem Faktor zwei multipli-

ziert.
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F
Nekrosezone um die Anode
- Nekrosezone um die Kathode E
o D
i -"._ A B C

Abbildung 9: Schnittschema zur histologischen Aufarbeitung der Nekrose-
peripherie. Ansicht von oben, parallel zur Leberkapsel:
Die mit den Buchstaben A - M gekennzeichneten Gewebebltcke
messen 20 x 10 x 1 mm, O - Q sind variabel (siehe Text), N misst
20 x 20 x 1 mm; (eigene Zeichnung)

Die Gewebsschicht unterhalb der Leberkapsel wurde in einer Dicke von ca. 20 mm
entfernt. In der nun frei liegenden Ebene wurden je drei 20 x 10 x 1 mm Gewebsbl6-

cke in rechtem Winkel zueinander entnommen.

Die Gewebsblocke um die Anode wurden mit A - F bezeichnet, die um die Kathode
mit G - M (siehe Abb. 9).

Die Gewebsbriicke zwischen zwei Elektroden unterschiedlicher Polung wurde eben-
falls horizontal geschnitten, dann gedrittelt und den Buchstaben O - Q zugeordnet.

Als O wurde der an die Anode grenzende Gewebeblock bezeichnet.

In den Versuchsreihen, bei denen die Elektroden als Quadrat angeordnet wurden,
wurde im zentralen Feld zwischen den vier Stichkanalen ein 20 x 20 mm messendes

Quadrat in horizontaler Ebene entnommen und mit N bezeichnet (siehe Abb. 9).
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Die Praparate wurden zur Orientierung unter dem Mikroskop am lateralen, elektro-
denfernen Absetzungsrand mit Tusche markiert und einzeln in Kunststoffkassetten
gelegt (siehe Abb. 10). Diese wurden bis zur Weiterverarbeitung in Formalin aufbe-

wabhrt.

Abbildung 10: Préaparierter und markierter Gewebeblock in der Kassette
Als Beispiel ist ein Praparat aus dem Zentrum der Nekrosezone gezeigt.

Das folgende Standardverfahren mit Entwasserung, Fixierung auf einem Objekttrager
und Farbung mit Hamatoxylin-Eosin (HE) wurde vom Chirurgischen Forschungslabor

der Universitat zu Libeck bernommen.

Die Praparate wurden zur histologischen Begutachtung einem unabhangigen Patho-

logen* tibergeben.

Alle Versuchsreihen (Variation von Elektrodenabstand/ -kantenléange, Ladungsstarke

und Elektrodenanordnung) wurden viermal durchgefihrt (n = 4).

1 Dr. M. Gebhard, Dr. H.-W. Bernd, UKSH Campus Liibeck, Institut fir Pathologie
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3.8 Statistik

Der Umfang der statistischen Auswertung wurde nach statistischer Beratung durch
das Institut fur Biometrie und Statistik der Universitat zu Lubeck festgelegt.

Fur die Berechnung und Erstellung der Graphiken wurden die Programme Micro-
soft® Excel® (MS Office Home and Student) 2010 und IBM® SPSS® Statistics
Standard Grad Pack for Windows Version 20.0 verwendet.

Der Auswertung liegt das im Anhang dieser Arbeit gezeigte Datenblatt zu Grunde.

Fur die Irrtumswahrscheinlichkeit wurde ein Signifikanzniveau von a = 5 % (p =

0,050) zugrunde gelegt.

3.8.1 Deskriptive Statistik

Da es sich bei den prasentierten Messwerten um metrisch skalierte Daten handelte
und davon ausgegangen wurde, dass die angegebenen Messwerte normalverteilt
sind, wurde fir jeden Datensatz mit gleichen Versuchsbedingungen jeweils der Mit-
telwert (n = 4) gebildet. Dieser wurde in Form eines Punktdiagrammes auf der x-
Achse gegen das Nekrosevolumen aufgetragen. Als Lageparameter wurden die Va-
rianz und Standardabweichung bestimmt. Letztere wurde anhand von einseitigen
Fehlerbalken angegeben. In das Punktdiagramm wurden die errechneten Regres-
sionsgeraden integriert.

Fur die Auswahl eines geeigneten Signifikanztests zur Frage nach signifikanten Mit-
telwertunterschieden bei verschiedenen Coulombdosen wurden die Stichproben mit-
tels Shapiro-Wilk-Test fur kleine Stichprobenumfange auf Normalverteilung gepruft.
Bei Signifikanzwerten von > 0,05 wird von einer Normalverteilung der metrisch ska-
lierten Stichproben ausgegangen. Zur Analyse der Gruppenmittelwerte (definiert

durch den Abstand zur Elektrode) wird die einfache Varianzanalyse durchgefihrt.

Zum Vergleich der Mittelwerte von Lebergewichten vor und nach der Perfusion wurde
die Grundgesamtheit mittels Shapiro-Wilk-Test fur kleine Stichprobenumfange auf
Normalverteilung getestet, anschlielRend wurde der t-Test fur verbundene Stichpro-

ben angewendet, bei Nicht-Normalverteilung wurde der Wilcoxon-Test verwendet.

Zur Berechnung der Auswirkungen, welche durch Variation der unabhangigen Vari-
ablen Ladung, Elektrodenabstand, Polung oder Anzahl der Elektroden zustande ka-
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men wurden folgende Signifikanztests verwendet: Aufgrund des kleinen Stichpro-
benumfangs wurde zum Vergleich der einzelnen Messwertgruppen die Stichprobe
zunachst mittels Shapiro-Wilk-Test zunachst auf Normalverteilung geprift. Im Falle
von Normalverteilung wurde der t-Test fir unverbundene Stichroben eingesetzt, an-

dernfalls wurde auf den Mann-Whitney-U-Test zurtickgegriffen.

3.8.2 Allgemeines lineares Modell (GLM 3)

Mittels univariater Varianzanalyse wurde der der Einfluss der unabhangigen Variab-
len auf die abhéangige Variable auf Signifikanz geprift.

Es wurden als unabhangige Variable definiert:

e der Elektrodenabstand (in cm)
e die Elektrodenpolung (Anode/ Kathode)

e die Elektrodenzahl (zwei oder vier Elektroden)

Als abhangige Variable wurde das Nekrosevolumen in (cm?) definiert.

Zur Schatzung der Effektstarke wurden die partiellen Eta’>-Werte herangezogen.

3.8.3 Regressionsanalysen

Zur statistischen Analyse von Kausalbeziehungen zwischen mehreren unabhangigen
Variablen und einer abhéngigen Variablen wird die multiple Regressionsanalyse ein-
gesetzt. Als Antwort auf die in Kapitel 2 dieser Arbeit formulierte Fragestellung wurde
eine Regressionsgleichung formuliert, welche die Dosis-Wirkungs-Beziehung definie-

ren sollte.

Da die univariate Varianzanalyse die groldte Effektstarke fur die unabhéngige Vari-
able Ladung herausgab, wurden separate Regressionsgeraden fur die Variablen
Elektrodenanzahl, Polung und Elektrodenabstand erstellt, wobei die einflussreichste

unabhangige Variable Ladung gegen die abhangige Variable aufgetragen wurde.

Die Regressionsgeraden wurden in der Form

y = botb;x
geschatzt, wobei mit by eine Konstante und mit b; der Regressionskoeffizient be-
zeichnet wurde.
Als GiitemaR des Modells wurde das korrigierte BestimmtheitsmaR R? (im Folgenden
nur mit R? bezeichnet) fir lineare und exponentielle Modelle berechnet.
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4  Ergebnisse
4.1 Perfusionsmodell und Platzierungsschablone

Vor Beginn der Versuchsreihen wurde die Funktionsfahigkeit des Elektrolysegerates
ECU 300 der Firma Soring getestet.

Als Organmodell wurden initial vier ca. 500 g schwere Lebersegmente im Einzelhan-
del (Metzgerei) erworben. Fiur die Testung des Elektrolysegerates wurde auf eine
vorausgehende Perfusion und auf eine Integration in das vorgestellte Perfusions-
system zunachst verzichtet. Die Elektroden wurden nach Ausmessen von Distanzen
zwischen 10 mm und 60 mm und der Anwahl verschiedener Ladungsstarken (50 C -
400 C) im Lebergewebe positioniert.

Nach Start der Elektrolyse wurde diese in einigen Versuchsansatzen vom Gerat mit
der Fehlermeldung ,gestorter Stromfluss® beendet. Auch durch die Anwahl hdherer
Ladungsstarken liel3 sich der Stromkreis nicht wieder herstellen. Von der Stromfluss-
insuffizienz waren alle Versuchsanséatze betroffen, deren Elektrodenabsténde tber 2

cm lagen.

Bei den Versuchsanséatzen mit geringeren Elektrodenabstadnden war ein kontinuierli-
cher Stromfluss zu beobachten. Allerdings wich die vom Gerat berechnete Anwen-
dungsdauer von der tatsachlich verstrichenen Zeit bis zum Erreichen der gewéhlten
Coulombdosis ab. Die Effektivitat des Gerates wurde auch durch die Praparation der
Nekroseareale verifiziert: Die Praparate zeigten Ablationsareale um die Einstichstel-

len der Elektroden.

Im nachsten Schritt wurden funf weitere Testversuche mit frischen Schlachthausle-
bern durchgefiihrt (siehe Kap. 3.2), die in das Perfusionssystem integriert wurden.
Der Stromfluss in den aufbereiteten, perfundierten und gewarmten Lebern lie3 sich
bis zu einem Elektrodenabstand von 120 mm aufrechterhalten. Auch die berechne-
ten Zeitangaben des Gerates entsprachen der tatsachlichen Inkubationszeit. Die In-
tegritat des Stromflusses auch tber gréRere Distanzen und die Ubereinstimmung der
angezeigten mit der tatséchlich benétigten Anwendungszeit in allen Versuchen wur-
den als Indikator dafur gewertet, dass das Perfusionsmodell die physiologischen Fak-

toren am lebenden, intakten Organismus ausreichend imitiert.
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Wahrend der Testversuche erwies es sich als Problem, dass das parenchymattse
Gewebe um die Elektroden, besonders an der Kathode, durch den Elektrolysepro-
zess zunehmend mazerierte und die Elektroden sich im Gewebe lockerten. Des Wei-
teren wurde bei der anschlieenden Praparation des Ablationsareals festgestellt,
dass zwar die Elektrodenabstande kapselnah weitgehend den vorgesehenen Distan-

zen entsprachen, aber mit zunehmender Eindringtiefe nicht eingehalten wurden.

Durch die Entwicklung einer Plexiglasschablone (siehe Kap. 3.5, Abb. 6 und 7), wel-
che mit Perforationen in definierten Abstdnden fur die Elektroden versehen ist, konn-
ten wir erstmals beide Storfaktoren zuverlassig beseitigen. Die Plexiglasschablone
wurde vor Beginn der Elektrolyse plan auf die Leberkapsel aufgelegt und mit den
Elektroden in der geforderten Distanz durchstochen.

Fur die Durchfihrung der Versuchsreihen zur Evaluation einer Dosis-Wirkungs-
Beziehung bei ECL an der Schweineleber wurden insgesamt 43 Frischlebern ver-
wendet. Diese hatten ein mittleres Gewicht von 2125 g +/- 425 g bei Ubergabe. Nach
abgeschlossener Perfusion zu Versuchsende betrug das Organgewicht 2183 g +/-
396 g. Die Gewichtszunahme wurde als nicht signifikant berechnet (p = 0,130). Diese
Ergebnisse sprechen gegen eine wesentliche Kapillardysfunktion und gegen ein
ausgepragtes Organddem. Bei Ubergabe hatten die frischen Nativlebern mittlere
Kerntemperaturen (gemessen im zentralen, parenchymattsen Lebergewebe, nahe
der Leberpforte) von 38,1 °C (Minimum: 37,6 °C, Maximum: 39,0 °C).

Das in den vorliegenden Versuchen verwendete Perfusionssystem (siehe Kap. 3.1)
basiert auf Vorarbeiten von Lubienski und Bitsch aus dem Jahre 2006 [8, 36]. Das
von den genannten Autoren beschriebene System war fir die Integration von Rinder-
lebern zur Untersuchung der RFA konstruiert. Fir die hier vorgestellten Versuchsrei-
hen an der Schweineleber musste das Perfusionssystem den neuen Erfordernissen
angepasst werden. Die Adaptation umfasste vor allem bauliche Veranderungen der
Schlauchsysteme, welche in den Versuchen mit 13 mm und 9 mm kleinkalibriger ge-
wahlt wurden als im Vorgangermodell. Der vendse Adapter in der Leberpforte konnte
aufgrund seiner konischen Form, welche sich an Venenkaliber von 5 mm - 20 mm
anpassen lasst, sowohl fir die Rinderleber als auch fur die Schweineleber verwendet

werden.

In den ersten Versuchsreihen mit finf Schweinelebern wurden die physiologischen

Druckverhéaltnisse an der Leberpforte (arterieller und ventser Zufluss) sowie die
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Temperatureinstellungen evaluiert. Um im Zielorgan eine fur die Spezies Schwein
physiologische Kerntemperatur von 37,5 °C - 38,5 °C [68] aufrechtzuerhalten, muss-
te die Voreinstellung an der Warmepumpe 42 °C betragen. Der Temperaturgradient
entsteht durch den Warmeverlust entlang des Schlauchsystems bis zur Leberpforte.
Auch lag die Temperatur der Perfusionslésung im Becken 1 °C - 2 °C niedriger, was

durch Warmeverlust tber die Plexiglasscheibe zu erklaren ist.

Um die physiologischen Druckverhéltnisse in der porcinen Leberpforte zu imitieren,
wurden vendse Dricke von 5 mm Hg - 15mmHg und systolische, arterielle Driicke
von 110 mm Hg - 130 mm Hg gefordert. Die Einstellungen wurden tber die Flussra-

ten (Volumenstrom/ Minute) an Roller- und Zahnradpumpe vorgenommen.

Weil die Durchmesser der Portalvene und der A. hepatica propria an der einzelnen
Leber individuell unterschiedlich waren und nicht mit dem Lebergewicht korrelierten,
mussten die Flussraten fur jede Leber vor Beginn des Versuchs neu ermittelt werden.
Arterieller und vendser Druck wurden im Verlauf jedes Versuches mehrfach stichpro-

benartig abgeleitet.

Es zeigte sich, dass die Driicke wahrend der Versuchsdauer konstant im Zielbereich

blieben, ohne dass die Flussraten nachjustiert werden mussten.

Dopplersonographische Untersuchungen bewiesen eine suffiziente Perfusion bis in
die Leberperipherie.

Die sich an die Perfusion anschlieBende Praparation des Lebergewebes zeigte in
keinem Fall intravasale Thromben. Dies ist Folge der suffizienten intravasalen Spi-
lung und Antikoagulation nach Schlachtung. Mithilfe der fiinf Vorversuche konnte der
erfolgreiche Transfer des Modells auf die Bedingungen an der Schweineleber verifi-

ziert werden.
4.2 Dosis-Wirkungs-Beziehung der ECL bei Anwendung von zwei Elektroden

Fur die Versuchsreihen zur Evaluation der Dosis-Wirkungs-Beziehung bei ECL mit
Platzierung von zwei Elektroden (Anoden/ Kathoden-Paar) wurden insgesamt 25
porcine Frischlebern verwendet. Diese hatten ein mittleres Gewicht von 1962 g +/-
262 g (Minimum: 1700 g, Maximum 2224 g). Die Lebergewichte nach Ende der ECL
und Entnahme aus dem Perfusionssystem ergaben ein mittleres Lebergewicht von
2030 g +/- 260 g (Minimum 1713 g, Maximum 2233 g). Der p-Wert fur die Gewichts-
zunahme (Vergleich der Organgewichte pra- und postexperimentell) wurde mit 0,220
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berechnet. Dies wurde als Hinweis gewertet, dass die Perfusion kein wesentliches

kapillares Leck im Versuchsorgan induzierte.

Je nach Grole der Leberoberflache, Gefal3verlauf in der Leberpforte und Dicke der
Leberlappen, konnten unterschiedlich viele Elektrodenpaare in einer Leber positio-
niert werden. Gemal3 der Anzahl an Therapiekanalen des ECL-Gerates war die Abla-
tion von drei Arealen gleichzeitig moglich. Dabei wurde je ein Nekroseherd in einem
Lappen erzeugt. Fiur die Versuche wurden zwolf verschiedene Einstellungskombina-

tionen der variablen Parameter
e Elektrodenabstand und
e Coulombzahl

realisiert (siehe Tab. 2):

Tabelle 2: Tabellarische Zusammenstellung der realisierten Einstellungskombinationen fur die
Anordnung von zwei Elektroden. n ist die Anzahl der insgesamt durchgefihrten Ver-
suchsanséatze bei konstanten Einstellungsparametern

Coulombzahl/ Elek- 50C 100 C 200 C 400 C
trodenabstand

lcm n=4 n=4 n=4 n=4

2cm n=4 n=4 n=4a n=4

4cm n=4 n=4 n=4 n=4

Jede Einstellungskombination wurde viermal (n = 4) getestet.

