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1 ZUSAMMENFASSUNG

1.1 DEUTSCHE ZUSAMMENFASSUNG

Einleitung: Bei der Mikrowellenablation handelt es sich um ein interventionelles Verfahren zur
Behandlung von kolorektalen Lebermetastasen, das in geeigneten Féllen als Alternative oder
Ergéinzung zu einer Leberteilresektion angewendet wird. Ziel dieser Arbeit war es, die mittels
Magnetresonanztomographie und Ultraschall bestimmten Volumina von Tumor- bzw.
Ablationsgewebe zu verschiedenen Zeitpunkten miteinander zu vergleichen sowie das

abladierte Gewebe histologisch aufzuarbeiten und der Bildgebung gegentiber zu stellen.

Methodik: Es erfolgte zunédchst eine Injektion von Tumorzellen vom Typ CCS531 in die
Rattenleber. Unmittelbar vor der Ablation wurden die Tumorvolumina mittels
Magnetresonanztomographie und Ultraschall bestimmt. Einen Tag, bzw. sieben Tage nach der
Intervention erfolgte eine erneute Bestimmung der Ablationsvolumina. Intraindividuelle
Vergleiche wurden zwischen den volumetrischen Verfahren bei denselben Tieren angestellt.
Interindividuelle Vergleiche erfolgten zwischen den Gruppen mit Nachuntersuchungen am Tag
1 bzw. Tag 7. Die Priaparate wurden anschlieend vermessen und die histologischen Schnitte
auf das Vorhandensein von CD3, CD68, Myeloperoxidase und Proliferating-Cell-Nuclear-

Antigen hin untersucht.

Ergebnisse: Die Tumorvolumina wurden in der Magnetresonanztomographie grofer
eingeschitzt als 1im Ultraschall (Differenzz M = 9,09 mm?). Die mittels
Magnetresonanztomographie bestimmten Ablationsvolumina korrelierten mit den Volumina der
Priparate, wiesen am Tag 1 jedoch groBere Werte auf (Differenz: M = 519,17 mm?®). Am Tag 7
wurden ebenfalls Abweichungen festgestellt (Differenz: M = 624,77 mm?). Auch im Ultraschall
stellten sich die Volumina im Vergleich zu den Préparaten am Tag 1 groBer dar (Differenz: M
= 336,57 mm?), jedoch geringer als in der Magnetresonanztomographie (M = 281,69 mm?). An
den histologischen Prédparaten lieBen sich zu beiden Zeitpunkten drei Zonen mit
unterschiedlicher Gewebsstruktur abgrenzen. Die grofite Anzahl an CD3, CD68 und
Myeloperoxidase lagen jeweils im Grenzbereich zwischen abladiertem und unbehandeltem
Lebergewebe vor. Sieben Tage nach der Ablation war bei der Hélfte der Tiere ein Proliferating-

Cell-Nuclear-Antigen nachweisbar.



Schlussfolgerung: Die Magnetresonanztomographie scheint direkt postinterventionell nur
eingeschrinkt fiir die Einschitzung der Tumor- und Ablationsvolumina geeignet zu sein. Im
Ultraschall sind die Volumina dagegen genauer erkennbar. Eine Markierung von CD3, CD68
und Myeloperoxidase kann einen unscharfen Grenzbereich abbilden, ohne dabei eine exakte
Abgrenzung von nekrotischem und vitalem Gewebe zuzulassen. Dariiber hinaus konnte auch im

Ablationsbereich eine noch vorhandene Zellaktivitit nachgewiesen werden.



1.2 ENGLISCHE ZUSAMMENFASSUNG

Comparison of post-interventional diagnostics after microwave ablation of

implanted colorectal liver tumors in a rat model

Introduction: Microwave ablation is an interventional procedure for the treatment of colorectal
liver metastases which in suitable cases is used as an alternative or supplement to partial liver
resection. The aim of this study was to compare the volumes of tumor and ablation tissue
determined by magnetic resonance imaging and ultrasound at different points in time as well as

to histologically process the ablated tissue and compare it with the imaging.

Method: Initially, CC531 tumor cells were injected into the rat liver. Immediately before
ablation, the tumor volumes were determined using magnetic resonance imaging and ultrasound.
The ablation volumes were determined again one day and seven days after the intervention.
Intra-individual comparisons were made between the volumetric procedures in the same
animals. Inter-individual comparisons were made between the groups with follow-up
examinations on day 1 and day 7. The specimens were then measured and the histological
sections examined for the presence of CD3, CD68, myeloperoxidase and proliferating cell

nuclear antigen.

Results: The tumor volumes were estimated to be larger in magnetic resonance imaging than in
ultrasound (difference: M = 9.09 mm?). The ablation volumes determined by magnetic
resonance imaging correlated with the volumes of the specimens, but showed larger values on
day 1 (difference: M = 519.17 mm?). Deviations were also found on day 7 (difference: M =
624.77 mm?). The volumes were also larger in ultrasound compared to the specimens on day 1
(difference: M = 336.57 mm?), but smaller than in magnetic resonance imaging (M = 281.69
mm?®). Three zones with different tissue structures could be defined on the histological
specimens at both points in time. The largest numbers of CD3, CD68 and myeloperoxidase were
present in the border area between ablated and untreated liver tissue. Seven days after ablation,

a proliferating cell nuclear antigen was detectable in half of the animals.

Conclusion: Magnetic resonance imaging appears to be of limited use for estimating tumor and
ablation volumes directly postinterventionally. In contrast, the volumes can be recognized more
precisely on ultrasound. Labeling of CD3, CD68 and myeloperoxidase can depict a blurred
border area without allowing an exact differentiation between necrotic and vital tissue. In

addition, cell activity could also still be detected in the ablation area.



2 EINLEITUNG

2.1 ABLATION VON LEBERTUMOREN

Kolorektale Karzinome stellen mit einer Inzidenz von weltweit iiber 1,3 Millionen Féllen pro
Jahr die dritthdufigsten Karzinome dar und gelten als die am zweithaufigsten todlich verlaufende
Krebserkrankung weltweit [1, 61]. Allein in Europa und den USA treten jéhrlich rund 300.000
neue Fille auf, die zu etwa 200.000 Todesfdllen fiihren [69]. In Deutschland liegt die Inzidenz
bei ca. 73.000 und die Mortalitit bei ca. 27.000 Féllen im Jahr [73]. Im Verlauf der Krankheit
entwickeln liber 50 % der Patienten Metastasen in der Leber [44, 74]. Diese sind bereits zum
Zeitpunkt der Diagnosestellung bei fast 25 % der Fille nachweisbar [36]. Damit liegt die
Wahrscheinlichkeit, schon wenige Jahre nach der Erstmanifestation kolorektale
Lebermetastasen (CRLM) zu entwickeln, bei iiber 70 % [70]. Ohne Behandlung betrdgt die
Uberlebensrate der Patienten 31 % nach einem Jahr, 7.9 % nach zwei Jahren, 2,6 % nach drei

Jahren und nur noch 1 % nach vier Jahren [58].

Tumore der Leber sind nur wenig sensibel gegeniiber Chemotherapie oder Bestrahlung.
Wihrend die Lebertransplantation beim hepatozelluliren Karzinom (HCC) als bevorzugte
Behandlungsmethode angesehen wird, gilt die operative Entfernung als Standardbehandlung
von Lebermetastasen [71]. In Bezug auf CRLM liegt die Fiinfjahres-Uberlebensrate, selbst nach
einer vollstdndigen Entfernung, bei nur 25 bis 40 % [73]. Dabei kommt jedoch nur ein geringer
Anteil der Patienten mit Lebertumoren iiberhaupt fiir eine kurative Resektion der betroffenen
Gewebeanteile in Frage [34, 61]. Die Tumorresektion kann bei nur 5 bis 15 % der Patienten mit
HCC und etwa 20 bis 25 % der Patienten mit CRLM angewendet werden [54, 59]. Fiir ca. 80 %
der Patienten miissen alternative Wege gefunden werden, um die Erkrankung zu behandeln bzw.
deren Progress zu verlangsamen, da sie zum Beispiel aufgrund eines bereits fortgeschrittenen
Krankheitsstadiums oder schwerer Komorbiditéten fiir einen operativen Eingriff nicht geeignet
sind [21, 58]. Voraussetzungen fiir eine Resektion sind in diesem Zusammenhang eine
Beschrinkung des Tumors auf gut zugingliche Bereiche, die Gewihrleistung eines
Sicherheitsabstandes zum Tumorgewebe von 1 cm sowie eine ausreichende Leberreserve nach
der Resektion [36, 54, 69]. In allen anderen Féllen, in denen eine radikale Resektionsoperation
aufgrund von ungilinstigen Ausgangsbedingungen oder Kontraindikationen nicht in Frage
kommt, steht mit der Ablation eine alternative Behandlungsmdglichkeit zur Verfiigung.

Herausforderungen bestehen unter anderem bei Tumoren, die sich durch eine geringe Distanz
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zu sensiblen Gewebestrukturen in einer risikoreichen Lage befinden. Beispiele hierfiir sind
kritische Lagebeziehungen mit weniger als 1 cm Abstand zum Gastrointestinaltrakt, groen
Gefidflen, dem Zwerchfell, der Gallenblase sowie Gallengingen mit einem Durchmesser von
iiber 3 mm [32, 42]. Dariiber hinaus sind Ablationsverfahren sinnvoll, wenn aufgrund eines
multifokalen Auftretens von einer hohen Rezidivrate auszugehen ist und wiederholte
Resektionen zu einer verminderten Reserve der Leber fiihren wiirden [14]. Hingegen gelten als
absolute Kontraindikationen bestehende Aszites, eine aktive Infektion sowie ein Tumor mit
direkter Infiltration eines grofen Blutgefdfles. Als relative Kontraindikationen werden mehr als
vier parallel bestehende Lésionen oder mindestens eine Lision mit einem Durchmesser von tiber

5 c¢m, eine schwere Herzerkrankung oder Gerinnungsstérung beschrieben [21, 29].

Ablationsverfahren konnen in die Gruppen der auf einer Injektion basierenden Ablation und der
Thermoablation unterteilt werden. Zur Gruppe der auf Injektionen basierenden Verfahren
zdhlen die Transarterielle Chemoembolisation (TACE) und —perfusion (TACP), die Selektive
Interne Radiotherapie (SIRT), die Perkutane Ethanolinjektion (PEI), sowie die Injektion von
Essigsdure [65, 80]. Bei der TACE und der TACP werden vor allem im palliativen oder
neoadjuvanten Kontext Chemotherapeutika bzw. Mittel zur Embolisation in die arteriellen
Gefidlle des Tumors injiziert. Dies fiihrt neben einer lokalen Ischdmie zu einer lingeren und
hoheren Konzentration des Chemotherapeutikums im Tumorgewebe als bei einer systemischen
Chemotherapie [73]. In dhnlicher Weise wird bei der SIRT der Betastrahler Yttrium-90 iiber
eine Arterie im malignen Gewebe angereichert. Unter Schonung anderer Gewebestrukturen
wird hierbei eine selektive Hochdosis Bestrahlung {iber mehrere Tage erreicht [73]. Die Gruppe
der Thermoablationen umfasst vor allem die Radiofrequenzablation (RFA) und die
Mikrowellenablation (MWA) sowie die etwas seltener angewendete Kryoablation. Zudem
stehen weitere Verfahren wie die Laserinduzierte Thermotherapie (LITT), die Irreversible
Elektroporation (IRE) und der High Intensity Focused Ultrasound (HIFU) zur Verfligung [21,
32, 33, 80]. Abgesehen von der Kryoablation, basiert die Funktionsweise der Thermoablation
im Wesentlichen darauf, das Gewebe iiber einen sehr kurzen Zeitraum auf mindestens 90°C
oder iiber etwa zwei Minuten auf mindestens 50 °C zu erhitzen. Durch die hohen Temperaturen
wird eine Denaturierung der Proteine bis hin zur Koagulationsnekrose herbeigefiihrt [29]. Die
verschiedenen thermoablativen Verfahren unterscheiden sich zum Teil stark in ihrem zugrunde
liegenden physikalischen Prinzip und damit auch in Bezug auf die Temperaturentwicklung,
Ausdehnung, Morphologie und Prazision der Ablation. In manchen Féllen werden die Verfahren

zudem kombiniert eingesetzt. Vor allem die TACE hat sich als eine gute Méglichkeit erwiesen,



den therapeutischen Effekt einer thermalen Ablationstechnik zu unterstiitzen [84]. Haufig wird
eine Ablation durch eine begleitende systemische Chemo- oder Immuntherapie unterstiitzt [ 73].
Bei der LITT wird durch eine starke Hitzeentwicklung mithilfe eines Lasers eine
Koagulationsnekrose induziert. Durch die individuelle Anpassung von Leistung, Betriebsart und
-dauer kann damit eine Ablationszone von bis zu 5 cm Durchmesser erreicht werden [73].
Mithilfe der IRE werden bis zu sechs Nadeln in den Tumor eingefiihrt, iiber die dann eine Reihe
sehr kurzer elektrischer Feldimpulse appliziert werden, um den Tumor zu behandeln [73]. Die
HIFU stellt eine neue nichtinvasive Methode dar, bei der mithilfe von Ultraschallwellen Energie
in das Tumorgewebe abgegeben werden kann. Durch die Erhitzung des Zielgebietes auf 60 bis
100°C entstehen prizise Koagulationsnekrosen, wihrend das umliegende Gewebe geschiitzt
wird [38, 84]. Bei der Kryoablation handelt es sich um einen raschen Gefriervorgang, der mit
ausgepragten zytotoxischen Effekten einhergeht. Hierzu werden eine oder mehrere
Ablationssonden direkt in das Tumorgewebe eingefiihrt. Mithilfe verschiedener Kryogene wie
Argon oder fliissigem Stickstoff, wird eine Zerstérung der zelluliren Membranen und damit der
Zelltod induziert [73]. Mit der RFA steht fiir die Ablation von CRLM seit Mitte der 90er Jahre
ein weit verbreitetes Verfahren mit geringer Komplikationsrate zur Verfligung [4, 34]. Hierbei
wird eine Elektrode in Form einer Nadel im Zentrum der Lésion platziert und eine
Ableitungselektrode auf der Haut des Patienten angebracht. Der Wechselstrom mit einer
Frequenz von 200 bis 1200 MHz bewirkt eine hochfrequente Richtungsdnderung der Ionen im
Gewebe. Diese Oszillation erzeugt im direkten Umfeld der Elektrode eine Reibungshitze von
tiber 100 °C, die liber Konduktion an das umliegende Gewebe weitergeleitet wird. Die Hitze
fihrt im Gewebe zu einer Denaturierung der Proteine und schlieBlich zu einer

Koagulationsnekrose mit der Folge eines irreversiblen Zelltodes [7, 21, 33, 36, 54, 71].

Die Mikrowellenablation kann bei unterschiedlichen Tumorarten angewendet werden und
zeichnet sich durch relativ gut vorhersagbare Ablationszonen aus. Nach allgemeiner Ansicht
wird sie kaum durch den sogenannten Heat Sink-Effekt beeinflusst [32]. Der Begriff ,,Heat
Sink* beschreibt in diesem Zusammenhang ein Phdnomen, das vor allem in der Néhe groferer
Blutgefidfle auftritt. Der Blutfluss leitet dabei die Energie von der Ablation ab und vermindert
somit deren Wirkung auf das Tumorgewebe [54]. Die rasche Erzeugung hoher Temperaturen
und die Moglichkeit einer Ablation, trotz der Ndhe zu grofen Blutgefdlen, sind daher die
besonderen Merkmale der MWA [73]. Unabhéngig davon, welches Verfahren angewendet wird,
soll die Intervention vorhersagbare Ablationszonen ermdglichen und einen ausreichenden

Sicherheitsabstand um den Tumor gewéhrleisten. Zudem soll neben einer vollstdndigen



Ablation des Tumorgewebes, die Dauer der Intervention moglichst kurz gehalten werden [30].
Tumorgréfe, Anzahl, Ort der Lision sowie der operative Zugangsweg stellen wichtige
Planungskriterien dar. Je nach angewendeter Technologie kann eine Ablation offen chirurgisch,
laparoskopisch oder perkutan durchgefiihrt werden. Einen weiteren relevanten Faktor stellt die
Wahl der Diagnostik zur Kontrolle des Ablationserfolges dar [20]. Fiir die Bildgebung stehen
in der Regel Ultraschall, Computertomographie (CT) und Magnetresonanztomographie (MRT)
zur Verfiigung. CT und Ultraschall werden derzeit am hédufigsten in Verbindung mit
Ablationsverfahren genutzt [29]. Der Fokus liegt dabei auf dem Nachweis eines ausreichenden
Sicherheitsabstandes innerhalb des Lebergewebes, bzw. der Darstellung von nicht behandelten
Tumorbereichen. Auch bei der Anwendung von MRT gibt es mittlerweile Hinweise auf Vorteile
zur Beurteilung von Ablationsarealen. Diese liegen neben dem Fehlen von schidlicher

Rontgenstrahlung auch in einer hoheren Sensitivitit bei der Erkennung von CRLM [54].