Die Spannung wurde mit 25 V in allen Versuchsansatzen als Konstante gewahlt,

ebenso wie die Stromstérke, die in allen Versuchen 50 mA betrug.

Insgesamt wurden so 48 paarige L&sionen (jeweils bestehend aus einer L&sion um
die Kathode und einer L&sion um die Anode) erzeugt. Die Versuchsdurchfiihrung

erfolgte wie in den Kapiteln 3.5, 3.6 und 3.7 beschrieben.

Fur alle Experimente mit konstanter Coulombzahl wurde eine einheitliche Inkubati-
onsdauer vom Gerat angezeigt. Die parallel gestartete, manuelle Zeitmessung ergab,
dass die angezeigte Zeit exakt der verstrichenen Zeit bis zum Ende der Inkubation

entsprach.

Entsprechend der im Kapitel 3.5 aufgefihrten Formel, welche die GréRe “Ladung” als

Produkt aus den Groflen “Strom“ und “Zeit* beschreibt, ergaben sich in den Versu-
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chen bei Einstellungen von 50 C eine Inkubationszeit von 17 Minuten, bei 100 C 34
Minuten, bei 200 C 67 Minuten und bei 400 C 134 Minuten (siehe Abb. 11).

(Min.)
140

120
100
80
60
40
20
0

134 Min.

50C 100 C 200C 400 C

Abbildung 11: Inkubationszeiten in Abhéangigkeit von der Coulombzahl

Die makroskopische Ausmessung der Nekroseareale um Anode und Kathode erfolg-
te nach 24-stiindiger Aushartung der vorpraparierten Gewebeblécke im Formalinbad
(siehe Kap. 3.7). Praparationen im Rahmen der Vorversuche zeigten, dass das Zu-
schneiden des Gewebes direkt nach der Elektrolyse aufgrund der geleeartigen Kon-
sistenz des Lebergewebes nicht moglich war. Nach der Inkubation in Formalin war

das Gewebe schnittfest, ohne dass sich die Organstruktur veranderte.

Der erste Anschnitt entlang der Elektrodenstichkanéle ermdglichte die makroskopi-

sche Ausmessung der Nekrosezonen in zwei Dimensionen.

Im Rahmen der Vorversuche konnte mittels alternierender, scheibenartiger Schnitt-
technik in horizontaler Ebene gezeigt werden, dass beide Nekrosezonen, kathodi-
sche sowie anodische, eine zylindrische Form besal3en, deren Langsachse durch die
Elektrode gebildet wurde.

Fur die Volumenberechnung gilt nach geometrischen Grundsatzen somit folgende

Formel:

V=nxr’xh

Esqilt:r=d/2
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Elektrode

Nekrosezone
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Elekirode

- d
\_/ Nekrosezone

Abbildung 12: Schematische Darstellung der Nekrosezone. Ausmessung in drei Dimensionen:
Hoéhe h, Durchmesser d1 und d2: Ansicht von der Seite (links), Ansicht von oben
(rechts) (eigene Zeichnung)

Der Durchmesser des Nekroseareals wurde in zwei Dimensionen bestimmt:
e Durchmesser 1 =d1
e Durchmesser 2 = d2, im rechten Winkel zu d1 (siehe Abb. 12).

Zur Berechnung der Nekrosevolumina wurde d berechnet als Mittelwert aus d1 + d2,

zur Ermittlung des Radius wurde der Mittelwert durch zwei geteilt.

Nach makroskopischer Ausmessung der Nekroseareale wurde das Praparat wie in

Kapitel 3.7 dieser Arbeit erwahnt, zur histologischen Begutachtung aufgearbeitet.

Ein makroskopisches Merkmal in allen, durch ECL erzeugten Nekrosearealen war
die scharfe Trennung zwischen Ablationsareal und makroskopisch intaktem Leberpa-
renchym in der Peripherie (siehe Abb. 13).

Die Nekrosezone um die Anode imponierte farblich in einem dunkleren Kolorit als
das umgebende Leberparenchym und hatte im manuell sensorischen Vergleich eine

festere Konsistenz.

Dagegen war die Konsistenz der Nekrosezone um die Kathode geleeartig und auch

das Kolorit war deutlich dunkler im Vergleich zum Leberparenchym (siehe Abb. 13).
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Abbildung 13: Anschnitt eines Nekrosezonenpaares direkt nach Abschluss der Elektrolyse.
Beachte: Scharfe Trennlinie zwischen Nekrosezone und intaktem Leberparenchym.
In gelb ist die Position der Elektroden und ihre Polung markiert (hier bereits entfernt)

Die histologische Begutachtung zeigte die Ubereinstimmung zwischen makrosko-
pisch sichtbarer Nekrosezone und der mikroskopisch abgrenzbaren Trennlinie zwi-

schen intaktem und destruiertem Lebergewebe.

Die scharfe Trennung zwischen destruiertem und integrem Leberparenchym war

auch mikroskopisch ein gemeinsames Merkmal aller Ubergangszonen (siehe Abb.

14).
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Abbildung 14: Mikroskopische Abbildung der Ubergangszone zwischen kathodischer Nek-
rosezone und integrem Leberparenchym in der Peripherie (HE-Farbung,
VergréRerung 2,5 x 75)

Das histologische Bild in der HE-Farbung wies Unterschiede zwischen anodischen

und kathodischen Nekrosezonen auf.

Die Zellkerne der Nekrosezone um die Kathode liel3en sich nicht mit dem basophilen
Farbstoff anfarben, was als Zeichen fir den biochemischen Funktionsverlust des

Zellkernes gewertet werden kann.

Einzelne parenchymatése Zellen konnten nicht mehr von Nachbarstrukturen abge-
grenzt werden, was auf eine Zerstorung der Lappchenbinnenstruktur aus Zellverband
und Sinusoiden hinweist. Dies imponiert mikroskopisch als Homogenisierung und

Verblassen der Leberstruktur.

Eine Zelllyse konnte durch die Demarkierung der Zellmembranen gegen das Intersti-
tium detektiert werden (siehe Abb. 15).

Die histologischen Befunde in der kathodischen Nekrosezone nach ECL decken sich

am ehesten mit dem Bild einer Kolliquationsnekrose.
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Abbildung 15: Mikroskopische Abbildung eines Ausschnitts der Nekrosezone um die Ka-
thode (HE-Farbung, VergréRerung 10 x 30)

Die Nekrosezone um die Anode war charakterisiert durch eine starke Eosinophilie,

wobei die Morphologie des Leberlappchens erhalten blieb:

Die Hepatozyten waren gegeneinander und von den Sinusoiden durch Zellmembra-
nen abgrenzbar, die Zellkerne pyknotisch und basophil anfarbbar und das typische
Bild eines heterogenen Zytosols blieb erhalten (siehe Abb. 16).

Diese Veranderungen sind vergleichbar mit dem mikroskopischen Bild einer Koagu-

lationsnekrose.

Die histologische Ausmessung der Nekroseareale in zwei Dimensionen (siehe Kap.
3.7, Abb. 9) korreliert mit der makroskopischen Ausmessung der Nekrosezonen und
bestatigt die gleichmaRige Ausdehnung der Nekrosezone um die Elektrode in Form

eines Kreiszylinders.
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Abbildung 16: Mikroskopische Abbildung eines Ausschnitts der Nekrosezone um die Anode
(HE-Farbung, VergroéRerung 10 x 30)

Bei der Kombination eines geringen Abstandes der Elektroden und einer hohen

Coulombzahl hatten die Nekrosezonen von Anode und Kathode einen direkten Kon-

takt (siehe Abb. 17). Tabelle 3 zeigt die Einstellungsparameter, bei denen dieser Ef-

fekt zu sehen war (+). Wenn zwischen den einzelnen Nekrosezonen makroskopisch

eine intakte Gewebebricke detektiert werden konnte, ist dies mit (=) gekennzeichnet.

Tabelle 3: Tabellarische Zusammenstellung der Einstellungskombinationen mit intakten/ feh-
lenden Gewebebriicken zwischen den Nekrosezonen; (-) Gewebebriicke fehlt, (+) Ge-

webebriicke vorhanden, n = 4 Versuchsansatze je Einstellungskombination

Coulombzahl/ 50 C 100C 200 C 400 C
Elektrodenabstand
l1cm - - + + + + + +
-+ + + + + + +
2cm - - - - - - - -
- - - - - - + +

4cm




4  Ergebnisse 34

Die mikroskopische Untersuchung des Lebergewebes zwischen den Elektroden
konnte morphologisch intaktes Lebergewebe in den Gewebebricken identifizieren.
Der Ubergangsbereich zwischen zwei aneinandergrenzenden Ablationsarealen war
durch eine vollstandige Zelllyse ohne intakte Residualzellen gekennzeichnet. Koagu-

lations- und Kolliqguationsnekrosen waren makroskopisch sowie mikroskopisch durch

eine scharfe Linie getrennt (siehe Abb. 17).

Abbildung 17: Nekrosezonen bei der Einstellungskombination 1 cm und 200 C. Zu sehen ist
eine scharfe Trennung von Koagulations- und Kolliquationsnekrose, gelb markiert
sind die Elektrodenpositionen

Mittels univariater Varianzanalyse konnte gezeigt werden, dass insgesamt alle unab-
hangigen Variablen einen signifikanten Einfluss auf die abhangige Variable Nekro-
sevolumen hatten (p < 0,001 jeweils fur Ladung, Elektrodenabstand, Polung, Elek-
trodenzahl). Anhand der partiellen Eta® - Werte konnte die EinflussgréRe bestimmt

werden:

Den groRten Einfluss auf das Nekrosevolumen nahm dabei die Ladung (part. Eta® =
0,572). Den kleinsten Einfluss auf das Nekrosevolumen hatte der Elektrodenabstand
(part. Eta® = 0,112). Fir die Polung wurde ein part. Eta® von 0,270 und fiir die Elek-
trodenanzahl von 0,199 ermittelt (diese Werte sind gleichermal3en gultig fur Kapitel

4.3 dieser Arbeit). Im Folgenden sollen daher die Auswirkungen auf das Nekrosevo-
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lumen durch Anderung der Variablen Ladung, Elektrodenabstand und Polung naher

beschrieben werden.

Die Beurteilung der Kurvenanpassung erfolgte mittels des Gutemaldes korrigiertes
R?. Fur jede Regressionsgerade sind korrigierte R?>-Werte fiir das lineare Modell so-
wie fur ein exponentielles Modell verfigbar und kénnen miteinander verglichen wer-

den. Zwecks Vergleichbarkeit wurde jeweils nur das lineare Modell graphisch darge-

stellt.
Anodennekrosevolumen bei 2 Elekroden
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Abbildung 18: Entwicklung des Nekrosevolumens an der Anode in Abhé&ngigkeit von der
Coulombzahl bei verschiedenen Elektrodendistanzen. Darstellung der arithmeti-
schen Mittelwerte mit Standardabweichungen (SD +/- 1) als Punktdiagramm mit zuge-
horigen Regressionsgeraden. Die definierenden Geradengleichungen sind angege-
ben. Mit (* sind die Geraden bezeichnet, fur die ein lineares Modell geschéatzt wird

Abbildung 18 zeigt die Dosis-Wirkungs-Beziehung von Coulombzahl und resultieren-
dem Nekrosevolumen an der Anode bei der Realisierung verschiedener Elektroden-
absténde.

Bei Anwendung von zwei Elektroden mit dem Abstand 1 cm liel3 sich das Nekrosevo-
lumen an der Anode durch die Geradengleichung y = 0,0089 x + 0,5189 beschrei-
ben.

Fur den Elektrodenabstand 2 cm wurde die Gleichung y = 0,0112 x + 1,2345 formu-
liert und fur den Elektrodenabstand 4 cm galty = 0,0319 x - 0,6279.

Der ,Model fit“ fur die Datenreihe ,1 cm Abstand zeigte eine bessere Ubereinstim-
mung mit dem linearen (R? = 0,786; p = < 0,001) als mit dem exponentiellen Modell
(R? = 0,768; p < 0,001). Fir die Datenreihen ,2 cm Abstand“ und ,4 cm Abstand"
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konnten bessere GiitemaRe fiir das exponentielle Modell gezeigt werden (R? =
0,843; p < 0,001 gegentber 0,731; p < 0,001 fur die Datenreihe ,2 cm Abstand“ und
R? = 0,91; p < 0,001 gegeniiber R? = 0,898; p < 0,001 fiir die Datenreihe ,4 cm Ab-

stand®).

Tabelle 4: Tabellarische Zusammenstellung der erzeugten Nekrosevolumenanderung an der
Anode durch Erhéhung der Ladung von 50 C auf 400 C bzw. des Abstandes von 1
cm auf 4 cm. Gezeigt sind die arithmetischen Mittelwerte bei 50 C und 400 C, sowie de-
ren absolute und relative Differenz

Veranderung des Nekrosevolumens in cm®durch Erhéhung der Ladung von 50 C auf 400 C
Elektrodenabstand 50C 400 C | Mittlere Differenz in cm® | Nekrosevolumeninderung
incm in%
1 0,81 3,97 - 3,15 (p = 0,003) +390,1
2 0,95 5,47 -4,52 (p = 0,005) +475,0
4 0,92 12,42 -11,59 (p = 0,001) +1248,9
Veranderung des Nekrosevolumens in cm® durch VergréRerung des Elektrodenabstandes von 1 cm
auf4 cm
Ladungin C lcm 4cm Mittlere Differenz in cm® | Nekrosevolumeninderung
in%
50 0,81 0,92 -0,11 (p=0,657) +13,9
100 1,41 3,20 -1,79 (p < 0,001) +126,0
200 2,54 4,87 -2,32 (p=0,79) +91,4
400 3,97 12,42 - 8,45 (p < 0,001) +213,5

Die Steigerung der Dosis von 50 C bis 400 C bewirkte eine signifikante Erhéhung
des Nekrosevolumens an der Anode (siehe Tab. 4): In den Versuchsreihen mit einer
Elektrodendistanz von 1 cm wurde bei einer Erhdhung der Coulombzahl eine Zu-
nahme des Nekrosevolumens von 390,1 % (0,81 cm® auf 3,97 cm?® p = 0,003) er-
reicht, bei 2 cm Elektrodendistanz waren es 475,0 % (0,95 cm® auf 5,47 cm®; p =
0,005 ) und bei 4 cm 1248,9 % (0,92 cm® auf 12,42 cm?®, p = 0,001).

Der Einfluss des Elektrodenabstandes auf das Nekrosevolumen konnte wie folgt be-
schrieben werden: Durch Vergro3erung des Elektrodenabstandes von 1 cm auf 4 cm
konnte bei einer Ladung von 50 C keine Vergrél3erung des Nekrosevolumens erzielt
werden (p = 0,657). Bei Ladungsstarken von 100 C wurde eine signifikante Erhéhung
des Nekrosevolumens um 126,0 % (p < 0,001) erzeugt, wahrend bei 200 C die Ver-
gréRerung um 91,4 % (p = 0,790) nicht signifikant war. Dagegen konnte bei 400 C
eine signifikante Steigerung um 213,5 % (p < 0,001) erzielt werden.
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Kathodennekrosevolumen bei 2 Elektroden
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Abbildung 19: Entwicklung des Nekrosevolumens an der Kathode in Abhangigkeit von der
Coulombzahl bei verschiedenen Elektrodendistanzen. Darstellung der arithmeti-
schen Mittelwerte mit Standardabweichungen (SD +/- 1) als Punktdiagramm mit zuge-
horigen Regressionsgeraden. Die definierenden Geradengleichungen sind angege-
ben. Mit (* sind die Geraden bezeichnet, fir die ein lineares Modell geschatzt wird

Abb. 19 stellt die Dosis-Wirkungs-Beziehung an der Kathode graphisch dar. Diese
lasst sich wie folgt beschreiben: Bei einem Abstand von 1 cm wurde die Gleichung
y = 0,0241 x - 0,0799 formuliert. Bei einem Elektrodenabstand von 2 cm konnte die
Gleichung mity = 0,033 x + 0,6437 und bei 4 cm als y = 0,0616 x - 2,1734 beschrie-

ben werden.

Der Test des ,Model fit“ ergab firr die Datenreihe ,Abstand 2 cm* eine bessere Uber-
einstimmung mit dem linearen Modell (R? = 0,894; p < 0,001 gegeniiber R? = 0,887;
p < 0,001 des exponentiellen Modells). Fiir die Datenreihe ,1 cm Abstand“ (R? =
0,922; p < 0,001 beim linearen Modell gegeniiber R? = 0,926; p < 0,001 beim expo-
nentiellen Modell) und ,4 cm Abstand“ (R? = 0,951; p < 0,001 beim linearen Modell
gegeniiber R? = 0,962; p < 0,001 beim exponentiellen Modell) konnten bessere Gii-
temal3e fur das exponentielle Modell gezeigt werden.