2.2 MIKROWELLENABLATION

Die Koagulation von Gewebe mit Hilfe von Mikrowellen wurde erstmals 1979 durch Tabuse et
al. in Zusammenhang mit der Blutungskontrolle bei rupturiertem hepatozellulirem Karzinom in
der offenen Leberchirurgie beschrieben [50, 80]. In den nachfolgenden Jahren folgte eine
kontinuierliche Weiterentwicklung dieser Technologie mit Ausweitung auf die direkte Ablation
von Tumorgewebe. Wichtige Punkte der Entwicklung waren zu Beginn unter anderem die
Verminderung des Energieverlustes im Gewebe sowie die Vermeidung einer iiberméfBigen
Erhitzung von Kabel und Ablationssonde [30]. Bei der Mikrowellenablation handelt es sich um
eine therapeutische Anwendung von elektromagnetischer Energie, die liber eine Nadel an das
Gewebe abgegeben wird. Der Frequenzbereich liegt zwischen 900 und 2450 MHz und damit
zwischen der Frequenz von Infrarotstrahlung und Radiowellen. Die Energie bewirkt je nach
Frequenz eine Ladungsumkehr innerhalb der Wassermolekiile von 2 bis 5 Milliarden mal pro
Sekunde [9]. Da die Wassermolekiile polar sind, bilden sie ein dielektrisches Feld, das durch
die Absorption der elektromagnetischen Energie zur Oszillation angeregt wird [7, 71]. Die
kontinuierliche Bewegung innerhalb der Dipole resultiert in Reibungshitze, die ab
Uberschreitung einer kritischen Schwelle zum Zelltod fiihrt [21]. Dieses Verfahren funktioniert
in allen Geweben und Materialien, die Wasser enthalten und endet erst durch eine
Unterbrechung der Energiezufuhr, bzw. sobald kein Wasser mehr innerhalb der Zellen enthalten

ist [80]. Wéhrend der Anwendung kann es in unmittelbarer Néhe der Ablationsnadel aufgrund



der raschen Temperaturerh6hung zu einer Karbonisation des umliegenden Gewebes kommen.
Diese Karbonisation schwicht wiederum den Energiefluss auf Gewebe in weiterer Entfernung,
sodass hierdurch die Reichweite der Ablation begrenzt wird [68]. Bei nahezu allen Systemen
verfiigen die Ablationsnadeln iiber einen Temperatursensor am Schaft. Uber diesen wird die
abgegebene Energie automatisch an die im Gewebe zu erzielende Temperatur angepasst [30].
Somit muss zur Einstellung des Gerétes neben der Dauer nur die erforderliche Temperatur der
Ablation gewidhlt werden. Da das Verfahren unabhidngig von einem Stromfluss durch das
Gewebe ist, konnen auch Bereiche behandelt werden, die eine hohe Impedanz oder eine
schlechte Konduktion aufweisen [41]. Dies resultiert in einer gleichméfBigen Erhitzung bei
relativ kurzer Behandlungszeit [7]. Bei der MWA werden zudem keine Erdungselektroden
verwendet, sodass damit verbundene Komplikationen entfallen [41]. Die Indikation zur MWA
wird unter anderem hinsichtlich der zu behandelnden Tumoren, des moglichen Zugangsweges
und des Allgemeinzustandes der Patienten gestellt. Ihre Anwendung sollte daher interdisziplinér

und ggf. in Kombination mit anderen Verfahren geplant werden [24].

2.3 MAGNETRESONANZTOMOGRAPHIE

Ein Magnetresonanztomograph besteht im Wesentlichen aus einem starken Magneten,
Gradientenspulen in X-, Y- und Z-Richtung, einem Hochfrequenzsender und -empfianger sowie
einem Computer zur Berechnung der Bilder. Bei diesem diagnostischen Verfahren werden
Wasserstoffprotonen zur Bildgebung genutzt [16]. Ein Wasserstoffatom besteht aus einem
Proton als Kern und einem Elektron in der Hiille. Das Proton besitzt einen als Spin bezeichneten
konstanten Drehimpuls um seine eigene Achse, der durch elektromagnetische Wellen
beeinflusst werden kann. Die dabei entstehenden Vektor Anderungen induzieren wiederum
Spannungen in einer Spule, die mithilfe eines Computers zu einem Bild verrechnet werden [82].
Innerhalb eines starken Magnetfeldes richtet sich die Mehrheit der Protonen-Spins des Gewebes
nach diesem aus. Dabei kommt es zu einer Ausweichbewegung der Spins, die als Prézession
bezeichnet wird und einer bestimmten Frequenz folgt. Die HOhe der sogenannten
Larmorfrequenz steigt proportional mit der Starke des Magnetfeldes. Die meisten Vektoren der
Atomkerne sind zunéchst parallel zu dem von aullen wirkenden Magnetfeld ausgerichtet, sodass
ein stabiles Spin-System entsteht. Wird mithilfe einer Spule nun ein Hochfrequenzimpuls auf
dieses Spin-System iibertragen, kommt es zu einer Neuausrichtung einer zunehmenden Anzahl

an Spins. Dies bezeichnet man als Resonanz [16]. Je nach Leistung und Dauer des
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Hochfrequenzimpulses wird dabei eine definierte Auslenkung der Spins erreicht. Die
Auslenkung in eine andere Ebene induziert in einer Empfangsspule wiederrum eine
Wechselspannung, die als MR-Signal bezeichnet wird. Wiederholungen des Vorgangs erhhen
die Genauigkeit der Messung und somit die Auflosung des Bildes. Um eine genaue
Ortskodierung zu ermdglichen, ist es notwendig, dass jede Schicht des zu untersuchenden
Korpers eine eigene Frequenz hat [77]. Die Frequenzen innerhalb des Magnetfeldes miissen
somit inhomogen sein, also andere Larmorfrequenzen aufweisen. Dies wird gewahrleistet durch
Gradientenspulen in X-, Y- und Z-Richtung, die jeweils eigene Magnetfelder darstellen und das
Hauptmagnetfeld iiberlagern. Nur so konnen die Schichten durch Anderung des Impulses
einzeln angeregt werden. Dadurch, dass sich die Achsen innerhalb der Schichten in Bezug auf
die Frequenzen unterscheiden, kommt es zu einer Phasen-, bzw. Frequenzverschiebung der
Spins [16]. Somit entsteht eine unterschiedliche Prazession der Frequenzen, was wiederum eine
Lokalisierung der Spins in jeder Zeile der jeweiligen Schicht ermdglicht. Mithilfe einer als
Fourier-Transformation bezeichneten mathematischen Formel konnen die
Frequenzkodierungen zu Voxeln verrechnet werden. Aus den Voxeln entsteht schlieBlich das

MR-Bild [77].

2.4 ULTRASCHALL

Ultraschallgerite erzeugen mithilfe von Schallwellen Schnittbilder iiber einen reziproken
piezoelektrischen Effekt. Quarzkristalle senden bei entsprechender Ladungsianderung durch
Ausdehnung und Stauchung Schallwellen aus, die auf ihrem Weg durch Gewebe Impedanz-
Spriinge durch Widerstinde erfahren. Diese treten an Gewebegrenzen mit Anderungen der
Dichte auf und reflektieren dadurch einen Teil der Schallwellen, die als Echo zuriickgeworfen
werden [12]. Ein GroBteil der Schallwellen wird jedoch absorbiert und in Warme umgewandelt.
Die Absorption verstdrkt sich dabei exponentiell mit der Bildtiefe und steigt linear mit der
gewihlten Frequenz an. Hochfrequenz-Ultraschallkdpfe arbeiten in einem Frequenzbereich von
bis zu 20 MHz und erzeugen damit in oberflachlichen Strukturen eine sehr hohe Auflosung [3].
Sind die Grenzflichen kleiner als die Wellenldnge, werden die Schallwellen umso mehr
gestreut. Bei jedem Eintritt in ein anderes Medium werden sie zudem in ihrer Richtung
abgelenkt. Diese Ablenkung wird als Refraktion bezeichnet. Die Ausbreitungsgeschwindigkeit
der Schallwellen hingt im Wesentlichen von der Elastizitdt und der Molekiildichte des

jeweiligen Mediums ab [57]. Der reflektierte Schalldruck erzeugt im Empfanger eine



Verformung der Quarzkristalle, was wiederum zu einer Ladungsverschiebung und somit erneut
zu einem piezoelektrischen Effekt fiihrt. Diese Spannungsénderungen konnen schlieBlich im
Computer zu einem Bild verrechnet werden. Im sogenannten B-Mode werden die empfangenen
Signale je nach Stirke in unterschiedlichen Graustufen kodiert, wodurch ein zweidimensionales
Bild entsteht [3]. Zur Erzeugung eines dreidimensionalen Eindrucks miissen die Schnittbilder
um eine dritte Ebene erweitert werden. Hierzu bewegt sich der Schallkopf iiber das Gewebe und
erstellt dabei in definierten Abstdnden Schnittbilder. Alle Informationen werden schlieflich zu

einer 3D-Struktur verrechnet.

2.5 FRAGESTELLUNG

Die Mikrowellenablation stellt ein vielversprechendes und zunehmend verbreitetes Verfahren
zur Behandlung von CRLM dar. Ultraschallgerdte sind flichendeckend und kosteneffektiv
verfligbar und auch MRT-Geridte stehen den meisten Kliniken heutzutage zeitnah zur
Verfiigung. Mit der vorliegenden Arbeit untersuchten wir, wie sich MRT und Ultraschall
hinsichtlich der Einschidtzung der Tumorvolumina nach einer MWA unterscheiden. Auf der
initialen Diagnostik basieren in der klinischen Anwendung neben der grundsétzlichen
Behandlungsmoglichkeit auch die Wahl des geeigneten Zugangs, die Platzierung der
Ablationsnadel und die Gerdteeinstellung. Nicht zuletzt aufgrund eines notwendigen
Sicherheitsabstandes ist die moglichst prizise Kenntnis der Tumorgrenzen fiir das Erreichen
einer effektiven Ablation relevant. Daher stellte sich die Frage, wie genau MRT und Ultraschall
in der Lage sind, die Volumina der Ablationen darzustellen. Vor allem der Zeitpunkt der
Untersuchung war in diesem Zusammenhang interessant. Hierfiir bildeten wir zwei
Versuchsgruppen mit verschiedenen Untersuchungszeitpunkten nach einem Tag und nach
sieben Tagen. Die in den beiden bildgebenden Verfahren ermittelten Volumina und die
Volumina der Prédparate sollten dabei miteinander verglichen werden. Bei der Bewertung des
Erfolges der Ablation hat die Genauigkeit der Diagnostik eine hohe Relevanz, da sich der Erfolg
letztlich auf eine definitive Zellnekrose im behandelten Bereich bezieht. Es galt daher zu
untersuchen, ob histologische Unterschiede in Bezug auf die Zellstruktur erkennbar sind und ob
eine Markierung der Zellen eine Definition des effektiv abladierten Bereiches ermoglicht. Ziel
dieser Arbeit war es demnach, den pra- und postablativen Einsatz moderner Bildgebung sowie

die histologischen Veranderungen nach einer MWA zu bewerten.
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3 MATERIAL UND METHODIK

3.1 VERSUCHSTIERE

Fiir die Versuche verwendeten wir Ratten des Stammes WAG-Rij (Charles River Laboratories,
Sulzfeld, Deutschland) in der Gewichtsklasse von 150 bis 250 g und einem Alter zwischen sechs
und acht Wochen. Die Tiere wurden acht Tage vor den Versuchen geliefert und untersucht, bzw.
in den Stallungen des Instituts fiir Klinisch-Experimentelle Chirurgie (Universitédtsklinikum des
Saarlandes, Homburg, Deutschland) geziichtet. Die Haltung erfolgte artgerecht in einem 24
Stunden Tag-Nacht-Rhythmus und zu je vier Tieren in einem Kéfig geeigneter GroBe. Sie
erhielten ausreichend Futter und Wasser ad libitum. Bereits einen Tag vor der Behandlung
erhielten die Tiere zur Primedikation Tramadolhydrochlorid (Griinenthal GmbH, Aachen,
Deutschland) aus der Trinkflasche. Nach den operativen Eingriffen wurden die Ratten zunéchst
in einen separaten Kéfig gelegt und bis zur vollstindigen Wachheit beobachtet. Anschlie3end
wurden sie zuriick in ihren urspriinglichen Kifig gesetzt und versorgt. Zur analgetischen
Nachbehandlung erhielten die Tiere flir weitere drei Tage Tramadolhydrochlorid aus der
Trinkflasche und wurden téglich untersucht. Die Versuche waren zuvor unter der Nummer 31-
2013 vom Landesamt fiir Verbraucherschutz (Saarbriicken, Deutschland) gepriift und

genehmigt worden.

Die Leber der Ratte besteht aus mehreren, deutlich voneinander abgrenzbaren Leberlappen, von
denen der mittlere Lappen und der linke Lappen zusammen ca. 70 % des gesamten Volumens
der Leber ausmachen. Ein etwas kleinerer, nach unten spitz zulaufender rechter Lappen, liegt
unmittelbar an der Vena Cava an. Ein weiterer, halbrunder Lappen der rechten Seite, liegt der
Vena Cava ebenfalls flachig an. Zusammen machen diese beiden kleineren Lappen ca. 20 % des
Volumens der Leber aus [43]. Auf der linken Seite liegen zwei weitere kleine, den Magen
umschlieBende Lappen. Diese werden als oberer und unterer omentaler Lappen bezeichnet und
bilden zusammen mit einer kurzen Gewebebriicke die iibrigen 10 % der Leber [43]. Die Milz
befindet sich in der hinteren peritonealen Loge und wird durch das peritoneale Meso und
HilusgefdBe an ihrem Platz gehalten. Der vendse Abfluss erfolgt iiber diesen Hilus und miindet
nach einer Passage durch das Pankreas schlieBlich in die Pfortader. Die Pfortader verlduft
gemeinsam mit abfiihrenden Gefdflen und Gallenwegen in die Leber und teilt sich dort in die

jeweiligen Lappen und Segmente auf [72].
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3.2 INTERVENTIONELLE TECHNIKEN

Alle Behandlungen sowie deren Vorbereitung erfolgten nach einem standardisierten Muster.
Hierzu wurde das Versuchstier zunédchst mittels 5 % Isofluran iiber einen Vaporisator (Isofluran
Vapor 19.3; Dragerwerk AG, Liibeck, Deutschland) und 2 Litern Sauerstoff pro Minute (Linde
AG, Pullach, Deutschland) in Narkose versetzt. Fiir die Narkoseeinleitung wurde ein
durchsichtiges Kunststoftbehéltnis von 30 x 20 x 15 cm Grof3e verwendet, das mit einem Deckel
verschlossen werden konnte. Ein Schlauchsystem fiihrte dem Behiltnis gleichméBig das
Gasgemisch zu, wihrend der Deckel nur locker aufgelegt wurde, um einen Uberdruck zu
vermeiden. In diesem Behéltnis wurde die Ratte widhrend der Narkotisierung anhand ihrer
Atemfrequenz liberwacht. Eine ausreichende Narkosetiefe konnte in der Regel nach drei bis vier
Minuten erreicht werden. Nach der Narkotisierung erfolgte eine griindliche Rasur (Isis GT 420;
B. Braun AG, Melsungen, Deutschland) der gesamten Bauchfliche. Wir fixierten das Tier
mittels Pflasterband (Fink & Walter GmbH, Merchweiler, Deutschland) auf einer Korkplatte
und hielten die Narkose mit 2,5 % Isofluran und 2 Liter Sauerstoff pro Minute aufrecht. Hierbei
ruhten der Mund- und Nasenbereich des Tieres in einem trichterformigen Ende des
Schlauchsystems, iiber den ein konstanter Fluss des Gasgemisches gewéhrleistet wurde
(Abbildung 1). Zum Schutz der Hornhaut trugen wir eine Salbe (Bepanthen Augen und
Nasensalbe 5 g; Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Deutschland) auf die Augen auf und
markierten den Schwanz eindeutig und gut sichtbar mit einem wasserfesten Stift. AnschlieSend
wurde die Bauchhaut desinfiziert (Octeniderm; Schiilke & Mayr GmbH, Norderstedt,
Deutschland) und 1 mg Rimadyl (Zoetis Deutschland GmbH, Berlin, Deutschland) zur
postoperativen Analgesie mittels einer 1 ml Spritze (BD Plastipak; Becton Dickinson S.A.,
Madrid, Spanien) subkutan in die laterale Bauchhaut appliziert. Als Warmeerhalt dienten
Bauchtiicher der Grofie 30 x 20 cm (Nobamed Paul Danz AG, Wetter, Deutschland), die wir

kranial und kaudal des Operationsgebietes auflegten.

Zunéchst wurde der Processus Xiphoideus aufgesucht und die Cutis 10 mm distal davon mit
einer Schere (BC324R; Aesculap AG, Tuttlingen, Deutschland) inzidiert. Die Subcutis wurde
mithilfe der Schere oberhalb des Processus Xiphoideus unterminiert und der Schnitt bis auf eine
Gesamtlinge von 15 mm nach kranial erweitert. Darauthin wurde die unmittelbar darunter
gelegene abdominelle Muskulatur mit einer chirurgischen Pinzette (BD559R; Aesculap AG,
Tuttlingen, Deutschland) gefasst und leicht angehoben. Hierdurch war ein weiterer Schnitt bis
ins Peritoneum moglich, ohne dabei die Bauchorgane zu verletzen. Auch diese Offhung

erweiterten wir bis zu einer Gesamtldnge von 15 mm. Zwei Tuchklemmen (BF432R; Aesculap
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AG, Tuttlingen, Deutschland) sowie eine Splitterzange (BD995R; Aesculap AG, Tuttlingen,
Deutschland) dienten der Darstellung des Operationsgebietes nach lateral und kranial. Wir
befeuchteten eine Mullkompresse von 5 x 5 cm GroBle (Fink & Walter GmbH, Merchweiler,
Deutschland) mit Natriumchloridldsung 0,9 % (NaCl) (Ecotainer 1000 ml; B. Braun Melsungen
AG, Melsungen, Deutschland) und legten diese unmittelbar unterhalb der Wunde auf die
Bauchwand. Zwei Wattestdbchen (Fink & Walter GmbH, Merchweiler, Deutschland) wurden
ebenfalls angefeuchtet und dienten als Hilfsmittel zur Mobilisierung des Leberlappens. Alle
Interventionen erfolgten am linken Leberlappen (vergl. Kap. 3.1), den wir fiir die Behandlung

unter schonender Préparation auf einem Tupfer positionierten.

Abbildung 1: Versuchsaufbau mit Fixiermdglichkeit, Narkosegaszufuhr und
Apparatur mit vorjustierter Ablationsnadel.

Nach erfolgter Implantation (vergl. Kap.3.3) bzw. Ablation (vergl. Kap. 3.4) verbrachten wir
den Leberlappen wieder mittels Wattestdbchen in seine anatomische Lage und spiilten den
Bauchraum mit 5 ml 0,9 % NaCl. Die Klemmen wurden entfernt und anschlieend das

Peritoneum und die Bauchmuskeln mithilfe einer chirurgischen Pinzette (BD535R; Aesculap
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AG, Tuttlingen, Deutschland), eines Nadelhalters (BM200R; Aesculap AG, Tuttlingen,
Deutschland) und eines resorbierbaren Fadens (Vicryl Plus 3-0, 26 mm, 70 cm; Johnson &
Johnson Medical GmbH, Norderstedt, Deutschland) fortlaufend verndht. Danach wurde die
Hautschicht ebenfalls fortlaufend verndht und anschlieBend die Wunde mit einem
angefeuchteten Tupfer duflerlich gereinigt. Um die Belastung durch die Narkose fiir die Ratten
so gering wie moglich zu halten, reduzierten wir die Isofluran-Zufuhr bereits zu Beginn der
Hautnaht auf 1 % und beendeten die Narkose unmittelbar nach dem Wundverschluss. Die
Bauchtiicher wurden entfernt, alle Fixierungen geldst und das Tier mit einer Grammwage (MB
500-1; Kern & Sohn GmbH, Balingen-Frommern, Deutschland) gewogen. AbschlieBend

notierten wir das Gewicht sowie die Start- und Endzeit des Eingriffes.

3.3 IMPLANTATION DER TUMORZELLEN

Alle zellbiologischen Arbeiten zur Aufbereitung der Tumorzellen fanden unter sterilen
Bedingungen statt. Die Suspension der Tumorzellen vom Stamm CC531 (Cell Lines Service
GmbH, Heidelberg, Deutschland) enthielt 5 x 105 Tumorzellen in 50 ul der Néhrlésung
Phosphate Buffered Saline 17-517 (PBS) (Lonza Inc., Walkersville, USA). Diese Nahrlosung
setzt sich aus 1,440 mg/l Kaliumhydrogenphosphat, 90,000 mg/1 Natriumchlorid und 7,950 mg/1
Dinatriumhydrogenphosphat zusammen. Zundchst wurde 1 g Zellpellet in einer Zellkultur-
Schale der Grofle 100 x 20 mm (Greiner-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland) mit 5 ml
PBS gespiilt. Danach 16sten wir das Zellpellet mit 3 ml Trypsin/EDTA (0,05/0,02 %) (PAN-
Biotech GmbH, Aidenbach, Deutschland) in PBS innerhalb einer Inkubationszeit von 5 Minuten
bei 37°C und 5 % CO> ab. Die Zellen wurden anschlieBend mittels PBS mit 10 % Fetal Bovine
Serum (FBS) (PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, Deutschland) neutralisiert und bei 2000 rpm
iiber 5 Minuten in einer Zentrifuge zentrifugiert (Universal 30F; Hettich, Tuttlingen,
Deutschland). Nach Entfernung des Uberstandes konnten die Zellen mit weiteren 2 ml PBS mit
10 % FBS aufgenommen werden. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte in einer Neubauer-
Zihlkammer unter einem Lichtmikroskop (DMIL; Leica Camera AG, Wetzlar, Deutschland).
Hierfiir mussten eine Zellsuspension aus 80 pul PBS mit 10 ul Trypanblau (PAN-Biotech GmbH,
Aidenbach, Deutschland) und 10 pl der gewonnenen Zellen hergestellt und die Gesamtzellzahl
sowie die entsprechende Verdiinnung bestimmt werden. Das Zellpellet wurde ein weiteres Mal
mit 10 ml PBS gewaschen, iiber 5 Minuten bei 2000 rpm zentrifugiert und der Uberstand

anschlieBend entfernt. Uber die Aufnahme der Zellen in der errechneten Verdiinnung mit PBS,
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erhielten wir schlieBlich eine Anzahl von 5 x 10° CC531 Zellen. Die Vorbereitung der
Versuchstiere erfolgte entsprechend Kapitel 3.2. Kurz vor der Implantation wurde die
Zelllosung in einem Reaktionsgefdl (Greiner-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland)
gemischt und mit einer 1 ml Spritze aufgezogen. Unter mikroskopischer Kontrolle punktierten
wir den linken Leberlappen an seinem rechten Randsaum. Der Stichkanal verlief streng
subkapsulér bis zu einer Distanz von 1 cm zu der Punktionsstelle, um bei der Applikation einen
ausreichenden Sicherheitsabstand zu gewihrleisten. Wir applizierten die Zelllosung
gleichméfBig und unter Sicht in das periphere Lebergewebe und entfernten die Kaniile
anschlieBend wieder ziigig aus dem Organ. Um eine Nachblutung und einen Riicklauf der
Zellsuspension zu vermeiden, wurde {iber 5 Minuten ein leichter Druck auf die Einstichstelle

ausgeiibt. Die weitere Versorgung verlief geméf3 Kapitel 3.2.

3.4 MIKROWELLENABLATION

Die Ablationen wurden mit dem Gerdtemodell AveCure der Firma MedWaves (MedWaves Inc.,
San Diego, USA) in Verbindung mit einer 16 Gauge Nadel durchgefiihrt. Bei der von uns
gewihlten Temperatur der Ablation von 80°C iiber eine Dauer von 60 Sekunden, entspricht die
abgegebene Energie der Herstellerangabe zufolge 0,8 kJ. Die Geriteeinstellung resultiert
demnach, in Abhéngigkeit vom Gewebe, in einem Ablationsvolumen von ca. 524 mm?. Um eine
vergleichbare Ablation zwischen allen Tieren zu gewéhrleisten, verwendeten wir eine eigene
Konstruktion, in der die Ablationsnadel eingespannt und dadurch kontrolliert in das Zentrum
des Tumors eingefiihrt werden konnte. Diese Haltevorrichtung ermoéglichte es uns zudem, die
Nadel iiber die Dauer der Ablation gleichmifBig in Position zu halten und somit die Energie
prizise abzugeben. Uber die Halterung konnte die Nadel in drei Freiheitsgraden bewegt und mit
Stellschrauben arretiert werden (Abbildung 1). Vor dem Einbringen der Nadel erdffneten wir
die Leberkapsel punktuell mit einer chirurgischen Pinzette, um eine mdglichst widerstandsarme
Punktion zu gewihrleisten. Die Ablationsnadel wurde im Zentrum des Tumorgewebes
positioniert. In dieser Einstellung fiihrten wir die Ablation ohne weitere Manipulationen iiber
insgesamt 65 Sekunden durch (Abbildung 2). Wihrend der letzten fiinf Sekunden wurde die
Nadel unter gleichméBigem Zug aus dem Gewebe entfernt. Hierdurch konnten verletzte Gefdlle
im Stichkanal koaguliert und somit das Risiko einer Nachblutung vermindert werden. Wir

tamponierten die Punktionsstelle anschlieBend fiir fiinf Minuten mit einem Wattetupfer und
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verbrachten den Leberlappen wieder zuriick in die anatomische Lage. Die weitere Behandlung

erfolgte gemél Kapitel 3.2.

Abbildung 2: Mikrowellenablation an der Rattenleber.

3.5 MAGNETRESONANZTOMOGRAPHIE

Alle Tiere wurden unmittelbar vor der Ablation sowie vor der Organentnahme mittels
horizontalem Tier-Magnetresonanztomographen (BioSpin 94/20; Bruker Corporation, Billerica,
USA) untersucht (9,4 Tesla; 16 Kanal Spule). Hierzu wurden die Ratten zunédchst mit einem
Gasgemisch aus Isofluran und Sauerstoff gemill Kapitel 3.2 in Narkose versetzt. Bei
ausreichender Narkosetiefe legten wir die Tiere bauchlings in eine Fithrungsschiene und hielten
die Narkose iiber eine Gesichtsmaske aufrecht. Zur Uberwachung der Narkosetiefe, befestigten
wir einen Bewegungssensor (Graseby infant respiration sensor; Smith Medical, Grasbrunn,
Deutschland) am Bauch des Tieres. Fiir den Warmeerhalt sorgte ein Schaumstoftkissen von 10
x 5 cm GroBBe, mit dem die Ratte wihrend der Untersuchung abgedeckt wurde. Ein digitales
Thermometer wurde rektal eingefiihrt und diente zur Messung der Korpertemperatur. Die
Vitalwerte wurden iiber einen externen Computer mit der Software PC-SAM32 (SA Instruments
Inc., Stony Brook, USA) erfasst und dargestellt. Zur Vermeidung von Augenschiden
applizierten wir eine Salbe (Bepanthen; Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Deutschland) in beide
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Augen. Zur Lokalisation des Tumors fithrten wir eine T2-gewichtete Sequenz durch. Die Daten
wurden anschlieBend mithilfe einer Bearbeitungs-Software (OsiriX; Pixmeo, Bernex, Schweiz)
ausgewertet. Hierbei wurde je Tier eine Volumetrie in axialer und in saggitaler Achse

durchgefiihrt. Die weiteren Berechnungen erfolgten mit dem Mittelwert beider Messungen.

3.6 ULTRASCHALLDIAGNOSTIK

Fiir die sonographische Bildgebung verwendeten wir das Ultraschallsystem Vevo LAZR
(Fyjifilm VisualSonics Inc., Toronto, Canada) in Verbindung mit einem 40 MHz Echtzeit-
Linearschallkopf LZ550 fiir Mikrovaskularisation (Fujifilm VisualSonics Inc., Toronto,
Canada). Die Untersuchung erfolgte im direkten Anschluss an die Kernspintomographie, sodass
die Narkose weiter aufrechterhalten werden konnte. Hierzu legten wir das Versuchstier
unmittelbar nach der Kernspintomographie auf die Untersuchungsplattform des
Ultraschallsystems und fiihrten {iber ein daran befestigtes Narkosesystem das Gasgemisch zu.
Die Plattform, Teile des Narkosesystems, sowie eine passende Halterung (Vevo Imaging
Station; Fujifilm VisualSonics Inc., Toronto, Canada) fiir den Schallkopf, befanden sich in
einem speziellen Gehéduse (LAZRTight Imaging Enclosure; Fujifilm VisualSonics Inc.,
Toronto, Canada). Dieses Gehduse diente der Abschirmung &uBerer Einfliisse und
gewihrleistete somit vergleichbare Untersuchungsbedingungen. Mittels eines in der Plattform
befindlichen Sensors konnte die Atemfrequenz erfasst und iiber vier Extremitéiten-Elektroden
ein EKG abgeleitet werden. Die Korpertemperatur wurde iiber eine rektal eingefiihrte Sonde
(THM100; Indus Instruments, Texas, USA) kontinuierlich iiberwacht. Wir legten den linken
Leberlappen geméal Kap. 3.2 frei und trugen Ultraschallgel (Aquasonic 100; Parker Laboratories
Inc., Fairfield, USA) in ausreichender Menge auf das Gewebe auf. Nach der Feinjustierung von
Plattform und Schallkopf starteten wir die Untersuchung (Abbildung 3). Um die
hochauflgsenden dreidimensionalen Ultraschallbilder zu generieren, wurde der 40 MHz
Schallkopf im B-Mode mit 12 dB mittels eines Linearmotors kontinuierlich iiber das
Lebergewebe bewegt. Das System erzeugte zunédchst zweidimensionale Ultraschallbilder des
untersuchten Bereiches. Die parallelen Intervalle mit je 50 um Abstand wurden anschlie3end zu
einer dreidimensionalen Struktur verrechnet. Mithilfe des Atemfrequenz-Sensors konnten
Artefakte durch Atembewegungen auf ein Minimum reduziert werden, indem das System die
Messung bei jeder Atemexkursion selbststindig pausierte. Alle gemessenen Werte wurden

mithilfe der Software Vevo Lab (Fujifilm VisualSonics Inc., Toronto, Canada) verarbeitet.
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Abbildung 3: Ultraschalldiagnostik an der préparierten Rattenleber.

3.7 MAKROSKOPISCHE VERMESSUNG

Die Organentnahme erfolgte unmittelbar im Anschluss an die sonographische Untersuchung
(Abbildung 4). Das Abdomen wurde hierzu im offenen Zustand belassen und die Ratte zunéchst
gewogen. AnschlieBend fixierten wir das Tier mit Pflasterband auf einer Korkplatte und stellten
den Situs gemél Kapitel 3.2 dar. Sdmtliche intraperitonealen Organe wurden mobilisiert und
auf einem feuchten Tupfer ausgelagert, um einen Zugang zur Vena Cava zu erhalten. Wir
punktierten die Vena Cava kranial des Zuflusses der Vena renalis dextra und exsanguinierten
das Tier mithilfe einer 5 ml Spritze bis zum Eintritt des Herzstillstandes. Der behandelte linke
Leberlappen wurde weit proximal der Lasion mit einer Schere abgesetzt und mit NaCl 0,9 %
abgespiilt. Mithilfe eines digitalen Messschiebers (Wentronic GmbH, Braunschweig,
Deutschland) vermallen wir die entnommenen Gewebeproben entlang ihrer langsten Achse.
AnschlieBend erfolgte fiir 24 Stunden eine Einbettung in Formalin. Nach der Formalin-
Fixierung vermaflen wir die Proben erneut entlang ihrer lingsten Achse, um die entstandenen
Kontraktionen des Gewebes feststellen zu konnen. Fiir die weiteren Auswertungen wurde ein
Kontraktionsartefakt von 5 9% beriicksichtigt. Die Volumina wurden bei bekanntem
Schnittabstand von 1 mm mithilfe der stereologischen Methode nach dem Cavalieri-Prinzip

berechnet.
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Abbildung 4: Ubersicht iiber den zeitlichen Ablauf der Versuche.