Fur die Entwicklung der Nekrosevolumina an der Kathode wurde (siehe Tab. 5) durch
Erhéhung der Ladung von 50 C auf 400 C eine signifikante Zunahme des Nekro-
sevolumens erzielt. In Versuchsreihen mit einer Elektrodendistanz von 1 cm wurde
eine Expansion des Nekrosevolumens um 508,0 % (1,58 cm® auf 9,60 cm®; p <
0,001) bei 2 cm Elektrodendistanz um 697,2 % (1,71 cm?® auf 13,63 cm®; p = 0,004)
und bei 4 cm um 1189,1 % (1,80 cm?® auf 23,20 cm®; p = 0,043) gezeigt.



4 Ergebnisse

38

Tabelle 5:

Tabellarische Zusammenstellung der erzeugten Nekrosevolumenanderung an der

Kathode durch Erhéhung der Ladung von 50 C auf 400 C bzw. des Elektrodenab-
standes von 1 cm auf 4 cm. Gezeigt sind die arithmetischen Mittelwerte bei 50 C und
400 C, sowie deren absolute und relative Differenz

Veridnderung des Nekrosevolumens in cm® durch Erhdhung der Ladung von 50 C auf 400 C

Elektrodenabstand 50 C 400 C Mittlere Differenz in Nekrosevolumenanderung
incm cm? in%
1 1,58 9,60 - 8,02 (p < 0,001) +508,0
2 1,71 13,63 -11,92 (p = 0,004) +697,2
4 1,80 23,20 -0,52 (p =0,043) +1189,1
Verinderung des Nekrosevolumens in cm® durch VergréRerung des Elektrodenabstandes von 1
cm auf4 cm
Ladungin C lcm 4cm Mittlere Differenz in Nekrosevolumenanderung
cm’ in %
50 1,58 1,80 -0,22 (p =0,528) +13,2
100 1,72 4,12 -2,40 (p < 0,001) +140,0
200 4,86 8,37 -3,52 (p=0,008) +72,3
400 9,60 23,20 -13,60 (p < 0,001) +141,7

Auch durch VergréRerung des Elektrodenabstandes von 1 cm auf 4 cm konnte das
Nekrosevolumen aul3er bei einer Ladung von 50 C signifikant beeinflusst werden
(siehe Tab. 5): Bei Applikation von 50 C konnte durch diese Mal3hahme keine Zu-
nahme des Gesamtvolumens an der Kathode erzielt werden (p = 0,528). Die Inkuba-
tion von 100 C brachte eine signifikante Volumenzunahme von 140,0 % (p < 0,001),
bei 200 C wurde das Gesamtvolumen signifikant um 72,3 % (p = 0,008) erhdht. Bei
Applikation von 400 C wurde an der Kathode eine signifikante Spitzen-

Volumenexpansionen von 141,7 % (p < 0,001) verzeichnet.

Aus der Summe der paarigen Einzelnekrosezonen wurde die Gesamtnekrosezone
als Kklinisch nutzbares Ablationsareal gebildet (siehe Abb. 20) und als Dosis-
Wirkungs-Beziehung dargestellt: Bei Anwendung von zwei Elektroden mit dem Ab-
stand 1 cm konnte fir das Gesamtnekrosevolumen die Gleichung y = 0,033 x +
0,439 definiert werden. Fir den Elektrodenabstand 2 cm wurde die Gleichung be-
schrieben mit y = 0,0442 x + 1,8799 und fur den Abstand 4 cm mit y = 0,0935 x -
2,8013.

Die Dosis-Wirkungs-Beziehung bei 1 cm Elektrodenabstand war eher tbereinstim-
mend mit dem linearen Modell (R? = 0,914; p < 0,001 beim linearen Modell gegen-
Uber R = 0,908; p < 0,001 beim exponentiellen Modell). Wahrend bei Elektrodenab-
standen von 2 cm (R? = 0,878; p < 0,001 beim linearen Modell gegeniiber R? =
0,891; p < 0,001) und 4 cm (R? = 0,947; p < 0,001 gegeniiber 0,956; p < 0,001) eine

bessere Anpassung fur das exponentielle Modell berechnet wurde.
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Gesamtnekrosevolumen bei 2 Elektroden
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Abbildung 20: Entwicklung des Gesamtnekrosevolumens bei Applikation von zwei Elektroden
in Abhéangigkeit von der Coulombzahl bei verschiedenen Elektrodendistanzen.
Darstellung der arithmetischen Mittelwerte mit Standardabweichungen (SD +/- 1) als
Punktdiagramm mit zugehoérigen Regressionsgeraden. Die definierenden Geraden-
gleichungen sind angegeben. Mit (* sind die Geraden bezeichnet, fur die ein lineares
Modell geschéatzt wird

Die Steigerung der Dosis von 50 C auf 400 C bewirkte eine signifikante Vergro3e-
rung des Nekrosevolumens (siehe Tab. 6):

Die Erh6hung der Coulombzahl von 50 C auf 400 C zeigte eine Zunahme des Ge-
samtnekrosevolumens bei 1 cm Elektrodenabstand um 475,0 % (2,39 cm?® auf 13,57
cm® p < 0,001), bei 2 cm Distanz um 618,0 % (2,66 cm® auf 19,10 cm®; p = 0,006)
und 1209,6 % (2,72 cm?® auf 35,62 cm®; p = 0,007) bei 4 cm Elektrodenabstand.
Analog zu den Ergebnissen an Anode und Kathode konnte durch eine VergrofR3erung
des Elektrodenabstandes von 1 cm auf 4 cm aul3er bei einer Dosis von 50 C eine
signifikante Vergrof3erung des Gesamtvolumens erzeugt werden: Bei 50 C wurde ein
zusétzliches Volumen von 11,3 % (p = 0,482) erzielt, bei 100 C von 133,4 % (p <
0,001), sowie von 78,9 % (p = 0,022) bei 200 C und 162,5 % (p < 0,001) bei 400 C.
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Tabelle 6: Tabellarische Zusammenstellung der Anderung des Gesamtnekrosevolumens durch
Erhdhung der Ladung von 50 C auf 400 C bzw. des Elektrodenabstandes von 1 cm
auf 4 cm. Gezeigt sind die arithmetischen Mittelwerte bei 50 C und 400 C, sowie deren
absolute und relative Differenz

Veranderung des Nekrosevolumens in cm®durch Erhéhung der Ladung von 50 C auf 400 C
Elektroden- 50C 400 C Mittlere Differenz in cm® | Nekrosevolumeninderung
abstand in cm in%
1 2,39 13,57 -11,17 (p < 0,001) 475,0
2 2,66 19,10 - 16,44 (p = 0,006) 618,0
4 2,72 35,62 - 32,89 (p =0,007) 1209,6
Verianderung des Nekrosevolumens in cm® durch VergréRerung des Elektrodenabstandes von 1
cmaufd cm
Ladungin C 1cm 4cm Mittlere Differenz in cm® | Nekrosevolumeninderung
in%
50 2,39 2,67 -0,27 (p =0,482) 11,3
100 3,14 7,33 -4,19 (p < 0,001) 133,4
200 7,40 13,24 - 5,84 (p =0,022) 78,9
400 13,57 35,62 -22,05 (p <0,001) 162,5

4.3 Dosis-Wirkungs-Beziehung der ECL bei vier Elektroden

Wie im Teil Material und Methodik (siehe Kap. 3) erwahnt, besitzt das Gerat ECU
300 der Firma Soéring drei separat steuerbare Therapiekanale, wovon jeder Kanal

Uber eine Ordinationsbox vier Elektroden versorgt.

Der Versuchsaufbau mit einem Kathoden-Anoden-Paar wurde um je eine weitere
Kathode und Anode erganzt, die mithilfe der Platzierungsschablone, im Quadrat an-
geordnet wurden. Der Stromfluss erfolgte zwischen Elektroden mit entgegengesetz-

ten Polen.

Zur Untersuchung der Dosis-Wirkungs-Beziehung bei Applikation von vier Elektroden
wurden insgesamt 18 Frischlebern vom Schwein mit einem mittleren Gewicht von
2226 g +/- 356 g (Minimum: 1870 g, Maximum 2580 g) in das Perfusionssystem inte-
griert. Die Gewichtskontrollen der prozessierten Organe nach Entnahme aus dem
Perfusionsbecken ergaben ein mittleres Lebergewicht von 2238 g +/- 352 g (Mini-
mum: 1886 g, Maximum: 2591 g). Der p-Wert fur die Gewichtszunahme (Vergleich
der Organgewichte pra- und postexperimentell) wurde mit 0,960 als nicht signifikant
berechnet. Dies wurde als Hinweis gewertet, dass die Perfusion kein wesentliches

kapillares Leck im Versuchsorgan induzierte.

Bei der anschlieBenden histologischen Untersuchung des Lebergewebes wurden

keine interstitiellen oder intrazellularen Odeme detektiert.
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Beide Befunde werden als Hinweis fiir den Erhalt einer intakten Struktur des Leber-

gewebes ohne wesentlichen Defekt des Kapillarendothels gewertet.

Maximal konnten auf einer Leber gleichzeitig drei Versuchsansatze mit ausreichen-
dem Sicherheitsabstand positioniert werden, insofern die Oberflachenbeschaffenheit

und Dicke des Versuchsorganes dies ermdglichte.

Insgesamt wurden neun verschiedene Einstellungskombinationen der variablen Pa-

rameter
¢ Elektrodenbestand (= Kantenldnge) und
e Coulombzahl

realisiert (siehe Tab. 7).

Insgesamt wurden so 36 L&sionen erzeugt, wobei jede L&sion aus vier Einzelnekro-
sezonen (je zwei anodische und zwei kathodische Nekrosezonen) bestand. Die Ver-
suchsdurchfihrung erfolgte wie im Teil Material und Methodik (siehe Kap. 3) be-

schrieben.

Tabelle 7. Tabellarische Zusammenstellung der realisierten Einstellungskombinationen fiur die
Anordnung von vier Elektroden; n ist die Anzahl der insgesamt durchgefiihrten Ver-
suchsansatze bei konstanten Einstellungsparametern

Coulombzahl/ 50C 100 C 200 C
Elektrodenabstand

lcm n=4 n=4 n=4

2cm n=4 n=4 n=4

4 cm n=4 n=4 n=4

Die vom Elektrolysegerat berechneten und angezeigten Zeiten entsprachen den In-
kubationszeiten fur die Versuchsreihen mit zwei Elektroden (siehe Abb. 11) und
stimmten mit der unabh&ngig und parallel durchgefiihrten manuellen Zeitmessung

uberein.

Das makroskopische Erscheinungsbild der Nekroseareale prasentierte sich konform

zu den Befunden bei einer Applikation von zwei Elektroden.

Auch mikroskopisch zeigte sich tbereinstimmend mit den Ergebnissen bei den Ver-
suchen mit zwei Elektroden eine Koagulationsnekrose um die Anode und eine Kol-
liquationsnekrose um die Kathode mit jeweils scharfen Trennlinien zum intakten Le-

berparenchym in der Peripherie.
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Abbildung 21 stellt die Dosiswirkungsbeziehung an der Kathode bei Applikation von
vier Elektroden dar.

Bei Verwendung von vier Elektroden mit dem Abstand 1 cm konnte durch die Glei-
chung y = 0,0194 x + 4,287 beschrieben werden. Fur den Elektrodenabstand 2 cm
wurde die Geradengleichung y = 0,0662 x + 1,404 und fur 4 cm Abstand y = 0,0458 x
+ 3,051 als Dosis-Wirkungs-Gerade geschatzt.
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Abbildung 21: Entwicklung des Nekrosevolumens an der Kathode in Abhangigkeit von der
Coulombzahl bei verschiedenen Elektrodendistanzen. Darstellung der arithmeti-
schen Mittelwerte mit Standardabweichungen (SD +/- 1) als Punktdiagramm mit zuge-
horigen Regressionsgeraden. Die definierenden Geradengleichungen sind angege-
ben. Mit (* sind die Geraden bezeichnet, fir die ein lineares Modell geschatzt wird

Fur den Elektrodenabstand 4 cm konnte eine bessere Modellgite durch Annahme
einer linearen Dosis-Wirkungs-Beziehung erzeugt werden (R* = 0,349; p = 0,025
beim linearen Modell, R? = 0,338; p = 0,063 beim exponentiellen Modell). Die Dosis-
Wirkungs-Beziehungen bei 1 cm (R? = 0,131; p = 0,134 beim linearen Modell gegen-
Uber R? = 0,465; p = 0,024 beim exponentiellen Modell) und 2 cm (R® = 0,657; p =
0,001 beim linearen Modell und R? = 0,829; p < 0,001 beim exponentiellen Modell)
Elektrodenabstand liel3en sich besser durch ein exponentielles Modell erklaren.

Parallel zu den Ergebnissen bei den Versuchen mit zwei Elektroden konnte auch hier
gezeigt werden, dass mit der H6he der applizierten Ladung das Nekrosevolumen,
aul3er bei einem Elektrodenabstand von 1 cm, signifikant zunahm (siehe Tab. 8): Die
Erhéhung der Coulombdosis von 50 C auf 200 C bei einem Elektrodenabstand von 1

cm erbrachte hier keine Zunahme des Nekrosevolumens (p = 0,080) bei 2 cm zeigte
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sich eine Zunahme um 135,5 % (6,63 cm® auf 15,60 cm?®; p = 0,008) und bei 4 cm
166,2 % (4,41 cm®auf 11,75 cm®; p = 0,001).

Auch konnten durch Vergréf3erung der Elektrodendistanz grof3ere Nekrosevolumina
erzielt werden, welche im Vergleich der Mittelwerte jedoch nicht signifikant waren
(siehe Tab. 8).

Tabelle 8: Tabellarische Zusammenstellung der Anderung des Nekrosevolumens an der Katho-
de durch Erhdhung der Ladung von 50 C auf 200 C bzw. des Elektrodenabstandes
von 1 cm auf 4 cm. Gezeigt sind die arithmetischen Mittelwerte bei 50 C und 400 C, sowie
deren absolute und relative Differenz

Veranderung des Nekrosevolumens in cm®durch Erhéhung der Ladung von 50 C auf 200 C

Elektroden- 50C 200 C Mittlere Differenzin | Nekrosevolumendnderungin
abstand in cm cm’ %
1 3,80 7,44 - 3,64 (p =0,080) +95,5
2 6,63 15,60 - 8,97 (p = 0,008) +135,5
4 4,41 11,75 -7,34 (p=0,001) +166,2
Veranderung des Nekrosevolumens in cm® durch VergréRerung des Elektrodenabstandes von 1
cmaufd cm
Ladungin C lcm 4cm Mittlere Differenzin | Nekrosevolumendnderungin
cm’ %
50 3,81 4,41 -0,61 (p=0,264) +15,9
100 8,40 9,02 -0,62 (p =0,854) +7,4
200 7,44 11,75 -4,31(p=0,78) +57,8

Abbildung 22 zeigt die Dosis-Wirkungs-Beziehung an der Anode bei Applikation von
vier Elektroden. Bei einem Elektrodenabstand von 1 cm wurde eine Dosis-Wirkungs-
Gerade mit der Gleichung y = 0,0272 x + 1,843 geschatzt. Fur einen Elektrodenab-
stand von 2 cm konnte die Geradengleichung mit y = 0,0563 x - 1,221 und fur 4 cm
mity = 0,0321 x + 0,425 formuliert werden.

Bei Elektrodenabstianden von 1 cm (R? = 0,654; p = 0,010 fiir das lineare Modell ge-
geniiber R? = 0,643; p = 0,040 beim exponentiellen Modell) und 4 cm (R? = 0,952; p
< 0,001 beim linearen Modell gegeniiber R? = 0,947; p < 0,001 beim exponentiellen
Modell) wurde eine lineare Dosis-Wirkungs-Beziehung angenommen. Bei einem
Elektrodenabstand von 2 cm wurde dagegen eine exponentielle Dosis-Wirkungs-
Beziehung geschatzt (R? = 0,956; p < 0,001 beim linearen Modell und R? = 0,961; p

< 0,001 beim exponentiellen Modell).