3.8 HISTOLOGISCHE AUFBEREITUNG

Die Prédparate wurden zur Entwisserung fir 90 Minuten in ein Wasserbad gelegt und
anschlieBend fiir jeweils eine Stunde in ein Bad mit 70 % Ethanol, dann mit 80 %, mit 90 % und
schlieBlich dreimal in Bader mit 100 % Ethanol eingelegt. Hiernach folgten fiir je eine Stunde
drei Bider nacheinander in Xylol und schlielich vier Bidder in Paraffin mittels eines
Gewebeeinbetters (MTM, SLEE medical GmbH, Mainz, Deutschland). Nach dem Aushirten
des Paraffins schnitten wir die Préparate mit einem speziellen Schnittgerdt (Model TC752,
Campden Instruments LTD, Loughborough, England) in 1 mm diinne Scheiben und legten diese
erneut in Paraffin ein. Der Zuschnitt fiir die Objekttrager erfolgte mit einem Rotationsmikrotom
(RM2265, Leica, Wetzlar, Deutschland). Die Objekttrager wurden hierfir mit einer
Vorbeschichtung aus Poly-L-Lysin versehen und die Zuschnitte in einem Streckbad (TFB35,
Medite GmbH, Burgdorf, Deutschland) aufgezogen. AnschlieSend lagerten wir die Objekttrager
iiber Nacht in einem Wérmeschrank (Function Line, Heraeus Instruments GmbH, Hanau,

Deutschland).

3.9 HAMATOXYLIN-EOSIN-FARBUNG

Zur Vorbereitung der Himatoxylin-Eosin-Farbung wurden die Objekttrdger zunidchst dreimal
fiir fiinf Minuten in Xylol und danach zweimal fiir jeweils fiinf Minuten in Bader mit zunédchst

100 % Ethanol, dann mit 90 %, hiernach mit 80 % und schlielich mit 70 % Ethanol eingelegt.
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Zur Herstellung der Himatoxylin-Ldsung nach Bohmer bereiteten wir zwei Losungen vor. Fiir
Losung A wurde 1 g Hamatoxylin in 10 ml Ethanol gelost. Fiir Losung B gaben wir 20 g
Kaliumaluminiumsulfat in 200 ml warmes destilliertes Wasser, lieBen die Losung erkalten und
filtrierten sie schlieBlich ab. Das Gemisch aus den Losungen A und B wurde fiir drei Tage bei
Raumluft inkubiert. Nach einem weiteren flinfminiitigen Bad in destilliertem Wasser, legten wir
die Tragerplatten drei Minuten lang in die fertige Losung ein. AnschlieBend wurden die
Objekttrager fiinfmal in HCL-Alkohol (bestehend aus 198 ml 70 % Alkohol und 2 ml
konzentrierte Salzsdue) eingetaucht und danach fiinf Minuten lang in Leitungswasser geblaut.
Nach einer weiteren Spiilung mit destilliertem Wasser, legten wir die Objekttriger tiber 30
Sekunden in 2 % Eosin ein und spiilten sie danach erneut mit destilliertem Wasser ab. Zur
abschlieBenden Entwésserung erfolgten weitere Bider fiir jeweils eine Minute zunéchst in 70 %
Ethanol, dann in 80 %, hiernach in 90 % Ethanol und schlie8lich zwei Bidder nacheinander in
100 % Ethanol. Zuletzt folgten drei Béder iiber fiinf Minuten in Xylol. AnschlieBend wurden
die Priparate mit Xylolkitt eingedeckt.

3.10 IMMUNHISTOCHEMISCHE FARBUNGEN

Zur Herstellung der immunhistochemischen Farbungen wurde ein Teil der Schnitte je dreimal
fiir fiinf Minuten in Xylol entparaffiniert und darauf zunéchst mit 100 % Ethanol, dann 90 %,
spéter 80 % und zuletzt 70 % Ethanol rehydriert. AnschlieBend folgte ein Bad in destilliertem
Wasser. Fiir eine Blockierung der endogenen Peroxidase, wurden die Schnitte fiir zehn Minuten
in Methanol mit 3 % Wasserstoffperoxid eingelegt und hiernach zunédchst mit destilliertem
Wasser und anschlieBend mit PBS gespiilt. Aufgrund der Formalinfixierung und der Einbettung
in Paraffin musste zunéchst eine hitzeinduzierte Epitopdemaskierung in einem Wasserbad bei
97°C fiir 45 Minuten erfolgen. Wir verwendeten fiir die Differenzierung der Immunzellen einen
rabbit-anti-CD3-Antikérper, einen rabbit-anti-CD68-Antikérper und einen rabbit-anti-
Myeloperoxidase-Antikorper. Die CD3-Férbung gelang durch eine Andauung mit einem
Citracon Puffer (pH 7,4) und die CD68- und MPO-Férbungen jeweils durch eine Andauung in
einem EDTA-Puffer (pH 9,0). Zur Abkiihlung spiilten wir die Objekttrdger zunichst fiir zehn
Minuten in destilliertem Wasser und anschliefend in PBS. Hiernach wurden die Schnitte fiir 30
Minuten mit 3 % Goat Serum in PBS bei Raumtemperatur inkubiert, um eine unspezifische
Bindung des Sekundirantikorpers zu verhindern. Die Blockierung von endogenem Avidin und

Biotin erfolgte durch das Auftragen der entsprechenden Losung fiir jeweils 15 Minuten. Die
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Objekttrager wurden im Anschluss erneut in PBS gespiilt. Fiir die CD3- und die MPO-
Antikorper verwendeten wir jeweils eine 1:100 Verdiinnung und fiir die CD68-Antikorper eine
1:300 Verdiinnung in PBS. Nach dem Auftragen der Primarantikdrper wurden die Schnitte iiber
Nacht unter einem Deckglas bei Raumtemperatur inkubiert. Die Entfernung des Deckglases
erfolgte mittels PBS-Spiilung, sodass wir die Objekttrager anschlieBend mit einem goat-anti-
rabbit-IgG-Sekunddrantikorper fliir 45 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren konnten.
Hiernach wurde erneut mit PBS gespiilt. Um die Antikdrperreaktion zu detektieren, brachten
wir das Chromogen 3-Amino-9-Ethylcarbazole fiir drei Minuten auf die Schnitte auf. Nach einer
weiteren Spiilung fiir zehn Minuten in PBS und destilliertem Wasser erfolgte die Kernfarbung
mit Hdmalaun nach Mayer mit anschlieBender erneuter Spiilung unter destilliertem Wasser.
Hiernach wurden die Objekttrager fiir zehn Minuten mit Leitungswasser gebldut, wiederum mit

destilliertem Wasser abgespiilt und mit Glyceringelatine eingedeckt.

Den Nachweis der Zellproliferation konnten wir mit einem mouse-anti-PCNA-Antikorper
erbringen. Hierzu kochten wir die Schnitte zur Andauung fiir zehn Minuten in Citratpuffer (pH
6,0) bei 600 Watt in der Mikrowelle. Nach dem Abkiihlen und einer Spiilung in PBS, wurde
hier ebenfalls 3 % Goat Serum in PBS aufgetragen und die Schnitte iiber Nacht bei
Raumtemperatur in einer 1:100 Verdiinnung des primédren Antikorpers inkubiert. Nach einer
erneuten Spiilung in PBS, verwendeten wir als Sekunddrantikdrper einen peroxidase-
gekoppelten goat-anti-mouse-IgG-Antikorper mit einer 1:200 Verdiinnung in PBS. Nach einer
weiteren Spiilung mit PBS, trugen wir das Chromogen 3,3 ’-Diaminobenzidin fiir drei Minuten
auf. Nach einer weiteren Spiilung farbten wir die Zellkerne mit Himalaun. Daran schloss sich
eine Entwisserung in 70 % Ethanol, dann 80 %, spéter 90 % und schliellich 100 % Ethanol an.
Zuletzt wurden die Schnitte dreimal fiir fiinf Minuten in Xylol gegeben und abschlieend mit

einem Xylolkitt eingedeckt.

3.11 MIKROSKOPISCHE AUSWERTUNG

Zur Vermessung der histologischen Schnitte verwendeten wir ein Mikroskop (Olympus BX53,
Evident Europe GmbH, Hamburg, Deutschland) mit einer 40-fachen VergroBerung. Uber eine
an dem Mikroskop befestigte Kamera (Olympus DP37, Evident Europe GmbH, Hamburg,
Deutschland) mit einer Lichtquelle (Olympus U-LGPS, Evident Europe GmbH, Hamburg,
Deutschland) wurden Einzelbilder erstellt und mittels einer Software (Imagel) zu einem
Gesamtbild zusammengesetzt. Zur Bestimmung der Lésionsvolumina wurden die
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mikroskopisch erkennbaren Grenzen der Lédsionen mithilfe der Software manuell markiert. Das
Programm errechnete anhand dieser Markierungen die Flicheninhalte in pm?, die wir in
geordneter Reihenfolge der Schnitte in eine Tabelle (MS Excel, Microsoft Corporation,
Redmond, USA) einpflegten. Die Auszéhlung der Zellsignale nach immunhistochemischer
Férbung wurde mithilfe einer Neubauer-Zahlkammer unter einem Lichtmikroskop (DMIL;
Leica Camera AG, Wetzlar, Deutschland) durchgefiihrt. Die ermittelten Zahlenwerte wurden in

eine Tabelle iibertragen (MS Excel, Microsoft Corporation, Redmond, USA).

3.12 DATENVERARBEITUNG

Auf Grundlage der digital erfassten Daten, konnten wir mithilfe eines Datenanalyse-
Programmes (SPSS Statistics, Version 27, IBM, Armonk, USA) die statistische Auswertung
durchfiihren. Ein Test auf Normalverteilung wurde aufgrund der geringen Stichprobengrof3e als
statistisch nicht sinnvoll erachtet. Die nachfolgenden statistischen Tests wurden dennoch
durchgefiihrt, wobei die eingeschrinkte Aussagekraft kleiner Stichproben beriicksichtigt wurde.
Fiir die volumetrischen Auswertungen ermittelten wir die bivariate Pearson-Korrelation und den
2-seitigen p-Wert. Die Messungen wurden in Streudiagrammen aufgetragen. Mithilfe von Bland
Altman Plots iiberpriiften wir die Messgenauigkeiten der Bildgebungsverfahren. Hierzu wurden
auf der Grundlage von Mittelwert und Standardabweichung die Differenzen in Bezug auf die
Referenzmessungen ermittelt. Die Gegeniiberstellungen der volumetrischen sowie der
histologischen Daten von Tag 1 und Tag 7 wurden als Balkendiagramm dargestellt. Fiir die
Bestimmung der jeweils geltenden p-Werte fiithrten wir den t-Test fiir unabhéngige Stichproben
durch. Um die Anzahl der Zellsignale in den Bereichen Lasion, Grenzbereich und Leber in
einem Direktvergleich darzustellen, verwendeten wir Balkendiagramme. Zunéchst iiberpriiften
wir in einem Mauchly-Test auf Sphérizitit, ob signifikante Unterschiede zwischen den drei
Werten bestanden. Sofern dies zutraf, fiihrten wir paarweise Vergleiche durch. In einem
ANOVA-Test mit Messwiederholung konnten wir schlieBlich signifikante Unterschiede
zwischen den jeweiligen Werten bestimmen. Die Darstellung der Anzahl der PCNA-Signale
von Tag 1 und Tag 7 erfolgte als gruppiertes Balkendiagramm und die Ermittlung des p-Wertes

mittels exaktem Test nach Fisher.
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4 ERGEBNISSE

Es wurden insgesamt 16 Tiere eingeschlossen. Von diesen verstarben zwei Ratten unmittelbar
postinterventionell, sodass hier lediglich die Daten der MRT- und Ultraschalldiagnostik am Tag
0 zur Verfiigung standen. Eine ausgeprigte Odembildung verhinderte bei simtlichen Tieren der
7-Tage-Gruppe die Auswertung mittels Ultraschall. Die histologischen Priparate von jeweils
drei Tieren pro Gruppe waren stark briichig, sodass eine exakte Volumetrie nicht durchfiihrbar
war. Die Versuchstiere sind nicht fortlaufend nummeriert, da die fehlenden Nummern Teil einer

anderen Versuchsreihe waren (Abbildung 5).

Die ersten Auswertungen betreffen die Volumina beider Gruppen unmittelbar vor der
Intervention am Tag 0. Es folgen die Vergleiche zwischen den mittels MRT, Ultraschall und
anhand der Préparate gemessenen postinterventionellen Volumina der Lasionen am Tag 1 und
am Tag 7. Die beiden Versuchsgruppen werden in einem weiteren Kapitel direkt miteinander
verglichen. Zuletzt werden Anzahl und Verteilung der Zellmarker CD3, CD68, MPO und PCNA

in Balkendiagrammen dargestellt.
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Abbildung 5: Ubersicht iiber die vorhandenen Daten pro Tier. MRT (0/1/7) =

Magnetresonanztomographie am Tag 0, 1 bzw. 7; US (0/1/7) = Ultraschall am Tag

0, 1 bzw. 7; Hist. (1/7) = Histologie am Tag 1 bzw. 7; x = Daten vorhanden.
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4.1 TUMORVOLUMINA PRAINTERVENTIONELL AM TAG 0O

Die Messwerte der Tumorvolumina sind in Tabellen aufgefiihrt. Es wurden bivariate Pearson-
Korrelationen durchgefiihrt. Das Streudiagramm zeigt die mittels MRT und Ultraschall
gemessenen Volumina in Relation. Die Messgenauigkeit der Verfahren wird anhand eines Bland
Altman Plots verglichen. Die Differenzen des Bland Altman Plots sind aufgrund der geringen
Anzahl der untersuchten Tiere nicht normal verteilt. Es gilt ein 95 % Konfidenzintervall. Der p-

Wert testet 2-seitig auf ein Niveau von 0,05.

4.1.1 MRT

Die Tumore der 1-Tages-Gruppe wurden in der MRT am Tag 0 vor der Intervention in axialer
und sagittaler Achse vermessen und aus jeweils beiden Werten der Mittelwert bestimmt. Dieser
diente als Grundlage fiir den Vergleich mit der Ultraschalldiagnostik (Abbildung 6); M = 69,40;
SD =32,43.

Tier Volumen in mm?
Nr. 9 55,40
Nr. 11 26,56
Nr. 12 93,34
Nr. 16 139,00
Nr. 17 70,82
Nr. 18 39,44
Nr. 19 69,34
Nr. 20 61,32

Abbildung 6: Tumorvolumina der 1-Tages-Gruppe in der MRT am Tag 0.

Auch die Tumore der 7-Tage-Gruppe wurden in der MRT am Tag 0 vor der Intervention sowohl
axial als auch sagittal vermessen. Aus diesen Werten wurde der Mittelwert berechnet, der als
Grundlage fiir den Vergleich mit der Ultraschalldiagnostik diente (Abbildung 7); M = 67,23; SD
=29,81.
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Tier

Volumen in mm?3

Nr. 1
Nr. 2
Nr. 3
Nr. 4
Nr. 25
Nr. 26
Nr. 27
Nr. 28

21,00
65,58
110,60
83,12
23,34
95,36
62,04
76,78

Abbildung 7: Tumorvolumina der 7-Tage-Gruppe in der MRT am Tag 0.

4.1.2 ULTRASCHALL

Die Volumina der Tumore der 1-Tages-Gruppe wurden mittels Ultraschall vor der Intervention

am Tag 0 ermittelt (Abbildung 8) und fiir den Vergleich mit der MRT-Diagnostik verwendet;
M=62,67;, SD=40,51.

Tier Volumen in mm?
Nr. 9 40,27
Nr. 11 32,53
Nr. 12 110,08
Nr. 16 138,77
Nr. 17 28,90
Nr. 18 16,98
Nr. 19 52,55
Nr. 20 81,28

Abbildung 8: Tumorvolumina der 1-Tages-Gruppe im Ultraschall am Tag 0.

Die Volumina der Tumore der 7-Tage-Gruppe wurden ebenfalls mittels Ultraschall vor der

Intervention am Tag 0 ermittelt (Abbildung 9) und fiir den nachfolgenden Vergleich verwendet;

M =155,77; SD = 20,45.
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Tier Volumen in mm?
Nr. 1 19,48
Nr. 2 74,39
Nr. 3 59,85
Nr. 4 69,01
Nr. 25 23,53
Nr. 26 63,00
Nr. 27 74,61
Nr. 28 62,32

Abbildung 9: Tumorvolumina der 7-Tage-Gruppe im Ultraschall am Tag 0.
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4.1.3 VERGLEICH VON MRT UND ULTRASCHALL

Das nachfolgende Diagramm zeigt die in MRT und Ultraschall bestimmten Tumorvolumina in
Relation (Abbildung 10). Es wurden jeweils die 1-Tages-Gruppe und die 7-Tage-Gruppe

gemeinsam verglichen. Die Werte korrelieren miteinander; n = 16; » = 0,801; p <0,001.
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Abbildung 10: Tumorvolumina im Streudiagramm. MRT in Relation zum
Ultraschall.

In einem Vergleich beider Messmethoden besteht keine hinreichende Genauigkeit, da nicht alle
Messwerte innerhalb des Toleranzbereiches liegen (Abbildung 11). Die gemessenen Volumina

sind in der MRT gré8er als im Ultraschall; Differenz: M = 9,09 mm?; SD = 20,71 mm?.
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Abbildung 11: Tumorvolumina im Bland Altman Plot. MRT im Vergleich mit
Ultraschall.
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4.2 LASIONSVOLUMINA POSTINTERVENTIONELL AM TAG 1

Die Messwerte der Volumina sind in Tabellen aufgefiihrt. Es wurden bivariate Pearson-
Korrelationen durchgefiihrt. Die Streudiagramme zeigen die gemessenen Volumina jeweils in
Relation. Anhand der Bland Altman Plots sind die Vergleiche der Messgenauigkeiten der
jeweiligen Verfahren dargestellt. Die Differenzen der Bland Altman Plots sind aufgrund der
geringen Anzahl der untersuchten Tiere nicht normalverteilt. Es gilt ein 95 %

Konfidenzintervall. Der p-Wert testet 2-seitig auf ein Niveau von 0,05.

4.2.1 HISTOLOGIE

Die anhand der Praparate am Tag 1 nach der Intervention ermittelten Volumina wurden um ein
Kontraktionsartefakt von 5 % korrigiert (Abbildung 12). Diese Werte wurden fiir die
nachfolgenden Vergleiche verwendet; M = 423,35; SD = 201,54.

Tier Volumen in mm? Vkorrigiert iIn mm?
Nr. 12 128,25 135,00
Nr. 16 355,24 373,94
Nr. 18 467,99 492,62
Nr. 20 657,24 691,83

Abbildung 12: Lisionsvolumina in der Histologie am Tag 1.

4.2.2 MRT

Die Tumore der 1-Tages-Gruppe wurden in der MRT am Tag 1 nach der Intervention in axialer
und sagittaler Achse vermessen und aus beiden Werten jeweils der Mittelwert bestimmt
(Abbildung 13). Dieser diente als Grundlage fiir den Vergleich mit der Ultraschalldiagnostik
und der Histologie; M = 755,46; SD = 507,80.

Tier Volumen in mm?
Nr. 9 181,40
Nr. 11 213,91
Nr. 12 436,24
Nr. 16 538,74
Nr. 18 1205,42
Nr. 19 1122,80
Nr. 20 1589,68

Abbildung 13: Lasionsvolumina in der MRT am Tag 1
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4.2.3 ULTRASCHALL

Die Volumina der Tumore der 1-Tages-Gruppe wurden mittels Ultraschall nach der Intervention
am Tag 1 ermittelt und fiir die nachfolgenden Vergleiche verwendet (Abbildung 14); M =
473,77, SD = 151,89.

Tier Volumen in mm?
Nr. 9 297,05
Nr. 11 337,28
Nr. 12 331,60
Nr. 16 521,75
Nr. 18 495,15
Nr. 19 750,92
Nr. 20 582,63

Abbildung 14: Lisionsvolumina im Ultraschall am Tag 1.

4.2.4 VERGLEICH VON HISTOLOGIE, MRT UND ULTRASCHALL

Das nachfolgende Diagramm stellt die mittels MRT gemessenen Volumina der Lésionen in
Relation zu den Volumina der Histologie am Tag 1 dar (Abbildung 15). Die Werte korrelieren
miteinander; n = 4; r = 0,932; p = 0,068.

1800

1600

1400

1200

1000

MRT [mm]

800

600

400

200

a 200 400 600

Histologie [mm?]

Abbildung 15: Lisionsvolumina am Tag 1 im Streudiagramm. Histologie in
Relation zur MRT.
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In einem Vergleich beider Messmethoden besteht eine hinreichende Genauigkeit, da alle Werte
im Toleranzbereich liegen (Abbildung 16). Die gemessenen Volumina sind in der MRT groB3er

als in der histologischen Auswertung; Differenz: M = 519,17 mm?; SD = 343,49 mm?.
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Abbildung 16: Lisionsvolumina am Tag 1 im Bland Altman Plot. Histologie im
Vergleich mit der MRT.

Das nachfolgende Diagramm zeigt die mittels Ultraschall ermittelten Lasionsvolumina in
Relation zur Histologie am Tag 1 (Abbildung 17). Die Werte korrelieren miteinander; n = 4; r
=0,926; p = 0,074.
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Abbildung 17: Lisionsvolumina am Tag 1 im Streudiagramm. Histologie in
Relation zum Ultraschall.
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Ein direkter Vergleich der beiden Messmethoden weist eine hinreichende Genauigkeit auf, da
alle Werte im Toleranzbereich liegen (Abbildung 18). Die gemessenen Volumina sind im

Ultraschall groBer als in der Histologie; Differenz: M = 336,57 mm?; SD = 259,37 mm?.
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Abbildung 18: Lisionsvolumina am Tag 1 im Bland Altman Plot. Histologie im
Vergleich mit dem Ultraschall.

Im folgenden Diagramm werden die volumetrischen Messungen von MRT und Ultraschall am
Tag 1 zueinander in Relation gesetzt (Abbildung 19). Die Werte korrelieren miteinander; n = 7;

r=0,764; p = 0,045.
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Abbildung 19: Lasionsvolumina am Tag | im Streudiagramm. MRT in Relation
zum Ultraschall.
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Ein direkter Vergleich von MRT und Ultraschall am Tag 1 zeigt eine hinreichende Genauigkeit
beider Messmethoden (Abbildung 20). Alle Punkte liegen im Toleranzbereich. Die gemessenen
Volumina sind in der MRT groBer als im Ultraschall; M = 281,69 mm?; SD = 436,14 mm?®.
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Abbildung 20: Lisionsvolumina am Tag 1 im Bland Altman Plot. MRT im
Vergleich zum Ultraschall.
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4.3 LASIONSVOLUMINA POSTINTERVENTIONELL AM TAG 7

Die in der Histologie und mit der MRT gemessenen Volumina sind in Tabellen aufgefiihrt und
in einem Streudiagramm zueinander in Relation gesetzt. Es wurden bivariate Pearson-
Korrelationen durchgefiihrt. Anhand eines Bland Altman Plots wird der Vergleich der
Messgenauigkeit beider Verfahren dargestellt. Die Differenzen des Bland Altman Plots sind
aufgrund der geringen Anzahl der untersuchten Tiere nicht normal verteilt. Es gilt ein 95 %

Konfidenzintervall. Der p-Wert testet 2-seitig auf ein Niveau von 0,05.

4.3.1 HISTOLOGIE

Die anhand der Praparate am Tag 7 nach der Intervention ermittelten Volumina wurden um ein
Kontraktions Artefakt von 5 % korrigiert (Abbildung 21). Diese Werte wurden fiir den
nachfolgenden Vergleich verwendet; M = 319,6; SD = 135,03.

Tier Volumen in mm? Vkorrigiert iIn mm?
Nr. 2 206,08 216,93
Nr. 4 515,69 542,83
Nr. 27 295,23 310,77
Nr. 28 197,49 207,88

Abbildung 21: Lisionsvolumina in der Histologie am Tag 7.

4.3.2 MRT

Die Tumore wurden in der MRT am Tag 7 nach der Intervention in axialer und sagittaler Achse
vermessen und aus beiden Werten jeweils der Mittelwert bestimmt (Abbildung 22). Dieser

diente als Grundlage fiir den Vergleich mit der Histologie; M = 1624,66; SD = 1193,36.

Tier Volumen in mm?
Nr. 1 3907,04
Nr. 2 568,12
Nr. 3 2824.,84
Nr. 4 1564,30
Nr. 26 863,23
Nr. 27 1230,32
Nr. 28 414,76

Abbildung 22: Lésionsvolumina in der MRT am Tag 7.
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4.3.3 VERGLEICH VON HISTOLOGIE UND MRT

Das Diagramm zeigt einen Vergleich der Lisionsvolumina in der MRT gegeniiber der
Histologie am Tag 7 (Abbildung 23). Die Werte korrelieren miteinander; n = 4; » = 0,918; p =
0,082.
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Abbildung 23: Lisionsvolumina am Tag 7 im Streudiagramm. Histologie in
Relation zur MRT.

In einem Vergleich beider Messmethoden besteht eine hinreichende Genauigkeit, da alle Werte
im Toleranzbereich liegen (Abbildung 24). In der MRT sind die gemessnen Volumina grof3er
als in der Histologie; Differenz: M = 624,77 mm?; SD = 405,69 mm?.
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Abbildung 24: Lisionsvolumina am Tag 7 im Bland Altman Plot. Histologie im
Vergleich mit der MRT.
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4.4 VERGLEICH ZWISCHEN TAG 1 UND TAG 7

Bei den Vergleichen zwischen Tag 1 und Tag 7 handelt es sich um verschiedene
Versuchsgruppen. Es wurde jeweils ein t-Test fiir unabhéngige Stichproben durchgefiihrt. Der
p-Wert testet 2-seitig auf ein Niveau von 0,05. Wihrend die Volumina der histologischen
Praparate am Tag 7 kleiner sind als am Tag 1, stellen sich die Volumina in der MRT am Tag 7

im Vergleich zum Tag 1 groBer dar.

4.4.1 LASION

In der Darstellung der Volumina der histologischen Préparate als Balkendiagramm (Abbildung
25) sind die Mittelwerte der Ablationen am Tag 1 (n =4) groBBer als am Tag 7 (n =4); p=0,487.
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Abbildung 25: Ablationsvolumina in der Histologie. Tag 1 im Vergleich mit Tag 7.
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4.4.2 MRT

Das Balkendiagramm zeigt die Mittelwerte der Volumina nach Ablation mittels MRT an zwei

unterschiedlichen Zeitpunkten (Abbildung 26). Die ermittelten Volumina sind am Tag 1 (n = 7)
kleiner als am Tag 7 (n =7); p = 0,127.
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Abbildung 26: Ablationsvolumina in der MRT. Tag 1 im Vergleich mit Tag 7.
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4.5 HISTOLOGIE

4.5.1 TaGg 1

In der zentralen Zone um den Stichkanal herum sind komprimierte und eosinophile Zellen
erkennbar. Diese weisen eine streifige Anordnung um das Zentrum herum auf und wirken
verzerrt. Zellkerne sind nur vereinzelt nachweisbar und Zellverbinde konnen nicht klar
abgegrenzt werden. Nach aulen schliefit sich ein ausgedehnter Bereich an, in dem sich die
sinusoidale Struktur der Leber tiberwiegend nachvollziehen lédsst. Die Zellen sind in tubuldrer
Form um die jeweiligen Sinus angeordnet. Zellkerne sind mehrheitlich vorhanden und kénnen
den jeweiligen Zellen zugeordnet werden. Insgesamt wirkt dieser Bereich hell und aufgelockert.
Im Randbereich ist eine dritte Zone mit intakten und deutlich abgrenzbaren Zellstrukturen
erkennbar. Die Kerne sind vorhanden und die Lebersinus in annidhernd physiologischer Form
erhalten. Auffillig ist die ausgeprégte Eosinophilie. Jenseits dieser Zone findet sich zunehmend

normales Lebergewebe (Abbildung 27).

452 TAG7

Im zentralen Bereich der Ablation wirken die Zellen stark komprimiert und das Gewebe dadurch
homogen. Die Zellstrukturen sind eosinophil und weisen eine zirkuldre Anordnung um den
Stichkanal herum auf. In der sich anschlieBenden Zone ist die sinusoidale Struktur der Leber
nur ansatzweise erkennbar. Der Bereich erscheint iiberwiegend komprimiert und homogen.
Anstatt einer tubuldren Anordnung wirken die Zellen verwaschen und verzogen, sodass eine
Struktur nicht eindeutig abgrenzbar ist. Die Kerne sind den Zellen nur vereinzelt zuzuordnen.

Der Randbereich erscheint 6dematds und die Zellstrukturen verwaschen (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Histologische Pridparate nach Mikrowellenablation, Hdmatoxylin-
Farbung. (a) Tag 1. Asterisk: Stichkanal. 1: Zentrale Zone. 2: Intermedidrzone. 3:
Hamorrhagische Zone. (b) Tag 7. 1: Zentrale Zone. 2: Intermedidrzone. 3:
Héamorrhagische Zone.

4.6 ZELLMARKER

Bei den Ergebnissen, in denen Werte vom Tag 1 (n = 5) mit Tag 7 (n = 6) verglichen werden,
handelt es sich jeweils um verschiedene Versuchsgruppen. Zellen mit einem positiven Nachweis
von CD3 sind ein Hinweis auf vorhandene T-Lymphozyten. Mit CD68-positiven Zellen kann
das Vorhandensein von Makrophagen nachgewiesen werden, wihrend MPO positive Zellen das
Vorkommen von Granulozyten anzeigen. Es wurde jeweils ein t-Test fiir unabhédngige
Stichproben durchgefiihrt. Die Anzahl an PCNA-positiven Signalen ldsst auf eine aktive
Zellproliferation schlieBen. Hier wurde der exakte Test nach Fisher angewendet. In der Gruppe
von Tag 1 wurden fiinf Tiere untersucht, wiahrend sich in der Gruppe vom Tag 7 hingegen sechs
untersuchte Tiere befanden. Aus jeweils vier Bildausschnitten wurde ein Mittelwert der
vorhandenen Signale gebildet. Bei den Vergleichen von Lision, Grenzbereich und Leber wurde
jeweils ein Mauchly-Test auf Sphérizitit angewendet. Bei p < 0,05 wurden paarweise
Vergleiche in einem ANOVA-Test mit Messwiederholung durchgefiihrt. Die Mittelwerte sind
zum Vergleich in Balkendiagrammen dargestellt. Die Schematische Darstellung der Ablation

zeigt die Anzahl der Signale pro mm? der Marker CD3, CD68 und MPO jeweils am Tag 1 und
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Tag 7 (Abbildung 28). In den Vergleichen zwischen den Bereichen Lasion, Grenzbereich und

Leber weist der Grenzbereich die hochste Anzahl an Signalen auf. Eine mittlere Anzahl liegt

innerhalb der Lision vor. Die geringste Anzahl findet sich bei jeder Gruppe im Lebergewebe.

Innerhalb der Sieben-Tages-Gruppe von CD68-Antikorpern und der Ein-Tages-Gruppe von

MPO-Antikorpern sind die Unterschiede signifikant.

Stichkanal Lision Grenzbereich Leber

CD3 -Tag | 52,36 (+++) 436 (+)
CD3 -Tag 7 48,64 (+++) 30,46 (+)
CD68 — Tag 1 422,19 (+++) 188,18 (+)
CD68 —Tag 7 648,65 (+++) 110,46 (+)
MPO — Tag 1 560,74 (+++) 36,00 (+)

MPO — Tag 7 266,73 (+++) 30,00 (+)

Angaben in Signale/mm?

Abbildung 28: Schematische Darstellung der nachgewiesenen Signale in raumlicher Verteilung auf
Lésion, Grenzbereich und Leber am Tag 1 und Tag 7. Anzahl der Signale: (+) geringster Wert, (++)

mittlerer Wert, (+++) hochster Wert. Signifikante Unterschiede sind hervorgehoben.
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4.6.1 ZELLMARKER CD3

Das Diagramm zeigt einen Vergleich der CD3-positiven Zellen im Lésionsbereich (Abbildung

29). Am Tag 7 ist die Anzahl groBer als am Tag 1; p = 0,253.
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Abbildung 29: Anzahl CD3-positiver Zellen im Lésionsbereich. Tag 1 im Vergleich
mit Tag 7.