An der Anode konnten durch Erhéhung der Coulombzahl von 50 C auf 200 C signifi-
kante Effekte auf das Nekrosevolumen gezeigt werden (siehe Tab. 9): Bei den Ver-
suchsansatzen mit einem Elektrodenabstand von 1 cm zeigte sich eine Zunahme des

Nekrosevolumens um 144,7 % (2,91 cm® auf 7,13 cm®; p = 0,003), bei einem Elek-
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trodenabstand von 2 cm ein Wachstum von 436,3 % (1,90 cm?® auf 10,18 cm®; p <
0,001) und bei 4 cm ein Plus von 228,9 % (2,08 cm® auf 6,87 cm?®; p < 0,001).
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Abbildung 22: Entwicklung des Nekrosevolumens an der Anode in Abhé&ngigkeit von der
Coulombzahl und verschiedenen Elektrodendistanzen. Darstellung der arithmeti-
schen Mittelwerte mit Standardabweichungen (SD +/- 1) als Punktdiagramm mit zuge-
horigen Regressionsgeraden. Die definierenden Geradengleichungen sind angege-
ben. Mit (* sind die Geraden bezeichnet, fur die ein lineares Modell geschéatzt wird

Im Gegensatz zu den Ergebnissen an der Kathode wurde durch Vergro3erung des

Elektrodenabstandes von 1 cm auf 4 cm hier eine Abnahme des Nekrosevolumens

erzielt, welche jedoch nicht signifikant war (siehe Tab. 9).

Tabelle 9: Tabellarische Zusammenstellung der Anderung des Nekrosevolumens an der Anode
durch Erhéhung der Ladung von 50 C auf 400 C bzw. des Elektrodenabstandes von
1 cm auf 4 cm. Gezeigt sind die arithmetischen Mittelwerte bei 50 C und 200 C, sowie de-
ren absolute und relative Differenz

Veranderung des Nekrosevolumens in cm®durch Erhdhung der Ladung von 50 C auf 200 C

Elektrodenab- 50C 200 C Mittlere Differenzin | Nekrosevolumendnderung
stand in cm cm’ in %
1 2,91 7,13 - 4,22 (p =0,003) +144,7
2 1,90 10,18 - 8,29 (p < 0,001) +436,3
4 2,08 6,87 -4,79 (p < 0,001) +228,9
Verinderung des Nekrosevolumens in cm® durch VergréRerung des Elektrodenabstandes von 1
cm auf 4 cm
LadunginC lcm 4cm Mittlere Differenzin | Nekrosevolumendnderung
cm’ in %
50 2,91 2,08 0,83 (p =0,070) - 28,5
100 4,99 3,55 1,44 (p = 0,105) - 28,9
200 7,13 6,87 0,26 (p=0,761) -3,70
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Abbildung 23 zeigt die Entwicklung des Gesamtnekrosevolumens aus der Summe

von Anoden- und Kathodennekrosevolumen:

Bei Anwendung von vier Elektroden mit dem Abstand 1 cm liel3 sich die Gerade mit
der Gleichung y = 0,0466 x + 6,129 schatzen. Bei 2 cm Elektrodenanstand wurde die
Gerade durch die Formel y = 0,125 x - 0,011 und bei 4 cmy = 0,0779 x + 3,476 be-
schrieben.

Mittels Vergleich der ModellgiitemaRe konnte fiir die Datenreihen bei 1 cm (R? =
0,432; p = 0,120 fiir das lineare Modell und R? = 0,616; p = 0,050 fiir das exponenti-
elle Modell) und 2 cm (R? = 0,83; p < 0,001 fiir das lineare Modell und R? = 0,913; p
< 0,001 fur das exponentielle Modell) Elektrodenabstand eine exponentielle Dosis-
Wirkungs-Beziehung angenommen werden. Bei einem Elektrodenabstand von 4 cm
(R? = 0,627; p = 0,010 furr das lineare Modell gegeniiber R? = 0,616; p = 0,050 fiir
das exponentielle Modell) wurde ein linearer Zusammenhang der Dosis-Wirkungs-

Beziehung angenommen.
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Abbildung 23: Entwicklung des Gesamtnekrosevolumens als Summe aus den Einzelvolumina
an Anode und Kathode in Abhangigkeit von der Coulombzahl bei verschiedenen
Elektrodendistanzen. Darstellung der arithmetischen Mittelwerte mit Standardabwei-
chungen (SD +/- 1) als Punktdiagramm mit zugehérigen Regressionsgeraden. Die de-
finierenden Geradengleichungen sind angegeben. Mit (* sind die Geraden bezeichnet,
fur die ein lineares Modell geschétzt wird

Insgesamt konnten durch Erhéhung der Ladungsdosis von 50 C auf 200 C signifikan-

te Effekte auf das Nekrosevolumen erzeugt werden (siehe Tab. 10): Die Erh6hung
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der Ladung von 50 C auf 200 C bewirkte bei einer Elektrodendistanz von 1 cm eine
Zunahme des Nekrosevolumens von 116,9 % (6,72 cm® auf 14,58 cm®; p = 0,014),
bei einem Abstand von 2 cm eine Steigerung um 202,5 % (von 8,52 cm® auf 25,78
cm® p < 0,001) und bei 4 cm einen Volumenzuwachs von 186,4 % (6,50 cm® auf
18,62 cm®; p < 0,001).

Tabelle 10: Tabellarische Zusammenstellung der Anderung des Gesamtnekrosevolumens
durch Erhéhung der Ladung von 50 C auf 200 C bzw. des Elektrodenabstandes
von 1 cm auf 4 cm. Gezeigt sind die arithmetischen Mittelwerte bei 50 C und 200 C,
sowie deren absolute und relative Differenz

Veranderung des Nekrosevolumens in cm®durch Erhéhung der Ladung von 50 C auf 200 C
Elektroden- 50C 200 C Mittlere Differenzin | Nekrosevolumendnderung
abstand in cm cm® in%
1 6,72 14,58 -7,86 (p=0,014) +116,9
2 8,52 25,78 -17,25 (p < 0,001) +202,5
4 6,50 18,62 -12,12 (p < 0,001) +186,4
Veranderung des Nekrosevolumens in cm® durch VergréRerung des Elektrodenabstandes von 1
cmaufd cm
Ladungin C l1cm 4cm Mittlere Differenzin | Nekrosevolumendnderung
cm® in%
50 6,72 6,50 0,22 (p=0,779) -3,3
100 13,37 12,57 0,80 (p=0,819) -6,0
200 14,58 18,62 -4,04 (p =0,147) +27,9

Da sich das Gesamtnekrosevolumen aus der Summe von kathodischen und anodi-
schen Nekrosevolumina berechnete und an der Anode durch VergroRerung des
Elektrodenabstandes eine nicht-signifikante Abnahme und an der Kathode eine
nicht-signifikante Zunahme der Nekrosevolumina resultierte, zeigte die Entwicklung
des Gesamtvolumens durch diese MalRnahme ebenfalls eine nicht-signifikante Inho-

mogenitat (siehe Tab. 10).

4.4 Vergleich der Gesamtnekrosevolumina bei Applikation von vier und zwel
Elektroden

Durch Anwendung der doppelten Elektrodenzahl (vier Elektroden) liel3 sich in den
meisten Féallen eine signifikante Steigerung des Nekrosevolumens erreichen (siehe
Tab. 11). Eine Ausnahme bildete hier die Kombination aus 100 C Ladung bei einem
Elektrodenabstand von 2 cm und 4 cm. Hier konnte keine Zunahme des Nekrosevo-

lumens gezeigt werden (p = 0,207 und p = 0,196).

Als effektivste Einstellung (maximale Steigerung des Nekrosevolumens) konnte in

der Tabelle die Kombination 100 C und 1 cm Elektrodendistanz angesehen werden.
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Hier wurde eine signifikante Nekrosevolumensteigerung um 326,5 % (p < 0,001) ge-
zeigt.

Tabelle 11: Tabellarische Darstellung und Vergleich der Gesamtnekrosevolumina bei der Ap-
plikation von zwei und vier Elektroden, sowie bei den angewendeten Ladungen
und Abstanden. Gezeigt sind jeweils die arithmetischen Mittelwerte sowie deren abso-
lute und relative Differenz

La- Elektroden- Gesamt- Gesamt- Mittlere Differenz in Nekrose-
dung abstand in nekrosevolumen | nekrosevolumen cm® volumen-
inC cm bei 2.Elekt|;oden bei 4.Elekt;oden dnderung in %
incm incm
50 1 2,39 6,72 - 4,33 (p <0,001) 180,7
2 2,66 8,52 - 5,86 (p = 0,046) 220,3
4 2,72 6,50 - 3,78 (p =0,001) 138,9
100 1 3,14 13,39 - 10,25 (p < 0,001) 326,5
2 7,53 9,11 -1,58 (p =0,207) 21,0
4 7,33 12,57 - 5,24 (p=0,196) 71,5
200 1 7,40 14,58 -7,18 (p =0,021) 97,0
2 11,38 25,78 - 14,40 (p < 0,001) 126,6
4 13,24 18,62 - 5,38 (p =0,039) 40,7

4.5 Vergleich der Nekrosevolumina an Anode und Kathode

Der Vergleich der an allen Anoden und Kathoden erzeugten Nekrosevolumina zeigte,
dass an der Kathode signifikant groRere Ablationsvolumina zwischen 130,7 % -
264,2 % erzeugt wurden. Eine Ausnahme bildete hier die Einstellungskombination
100 C und 2 cm Elektrodenabstand. Hier wurde kein signifikant gréf3eres Nekrosevo-
lumen an der Kathode beobachtet (Anodennekrosevolumen: 2,57 cm?®, Kathodenne-
krosevolumen: 3,47 cm®; p = 0,106) (siehe Tab. 12).

Tabelle 12: Tabellarische Darstellung und Vergleich der Nekrosevolumina an Anode und Ka-
thode bei den verschiedenen Einstellungskombinationen. Gezeigt sind jeweils die
arithmetischen Mittelwerte, sowie deren absolute und relative Differenz

Ladung Elektroden- Anoden- Kathoden- Mittlere Differenz Differenz in
inC abstand incm | Nekrosevolumen | Nekrosevolumen in incm’ %
incm’ cm’®

50 1 1,14 1,83 -0,69 (p=0,021) 130,7
2 0,95 2,51 -1,56 (p =0,014) 264,2
4 0,98 2,00 -1,02 (p < 0,001) 204,0

100 1 1,95 2,96 -1,01 (p =0,090) 151,8
2 2,57 3,47 -0,90 (p =0,106) 135,0
4 2,49 4,32 -1,83 (p =0,034) 173,5

200 1 3,06 4,29 -1,23 (p = 0,046) 140,2
2 4,41 7,72 -3,31 (p <0,001) 175,0
4 4,15 7,12 -2,97 (p =0,004) 171,6
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4.6 pH-Wert-Entwicklung im Anwendungsbereich der ECL

Abbildung 24 und 25 zeigen die Entwicklung des pH-Wertes und damit der ablativen
Potenz im Verhaltnis zur radiaren Distanz von der Elektrode. Die Anderungen des
pH-Wertes waren in unmittelbarer Nahe (Abstand 0,5 cm) am gréf3ten und glichen

sich bei zunehmendem Abstand dem physiologischen pH-Wert an:

Ladung
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Abbildung 24: pH-Werte um die Kathode in Abhangigkeit vom Abstand zur Elektrode bei ver-
schiedenen Coulombdosen. Gezeigt sind die arithmetischen Mittelwerte der pH-
Werte bei den angewendeten Ladungen sowie die Standardabweichungen (n = 12)

An der Kathode (siehe Abb. 24) lagen die arithmetischen Mittelwerte der pH-Werte
bei einer Distanz von 0,5 cm, abhangig von der applizierten Ladung im Bereich von
11,71 - 12,77, bei 1,0 cm zwischen 7,07 - 8,89 und bei 1,5 cm zwischen 6,14 - 6,64
(p-Wert fur signifikante Gruppenunterschiede (zwischen den Gruppen) < 0,001).

An der Anode (siehe Abb. 25) wurden bei einem Abstand von 0,5 cm zur Elektrode
abhéangig von der Coulombdosis mittlere pH-Werte von 0,61 - 0,85 gemessen, bei
einem Abstand von 1,0 cm arithmetische pH-Mittelwerte von 2,28 - 4,29 und bei 1,5
cm Distanz zur Elektrode 6,41 - 5,90 (p-Wert fur signifikante Gruppenunterschiede
(zwischen den Gruppen) < 0,001).

Es konnte gezeigt werden, dass der pH-Wert an Anode sowie Kathode unabhéngig

von der applizierten Coulombdosis war: An der Anode ergab die Auswertung fur 50 C
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einen mittleren pH-Wert von 3,09, bei 100 C 3,75, bei 200 C 3,49 und bei 400 C 3,25

(p-Wert fur signifikante Gruppenunterschiede (zwischen den Gruppen) = 0,940).
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Abbildung 25: pH-Werte um die Anode in Abh&ngigkeit vom Abstand zur Elektrode bei ver-
schiedenen Coulombdosen. Gezeigt sind die arithmetischen Mittelwerte der pH-

Werte bei den angewendeten Ladungen sowie die Standardabweichungen (n = 12)

Die statistische Auswertung an der Kathode ergab fiir 50 C einen mittleren pH-Wert
von 8,75, bei 100 C 8,68, bei 200 C 8,52 und bei 400 C 9,44 (p-Wert flr signifikante
Gruppenunterschiede (zwischen den Gruppen) = 0,890).
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5 Diskussion
5.1 Weiterentwicklung des Perfusionsmodells und Versuchsaufbau

Im Rahmen von Arzneimittelstudien sind praklinisch Studien zur Ermittlung von Wir-
kungs- und Nebenwirkungsprofilen von innovativen Substanzen unverzichtbar. Ana-
log erfordert auch die Einfihrung einer Therapiemethode ein stufenweises Vorgehen,

bis sie klinisch initialisiert werden kann.

In der Regel werden neue Therapiemethoden zunachst als in vivo-Experimente am
lebenden Tier erprobt. Dieses Vorgehen bedeutet neben der Auseinandersetzung mit
ethischen Aspekten auch eine erhebliche finanzielle sowie logistische Herausfor-
derung.

Mit dem Ziel der Vermeidung von Tierversuchen wurde in der vorliegenden Arbeit ein
in vitro Modell zur Analyse der Dosis-Wirkungs-Beziehung bei der ECL entwickelt.
Dazu wurde das von Lubienski und Bitsch [7, 35] etablierte Perfusionsmodell fir Rin-
derlebern auf die Bedingungen an der Schweineleber (siehe Kap. 3) tUibertragen. Die
dafur notwendigen Modifikationen beinhalteten nicht nur Veranderungen am Ver-
suchsaufbau, sondern auch individuelle AnpassungsmalRnahmen an das einzelne
Versuchsorgan. Beispielsweise erforderte die Einstellung eines physiologischen por-
talventsen Druckes die Entwicklung eines Adapters, welcher trotz anatomischer Ka-

liberschwankungen den Zugang zur Portalvene ermdglicht.

Dieses in der hier vorliegenden Arbeit gezeigte Versuchsmodell ist unter der Bertick-
sichtigung einschlagiger Datenbanken wie ,Pubmed® und ,Medline* das erste Perfu-
sionssystem, mit dem in vitro Untersuchungen zur ECL durchgeftihrt werden kdnnen.
In Vorversuchen wurden Bedingungen etabliert, die die Funktionstiichtigkeit des
Modells mit korrekter Integration des Organes gewahrleisten. Ohne Perfusion kommt
in der nativen Leber ein suffizienter Stromfluss wahrend ECL mit substanzieller
lonenverschiebung und Gewebsdestruktion nur bei Elektrodenabstanden unter 2 cm
zustande. Bei VergrofRerung des Elektrodenabstandes wird eine Elektrolyse in der
nicht-perfundierten Leber durch Unterbrechung des kontinuierlichen Stromflusses
unmoglich. Als Ursache wird eine reduzierte Leitfahigkeit (abhéngig von der lonen-
konzentration und der Temperatur) und ein erhéhter Widerstand im avitalen, nicht-
perfundierten und untemperierten Leberparenchym angenommen. Durch Integration

des Versuchsorganes in das Perfusionssystem konnte ein Stromfluss bei Elektro-
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denabstanden bis zu 120 mm aufrechterhalten werden, was sich durch Ausbildung
der typischen Nekrosezonen manifestierte. Die Verwendung einer unversehrten,
kompletten Leber direkt ex vivo mit initialer Spulung und Integration in ein Perfusi-
onssystem muss somit als Mindestvoraussetzung fur die Untersuchung der ECL im

Lebergewebe angesehen werden.

Der hier vorgestellte Versuchsaufbau verzichtet ebenso wie das Modell von
Lubienski und Bitsch [7, 35] auf die Verwendung einer gepufferten Perfusionslosung.
Als Gewebepuffersysteme sind in der Leber Proteine und organische Phosphate re-
levant, im Blut vor allem das offene Bicarbonatsystem [2, 41]. Aus der Arbeit von
Nilsson und Fontes lasst sich entnehmen, dass fur die Pufferung der bei einer ECL
anfallenden Produkte interstitielle Puffersysteme, wie Proteine, eine besondere Be-
deutung haben [41]. In vivo Experimente zeigen die Induktion von intravasalen
Thromben im Bereich um die Elektroden [50, 69, 71]. Bereits Nordenstrom beobach-
tete, besonders im ddematds geschwollenen Bereich um die Kathode, die Kompres-
sion zufuhrender Kapillaren [43]. Konsekutiv ist die Perfusion des betroffenen Nekro-
seareals reduziert, sodass Puffersysteme des Blutes auch in vivo eine untergeordne-

te Rolle spielen (siehe unten).