Der Vergleich von CD3-positiven Zellen innerhalb des Grenzbereichs zeigt ebenfalls eine

groBBere Anzahl am Tag 7 als am Tag 1; p = 0,943 (Abbildung 30).

200

160

120

80

40

Mittelwett [Anzahl fnr]

40

-80

Tag 1 Tag 7

Fehlerbalken: 95% CI

Abbildung 30: Anzahl CD3-positiver Zellen im Grenzbereich. Tag 1 im Vergleich
mit Tag 7.
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Im Lebergewebe findet sich eine geringere Anzahl CD3-positiver Zellen am Tag 7 im Vergleich

zu Tag 1; p = 0,221 (Abbildung 31).
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Abbildung 31: Anzahl CD3-positiver Zellen im Lebergewebe. Tag 1 im Vergleich
mit Tag 7.

In einer Gegeniiberstellung von Lidsionsbereich, Grenzbereich und Leber am Tag 1 liegt die
groBte Anzahl an CD3-positiven Zellen im Grenzbereich vor (Abbildung 32). Die geringste

Anzahl wurde in der Leber gemessen; p = 0,138.
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Abbildung 32: Anzahl CD3-positiver Zellen am Tag 1. Vergleich von
Lasionsbereich, Grenzbereich und Lebergewebe.
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Am Tag 7 ist die Anzahl der CD3-positiven Zellen im Grenzbereich am grofiten (Abbildung

33). Die geringste Anzahl liegt im Lebergewebe vor; p = 0,895.
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Abbildung 33: Anzahl CD3-positiver Zellen am Tag 7. Vergleich von
Lasionsbereich, Grenzbereich und Lebergewebe.
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4.6.2 ZELLMARKER CD68

Das Diagramm zeigt einen Vergleich CD68-positiver Zellen im Lésionsbereich an den Tagen 1

und 7 (Abbildung 34). Die am Tag 7 untersuchte Gruppe weist im Vergleich zum Tag 1 eine

erhohte Anzahl an CD68-positiven Zellen auf; p = 0,102.
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Abbildung 34: Anzahl CD68-positiver Zellen im Lésionsbereich. Tag 1 im
Vergleich mit Tag 7.

Im Grenzbereich ist die Anzahl CD68-positiver Signale am Tag 7 im Vergleich zum Tag 1

erhdht; p = 0,292 (Abbildung 35).
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Abbildung 35: Anzahl CD68-positiver Zellen im Grenzbereich. Tag 1 im Vergleich
mit Tag 7.
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In der Leber liegt eine geringere Anzahl CD68-positiver Zellen am Tag 7 im Vergleich zum Tag
1 vor; p = 0,279 (Abbildung 36).
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Abbildung 36: Anzahl CD68-positiver Zellen im Lebergewebe. Tag 1 im Vergleich
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mit Tag 7.

In einer Gegeniiberstellung der Bereiche Lasion, Grenzbereich und Leber am Tag 1 liegt die

grofite Anzahl an CD68-positiven Zellen im Grenzbereich vor, die geringste Anzahl hingegen

im Lebergewebe; p = 0,060 (Abbildung 37).
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Abbildung 37: Anzahl CD68-positiver Zellen am Tag 1. Vergleich von
Lisionsbereich, Grenzbereich und Lebergewebe.
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Am Tag 7 ist die Anzahl der CD68-positiven Zellen im Grenzbereich am hochsten (Abbildung
38). Die Anzahl im Lebergewebe ist im Vergleich geringer (p = 0,017). Zur Bestimmung der p-
Werte zwischen den Einzelwerten wurden paarweise Vergleiche durchgefiihrt: Lésion vs.
Grenzbereich (p = 0,599); Lasion vs. Lebergewebe (p = 0,037); Grenzbereich vs. Lebergewebe
(» =0,029).
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Abbildung 38: Anzahl CD68-positiver Zellen am Tag 7. Vergleich von
Lisionsbereich, Grenzbereich und Lebergewebe.
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4.6.3 ZELLMARKER MPO

Der Vergleich MPO-positiver Zellen im Lésionsbereich an den Tagen 1 und 7 zeigt eine erhohte

Anzahl am Tag 7 (p = 0,854) (Abbildung 39).
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Abbildung 39: Anzahl MPO-positiver Zellen im Lasionsbereich. Tag 1 im
Vergleich mit Tag 7.

Im Grenzbereich ist die Anzahl MPO-positiver Signale am Tag 7 im Vergleich zum Tag 1 nach
der Intervention geringer (p = 0,002) (Abbildung 40).
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Abbildung 40: Anzahl MPO-positiver Zellen im Grenzbereich. Tag 1 im Vergleich
mit Tag 7.
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Beim Vergleich der MPO-positiven Zellen ist die Anzahl im Lebergewebe am Tag 7 im
Vergleich zum Tag 1 geringer (p = 0,532) (Abbildung 41).
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Abbildung 41: Anzahl MPO-positiver Zellen im Lebergewebe. Tag 1 im Vergleich
mit Tag 7.

In einer Gegeniiberstellung der Bereiche Lésion, Grenzbereich und Leber am Tag 1 liegt eine
deutlich erhohte Anzahl an MPO-positiven Zellen im Grenzbereich vor (Abbildung 42). Die
geringste Anzahl wurde im Lebergewebe gemessen (p < 0,001). Es wurden paarweise
Vergleiche durchgefiihrt: Lasion vs. Grenzbereich (p < 0,001); Lision vs. Lebergewebe (p =
0,019); Grenzbereich vs. Lebergewebe (p < 0,001).
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Abbildung 42: Anzahl MPO-positiver Zellen am Tag 1. Vergleich von
Lisionsbereich, Grenzbereich und Lebergewebe.
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Am Tag 7 ist die Anzahl der MPO-positiven Zellen im Grenzbereich am hdchsten (Abbildung
43). Im Lebergewebe ist die Anzahl gering (p = 0,064).
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Abbildung 43: Anzahl MPO-positiver Zellen am Tag 7. Vergleich von
Lasionsbereich, Grenzbereich und Lebergewebe.

4.6.4 ZELLMARKER PCNA

Die Anzahl der Lisionen mit PCNA-positiven Signalen ist am Tag 7 hoher als am Tag 1 (p =
0,545) (Abbildung 44). Es wurde ein exakter Test nach Fisher durchgefiihrt.
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Abbildung 44: Anzahl der Versuchstiere mit PCNA-positiven Signalen im
Lasionsbereich. Tag 1 im Vergleich mit Tag 7.
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5 DISKUSSION

5.1 BEHANDLUNG VON LEBERMETASTASEN

Die Behandlung von kolorektalen Lebermetastasen richtet sich in der Regel nach den giiltigen
Leitlinien und wird in interdisziplindren Tumorkonferenzen individuell festgelegt. Eine
Resektion der betroffenen Leberanteile stellt nach wie vor die Behandlung der Wahl dar und
gilt derzeit als das einzige kurative Verfahren. Bis zu 80 % der Leber konnen hierbei entfernt
werden. Die intraoperative Mortalitdt betrdgt dabei weniger als 5 %. Leider kommen fiir eine
chirurgische Behandlung nur weniger als 20 % der Patienten in Frage. Diese weisen je nach
Lokalisation, Art, Anzahl und GroBe der Tumore ein 5-Jahres-Uberleben von 20 bis 40 % auf
[32, 58]. Bei den tibrigen Patienten kdnnen chirurgische Resektionen aufgrund verschiedener
Kontraindikationen nicht durchgefiihrt werden. Als absolute Kontraindikationen gelten ein
Tumorvolumen von iiber 70 % der Leber, ausgeprégte extrahepatische Metastasierung, akutes
Leberversagen, massive Aszites, hepatische Enzephalopathie, Versagen eines anderen Organs,

Gerinnungsstérungen, Thrombozytopenie sowie eine aktive Entziindung oder Infektion [74].

In vielen dieser Fille stellen ablative Verfahren eine geeignete Alternative dar. Bei der
Behandlung einer einzelnen Lision mit einer GroBBe von maximal 3,5 cm oder bis zu drei
Lésionen von jeweils nicht mehr als 3 cm Grof3e kann mithilfe von lokalen Ablationen ein 5-
Jahres Uberleben von 64 % erreicht werden [4, 54]. Die Datenlage variiert jedoch erheblich
hinsichtlich des Outcomes bei der Anwendung an CRLM. Der Behandlungserfolg von MWA
und RFA wird in einem Review mit 50 bis 90 % und das 5-Jahres-Uberleben mit 20 bis 60 %
angegeben [67]. Die verschiedenen Verfahren konnen auch in Kombination mit einer Resektion
angewendet werden, wenn sich einzelne Lisionen als schlecht zugénglich erweisen [54]. Vor
allem die Thermoablation stellt sowohl im kurativen als auch palliativen Kontext ein geeignetes
Verfahren zur Behandlung dar. Wahrend bei einer kurativen Ablation nach Moglichkeit alle
Tumorzellen erfolgreich behandelt werden sollen, steht unter palliativen Bedingungen in erster
Linie eine Reduktion der Tumormasse und der Symptome im Vordergrund [74]. Vor einer
Ablation miissen zundchst die Tumorklassifikation und der Zustand des Patienten vollstindig
erfasst werden [73]. Dabei spielen nicht nur GréBe, Anzahl und GefdBversorgung der
Metastasen eine Rolle, sondern auch deren Nidhe zu groBen Blutgefiflen und Gallenwegen
aufgrund der Gefahr einer iatrogenen Okklusion [54]. Erst nach Abwégung sdmtlicher

Ausgangsbedingungen kann das geeignete Therapieverfahren gewihlt werden. Der Vorteil von
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lokalen Ablationen ist in Bezug auf das Langzeitiiberleben zwar noch nicht abschlieBend

erwiesen, die bisherigen Ergebnisse sind jedoch insgesamt vielversprechend [73].

5.2 MIKROWELLENABLATION

Bei der Mikrowellenablation wird Energie von einem Generator iliber eine Nadel auf die
Umgebung iibertragen und Gewebe durch hohe Temperaturen um die Nadelspitze herum
verddet [74]. Anders als bei der RFA handelt es sich bei der MW A nicht um einen konstanten
elektrischen Stromfluss, sondern um elektromagnetische Wellen, die iiber den dielektrischen
Effekt Reibung zwischen Molekiilen verursachen. Durch diese Reibung wird Hitze erzeugt, die
das Gewebe koaguliert und die Zellintegritit zerstort [74]. Aufgrund gewisser Vorteile
gegenliber der RFA, erfdhrt die Mikrowellenablation seit einigen Jahren zunehmende
Aufmerksamkeit in der klinischen Anwendung. Sie kann perkutan, laparoskopisch oder offen-
chirurgisch durchgefiihrt werden. Die intra- und postinterventionelle Diagnostik erfolgt in der
Regel mittels CT oder Ultraschall, vereinzelt auch mittels MRT [27, 74]. Besonders die
ultraschall-gestiitzte MW A zeigt hohe Erfolgsraten [15]. Limitationen bestehen hauptsédchlich
hinsichtlich der Groe des zu behandelnden Tumors. So wird die Anwendung bei Tumoren mit
einem Durchmesser von iiber 4 cm nicht empfohlen [5, 30]. Fiir Tumore von intermediérer
GroBe zwischen 3 und 5 cm Durchmesser ist die Datenlage hinsichtlich der Effektivitét aktuell
unzureichend. Weitere Studienergebnisse hierzu werden fiir die ndchsten Jahre erwartet [46].
Absolute Kontraindikationen fiir eine MWA stellen eine Tumorgréfe von liber 5 cm, mehr als
fiinf Lasionen oder eine bestehende Aszites dar [74]. Relative Kontraindikationen sind ein
direktes Angrenzen des Tumors an sensible Strukturen wie die Gallenblase, groe Gallengénge
oder groBBe Blutgefiflie. Des Weiteren schlieBen eine aktive Infektion, eine Cholestase, eine
Dilatation der Gallengénge oder vorausgegangene anastomosierende Eingriffe die Moglichkeit

einer MWA aus [74].

Wihrend bei der RFA Frequenzspektren zwischen 300 und 1000 kHz verwendet werden, wirkt
die MWA in Frequenzen von entweder 915 MHz oder 2.45 GHz [74]. Wihrend bei der RFA
die Ionen im Gewebe iiber einen konstanten Stromfluss zwischen zwei Polen zur Oszillation
angeregt werden, erzeugt die MW A mit einer singuldren Nadel iiber elektromagnetische Wellen
eine starke Reibung zwischen den polaren Wassermolekiilen [9]. Die Beeinflussung des
Gewebes basiert nicht auf der Konduktion von Hitze, sondern auf einer direkten Anregung der
Molekiile und kann daher {iber eine grolere Distanz wirken [6]. Bei Temperaturen zwischen
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60°C und 100°C kommt es im Gewebe zu einer sofortigen Koagulation. Vaporisation und
Karbonisation treten hingegen erst ab 110°C auf. Um eine erfolgreiche Ablation zu
gewihrleisten, sollte die Temperatur innerhalb von mindestens fiinf Minuten mit 50°C bis 60°C
gleichméBig auf das Gewebe einwirken [22, 47, 74]. Zu hohe Temperaturen sollten hingegen
vermieden werden, um keine Vaporisation oder gar Karbonisation zu verursachen. Vaporisation
bedeutet in diesem Zusammenhang einen Ubergang des Wassers im Gewebe von einer fliissigen
in eine gasformige Phase. Karbonisation hingegen entspricht einem Ubergang von Gewebe zu

Kohlenstoff, das die lokale Verteilung von Hitze gegebenenfalls vermindert [74].

Nur wenige Studien haben sich bisher mit den genauen Auswirkungen der durch MWA
erzeugten Hitze auf das Gewebe und den damit einhergehenden Verdnderungen befasst. Eine
relevante Zellschiddigung kann bereits bei 50°C und einer Behandlungsdauer von weniger als
fiinf Minuten erreicht werden. Zu einer unmittelbaren Zellnekrose kommt es allerdings erst ab
60°C [40]. Als definitives Ablationsareal kann daher nur der Bereich bezeichnet werden, in dem
iiber eine ausreichende Zeitspanne eine Temperatur von mindestens 60°C erreicht wird. Bei
Temperaturen zwischen 60°C und 80°C setzt eine sofortige Denaturierung der Proteine ein und
ab 100°C kommt es schliellich zu einer Vaporisation im Gewebe mit einer Reduktion des
Wassers aus dem Ablationsbereich [40]. Dieses Phinomen habe nach Lopresto et al.
entsprechende Verdnderungen hinsichtlich des dielektrischen Effektes und damit der weiteren
Hitzeentwicklung im Ablationsbereich zur Folge. Eine Temperaturmessung konne ihrer
Meinung nach nur auf den jeweils lokal gemessenen Werten basieren und bilde daher nicht die
Temperatur im gesamten Ablationsgebiet ab [40]. Auch nach Gockner et al. trockne das Gewebe
bei besonders hohen Temperaturen aus, sodass es zu einer reduzierten Ubertragung der Energie
an das periphere Ablationsgebiet komme [25]. Andere Studien weisen hingegen darauf hin, dass
die MWA nicht durch Vaporisation oder Karbonisation limitiert wird. Die Fortleitung der
Energie basiert nach der Meinung vieler Autoren nicht auf direkter Konduktion, sodass eine
gleichméfige Erhitzung {iber eine weite Distanz auch bei hohen Temperaturen ohne
Einschrinkung moglich ist [6, 9, 21, 29, 73, 74]. Wir fiihrten unsere Ablationen mit 80°C iiber
eine Zeitspanne von 60 Sekunden durch. Dies bedeutet, dass die gemessene Temperatur fiir den
gesamten abladierten Bereich angenommen werden kann, da es Lopresto et al. zufolge erst ab
einer Temperatur von 100°C zu einer Vaporisation und damit zu einer eventuellen Verdanderung
der dielektrischen Eigenschaften des Gewebes komme. Eine Temperatur von 80°C liegt dieser
Theorie entsprechend in einem Bereich, der einerseits eine sofortige Denaturierung und

Koagulation gewihrleistet und andererseits eine Vaporisation oder Karbonisation vermeidet.
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Nach Gravante et al. korrelieren sowohl die abgegebene Energie als auch die Dauer der Ablation
in Form einer sigmoidalen Kurve mit dem Durchmesser der Ablation [27]. Demzufolge dndere
sich die Wirkung einer Ablation ab einer gewissen Gréfle bzw. Behandlungsdauer nur noch in
geringem Male. Bisher ist allerdings unklar, ob mit einer lingeren Ablation bei geringer
Temperatur oder einer kurzen Ablation bei hoher Temperatur eine groflere Lision generiert
werden kann. In Bezug auf Geschwindigkeit und Gesamtgrofle der Ablation erweist sich die
MWA in vielen Fillen zumindest als schneller und damit vorteilhafter gegeniiber anderen
thermoablativen Verfahren [37]. Eine schnellere Ablation bedeutet eine Reduktion des
operativen Zeitaufwandes und der Kosten sowie einen effektiveren Einsatz von Personal und
Equipment. Die Belastung der Patienten kann zudem durch eine kiirzere Narkosedauer reduziert
werden [25, 41]. Viele Untersuchungen beziiglich eines optimalen Verhéltnisses von
Behandlungsdauer und -temperatur wurden in einem ex vivo-Setting durchgefiihrt. In manchen
in vivo-Studien konnten vergleichbare Ergebnisse sogar nach kiirzeren Behandlungszeiten
festgestellt werden [27]. Allein aufgrund der gewédhlten Energie kann jedenfalls keine Aussage
iiber die entstandene Ablation getroffen werden, da der Tumor und das Lebergewebe die
Ablation mitunter stark beeinflussen [52, 75]. In Anbetracht der empfohlenen
Herstellerangaben, der Limitierung durch die Grof3e der Rattenleber und der Ergebnisse anderer
in vivo-Studien, legten wir eine Temperatur von 80°C und eine Dauer von 60 Sekunden als
Versuchsparameter fest. Allerdings kam es durch die Intervention in der Folge zur enormen
GroBenzunahme der behandelten Bereiche. Die Ursache hierfiir war nicht abschlieBend zu
erkliren, jedoch liegt aus unserer Sicht ein Einstrom von Fliissigkeit mit resultierendem Odem
nahe. Dong et al. untersuchten die Auswirkungen von MWA auf die gesamte Leber. Sie stellten
in diesem Zusammenhang fest, dass das Volumen der Leber postinterventionell innerhalb der
ersten drei Tage zunimmt und sich erst nach drei Monaten wieder auf das initiale Volumen
reduziert. Die Autoren konnten damit darstellen, dass die Anwendung von MW A abschlieSend

nicht zu einer Verkleinerung des Gesamtvolumens der Leber fiihrt [19].