Totovi¢ et al. konnten durch Versuche zur Konservierung der porcinen Leber zeigen,
dass bei einer initialen Spulung mit Elektrolytlésung und anschlie3ender hypothermer
Konservierung bei 2 °C - 4 °C nach sechs Stunden erste Veranderungen in der Ult-
rastruktur der Hepatozyten auftreten [61]. Die Transplantation einer initial mit Ringer-
I6sung gespulten und unter hypothermen Bedingungen (2 °C - 4 °C) fur 2 - 4 Stun-
den gekuhlten Leber durch Lie et al. erwies sich als erfolgreich und zeigte eine gute

post-implantative Leberfunktion [33].

Auf Basis dieser Versuchsergebnisse wurde in der vorliegenden Untersuchung bei
Einhaltung einer Ischamiezeit von maximal 45 Minuten unter Hypothermie von einem
Erhalt der Leberkonstitution mit integerer Hepatozytenfunktion bei Wiedererwarmung
im Perfusionssystem ausgegangen. Selbst nach normothermer, vierstindiger extra-

korporaler Perfusion bleibt die Leberfunktion intakt [55].

Die Kenntnis der Tumorgrof3e sowie seiner Lagebeziehung zu empfindlichen Nach-
barstrukturen ist substantiell fiir die Dosisplanung und die Positionierung der ECL-
Elektroden.
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In vorangegangenen Arbeiten erfolgte die Positionierung der Platinelektroden entwe-
der ohne Hilfsmittel oder unter sonographischer bzw. CT-gesteuerter Kontrolle. Bei

diesem Vorgehen ist mit zwei Fehlerquellen zu rechnen:

Die Position und der Abstand der Elektroden kann zwar im subkapsularen Niveau
exakt bestimmt werden, die Positionierung der Elektrodenspitzen im Zielgewebe ge-
lingt allerdings auch mit unterstutzender sonographischer Kontrolle bestenfalls nahe-
rungsweise. Ein paralleler Verlauf der Elektroden zueinander kann nicht gewahr-
leistet werden. Diese Fehlerquelle gewinnt an Bedeutung, je mehr Elektroden raum-
lich zueinander appliziert werden sollen. Trotz Ausschdpfung der praoperativen Di-
agnostik, die eine Lokalisation des Tumors erméglicht, wird der Therapieerfolg durch
die praktische Ausfuhrung limitiert.

Bei den hier beschriebenen Versuchsbedingungen (siehe Kap. 3) dienen acht Kup-
ferschwenkarme als Halterung fiir die Elektroden und Elektrodenkabel. Im intraopera-

tiven Setting sind vergleichbare Vorrichtungen nicht implementiert.

Hinzu kommt, dass es mit Fortschreiten der ECL zu einer therapeutisch induzierten,
zunehmenden Mazeration der Leberkonsistenz um die Elektroden kommt. Der Be-
reich um die Kathode wird zunehmend 6dematds und die Elektrode verliert ihren Halt
im Gewebe. Resultat ist ein Stabilitatsverlust und eine unkontrollierte Deviation der
Elektroden mit Auswirkung auf die Nekroseform.

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit entwickelte Plexiglasschablone (siehe Abb.
6) beseitigt beide Fehlerquellen stellt die Reliabilitdt der Versuche sicher. Die Plexi-
glasschablone mit parallel verlaufenden Perforationen in definierten Abstanden (hier
5 mm) erlaubt eine exakte Elektrodeninsertion auf Kapselebene. Auch bei konvexer
oder konkaver Oberflachenstruktur kann eine Applikation im rechten Winkel zur Kap-
seloberflache sichergestellt werden. Die Plexiglasschablone dient weiterhin als Flh-
rungsschiene, sodass ein paralleler Verlauf der Elektroden auch im tieferen Leber-
gewebe beibehalten wird.

Die Perforationen ermdglichen eine Insertion von beliebig vielen Elektroden in An-

ordnung eines Quadrates oder Rechtecks mit variabler Kantenlange.

Kritisch betrachtet werden muss die Tatsache, dass zur Integration in das hier vorge-
stellte Perfusionsmodell sowie auch in anderen Versuchsaufbauten [4, 7, 50, 71]
ausschlief3lich Lebern verwendet wurden, welche durch tierérztliche Kontrolle als ge-

sund identifiziert wurden. Im Rahmen maligner Neoplasien wird typischerweise eine
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Umorganisation des betroffenen Gewebes [17], unter anderem durch eine verstarkte
Vaskularisierung, beobachtet. Aus der Tumorphysiologie resultiert ein geringerer Wi-
derstand der malignen Zellen mit konsekutiv erhdhter Leitfahigkeit [23]. Der applizier-
te Strom flie3t entlang des geringsten Widerstandes und erzeugt eine grol3ere Nek-
rosezone. Daraus resultiert eine Effektivitatssteigerung der ECL bei Tumoren im Ver-
gleich zu gesundem Gewebe. Da sich verschiedene Tumorentitaten in ihrer Leitfa-
higkeit unterscheiden, diskutierten Xin et al. [74] sogar eine Adaptation der Strom-

starke nach histologischem Befund.

Die Auswirkungen der ECL auf den Zellverbund (Dehydratation, pH-Wert-
Veranderung, zytotoxische lonisierung) sind unspezifisch und werden in maligne ver-

andertem sowie in gesundem Leberparenchym gleichermal3en beobachtet [38].

5.2 Bedeutung der ermittelten Dosis-Wirkungs-Beziehung bei ECL im

Perfusionsmodell der isolierten Schweineleber

Die Arbeiten des schwedischen Forschers Nordenstrom aus dem Jahre 1983 gelten
als Basis fur die weitere Erforschung der Wirkungsweise und Anwendungsmaoglich-
keiten der ECL. Nordenstrom empfahl eine Applikation von 100 C pro Zentimeter
Tumordurchmesser [43]. Erganzt wurden diese Vorgaben neben den Arbeiten von
Nilsson et al. [41, 65] vor allem durch klinische Anwendungen an tber 10.000 Patien-
ten in China durch Xin et al. [74], welche zeigten, dass die Grol3e der erzeugten Ne-
krose auch von der Tumorentitat abhangig ist [76] und die Effektivitat der Methode
durch das Platzieren beider Elektroden im Zielgewebe erhdht wird. Aus dieser Klini-
schen Anwendung gingen jedoch keine kontrollierten Studien mit Evidenz-basierten
Empfehlungen zu Dosisparametern, Elektrodeninsertion, elektrischen Parametern

sowie zur Sicherheit der Methode im Gewebe hervor [49, 71].

Ren et al. konnten zeigen, dass aul3er den elektrischen Parametern auch der Elek-
trodenabstand Einfluss auf die Nekrosezone nimmt und pladierten dafir, die appli-
zierte Coulombzahl nicht auf den Tumordurchmesser, sondern auf dessen Volumen
zu beziehen [49]. Fur die von Nordenstrom initial proklamierten 100 C konnten Ren
et al. keine wissenschaftliche Grundlage sehen, sondern bewerteten diese Vorgabe
als ertraglichen Kompromiss zwischen Applikationsdauer und Toleranzschwelle der

Patienten (Schmerz) durch einen zu starken Stromfluss [49].



5 Diskussion 54

Auch andere Autoren konstatierten, dass die Auswahl der elektrischen Parameter
und des Elektrodenabstandes auf den Erfahrungen des Anwenders basiert und eine
hinreichende Evidenz nicht zu erkennen ist. In der aktuell verfugbaren Literatur fin-
den sich zwar Hinweise zur Wahl von Dosisparametern mit Adaptation an Spezies
und Gewebeentitat, allerdings meist im Rahmen von Versuchsreihen mit Gbergeord-
neten Fragestellungen. So verwendeten Wemyss-Holden et al. fiir Versuche zur Ver-
traglichkeit der ECL an der Schweineleber eine Dosisparameter-Kombination von
100 C und 50 mV [71, 72]. Im Vergleich dazu wurden in einer Studie Uber die Koinzi-
denz des Systemischen Inflammatorischen Response Syndroms (SIRS) bei ECL-
Applikation in der Schweineleber Dosen von 400 C - 1000 C und 200 mA verwendet
[60].

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass in der verfigbaren Literatur der Ein-
fluss verschiedener Parameter auf die Grol3e des resultierenden Nekrosevolumens,
jeweils unter eigenen Versuchsbedingungen, untersucht wurde. Im Rahmen der vor-
liegenden Arbeit wurden erstmalig die in der Literatur bekannten Parameter unter
standardisierten Bedingungen auch auf deren Effektstarke hin untersucht (Kapitel
4.2).

Verfuigbare Daten zur ECL mit entsprechender Adaptation der Dosisparameter wur-
den in der Regel an Kleintieren (Ratte [49], Hamster [54], Maus [24] und Kaninchen
[53]) sowie an unterschiedlichen Tumorentitdten durchgefuhrt. Erkenntnisse Uber
Dosis-Wirkungs-Beziehungen aus solchen Arbeiten sind aufgrund der stark divergie-
renden Zielvolumina nur bedingt auf eine Anwendung am Menschen Ubertragbar. Die
in Versuchen am Kleintier applizierten Dosierungen sind fir eine Anwendung am
Menschen zu gering, um einen auswertbaren Effekt zu erzeugen. So ist die Etablie-
rung einer suffizienten Dosis-Wirkungs-Beziehung als Basis fir eine klinische Dosis-
planung Forderung zahlreicher Autoren [42, 67, 70]. Mit einem mittleren Organge-
wicht von 2125 g +/- 425 g der in unseren Versuchen verwendeten Schweinelebern
werden anndherungsweise menschliche Proportionen zur Erhebung einer Dosis-

Wirkungs-Beziehung imitiert.

Auch die Beschaffenheit des Elektrodenmaterials ist in der Literatur variabel: So ver-
wendeten Schauble et al. [54] rostfreien Stahl fir die Melanomtherapie bei Hamstern,
wahrend Samuelsson et al. Kupferelektroden zur Ablation von Lungenmetastasen

einsetzen [52]. Von den meisten Arbeitsgruppen, wie auch in dieser Arbeit, werden
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heute Platinelektroden verwendet, denen zusatzliche antineoplastische Eigenschaf-
ten zugeschrieben werden [38, 51]. Das Material gilt zudem als chemisch inert und
recycelbar. Die Elektroden haben einen Durchmesser von 0,5 mm - 1 mm [11, 49].
Zur Vergleichbarkeit von Ergebnissen muss aber neben der Einheitlichkeit des Elek-
trodenmaterials auch eine Standardisierung der nicht isolierten Elektrodenspitze ge-
fordert werden, welche in ihrer Funktion als Elektronendonator und -akzeptor Einfluss
auf die Grofl3e sowie Form des Nekroseareals nimmt [38, 50].

Die geometrische Form der erzeugten Nekrosezone wird in der Literatur uneinheitlich
beschrieben und mathematisch unterschiedlich ermittelt. Von Euler et al. [67] ver-
wendeten zur Berechnung der Nekrosevolumina an der Rattenleber die Formel fur
die Volumenbestimmung einer Kugel, wahrend an der Hundeleber die Formel fir zy-
lindrische Volumina zugrunde gelegt wurde. Die Ursache fiur diese Divergenz wurde
wissenschaftlich nicht ndher untersucht. Ein kausaler Zusammenhang zwischen
Spezies und Nekroseform ist unwahrscheinlich, daher wird angenommen, dass die
Anwendung geringerer elektrischer Parameter beim Versuchstier Ratte zur Auspra-
gung einer spharischen -anstatt einer zylindrischen Nekroseform- bei hodheren
Coulombdosen flhrt. Prinzipiell ist die Form des Nekroseareals auch durch die Lan-
ge der wirksamen Elektrodenspitze beeinflussbar. Wemyss-Holden bezeichnete die
mittels ECL erzeugten Nekrosezonen in Experimenten an der Schweineleber als el-
lipsoid [71, 72].

Makroskopisch wurden die in den vorliegenden Versuchen erzeugten Ablationsarea-

le als zylindrisch beurteilt und dementsprechend mathematisch berechnet.

Zusammenfassend ist die Datenlage bezlglich verwendeter Spannung, Stromstarke,
Coulombzahl und Versuchsaufbau bei verschiedenen Versuchstierarten als inhomo-
gen zu bewerten, sodass wir als Basis unserer Angaben zur Dosis-Wirkungs-

Beziehung eigene Messungen an der Spezies Schwein durchfihrten.

Die Positionierung der Elektroden und das Anoden-Kathoden-Verhaltnis war in der
Vergangenheit ebenfalls Gegenstand der ECL-Forschung. Nordenstrom schlug die
Platzierung einer zentralen Anode mit peripheren Kathoden variabler Anzahl vor.
Ausgehend von der Annahme, dass die meisten malignen Neoplasien an ihrer Ober-
flache eine negative Ladung tragen, sollte so die Streuung von Mikrometastasen
verhindert werden [45]. Diese Hypothese konnte jedoch nie belegt werden. Xin et al.

verliel3en bei ihren klinischen Anwendungen diese Empfehlungen und platzierten je
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nach Grol3e der zu therapierenden Lasion mehrere Kathoden im Zentrum und eine
aquivalente Anzahl Anoden im nicht-affektierten Gewebe in der Peripherie. In ihren
Versuchsreihen am Lungenkarzinom wurden zur Protektion des gesunden Gewebes
die peripheren Kathoden noch im distalen Tumorgewebe platziert [77]. In Experimen-
talreihen an Mausen mit artifiziell induzierten, subkutanen Metastasen wurde dage-
gen eine Anode im Tumorzentrum platziert, wahrend gerate- und tumorabhangig
mehrere Kathoden den Tumorrand sdumten [11]. Die Ergebnisse von Turler et al.
[62] und Maintz et al. [37] an der Rattenleber Uber die Auswirkung unterschiedlicher
Elektrodenpositionierung und Coulombdosen auf das resultierende Nekrosevolumen
demonstrieren einen Vorteil der Applikation einer zentralen Anode mit peripheren
Kathoden. Diese Konstellation erweist sich gegenuber der Anwendung mit einer

zentralen Kathode als effektiver beztiglich des erzielbaren Nekrosevolumens.

Von Euler et al. [66] versuchten, die divergierenden Ergebnisse hinsichtlich der Ne-
krosezonen von Anode und Kathode mit verschiedenen histologischen Tumorentita-
ten in Verbindung zu bringen. Der ECL-Generator ECU 300 der Firma Soring erlaubt

pro Therapiekanal die Steuerung von vier Elektroden variabler Polung.

Da die vorgestellten Versuche an gesundem Lebergewebe durchgefuhrt wurden, bei
dem die Positionierungsoptionen unabhangig von einer Tumorsilhouette waren, wur-
de ein quadratisches Positionierungsmuster, wie es sich bereits in Arbeitsgruppen
von Hintz et al. [25] und von Euler et al. [67] bewahrt hat, gewahlt. Unter diesen Be-
dingungen bestehen eine aquivalente Elektrodenrelation und einheitliche Anoden-
Kathoden-Distanzen. Weiterhin ist die exakte Zuordnung zweier entgegengesetzt
geladener Elektroden, welche uber die geringste Distanz, eine Kantenléange, in Ver-
bindung stehen, von Vorteil. Der Stromfluss findet so zwischen einem Elektrodenpaar
statt, wahrend bei sternférmiger Anordnung der Strom zwischen einer zentralen
Elektrode und beliebig vielen peripheren Elektroden fliel3t. Der Einsatz von Elektro-
denpaaren in einem 1:1-Verhdltnis erleichtert die Vergleichbarkeit von Ergebnissen

aus Versuchsreihen mit einem oder mehreren Elektrodenpaaren.

Parallel zu den beschriebenen Versuchsreihen mit Insertion zweier Elektrodenpaare
in quadratischer Anordnung wurden separate Testreihen mit Positionierung von vier
Elektroden mit zentraler Anode in Form eines gleichschenkligen Dreiecks durchge-
fuhrt (Daten nicht gezeigt). Die durch diese abweichende Elektrodenschaltung und

-insertion erzeugten Gesamtnekrosevolumina unterschieden sich nicht signifikant von
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den Ergebnissen bei quadratischer Anordnung zweier Elektrodenpaare. Diese Be-
obachtung lasst sich durch die Tatsache erklaren, dass im Gegensatz zur Anordnung
als Quadrat drei Kathoden appliziert wurden, welche schon durch Odembildung ein

grol3eres Ablationsareal induzieren.

Die oben beschriebene Annahme, dass bei der Anordnung zweier Elektrodenpaare
im Quadrat der Stromfluss zwischen einer definierten Anode und Kathode stattfindet
und somit das Volumen der resultierenden Nekrosezone reproduzierbar und konstant

ist, wird durch eine interessante Beobachtung im Rahmen der Testreihen bestétigt:

Bei Anordnung mit zentraler Anode im gleichschenkligen Dreieck zeigte sich die
Ausbildung einer gréRenprominenten kathodischen Nekrosezone. Dieser Effekt wird
als Resultat anatomischer Variationen der Leberbinnenstruktur gewertet, welche zu
einer Inhomogenitat des intrahepatischen Widerstandes fuihren, sodass der Strom
zwischen der zentralen Anode und den peripheren Kathoden eine dominante Fluss-
richtung nimmt. Da das Nekrosevolumen direkt abhéngig von der Gro3e des appli-
zierten Stroms ist, resultiert eine vergrof3erte Nekrosezone in der bevorzugten Fluss-

richtung.

Auch die Ergebnisse der vorliegenden Studie belegen, dass die Wahl des Positionie-
rungsmusters, bzw. die Elektrodenanzahl, signifikanten Einfluss auf die Form und
das Volumen der resultierenden Gesamtnekrosezone haben (siehe Kap. 4.2): So
wurde neben dem Haupteinflussfaktor Ladung (part. Eta® = 0,572) der Elektrodenab-
stand (part. Eta® = 0,122) und die Elektrodenanzahl (part. Eta® = 0,199) als quantita-
tive Einflussfaktoren der Nekrosezone beschrieben (jeweils p < 0,001).

Robertson et al. [50] zeigten an der Rattenleber, dass mit einer Vergrof3erung des
Elektrodenabstandes von 12 mm auf 20 mm eine Zunahme des Nekrosevolumens
(hier um 70 % pro 100 C) erzielt werden kann. Dieser Effekt wurde von Wemyss-
Holden et al. [70] bestatigt (Verdopplung der Nekrosevolumina bei Erh6hung des
Abstandes von 2 mm auf 20 mm) und durch eine Neutralisationsreaktion der sauren
und basischen Nekrosezonen erklart, welche mit Zunahme der Elektrodendistanz

ausbleibt.

Die Vergrof3erung der Elektrodendistanz fir die Dosis 100 C von 1 cm auf 2 cm er-
zeugte in unserem Perfusionsmodell eine Zunahme des Gesamtnekrosevolumens
um 140 %. Die abweichenden Werte von Wemyss-Holden et al. lassen sich mit ei-

nem Uberlappen der Nekrosezonen bei geringen Elektrodenabstanden erklaren. In
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diesen Fallen wurde das Volumen der Gesamtnekrosezone und nicht die einzelnen

Ablationsvolumina von Anode und Kathode bestimmt.

Das Uberlappen von Nekrosezonen stellte auch im Rahmen dieser Arbeit ein Pro-
blem dar, weil in den Uberlappungszonen die Abgrenzung der einzelnen Nekrose-
areale zu Messungenauigkeiten fihren konnte. Dieser Umstand wird als Ursache fur
die zum Tell stark variierenden Durchmesser der Nekrosezonen angenommen (siehe
Abb. 18 - 23).

Die vorliegenden Versuche zeigen, dass bei einer Anordnung von vier Elektroden im
Quadrat keine zusatzliche, Uber einen additiven Effekt hinausgehende, signifikante
Volumenzunahme durch Distanzvergrof3erung erzielt werden kann (siehe Tab. 8 -
10). Dieser fehlende synergistische Effekt ist unabhéngig von der applizierten
Coulombzahl. Durch Applikation von zwei Elektrodenpaaren in raumlicher Nahe
(1 cm - 4 cm) nahm das erzeugte Nekrosevolumen zwar zu, die erwartungsgemalie
Verdoppelung des Nekrosevolumens durch Anwendung der doppelten Anzahl an
Elektroden konnte allerdings nicht in allen Fallen erreicht werden (siehe Tab. 11, Ka-
pitel 4.4). Besonders die Kombination von héheren Coulombdosen und gréReren
Elektrodendistanzen induzierte kleinere Nekrosevolumina (siehe Tab. 8 - 10). Diese
Beobachtung lasst sich gleichermal3en an den einzelnen Nekrosevolumina von Ano-
de und Kathode nachvollziehen. Den gréfiten Volumengewinn durch Addition eines
weiteren Elektrodenpaares konnte bei der Einstellungskombination 100 C und 1 cm
Abstand erzielt werden. Diese Kombination wird als die Effektivste betrachtet. Als
Erklarung fir dieses Phanomen ware denkbar, dass die Vergré3erung der Elektro-
dendistanz zu einer Alteration des Stromflusses fihrt, was als eine Reduktion der
Nekrosevolumina imponiert. Bei Applikation von vier Elektroden missen dariber hin-
aus hemmende Interferenzen der Uber die Kantenlange in Verbindung stehenden,
gleichsinnig geladenen elektrischen Felder berticksichtigt werden, was in einer Re-
duktion der Gesamtnekrosezone resultiert. Diese Theorie wird durch die Beobach-
tung unterstitzt, dass bei Applikation eines Elektrodenpaares keine Reduktion des

Nekrosevolumens bei Distanzvergré3erung resultiert.

Die Demonstration extremer Positionierungsoptionen gelang Wemyss-Holden mit der
Insertion von Anode und Kathode in verschiedenen Leberlappen mit einem Abstand

von 200 mm [70] und einer Dosis von 300 C. Interessanterweise war eine ungestorte
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Elektrolyse auch Uber die Grenzen der Leberlappen hinweg méglich und induzierte

aufl3erdem eine um ca. 30 % vergrof3erte Nekrosezone.

Im Rahmen vergangener Studien zur Wirkungsweise der ECL wurden verschiedene
Elektrodenabstéande untersucht. Die Auswirkung der Distanzzunahme auf die Ent-
wicklung des Nekrosevolumens stand dabei weniger im Focus, vielmehr ergab sich
die Elektrodendistanz aus dem zu behandelnden Tumordurchmesser oder der Grof3e
des Versuchstieres. Die Wahl der Elektrodenabsténde basiert somit nicht auf einer
empirischen Datenlage. Svane und Nordenstrom implantierten fur klinische Studien
am Mammakarzinom eine Anode tumorzentral und die Kathode in einer Distanz von
100 mm in Richtung Axilla [59]. Die klinischen Studien von Xin et al. an Patienten mit
Lungenkarzinomen ergaben, dass mit einem Nekroseareal von 20 mm um jede
Elektrode zu rechnen ist, woraus sich die Empfehlung ergab, die einzelnen Elektro-
den nicht mehr als 25 mm zu separieren [77]. Song et al. wahlten in ihren Versuchen
an oberflachlich gelegenen Tumoren Elektrodenabstande zwischen 10 und 20 mm
[57]. Diese Vorgaben wurden spéater von Xin et al. aufgegriffen. In klinischen Studien
von Matushima et al. wurden zur Therapie maligner Tumoren Elektrodenabsténde

von 3 cm - 4 cm umgesetzt [38].

Alle Ergebnisse missen stets im Zusammenhang mit der eingesetzten Dosis be-
trachtet werden. Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit zeigen in nahezu allen
Versuchsansétzen eine signifikante, dosisunabhangige Steigerung des Nekrosevo-
lumens bei zunehmender Erhéhung der Elektrodendistanz (siehe oben). Dieser Ef-
fekt, der nur bei Anwendung eines Elektrodenpaares auftrat, war allerdings limitiert:
Bei zu einem zu grol3en Abstand berihrten sich die Nekrosezonen nicht und somit
konnte keine konfluierende Gesamtnekrosezone ausgehend von Kathode und Anode
induziert werden. AulRerdem konnte gezeigt werden, dass die Ladungserhdéhung
(part. Eta? = 0,572) im Vergleich zur VergréRerung des Elektrodenabstandes (part.
Eta? = 0,112) einen stérkeren Einfluss auf das Nekrosevolumen hat (siehe Kap. 4.2).
Bei VergrolRerung der Elektrodendistanz oder Reduktion der Dosis (Coulomb) konn-
ten histologisch intakte Zellen im Bereich zwischen den einzelnen Ablationsarealen
beobachtet werden. Daher sind die ausgesprochenen Empfehlungen zur Wahl des
Elektrodenabstandes dosisabhangig und zunéachst auf die Verwendung eines Ano-
den-Kathodenpaares bezogen. Tabelle 3 im Kapitel 4.2 zeigt die tabellarische Zu-
sammenstellung der Einstellungskombinationen, bei denen konfluierende Nekrose-

zonen erzeugt wurden.
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e In dem Modell der isolierten perfundierten Schweineleber kdonnen Elektroden-
abstande von 1 cm bei Applikation von mehr als 100 C als sicher beurteilt

werden.

Bei einem Abstand von 2 cm wurden nur in 50 % der Féalle konfluierende Nekrosezo-
nen bei 400 C detektiert, sodass hier keine sichere Empfehlung gegeben werden
kann, diese aber vermutlich durch eine Dosissteigerung erreicht werden kénnte. Die-
se Empfehlungen scheinen mit denen der anderen Autoren [49, 53, 62, 74] Uberein-
zustimmen. Eine generelle Empfehlung von 100 C pro Zentimeter Tumordurchmes-
ser kann nicht beflurwortet werden, denn bereits bei einer Dosissteigerung auf 200 C
und einer VergroRerung der Elektrodendistanz auf 2 cm zeigten alle Versuchsan-
satze Areale histologisch intakter Hepatozyten zwischen den Nekrosezonen. Ahnlich
mussen die in dieser Arbeit vorgestellten Geradengleichungen bewertet werden: Die
Formulierung von Geradengleichungen zu jeder mdglichen Kombination aus Ladung,
Elektrodenzahl und -abstand sowie Polung ist insofern vorteilhaft, als dass fur jede
denkbare Kombination das erzeugte Nekrosevolumen exakt ermittelt werden kann
und dartber hinaus prinzipiell auch Prognosen fir auRerhalb der Gerade liegende
Werte erstellt werden konnen (Daten nicht gezeigt). Allerdings muss berlcksichtigt
werden, dass das erzeugte Nekrosevolumen eventuell aus einzelnen, nicht konfluie-
renden Nekroseherden besteht und somit die Anwendung zwecks vollstandiger Tu-

mordestruktion nicht empfohlen werden kann.

Inwieweit die im histologischen Préparat morphologisch intakt erscheinenden Zellen
zwischen den Nekrosezonen noch vital und teilungsfahig sind, kann das hier vorge-
stellte Versuchsmodell nicht abschlieRend beantworten. Zur Klarung dieser Frage

sind in vivo Studien indiziert.

e Bei Insertion von vier Elektroden im Verhdltnis 1:1 (Kathoden : Anoden) sollte

die Elektrodendistanz reduziert werden.

Dieses dient erstens der Sicherung der Kontakte zwischen zwei benachbarten Ka-
thoden-Nekrosearealen (Areale mit dem geringsten Radius) und ist zweitens als
Konsequenz der fehlenden Nekrosevolumensteigerung bei zunehmender Kantenlan-
ge zu fordern. Diese Empfehlung wird durch eine Beobachtung von Ren et al. [49]
unterstitzt, welche zur Therapie des Mammakarzinoms bei Ratten Coulombdosen
von 10 C, 40 C, 60 C, 80 C und 100 C bei konstanter Spannung von 8 V einsetzten
und die Elektrodenabstéande auf 5 mm, 10 mm und 15 mm variierten. Die anschlie-
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Bende histologische Begutachtung in dieser Arbeit zeigte, dass bei Elektrodenab-
stdnden Uber 10 mm zunehmend mit isolierten Nekrosezonen zu rechnen ist. In pa-
rallel durchgefiihrten in vivo Versuchen an Ratten wurden artifiziell erzeugte
Mammakarzinome mit einem durchschnittlichen Volumen von 8 cm® mit 40 C, 60 C,
80 C und 100 C und variierenden Elektrodenabstéanden zwischen 3 mm und 10 mm
therapiert. Es konnte hierbei keine signifikante Beeinflussung der Tumorkontrollrate
durch den Elektrodenabstand detektiert werden. Es ist allerdings moglich, dass durch
Erzeugung isolierter Nekrosezonen ab einem Elektrodenabstand von 10 mm die Tu-

morkontrollrate beeintrachtigt wird.

Bei Elektrodendistanzen unter 5 mm beobachteten die Autoren eine eingeschrénkte
Anwendbarkeit der ECL einerseits durch eine deutlich erschwerte Elektrodeninsertion
und -positionierung, andererseits aber auch durch Kurzschlisse zwischen den sub-
kapsular gelegenen Elektrodenspitzen. Die Erfahrungen aus der vorliegenden Analy-
se lassen vermuten, dass die Kurzschlussreaktion durch eine Elektrodendeviation mit
Kontakt der Elektrodenspitzen hervorgerufen wurde. Dieses Problem ist durch die

Anwendung der neu entwickelten Platzierungsschablone lésbar.

In der Literatur wird das GrolRenverhaltnis von Anoden- und Kathodennekrosezone
kontrovers diskutiert. Wahrend in einigen Publikationen die Lasion um die Anode als
grol3er beschrieben [21, 44, 50, 62] wird, dokumentieren andere Autoren das Nekro-
sevolumen um die Kathode als das prominentere und toxischere Areal. Um einen
maximalen Effektivitat zu erzielen empfehlen diese Autoren die Applikation einer
zentralen Anode mit peripheren Kathoden [37, 67, 77]. Die im Rahmen der vorlie-
genden Arbeit ermittelten GréRenverhaltnisse prasentieren sich fast ausnahmslos mit
signifikant groRerer kathodischer Nekrosezone. Wie die Daten im Kapitel 4.5 dieser
Arbeit belegen, betragt das kathodische Nekrosevolumen zwischen 40,2 % - 164,2 %
des anodischen Nekrosevolumens. Insgesamt kann anhand der vorliegenden Arbeit
der Einfluss der Polung auf die Grol3e des Nekrosevolumens als mittelstark betrach-
tet werden (part. Eta? = 0,270), wobei beachtet werden muss, dass die Daten bei
Applikation von paarigen Elektroden erhoben wurden. Eine klare Tendenz, bei wel-
chen Einstellungskombinationen eine besonders guinstige Anoden- /Kathodenrelation
genutzt werden kann geht aus den Daten jedoch nicht hervor. Jedoch kann als giins-
tig eine solche Kombination betrachtet werden, bei der die Volumendifferenzen von
Anode und Kathode nicht zu stark divergieren, um eine gleichmafig ausgedehnte

Gesamtnekrosezone zu erzeugen.
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Der GréRRenunterschied der Nekrosezonen um die gegensatzlich gepolten Elektroden
wird mit einem osmotischen Ungleichgewicht erklart. An der Kathode resultiert als
Folge eine Hyperhydratation und Kolliquationsnekrose ein ddembedingter, grof3erer
Durchmesser. An der Anode imponieren dagegen eine ebenfalls osmotisch bedingte
Dehydratation und die Ausbildung einer Koagulationsnekrose. Als mégliche Erkla-
rung fur das geringere Nekrosevolumen wird eine Beeintrachtigung der Gewebeleit-
fahigkeit durch Wasserverlust gesehen, welche den elektrolytischen Prozess behin-
dert [67]. Dieses aus der Literatur bekannte [32] Phanomen der Flussigkeitsverschie-
bung mit konsekutiver Ausbildung einer 6édematds geschwollenen und einer dehy-
drierten Nekrosezone, konnte mit dem hier verwendeten Modell der perfundierten
Leber bestatigt werden.

Von Euler et al. beschrieben in ihrer Arbeit neben der Ausbildung einer Primarnekro-
se, welche mit dem Ende der Elektrolyse vollstandig ausgebildet ist, an der Anode
die postinterventionelle Entstehung einer Sekundarnekrose nach 7 - 14 Tagen. Als
Ursache wurden eine Gewebehypoxie sowie das saure Milieu in der Elektroden-
peripherie angenommen. Bedingt durch die direkte Aufarbeitung des Zielgewebes
nach Elektrolyse konnte mit dem in der Untersuchung verwendeten Modell der per-

fundierten Leber dieser Effekt nicht analysiert werden.

Die bei der Inspektion der Schnittflachen auffallende dunkelbraune Verfarbung wird
auf eine Hamatinsedimentierung im therapeutischen Bereich um die Elektroden zu-
rickgefuhrt. Ein Hinweis, dass es sich dabei um ein reproduzierbares Phanomen
handelt, findet sich in den Arbeiten von Samuelsson et al. [53] und Colombo et al.
[14].