Verschiedene Verfahren konnen angewendet werden, um den Erfolg der Ablation positiv zu
beeinflussen. Umehara et al. untersuchten eine Moglichkeit, das Volumen der Ablation durch
eine Injektion von NaCl zu vergroBBern. Sie nutzten dazu eine Perfusion Microwave Electrode
(PME), bei der iiber die Nadelspitze kontinuierlich NaCl in das Gewebe abgegeben wird [68].
Hierdurch kdnne zum einen iiber eine Kiihlung der Nadel eine zu schnelle Erhitzung und damit
Karbonisation des Gewebes vermieden werden. Zum anderen konne die kontinuierliche

Ausbreitung der Fliissigkeit den durch Mikrowellen erzeugten dielektrischen Effekt auf ein
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groBeres Volumen ausweiten. Dies gelte auch fiir Bereiche, in denen es bereits zu einer
Karbonisation gekommen sei [68]. Die Ergebnisse der Autoren stiitzen die Annahme von
Lopresto et al., nach der die Ablation durch einen Verlust von Wasser im Gewebe negativ
beeinflusst werde [40]. Umehara et al. konnten mit ihrer Studie zeigen, dass MWA mit
begleitender Perfusion zu einer Ausweitung des Ablationsareales fiihrt. Es konne dasselbe
Ablationsvolumen wie bei der Anwendung einer gekiihlten RFA in der Hilfte der iiblichen
Behandlungszeit erreicht werden [68]. Noch in 5 cm Entfernung von der Nadelspitze werde der
Schaft dabei ausreichend gekiihlt, sodass eine perkutane Ablation ohne Verbrennungen der Haut
moglich sei. Die Autoren fithren zudem an, dass eine befiirchtete Streuung des Tumors durch
die Injektion aufgrund der schnellen Erhitzung der Fliissigkeit nicht mdglich sei [68]. In der
erwihnten Studie wurden allerdings nur in vivo- und ex vivo-Verhéltnisse sowie eine PME-
MWA gegeniiber gekiihlter RFA verglichen. Ein Vergleich der PME-MW A mit einer reguldren
MW A wurde nicht durchgefiihrt. Collettini et al. untersuchten hingegen die PME und die MWA
in einem direkten Vergleich. Sie fanden interessanterweise keine Hinweise auf eine
VergroBerung der Ablation durch eine Injektion von NaCl [11]. Da eine MWA nicht auf
direktem Stromfluss basiert, konne ihrer Meinung nach eine Injektion von Fliissigkeit auch
keine Leiteigenschaften beeinflussen. Die Fliissigkeit absorbiere sogar einen Teil der
abgegebenen Energie und reduziere dadurch die Hitzeverteilung. Die MW A mit Injektion fiihre
daher moglicherweise zu kleineren Ablationsarealen [11]. Auch in anderen Studien konnte keine
VergroBerung der Ablation durch eine begleitende Injektion von Fliissigkeiten nachgewiesen
werden [86]. Vogl et al. stellten sogar fest, dass eine gezielte Injektion von NaCl in der Lage
sei, sensible Strukturen vor der Ablation zu schiitzen [74]. Damit bleibt weiterhin fraglich, ob

eine Injektion von NaCl die Ablation intensiviert oder zu einer Kiithlung des Gewebes flihrt.

Die elliptische Morphologie der Lésion durch eine MWA wird gelegentlich als ein Problem
dargestellt, da diese die Vorhersagbarkeit und die Handhabung bei sphirischen Tumoren zum
Teil einschriankt [27]. Mit neueren Gerdten konnen heutzutage jedoch weitgehend sphérische
Ablationsvolumina erreicht werden [30, 42]. Zudem ermdglicht eine simultane Verwendung
mehrerer Nadeln die Anpassung an jegliche Tumormorphologie. Durch eine Uberschneidung
der einzelnen Energiefelder ist dabei eine Koagulation gro3er Bereiche in kurzer Zeit moglich
[9, 22, 37, 41]. Bei perkutaner Anwendung unter Lokalandsthesie kann zudem durch eine
simultane Ablation mehrerer Lésionen die Behandlungsdauer verkiirzt und die damit
verbundenen Schmerzen verringert werden [22, 32]. Zuletzt fiihrt auch eine Verbesserung der

Materialeigenschaften der Nadel zu einer effektiveren Ablation. Neuere Modelle ermdglichen
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eine hohere Energieabgabe, indem die Reflektion an der Grenze zwischen Nadeloberfliache und
Gewebe reduziert wird [64]. Eine weitere vielversprechende Methode stellt die gepulste MWA
dar. Dabei wird durch eine diskontinuierliche Energieabgabe ein gleichmifBiges
Temperaturprofil im Gewebe erreicht, das bei gleichem Resultat weniger Schmerzen verursacht
[23, 83]. Aufgrund der bislang unklaren Datenlage beziiglich einer Beeinflussung durch andere
Verfahren, entschieden wir uns fiir die Anwendung einer konventionellen MWA. Wir fiihrten
die Intervention ohne jegliche Modifizierung des Verfahrens durch, um eine Vergleichbarkeit

zu gewihrleisten.

Wie bei jeder Intervention kann es auch bei der Anwendung der MW A zu Nebenwirkungen und
Komplikationen kommen. Die Gesamtheit der Komplikationen wird mit 3 bis 7 % angegeben.
Mogliche Nebenwirkungen sind beispielsweise Schmerzen, Fieber, ein Pneumothorax oder
Pleuraergiisse. Komplikationen stellen hingegen durch mogliche Stenosen von Gallengingen,
Leberabszesse und Kolonperforationen dar [51]. Relativ hdufig kommt es zu Nachblutungen,
die jedoch nur in weniger als 1 % der Fille einer Transfusion bediirfen. Da die MW A nicht auf
einen Stromfluss im Gewebe angewiesen ist, werden zur Durchfilhrung keine
Erdungselektroden bendtigt. Somit entfallen damit verbundene Nachteile wie Schmerzen durch
Hautreizungen oder Verbrennungen im Bereich der Elektroden. Die Vorbereitung der
Intervention wird dadurch vereinfacht und Komplikationen durch ein versehentliches Ablosen
der Erdungselektrode oder eine erhohte Impedanz vermieden. Metallgegenstinde wie
chirurgische Clips auf Gefallen oder Schrittmacher stellen bei der MW A keine Kontraindikation
dar [9, 22, 42]. Lediglich bei perkutaner MW A kann es zu Verbrennungen der Haut kommen.

Eine Streuung der Metastasen iiber den Ablationskanal stellt eine weitere schwerwiegende
Komplikation dar [73]. Am Ende der Ablation sollte daher der Ablationskanal durch eine
langsame Retraktion der Nadel verddet werden, um Nachblutungen zu vermeiden und
anhaftende Tumorzellen zu zerstéren [73, 74]. Wir fiihrten die Verodung des Ablationskanales
im direkten Anschluss an die Behandlung durch. Unmittelbar nach Ablauf der Behandlungszeit
von 60 Sekunden wurde die Ablationsnadel iiber einen Zeitraum von fiinf Sekunden
gleichméBig aus dem Gewebe entfernt, wihrend die Energie weiterhin auf das Gewebe
einwirkte. Hierdurch konnten wir verletzte GefiBle verdden und das Nachblutungsrisiko
entsprechend gering halten. Anschlieend wurde mit einem Tupfer fiir 60 Sekunden leichter

Druck auf die Inzision ausgelibt. Bei keinem der Tiere kam es zu einer groBBeren Blutung.
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5.3 VERGLEICH MIT ANDEREN ABLATIONSVERFAHREN

In diversen Studien wurde die Effektivitit von MWA mit anderen Behandlungen verglichen. Es
existieren allerdings nur wenige direkte Gegeniiberstellungen von RFA und MWA, die die
beiden am hdufigsten angewendeten thermoablativen Verfahren darstellen. Als Vorteil der
MW A wird hédufig angefiihrt, dass sie im Gegensatz zur RFA nicht vom sogenannten Heat Sink-
Effekt beeinflusst wird [14, 42]. Als Heat Sink-Effekt wird ein Phinomen bezeichnet, durch das
auf das Gewebe einwirkende Hitze {iber die Perfusion umgebender Blutgefil3e reduziert wird
[29, 54]. Aufgrund einer beschriebenen Unabhingigkeit von diesem Effekt wird die MWA in
vielen Studien als das bessere Verfahren dargestellt [30, 70]. Auch in der Ndhe von groflen
Blutgefialen bleibe Awad et al. zufolge die Morphologie der MWA symmetrisch und die
Behandlung zuverldssig [6]. Selbst bei direkter Angrenzung an Blutgefile mit einem
Durchmesser von {iber 3 mm zeigten mikroskopische Analysen einer Studie eine reguldre
Koagulationsnekrose ohne Hinweise auf lebende Zellen [9]. Eine addquate Ablation konnte
sogar in unmittelbarer Ndhe zu GefaBlen mit 10 mm Durchmesser nachgewiesen werden [41].
Bei der RFA hingegen betrigt die Rezidivrate 37 % bei 5 mm Abstand zu Blutgefiflen eines
Durchmessers iiber 3 mm [34, 54]. Mikroskopische Analysen wiesen eine Vielzahl lebender
Zellen in der Umgebung der Gefdlle und einen Endothelschaden nach einer RFA-Behandlung
nach [7, 34]. Die hohe Temperatur kdnne Pua et al. zufolge in seltenen Fillen sogar in grof3en
Gefdflen zu einer Schiddigung und Thrombose fithren, wenn der Blutfluss entsprechend
verlangsamt werde [54]. Im Gegensatz hierzu fanden Leen et al. jedoch keinen Hinweis auf eine
Endothelschidigung durch RFA. Zusammen mit Kasper et al. stellen sie den Heat Sink-Effekt
sogar als positive Eigenschaft dar, die durch den Abtransport der Hitze das GefaBBendothel
schiitze und somit den Schaden an den Gefdwinden reduzieren konne [34, 36]. Nach van
Tilborg et al. bestehe auch bei der MWA in direkter Umgebung von GefidB3en die Gefahr einer
GefiaBBokklusion [71]. Dem widersprechen wiederum die Ergebnisse von Gravante et al.. Sie
gehen davon aus, dass es nach MWA selbst dann nicht zu einer Schidigung komme, wenn die
Nadelspitze in 1 cm Entfernung zu einem groBen Gefd3 platziert werde [27]. Sommer et al.
fanden hierzu heraus, dass bei einer in vivo durchgefiihrten MW A die Morphologie der Ablation
nach Unterbrechung des Blutflusses zwar gleich bleibe, das Volumen sich jedoch als grofer
erweise [60]. Dies steht im Kontrast zu der verbreiteten Annahme, nach der die MWA von der
GefdBversorgung unbeeinflusst bleibt. Pillai et al. konnten ebenfalls darstellen, dass der Heat
Sink-Effekt das Volumen von MW A negativ beeinflusse, wenn auch signifikant geringer als bei

der RFA [53]. Unter Beriicksichtigung der bisher vorliegenden Studien muss die Bedeutung des
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Heat Sink-Effektes differenziert betrachtet werden. Die Beeinflussung der MWA durch
angrenzende Blutgefdfe und umgekehrt scheint zwar relativ gering zu sein, wird vereinzelt aber
dennoch beschrieben. Da wir unsere Versuche in vivo und ohne Unterbrechung der
Blutversorgung durchfiihrten, sind die Auswirkungen der bestehenden Perfusion auf unsere
Ablationsvolumina nicht abschlieBend beurteilbar. Auch die Schiddigung von Gallenwegen
durch MWA scheint im Vergleich zur RFA ausgeprégter zu sein [71]. So kommt es vermutlich
durch die starke Erhitzung des Gallensekretes hdufig zu Schiaden des Gallengangsepithels. Bei
einer Lésion in direkter Ndhe zu groBBen Gallenwegen wird daher die Wahl eines anderen

Ablationsverfahrens empfohlen [7, 27].

Als eine besondere Eigenschaft der MWA wird die geringe Abhidngigkeit von
Gewebeeigenschaften beschrieben [86]. Es gibt mehrere Studien, die der MWA im Vergleich
zur RFA hierdurch Vorteile hinsichtlich der Behandlungsgeschwindigkeit und des
resultierenden Ablationsvolumens zuschreiben [21, 35, 55]. So werden unter anderem hohere
Temperaturen im Gewebe und grofere Ablationsareale als bei der RFA erreicht. Die
Hitzeabgabe erfolgt im Vergleich wesentlich schneller und konstanter und die Energiedichte
rund um die Nadel ist hoher [21, 35, 55, 71, 74, 86]. Als ein Grund hierfiir wird die oben
genannte geringere Beeinflussung bei Karbonisation von Gewebe angegeben, die bei RFA in
einer Erhohung der Impedanz resultiert [21]. Aus den genannten Griinden werden die
Ablationen mit MWA im Vergleich zur RFA als vorhersagbarer, zuverldssiger und homogener
beschrieben [6, 7, 42]. In einer Studie mit 102 Patienten wurde eine vollstindige Tumorablation
durch MWA in 95 % der Félle nachgewiesen, wiahrend dies durch RFA in 93 % der Félle erreicht
werden konnte [55]. Auch in anderen Studien liegt die Rate fiir eine vollstdndige Ablation durch
MWA jeweils zwischen 89 % und 99 %. In keiner Studie sind die Unterschiede statistisch
signifikant [55, 65, 73]. Auch beziiglich des Gesamtiiberlebens konnte bislang kein Vorteil
durch eine Ablation mit MWA festgestellt werden [14]. Die Frage, ob der oft genannte Vorteil
groflerer Ablationsvolumina zu einem besseren Outcome fiihrt, ist bisher nicht zu beantworten
[21]. Van Tilborg et al. beschreiben sogar eine leichte Uberlegenheit der RFA in Bezug auf die
Uberlebensrate zwischen drei und zwolf Monaten. Mit Nachbehandlungen der Patienten durch
erginzende Ablationen wiirden sich die Uberlebensraten jedoch wieder angleichen [71].
Lucchina et al. berichten {iber dhnliche Einjahres-Uberlebensraten von 89 bis 100 % nach MWA
und 59 bis 100 % nach RFA. Nach drei Jahren betragen die Uberlebensraten 49 bis 80 % nach
MWA und 41 bis 92 % nach RFA [42]. Zwischen beiden Verfahren konnten bisher keine

signifikanten Unterschiede in Bezug auf das Fiinfjahresiiberleben festgestellt werden [14, 74].
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Allerdings gibt es nur wenige Studien, die MWA und RFA in diesem Zusammenhang direkt
miteinander vergleichen [14, 55]. Das Erstellen von Reviews wird durch eine ausgeprigte
Heterogenitét der vorhandenen Arbeiten erschwert [2, 45, 63]. Auch in einer aktuellen Studie
mit direktem Vergleich konnte nach wie vor keine eindeutige Uberlegenheit eines der beiden
Verfahren festgestellt werden [81]. Hinsichtlich des Auftretens von Rezidiven wird ein
vermehrtes Tumorwachstum nach RFA beschrieben [13]. Nach einer MWA kommt es lediglich
in 2 % und nach RFA in 17 % der Félle zu einem erneuten Wachstum innerhalb der behandelten
Bereiche. Zwar steigt auch nach einer MWA die Rate an Tumorrezidiven in einem ldngeren
Beobachtungszeitraum an, bleibt jedoch auch in der Folge unterhalb der Rate nach einer RFA
[14, 46]. Die bei der RFA genannten Nachteile treten bei der MWA jedoch nicht in gleichem
Male auf. Eine addquate Planung und Erfahrung vorausgesetzt, kann die MW A heutzutage iiber
die bisherigen Grenzen der RFA hinaus sicher eingesetzt werden [51]. Insbesondere bei
Tumoren intermedidrer GroBBe zwischen drei und flinf Zentimetern scheint die MWA einen

Vorteil zu haben [62].