Zwei weitere histologische Besonderheiten beschrieben Finch et al. [17] in ihren in
vivo Experimenten an der Schweineleber: Die primare Nekrosezone war umgeben
von einer Gewebeschicht mit einer Anreicherung eosinophiler Hepatozyten, welche
sich scharf vom umgebenden intakten Gewebe demarkierte. Die an die Elektrode
unmittelbar angrenzende Zone war durch eine Kavitat charakterisiert, welche mit ei-
ner pordsen Schicht ausgekleidet war. Diese Schicht wurde bei der histologischen
Begutachtung als Zelldebris identifiziert. Ahnliche Beobachtungen wurden nach

histologischer Aufarbeitung in den vorliegenden Versuchen gemacht (siehe Abb. 13).

Finch et al. [17] beobachteten bei Versuchstieren 3 - 4 Tage postoperativ nach ECL

eine reaktive Infiltration mit Fibroblasten, Leukozyten (besonders Neutrophile) und
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Makrophagen sowie eine biliare Proliferationsaktivitat. Von Miklavcic et al. [39] wurde
ein ahnliches Phanomen beschrieben, dessen Extension abh&angig von der Im-
munkompetenz des Versuchstieres war. Durch Betrachtung eines isolierten Ver-
suchsorgans ex vivo entzieht sich das hier vorgestellte Versuchsmodell der Repra-
sentation systemischer und immunologischer Wechselwirkungen, sodass in unseren

Versuchen kein Korrelat fur diese sekundaren Einflisse gefunden werden konnte.

Als histologische Kriterien flr Nekrose gelten neben ,Zellkernveranderungen (Karyo-
pyknose, Karyorrhexis, Karyolyse), in der HE-Farbung Eosinophilie des Zytoplasmas,
histologische Gewebeinfiltration mit Leukozyten, Demarkation des nekrotischen Ge-
webes mit Randsaumbildung und Entstehung von Granulationsgewebe® [48] am vita-

len Organ.

Obwohl die zuletzt genannten Kriterien und Definitionen aufgrund der Betrachtung
des isoliert perfundierten Organes ex vivo puristisch gesehen nicht mdglich sind,
werden die Lasionen in dieser Arbeit als Nekrose bezeichnet, denn die induzierten
Zellschaden sind mit einer Zellvitalitat nicht vereinbar (siehe Kap. 4.2 und 4.3):

An der Anode konnten als Zeichen der Koagulationsnekrose eine starke Eosinophilie
sowie pyknotische Zellkerne detektiert werden, die Lappchenbinnenstruktur war
weitgehend erhalten. Die Nekrosezone um die Kathode présentierte sich mit den
Charakteristika einer Kolliquationsnekrose: Dazu gehdren der Verlust der Anfarbbar-
keit der Zellkerne, eine aufgehobene Lappchenarchitektur und ein homogenes Zyto-

sol.

Die pathologischen Veranderungen innerhalb der Nekrosezonen prasentierten sich
als einheitlich. Das steht im Widerspruch zu den Ergebnissen von von Euler et al.,
die ein Abnehmen der Destruktionsparameter mit zunehmender Distanz zum Elek-
trodenzentrum sowie eine geringere Toxizitat an der Kathode durch édembedingte
Distribution [67] sahen.

Das Lebergewebe auf3erhalb der sich demarkierenden Nekrosezone préasentierte
sich mit homogener Anfarbbarkeit des Zytoplasmas, geordneten Zellbalken, intakter
Lappchenarchitektur, gut abgrenzbaren Zellmembranen und typischer Hepatozyten-
morphologie mit erhaltenen Zellkernen. Die Gallenkanalikuli waren regelhaft und of-
fen. Zusammenfassend entsprechen diese Befunde einem histologisch gesunden,
nicht-affektierten Lebergewebe, was darauf schliel3en lasst, dass die ECL in diesem

Bereich keine morphologischen Zellveranderungen induzierte.
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Die Klassifikation der Nekrosesubtypen erfolgte anhand eindeutig vorhandener struk-

turell morphologischer Veranderungen.

Mithilfe des entwickelten Schnittschemas konnte histologisch belegt werden, dass die
makroskopisch sichtbare Nekrosezone mit der histologischen Destruktionszone

Ubereinstimmt. Dies konnten auch andere Arbeitsgruppen [69] belegen.

Im Rahmen experimenteller Studien an Kleintieren wurden von verschiedenen For-
schergruppen Dosis-Wirkungs-Beziehungen der ECL ermittelt: Colombo et al. thera-
pierten Mause mit genetisch determinierten subkutanen Tumoren mit Coulombdosen
zwischen 10 C und 50 C, um den Durchmesser der erzeugten Nekrosezonen post-
operativ bestimmen zu konnen [14]. Es zeigte sich eine lineare Dosis-Wirkungs-
Beziehung, was auch in Versuchen von Griffin et al. [22] bei Anwendung am
Mammakarzinom der Maus bestatigt wurde. Weiterhin beschrieben Samuelson et al.
[53] bei Versuchen an Leber und Lunge von Kaninchen eine lineare Dosis-Wirkungs-
Beziehung. In den oben genannten Studien wurden jeweils Dosen von 2 C - 40 C

appliziert.

Robertson fand eine Proportionalitat zwischen applizierter Ladung und resultieren-
dem Nekrosevolumen bei der Therapie kleiner Leberlasionen der Ratte, wies aber
gleichzeitig darauf hin, dass diese Beziehung in grof3eren Versuchsmodellen fur die

klinische Anwendung verifiziert werden misse [50].

Tatsachlich dokumentierten von Euler et al. fir Ratten- und Hundelebern in vivo eine
logarithmische Dosis-Wirkungs-Beziehung im Bereich bis 90 C [67], sahen aber im
Gegensatz dazu eine lineare Beziehung fur niedrigere Coulombdosen. Berendson
und Olsson [4] postulierten 1998, dass mit zunehmendem Destruktionsvolumen und
konsekutiv vergroRerter Kontaktflache zu integerem Umgebungsgewebe an dieser
Grenzschicht vermehrt Puffer aktiviert werden, woraus eine Neutralisation des toxi-
schen pH-Gradienten resultiert. Auch Wemyss-Holden et al. diskutierten diesen Ef-
fekt, ohne jedoch einen logarithmischen Verlauf zu definieren: sie beschrieben ab 75
C lediglich eine Abweichung von der bis dahin linearen Dosis-Wirkungs-Beziehung
[70].

Wemyss-Holden et al. sowie Robertson et al. fanden keinen Zusammenhang zwi-
schen Hohe der applizierter Stromstéarke (in mA) und resultierendem Nekrosevolu-

men bei gleichbleibender Ladung.
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Formal gesehen bilden die vorliegenden Daten an der Schweineleber (siehe Abb. 18
- 23 Kap. 4.2 und 4.3) in den meisten Fallen zwar eine exponentielle Dosis-Wirkungs-
Beziehung im Bereich bis 200 C bzw. 400 C ab, jedoch kann dabei keine Regelhaf-
tigkeit beobachtet werden. Tatsachlich muss die Klassifikation in eindeutig linear oder
exponentiell aus zwei Grinden kritisch hinterfragt werden: Erstens liegen die zur
Klassifikation herangezogenen korrigierten R*>Werte in den meisten Féllen nah bei-
einander und weisen aulierdem fur beide Modelle einen sehr guten ,Model fit* aus.
Somit ist aus statistischer Sicht fur die meisten Falle keine eindeutige Entscheidung
maoglich. Zweitens sind zur sicheren Unterscheidung zwischen linearem oder expo-
nentiellem Modell eventuell weitere Versuche im Bereich héherer Ladungsdosen no-
tig, da sich exponentieller und linearer Verlauf im Bereich kleiner Werte auf der x-

Achse sehr ahnlich sein kénnen.

Hintz et al. [25] postulierten eine exponentielle Verlangerung der Anwendungsdauer
mit zunehmender TumorgréfRe. Ausgehend von den vorliegenden Ergebnissen im
Leberperfusionsmodell kann diese Aussage zum Teil bestéatigt werden. Die vom Ge-
rat berechnete und mit der Realzeit Ubereinstimmende Applikationsdauer war bis zu
einer Coulombzahl von ca. 150 C dem erzeugten Nekrosevolumen proportional (sie-
he Abb. 11). Erst bei einer Applikation von mehr als 150 C ist mit einem exponentiel-
len Anstieg der Anwendungsdauer zu rechnen. Im Hinblick auf die bevorzugte Dosis
von 100 C wird die Anwendungsdauer von 34 Minuten hinsichtlich ihrer Praktikabilitat
als effizient beurteilt. Im Bereich Uber 400 C und einer hieraus resultierenden An-
wendungsdauer von 134 Minuten wird es schwieriger die Methode im klinischen All-
tag, der unter einem immer intensiveren Zeitdruck steht, zu etablieren. Fur die Abla-
tion groRerer Herde sollte daher der Weg Uber eine Steigerung der Elektrodenanzahl
fuhren, was geratetechnisch mdglich und durch die im Rahmen dieser Arbeit ent-

wickelte Plexiglasschablone auch praktikabel ist.
5.3 Betrachtung der pH-Wert-Entwicklung in der Elektrodenperipherie

Extreme pH-Wert-Verschiebungen in der Elektrodenperipherie wurden bereits in
zahlreichen Studien als Ursache der Nekroseinduktion beschrieben [29, 67, 71]. Da-
bei wurden pH-Werte unter 1 an der Anode und uber 13 an der Kathode registriert.
Diese Ergebnisse konnten in den vorliegenden Versuchen reproduziert werden (sie-
he Abb. 24 und 25, Kap. 4.4) was die Aussagekraft und Funktionsfahigkeit des ver-

wendeten Perfusionsmodells bekréftigt.
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Die starke Streuung (siehe Abb. 24 und 25) der ermittelten pH-Werte vor allem fur
die ermittelten Werte im Abstand von 1 cm kann auf Messungenauigkeiten zuriickge-
fuhrt werden, welche sich zum Beispiel auch durch eine ungenaue Abstandsmes-

sung oder Deviation der Messkapillare im mazerierten Gewebe ergeben kdénnen.

Das pH-Profil naherte sich mit zunehmendem Abstand dem physiologischen intersti-
tiellen pH-Wert von 6,4 - 7,55 [29] an, wobei sich die mittleren pH-Werte bei 0,5 cm,
1 cm und 1,5 cm signifikant unterschieden (p < 0,001 fur Anode und Kathode). Finch
et al. [17] konnten an der Schweinleber zeigen, dass bei pH-Werten zwischen 6,0
und 6,5 an der Anode und 8,5 - 9,0 mit einer Nekrose zu rechnen ist, in extremeren

Bereichen gilt der pH-Wert als Indikator fur irreversible Zelldestruktion.

Mit einem &hnlichen wie dem in Kapitel 3.1 und 3.6 dieser Arbeit gezeigten Ver-
suchsaufbau zur extrakorporalen Perfusion des Frischorganes und radiarer Erfas-
sung der durch ECL induzierten pH-Werte, konnten Colombo et al. [14] belegen,
dass die Entwicklung des pH-Wertes dosisabhangig ist: Dazu wurden die in radiaren
Abstédnden von Anode und Kathode gemessenen pH-Werte mit Coulombdosen kor-
reliert. Die Erh6hung der Coulombdosis bewirkte eine Verschiebung der Grenze zum
physiologischen pH-Wert nach peripher. Das pH-Profil zwischen Anode und Kathode
zeigte bei niedrigen Coulombdosen eine verbreiterte Zone mit physiologischen pH-
Werten, welche mit dem Auftreten von histologisch intakten Gewebebriicken korre-
lierte. Diese Beobachtungen unterstiitzen die These von Finch et al. [17], dass die
pH-Alteration als physiologisches Korrelat und Indikator flr eine Nekroseerzeugung
betrachtet werden kann. Ubereinstimmend zeigen die pH-Wert-Profile der vorliegen-
den Versuche neutrale Werte ab Distanzen von 1,5 cm; dies entspricht in etwa der

maximalen Nekrosezone mit einem Durchmesser von 1,4 cm.

Die Korrelation von pH-Wert und applizierter Dosis oder gar die Festlegung auf einen
definitiv mit Nekrose assoziierten pH-Wert ist anhand der vorliegenden Daten aller-
dings nicht moglich. Eher stehen die Ergebnisse dieser Arbeit im Widerspruch zu den
Ergebnissen von Colombo [14]: In den Versuchen wurden keine signifikanten Unter-
schiede bei den Mittelwerten verschiedener Coulombdosen gesehen (p = 0,940 an
der Anode und p = 0,890 an der Kathode), was als Hinweis darauf gewertet wird,
dass pH-Wert-Anderungen im betrachteten Radius von 0,5 cm - 1,5 cm unabhangig
von der applizierten Coulombzahl sind und somit auch geringe Ladungsdosen (z.B.

von 50 C) eine effektive pH-Wert-Verschiebung im Abstand von 1,5 cm induzieren.
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Um Uberlappende Nekrosezonen mit unvollstandiger Tumordestruktion zu vermei-
den, empfehlen Colombo et al. die Positionierung der Elektroden in ausreichendem
Abstand [14]. In den vorliegenden Versuchen wurde auch im Bereich grof3flachiger
Uberlappungszonen eine einheitliche Zelldestruktion nach den oben genannten Krite-
rien festgestellt, sodass die Uberschneidung der Nekrosezonen sogar als ein Kri-

terium fur erfolgreiche Ablation gefordert werden kann.

5.4 Bewertung der ECL unter Berucksichtigung der Ergebnisse aus dem

Modell der perfundierten Schweineleber

In der Literatur werden charakteristische Merkmale der ECL hervorgehoben, welche
fur die praktische Anwendung vorteilhaft sind: Die ECL wird als einfach durchzufiih-
rende, effektive und kostengtinstige Therapiemethode mit nebenwirkungsarmem Be-
gleiteffekten [14] bei vollstandiger Gewebsdestruktion [41] beschrieben. Klinische
Erfahrungen bestehen in China durch Anwendung an mehr als 10.000 Patienten [75,
76]. Kritisch muss angemerkt werden, dass die Verbreitung der Methode in China
mehr politisch als medizinisch gesteuert wurde. Die Tumorstadien und Indikationen
der behandelten Patienten sind in den Veréffentlichungen selten nachvollziehbar. In
der westlichen Welt gilt die chirurgische Resektion weiterhin als ,Goldstandard® in der
Therapie maligner Leberlasionen. Ist eine Tumorresektion nicht moglich, so implizie-
ren die aus der vorliegenden Arbeit gewonnenen Daten, dass eine lokale, intrahepa-
tische Gewebedestruktion mit vorhersagbaren Defekten durch ECL durchfuhrbar und
praktikabel ist. Eine Steigerung dieser Gewebsdestruktion und Potenzierung antine-
oplastischer Effekte durch gleichzeitige Anwendung einer Radio- oder Chemothera-
pie ist beschrieben [38]. Neben diesen anwendungsassoziierten Aspekten sieht
Wemyss-Holden [70] einen Vorteil der ECL in der morphologischen Prasentation der
Nekrosezonen. Diese histologisch eindeutigen Nekrosen korrelieren mit dem makro-
skopischen Bild der Gewebedestruktion. Im Gegensatz dazu erzeugt die RFA als
weit verbreitete Ablationsmethode Nekrosezonen, die sich zur Peripherie Uber eine

Transitionszone, mit diffuser Zellvitalitat [70] absetzen.

Als Grenze der Anwendbarkeit einer ECL geben Wang et al. [69] in klinischen Proto-
kollen einen Tumordurchmesser von 9 cm an. Dieser Wert sollte sehr zurtickhaltend
betrachtet werden, da fur die Ablation sehr groRer Herde zum einen eine entspre-
chend lange Applikationsdauer veranschlagt werden muss, was aus Grinden der

Praktikabilitat im klinischen Alltag nur schwer realisierbar ist. Dartber hinaus stellt die
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Erzeugung konfluierender Nekrosezonen vor allem bei gro3en Tumoren eine beson-
dere Herausforderung dar und kann aufgrund der Interferenzen zwischen den
elektrischen Feldern nicht immer gewéhrleistet werden. Aus den Erkenntnissen der
vorliegenden Studie ist bei Anwendung von ECL fur intrahepatische Lasionen dieser
GrolRRe eher von einer Reduktion der Tumorlast auszugehen als von einer Tumorkon-

trolle.

Bei der intrahepatischen Anwendung ist eine maximale Effektivitat ohne Auftreten
von Kurzschliissen oder Gewebeschaden bei zumutbaren Anwendungszeiten durch

eine Spannung von 25 V bei einer Stromstarke von 50 mA zu erzielen.

Die Studienlage ist beziiglich der zahlreichen verschiedenen Anwendungen und Indi-
kationen fur die ECL als heterogen zu bewerten. Eine Hauptindikation und einen
Forschungsschwerpunkt stellen nicht-resezierbare Tumoren unterschiedlicher histo-
logischer Entitaten dar, doch auch zur Therapie von tuberkulésen Rundherden wurde
die ECL bereits eingesetzt [38, 73].

Kritisch betrachtet werden muss die im Vergleich zu anderen Methoden erhdhte An-
wendungsdauer. Dieser Nachteil kann durch parallele Insertion mehrerer Elektroden
in Kombination mit geringeren Coulombdosen minimiert werden. Bei einer multiplen
Lebermetastasierung verschiebt sich der zeitliche Nachteil zugunsten der ECL, da
diese im Gegensatz zu konkurrierenden Verfahren wie der RFA die simultane Thera-

pie mehrerer Herde ermdoglicht.

Fur alle lokalen Ablationsverfahren muss nachteilig dokumentiert werden, dass eine
Erfolgskontrolle parallel zur Anwendung durch bildgebende Verfahren nur einge-
schrankt maoglich ist. Die sonographische Beurteilung der Nekroseentstehung bei
ECL wird durch Entwicklung von Gasblasen im Bereich von Anode und Kathode be-
hindert. Umso wichtiger sind die initiale, exakte Planung des therapeutischen Vorge-
hens (Anzahl der Elektroden, Dosis in Coulomb) und die korrekte Elektrodenplatzie-
rung im Gewebe. Nur so kbnnen Residualzellen vermieden und ein maximaler Be-
nefit fir den Patienten erzielt werden. Zur Optimierung dieser Aspekte dient die vor-

liegende Arbeit.
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6 Zusammenfassung

Hintergrund und Fragestellung: Die elektrochemische Lyse wird in der Literatur als
Methode zur Erzeugung von Nekrosen beschrieben. Untersuchungen zur Anwen-
dung existieren vor allem am Kleintier. Dennoch ist die Datenlage beziglich Dosis-
Wirkungs-Beziehung, Elektrodenpositionierung und Anzahl der zu verwendenden
Elektroden als nicht evident zu betrachten.

Ziel dieser Arbeit war die Erhebung von oben geforderten Basisdaten am Grof3tier

Schwein, um eine Annéherung an den humanen Organismus zu erméglichen.

Methodik: Mithilfe eines weiterentwickelten Perfusionsmodells fur Frischleberpréapara-
te wurde die durch ECL erzeugte Dosis-Wirkungs-Beziehung an 46 Lebern unter-
sucht. Ausgewertet wurden makroskopische und histologische Effekte auf das Ziel-
gewebe sowie des umgebenden Leberparenchyms. Eine Plexiglasschablone mit ge-
normten Perforationen, welche die reproduzierbare Positionierung der Elektroden
erleichterte, sowie deren Fihrung und Stabilitat im Gewebe sicherte, wurde neu ent-

wickelt.

Ergebnisse: Insgesamt wurden 240 Nekrosen erzeugt. Die applizierten Dosen betru-
gen 50 C, 100 C, 200 C und 400 C mit jeweils variierenden Elektrodendistanzen von
1 cm, 2 cm und 4 cm bei Anwendung von vier und zwei Elektroden. Die Dauer der
Elektrolyseprozesse betrug dosisabhangig zwischen 17 (50 C) und 137 Minuten (400
C). In nahezu allen Versuchen prasentierte sich die Nekrosezone um die Kathode mit
130,7 % - 264,2 % grof3erem Volumen als signifikant gréRenprominent im Vergleich
zur Anode. Die makroskopisch abgrenzbaren Lasionen waren deckungsgleich mit
den mikroskopischen Nekrosezonen und zeigten keine Hinweise fur persistierende
Zellvitalitat. Die Nekrosezone um die Kathode prasentierte sich als Kolliquationsnek-

rose, wahrend sich um die Anode eine Koagulationsnekrose detektieren liel3.

Die Dosis-Wirkungs-Beziehungen wurden in Form von Geradengleichungen formu-
liert. Bei Applikation von zwei Elektroden konnte gezeigt werden, dass das Ge-
samtnekrosevolumen bei einem Elektrodenabstand von 1 cm durch eine lineare Do-
sis-Wirkungs-Beziehung beschrieben werden kann, wahrend bei Elektrodenabstan-
den von 2 cm und 4 cm eher das exponentielle Modell die Dosis-Wirkungs-
Beziehung abbildet. Durch Dosissteigerung von 50 C auf 400 C konnte abhangig von

der Elektrodendistanz eine signifikante Zunahme des Gesamtnekrosevolumens zwi-
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schen 475,0 % und 1209,6 % erzielt werden. Zusétzlich konnte unabhangig von der
jeweiligen Coulombdosis eine signifikante Zunahme des Gesamtnekrosevolumens
bis zu 177,6 % (bei 400 C) durch VergréRerung des Elektrodenabstandes von 1 cm

auf 4 cm erreicht werden.

Bei Applikation von vier Elektroden konnte gezeigt werden, dass die Dosis-Wirkungs-
Beziehung bei einem Elektrodenabstand von 4 cm eher durch ein lineares Modell
erklart wird, wahrend bei Abstdnden von 1 cm und 2 cm ein exponentielles Modell
bessere Gutemalie lieferte. Die Dosissteigerung von 50 C auf 200 C erbrachte eine
signifikante Zunahme des Gesamtnekrosevolumens zwischen 116,9 % und 202,5 %.
Bei Applikation von vier Elektroden konnte jedoch keine signifikante Steigerung des
Nekrosevolumens durch Abstandsvergrof3erung gezeigt werden.

Die Verdoppelung der Elektrodenzahl brachte in den meisten Fallen eine signifikante
Steigerung des Nekrosevolumens zwischen 40,7 % (bei 200 C und 4 cm) und
326,5 % (bei 100 C und 1 cm).

Schlussfolgerung: Das weiterentwickelte Perfusionsmodell mit der Platzierungs-
schablone erwies sich als reproduzierbares Modell zur Erforschung der ECL unter
Einsparung von Tierversuchen. Die elektrochemische Lyse erzeugt kalkulierbare
Nekrosezonen, welche sich scharf vom umgebenden Gewebe demarkieren, ohne
dieses zu affektieren. Allerdings konnten eventuelle systemische Effekte in diesem

ex vivo Modell nicht bewertet werden.

Als nachteilig fur die Methode in der klinischen Anwendung kdnnten sich die langen
Therapiezeiten, insbesondere bei Applikation gréRerer Coulombdosen erweisen.
Durch die Moglichkeit der simultanen Ablation lasst sich dieser Nachteil jedoch im

Falle von multifokalen Lasionen partiell kompensieren.
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8 Anhang
8.1 Daten der Nekrosevolumina bei Applikation von zwei Elektroden

Tabellarische Darstellung der ermittelten Nekrosevolumina bei verschiedenen Elekt-

rodendistanzen und Coulombdosen (Beachte: Angaben in mm):

Ladung: 50 [C]

Parameter Nekrose Statistik
Mittelwert Varianz SD
Abstand Focus Polaritat d1 d2 Tiefe Volumen | Volumina | Volumina | Volumina | Volumina | Volumina | Volumina
[mm] [mm] [mm] [mm] [mm~3] Polaritét (+) | Polaritat (-) | Polaritat (+) | Polaritat (-) | Polaritat (+) [ Polaritat (-)

1 + 5 6 15 356,19
- 12 11 20 2076,33
2 + 8 7 16 706,50
- 8 6 19 730,84

10 X n 0 3 I 850.16 814,73 1580,06 168518,55 | 351635,89 410,51 592,99
- 11 12 18 1868,69
4 + 9 10 19 1346,08
- 10 11 19 1644,38
1 + 9 10 16 1133,54
- 11 12 19 1972,51
2 + 8 8 20 1004,80
- 10 9 20 1416,93

20 . - 5 8 5 576.98 949,07 1711,74 64326,91 71310,90 253,63 267,04
- 10 12 20 1899,70
4 + 9 9 17 1080,95
- 11 10 18 1557,83
1 + 8 8 20 1004,80
- 10 10 18 1413,00
2 + 8 8 23 1155,52
- 10 11 22 1904,02

40 X + 3 7 18 794,81 921,49 1799,51 38035,71 78988,48 195,03 281,05
- 12 10 19 1804,72
4 + 6 8 19 730,84
12 11 20 2076,33

Ladung: 100 [C]

Parameter Nekrose Statistik
Mittelwert Varianz SD
Abstand Focus Polaritat d1 d2 Tiefe Volumen | Volumina | Volumina | Volumina | Volumina | Volumina | Volumina
[mm] [mm] [mm] [mm] [mm"3] Polaritét (+) | Polaritat (-) | Polaritat (+) | Polaritat (-) | Polaritat (+) [ Polaritét (-)

1 + 9 10 17 1204,39
- 11 10 19 1644,38
> + 10 9 18 1275,23
- 10 11 19 1644,38

10 X " 11 11 18 1709.73 1415,16 1724,55 51308,97 14584,00 226,51 120,76
- 12 10 20 1899,70
4 + 11 10 17 1471,29
- 12 10 18 1709,73
1 + 14 16 21 3709,13
- 14 14 23 3538,78
2 + 14 13 23 3290,52
- 17 18 24 5769,75

20 X n 13 12 20 2861.33 3161,73 4366,46 182557,21 | 1073568,23 427,27 1036,13
- 14 15 22 3631,02
2 + 14 12 21 2785,97
- 15 16 24 4526,31
1 + 14 14 20 3077,20
- 16 15 20 3771,93
2 + 13 14 23 3290,52
- 16 15 21 3960,52

40 X n 1 5 19 3135.88 3205,06 4124,68 13628,34 275511,90 116,74 524,89
- 13 14 27 3862,79
2 + 13 13 25 3316,63
- 15 16 26 4903,50
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Ladung 200 C

Parameter Nekrose Statistik
Mittelwert Varianz SD
Abstand Focus Polaritat d1 d2 Tiefe Volumen | Volumina | Volumina | Volumina | Volumina | Volumina | Volumina
[mm] [mm] [mm] [mm] [mm"3] Polaritét (+) | Polaritat (-) | Polaritat (+) | Polaritat (-) | Polaritat (+) [ Polaritét (-)
1 + 12 11 22 2283,96
- 17 17 25 5671,63
> + 13 11 21 2373,84
- 14 15 22 3631,02
10 X " 2 13 23 2821.00 2544,33 4856,01 65735,99 766350,25 256,39 875,41
- 18 16 23 5217,90
4 + 13 12 22 2698,44
- 15 16 26 4903,50
1 + 15 14 23 3796,06
- 20 20 25 7850,00
2 + 15 14 20 3300,93
- 20 20 25 7850,00
20 X n 17 12 20 377193 3732,82 7643,99 100222,92 | 139825,31 316,58 373,93
- 20 18 25 7084,63
2 + 17 13 23 4062,38
- 19 18 29 7791,32
1 + 18 18 25 6358,50
- 20 21 26 8577,30
2 + 12 11 16 1661,06
- 17 19 24 6104,16
40 X n 17 16 25 534291 4866,66 8371,39 | 4753224,90 | 2453879,78 2180,19 1566,49
- 20 21 28 9237,10
2 + 19 17 24 6104,16
- 21 20 29 9566,99
Ladung 400 C
Parameter Nekrose Statistik
Mittelwert Varianz SD
Abstand Focus Polaritat d1 d2 Tiefe Volumen | Volumina | Volumina | Volumina | Volumina | Volumina | Volumina
[mm] [mm] [mm] [mm] [mm"3] Polaritét (+) | Polaritat (-) | Polaritat (+) | Polaritat (-) | Polaritat (+) [ Polaritét (-)
1 + 17 16 25 5342,91
- 21 22 28 10160,26
2 + 14 15 25 4126,16
- 20 19 33 9850,38
10 X " 3 12 28 4005.86 3965,67 9601,19 1471302,31 | 2444942,82 1212,97 1563,63
- 23 21 29 11018,26
4 + 12 11 23 2387,77
- 18 18 29 7375,86
1 + 18 18 27 6867,18
- 25 25 29 14228,13
2 + 16 15 24 4526,31
- 23 22 30 11922,19
20 X n 8 17 26 6250.56 5470,76 13630,20 | 1655766,42 | 9256276,27 1286,77 3042,41
- 27 26 32 17640,52
4 + 14 16 24 4239,00
- 22 23 27 10729,97
1 + 25 24 29 13664,69
- 29 29 40 26407,40
2 + 22 22 29 11018,26
- 26 25 38 19396,96
40 X n 25 23 2 14469 12 12418,80 23201,26 | 3770389,11 | 8664680,62 1941,75 2943,58
- 27 29 37 22771,28
2 + 21 22 29 10523,12
- 29 28 38 24229,42
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8.2 Daten der Nekrosevolumina bei Applikation von vier Elektroden

Tabellarische Darstellung der ermittelten Nekrosevolumina bei verschiedenen Elekt-

rodendistanzen und Coulombdosen (Beachte: Angaben in mm):

Ladung: 50 [C]

Parameter Nekrose Statistik
Mittelwert Varianz SD
Abstand Focus Polaritat dl d2 Tiefe Volumen | Volumina | Volumina | Volumina | Volumina | Volumina | Volumina
[mm] [mm] [mm] [mm] [mm~3] Polaritét (+) | Polaritat (-) | Polaritat (+) | Polaritat (-) | Polaritat (+) [ Polaritét (-)
1 + 10 10 20 1570,00
- 12 11 19 1972,51
2 + 9 11 19 1491,50
- 12 11 21 2180,14
10 X n 2 I 17 1764.88 1457,79 1903,63 104409,78 46952,26 323,13 216,68
11 10 20 1730,93
4 + 5 11 20 1004,80
11 10 20 1730,93
1 + 9 10 15 1062,69
- 14 16 23 4062,38
2 + 8 9 20 1134,33
15 17 26 5224,96
20 X " 10 5 8 904,32 948,43 3313,14 38375,19 | 2603848,12 195,90 1613,64
12 12 19 2147,76
2 + 7 7 18 692,37
11 10 21 1817,47
1 + 9 10 14 991,85
- 14 12 15 1989,98
2 + 10 10 12 942,00
10 12 20 1899,70
40 X T 3 9 6 907.46 1042,77 2206,83 37812,32 195583,40 194,45 442,25
13 10 20 2076,33
2 + 11 11 14 1329,79
13 14 20 2861,33
Ladung 100 C
Parameter Nekrose Statistik
Mittelwert Varianz SD
Abstand Focus Polaritat d1 d2 Tiefe Volumen | Volumina | Volumina | Volumina | Volumina | Volumina | Volumina
[mm] [mm] [mm] [mm] [mm"3] Polaritét (+) | Polaritat (-) | Polaritat (+) | Polaritat (-) | Polaritat (+) [ Polaritét (-)
1 + 10 15 12 1471,88
15 15 26 4592,25
2 + 13 12 25 3066,41
15 14 25 4126,16
10 X n 12 12 20 2653.30 2494,39 4201,42 494335,96 73942,08 703,09 271,92
- 15 14 24 3961,11
4 + 13 13 21 2785,97
14 15 25 4126,16
1 + 13 11 15 1695,60
12 12 15 1695,60
2 + 14 11 15 1839,84
- 14 13 16 2289,06
20 X n 2 3 12 1717.19 1975,50 2577,99 205859,83 | 576960,69 453,72 759,58
- 13 16 21 3465,97
2 + 14 16 15 2649,38
13 14 20 2861,33
1 + 12 11 18 1868,69
24 20 24 9118,56
2 + 11 10 16 1384,74
- 12 14 21 2785,97
40 X n 13 T 18 2034.72 1774,20 4511,20 76554,90 | 9455394,37 276,69 3074,96
- 15 14 19 3135,88
2 + 12 12 16 1808,64
14 13 21 3004,39
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Ladung 200C
Parameter Nekrose Statistik
Mittelwert Varianz SD
Abstand Focus Polaritat d1 d2 Tiefe Volumen | Volumina | Volumina | Volumina | Volumina | Volumina | Volumina
[mm] [mm] [mm] [mm] [mm"3] Polaritét (+) | Polaritat (-) | Polaritat (+) | Polaritat (-) | Polaritat (+) [ Polaritét (-)

1 + 12 13 20 2453,13
13 12 24 2943,75
> + 14 13 25 3576,66
12 12 22 2486,88

10 X " 6 6 20 2019.20 3567,29 3721,73 623971,09 | 2930447,68 789,92 1711,86
- 16 17 15 3205,74
4 + 16 16 21 4220,16
17 18 26 6250,56
1 + 19 17 20 5086,80
21 20 24 7917,51
2 + 19 16 20 4808,13
- 20 20 25 7850,00

20 X n 8 20 20 5667.70 5092,69 7799,51 164208,56 | 275367,26 405,23 524,75
- 21 22 23 8345,92
2 + 20 15 20 4808,13
22 16 25 7084,63
1 + 14 15 20 3300,93
- 15 18 25 5342,91
2 + 14 16 21 3709,13
- 18 14 25 5024,00

40 X n 6 5 19 3583.33 3435,21 5874,25 65934,18 | 1190051,47 256,78 1090,89
20 18 20 5667,70
4 + 12 15 22 3147,46
20 19 25 7462,41
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