Als Goldstandard in der Therapie von CRLM gilt nach wie vor die chirurgische Resektion. Als
Faktoren, die den Erfolg des Eingriffs fordern, gelten das Fehlen extrahepatischer
Erkrankungen, eine geringe Anzahl von Tumoren und die Sicherstellung eines tumorfreien
Sicherheitsabstands [78]. Die Fiinfjahres-Uberlebensraten liegen nach einer RO-Resektion
zwischen 25 und 40 %. Beim Vorliegen von Kontraindikationen wird in der Regel auf ablative
Verfahren zurlickgegriffen [73]. Interessanterweise konnte in mehreren Studien gezeigt werden,
dass die Behandlung mit MWA bei geringerer Invasivitit zu vergleichbaren Erfolgen wie eine
Resektion fiihrt [5, 48, 73, 74]. Diese Ergebnisse sollten jedoch differenziert betrachtet werden,
da aufgrund der unterschiedlichen Ausgangsbedingungen hinsichtlich der Patienten ein direkter

Vergleich der Uberlebensraten schwierig erscheint [58, 71].

57



5.4 BEWERTUNG IN BILDGEBENDER DIAGNOSTIK

In unserem Versuchsablauf wurden die Volumina der entstandenen Tumoren acht Tage nach
der Implantation der Tumorzellen mithilfe von MRT und Ultraschall vermessen. Ein Vergleich
der Messwerte beider diagnostischer Verfahren als Streudiagramm macht deutlich, dass MRT
und Ultraschall bei der Einschitzung der Tumorvolumina weitgehend iibereinstimmen. Die
Werte korrelieren mit einem Korrelationskoeffizienten von 0,801 deutlich miteinander. Die
Punkte zeigen dabei eine annihernd lineare Verteilung. In der Messung sind die Daten sowohl
der Ein-Tages-Gruppe als auch der Sieben-Tages-Gruppe aufgefiihrt, deren Versuchsablaufe bis
zu diesem Zeitpunkt identisch waren. Der direkte Vergleich von MRT und Ultraschall im Bland-
Altman-Plot demonstriert, dass die beiden Verfahren eine hinreichende Genauigkeit aufweisen.
Die MRT scheint somit in der Lage zu sein, dhnliche Volumina wie der Ultraschall abzubilden.
Eine Gegeniiberstellung der Diagnostik mit den Praparaten war aufgrund des Versuchsaufbaus

nicht méglich.

Die vorliegende Arbeit untersucht unter anderem, inwieweit die Volumina der behandelten
Bereiche mithilfe der Bildgebungsverfahren MRT und Ultraschall erkennbar sind. Dabei soll
gepriift werden, ob beide Verfahren die tatséchliche Grofle derentstandenen Léasionen
zuverldssig wiedergeben konnen. Unmittelbar nach Ermittlung der Tumorvolumina wurden die
Mikrowellenablationen durchgefiihrt und die Volumina der entstandenen Lésionen zunichst
mittels MRT und anschlieBend mithilfe von Ultraschall vermessen. Die anhand der
histologischen Priaparate gemessenen Lisionsvolumina dienten dabei als Referenz. In einem
direkten Vergleich von MRT und Priparaten fillt eine gro3e Streuung der Volumina von etwa
400 bis 1600 mm?* auf. Dennoch besteht eine deutliche Korrelation der Werte mit einem
Koeffizienten von 0,932. Das Streudiagramm zeigt eine annéhernd lineare Verteilung und somit
eine relative Ubereinstimmung der GroBenverhiltnisse. Anders als bei der Untersuchung der
Tumorvolumina ist hier ein Vergleich der Messverfahren mit den Pridparaten als Referenz
moglich. Im Bland Altman Plot ldsst sich eine akzeptable Genauigkeit der Darstellung mittels
MRT erkennen. Alle Punkte liegen innerhalb der Toleranzbereiche. Auffillig ist jedoch die
relativ groBBe Differenz von 519,17 mm? mit einer Standardabweichung von 343,49 mm?®. Dies
zeigt, dass sich die Volumina in der MRT wesentlich grofer darstellen. Ahnlich verhilt es sich
bei der Vermessung mittels Ultraschall. Auch hier besteht eine deutliche Korrelation der
Volumina von Ultraschall und Histologie mit einem Korrelationskoeffizienten von 0,926 mm?®.
Die Verteilung ist niherungsweise linear und zeigt damit eine relative Ubereinstimmung der

gemessenen GroBenverhiltnisse. Im Bland Altman Plot ist von einer hinreichenden
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Messgenauigkeit der Ultraschalldiagnostik auszugehen, da alle Werte im Toleranzbereich
liegen. Die im Ultraschall gemessenen Volumina sind mit einer durchschnittlichen Differenz
von 336,57 mm? und einer Standardabweichung von 259,37 mm? ebenfalls groBler als die
histologisch ermittelten Volumina, wenn auch mit einem geringeren Unterschied als bei der
Einschitzung in der MRT. Fiir einen direkten Vergleich von MRT und Ultraschall hinsichtlich
der GroBe der Lasionsvolumina standen uns nur die Messungen am Tag 1 zur Verfligung. Mit
einem Koeffizienten von 0,801 besteht hier ebenfalls eine deutliche Korrelation beider
Messverfahren. Der Bland Altman Plot zeigt eine hinreichende Genauigkeit und groBBere Werte
in der MRT. Verglichen mit den Tumorvolumina, ist die Differenz zwischen MRT und
Ultraschall mit 281,69 mm?® und einer Standardabweichung von 436,14 mm? hier wesentlich
grofer. Sieben Tage nach der Ablation fiihrten wir an einer anderen Versuchsgruppe dieselben
Messungen durch. Die Messverfahren waren zu diesem Zeitpunkt nur mittels MRT mdglich.
Bei der Einstellung im Ultraschall wurde schnell deutlich, dass die Ausdehnung der Lasion
besonders ausgeprigt und somit eine Volumetrie unter Einsatz des hochprézisen Schallkopfes
nicht moglich war. Bei den vorliegenden Gréf3enverhiltnissen war der Schallkopf hinsichtlich
der notwendigen Tiefe derart limitiert, dass letztlich nur die Daten der MRT und der
histologischen Praparate zu erheben waren. In einem Vergleich dieser Messwerte besteht eine
deutliche Korrelation mit einem Koeffizienten von 0,918. Mithilfe eines Bland Altman Plots
erweist sich die MRT auch hier aufgrund einer hinreichenden Genauigkeit als geeignetes
Messverfahren. Allerdings ist in diesem Vergleich die bisher grofite Differenz von 624,77 mm?
gegeniiber den Priparaten festzustellen. Die Standardabweichung liegt bei 405,69 mm?*. Bei
Betrachtung aller Darstellungen wird deutlich, dass MRT und Ultraschall die Tumoren und
Liasionen im Vergleich zu den histologischen Messungen regelmafig groBer abbilden. Dabei
sind die ermittelten Volumina in der MRT wiederum gréBer als im Ultraschall. Die Differenz
zwischen MRT und den Referenzvolumina innerhalb der 7-Tage-Gruppe ist beachtlich. Am Tag
7 ist der Unterschied zwischen MRT und den Priparaten wesentlich grofer als am Tag 1. Die
Volumina in der MRT sind anndhernd doppelt so gro8. Dieser Unterschied ist zwar auffillig,

dennoch sollte beachtet werden, dass es sich um zwei unterschiedliche Versuchsgruppen

handelt.

In der direkten Gegeniiberstellung der Léasionsvolumina der Priparate ldsst sich
interessanterweise ein anderes Bild erkennen; hier sind die ermittelten Volumina am Tag 7 sogar
kleiner als am Tag 1. Dies verdeutlicht nochmals die Diskrepanz zwischen den mithilfe der

Bildgebung ermittelten Werten und den Referenzvolumina. Die regelmifligen Unterschiede
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zwischen MRT und Ultraschall sind bemerkenswert. Dies konnte bedeuten, dass die Diagnostik
mittels Ultraschall in der Lage ist, die Lasionen préziser darzustellen. Oder aber die MRT kann
Veranderungen in weiterer Entfernung vom Zentrum darstellen, die weder mittels Ultraschall,
noch makroskopisch oder sogar histologisch abgrenzbar sind. Die Tatsache, dass die 7-Tage-
Gruppe aufgrund der massiven Schwellung mithilfe von Ultraschall nicht auswertbar war, ist
ungewohnlich, da im Vergleich zu der 1-Tages-Gruppe kein Unterschied in der Behandlung
bestand. Wir erwarteten vielmehr einen Riickgang der vermutlich entziindungsbedingten
Hyperdmie und damit eine Reduktion des Volumens nach sieben Tagen. In anderen Studien
werden weitaus mehr Kontraktionen nach dieser Zeit festgestellt. Ohno et al. beschreiben eine
Vergroflerung innerhalb der ersten 12 Stunden, mit einer Plateauphase nach 72 Stunden und
schlieBlich eine erneute GroBenreduktion [47]. Bhardwaj et al. zufolge beginne die erste
Expansion nach 6 Stunden [7]. In einer Studie von Brace et al. wurde ebenfalls die Kontraktion
von Lebergewebe im direkten Anschluss an die Mikrowellenablation untersucht. Der Grad der
Kontraktion sei darin von der Energiewahl, dem Geritetyp, der Behandlungsdauer und dem
Gewebetyp abhdngig. Vor allem aber sei eine Korrelation zwischen dem Grad der
Dehydratation wihrend der Ablation und dem Grad der Kontraktion festzustellen [8]. Allem
Anschein nach wird wahrend der MW A das Wasser aus den innersten Bereichen herausgedriickt
und fiihrt im mittleren und peripheren Bereich dagegen zu einem vermehrten Vorkommen von
Flissigkeit. Dies konnte bedeuten, dass sich die Kontraktion durch Wasserverdringung zum
Grofteil auf die inneren Bereiche bezieht. Zudem erkannten Brace et al. eine darauf folgende
Rehydratation im weiteren Verlauf. Dies konnte ein Hinweis auf die von uns beobachtete spatere
Volumenausdehnung sein. Allerdings untersuchten die Autoren der ex vivo-Studie
Lebergewebe ohne das zusétzliche Vorhandensein eines Tumors. Zudem taten sie dies im
direkten Anschluss an die Ablation [8]. Dies sind mehrere Faktoren, die sich von unserer Studie
unterscheiden. Auch Lee et al. untersuchten den Grad der Kontraktion bzw. der Expansion im
direkten Anschluss an Thermoablationen. Sie stellten ebenfalls eine sofortige Kontraktion in
Abhingigkeit von Gewebeart und Tumor fest. Im Gegensatz zu Brace et al. wird dort eine
signifikant groBBeren Kontraktion nach einer MWA als nach einer RFA erwihnt [35]. Der Grund

hierfiir konnte eine hohere Dichte der Nekrose nach einer MWA sein [53].

Die oben genannten Autoren stimmen in ihrer Aussage darin iiberein, dass der Wassergehalt des
Gewebes zum Zeitpunkt der Ablation eine wesentliche Rolle in der spéteren Entwicklung des
Ablationsvolumens spielt. Hier finden sich mogliche Hinweise auf die Ursache der starken

Expansion unserer 7-Tage-Gruppe. In einer Publikation von Gravante et al. erreiche die
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Ablation nach zwolf Stunden das grofite Volumen. Drei Tage spéiter komme es zu einer
voriibergehenden GroBenabnahme, bis das urspriingliche Volumen nach einer Woche
schlieBlich wieder erreicht werde. Nach zwei bis vier Wochen zeige sich eine erneute konstante
Kontraktion des Ablationsbereiches um 25 bis 50 % der urspriinglichen GroBe [27]. Auch Awad
et al. beschreiben eine Kontraktion nach vier Wochen. Sie erkldren den Vorgang mit einer sich
zum Teil entwickelnden Umwandlung des nekrotischen Gewebes in neues Leberparenchym [6].
Die zeitlichen Verdanderungen des Ablationsvolumens haben eine hohe klinische Relevanz fiir
die Darstellung anhand bildgebender Diagnostik. Bei postinterventionellen Untersuchungen ist
die GroBe der Ablationsvolumina somit abhdngig vom Zeitpunkt der bildgebenden Diagnostik
[8, 35, 61]. Auch Cornelis et al. propagieren, dass eine zuverldssige Abgrenzung der
Ablationszone innerhalb der ersten 24 Stunden gar nicht mdéglich sei [13]. Nach unseren
Beobachtungen findet in den ersten sieben Tagen scheinbar eine enorme Zunahme des
Volumens statt. Auch in Hinblick auf andere Studienergebnisse ist daher noch unklar, zu
welchem Zeitpunkt eine bildgebende Diagnostik idealerweise stattfinden sollte. Unter
Beriicksichtigung der genannten Tatsachen stellt sich zusétzlich die Frage, welches
diagnostische Verfahren in der Lage ist, Gro3e und Morphologie einer Ablation zuverldssig

darzustellen.

Bereits wihrend der Intervention kénnen bildgebende Verfahren zur genauen Steuerung der
Ablation angewendet werden, um Komplikationen zu vermeiden [1]. Im direkten Anschluss an
eine Ablation soll die Bildgebung zudem eine Aussage ermoglichen, ob sich Hinweise auf
restliche Tumorzellen ergeben. Im Rahmen der Diagnostik muss bei einer erneuten Progression
zwischen einer inkompletten initialen Therapie und neuen Tumorzellen innerhalb des
Zielorgans unterschieden werden [73]. Ozaki et al. stellten hierzu fest, dass eine
histopathologische Untersuchunge mittels Biopsie hdufig Hinweise auf vitale Tumorzellen
innerhalb des Ablationsareales zeige, wéhrend in CT und Ultraschall von einer erfolgreichen
Behandlung durch eine MWA ausgegangen werde [50]. Wir verwendeten den Zellmarker
PCNA, um eine Tumorproliferation festzustellen und konnten tatsédchlich mehr positive Signale
nach sieben Tagen beobachten. In der MRT war es dagegen nicht moglich, die Proliferation im
Vorhinein abzugrenzen. Nach Guan et al. scheine eine Untersuchung mittels CT oder MRT
sogar innerhalb der ersten vier Wochen unsicher zu sein, da die reaktive Hyperdmie zu diesem
Zeitpunkt noch keine Aussage iiber eine erfolgreiche Therapie zulasse [28]. Wir konnten eine

deutliche Zunahme des Volumens in unserer 7-Tage-Gruppe beobachten. Ob es sich dabei
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allerdings um ein interstitielles Odem oder tatséichlich um die oben beschriebene Hyperimie

handelt, l4sst sich nicht eindeutig feststellen.

Die Computertomographie ist die derzeit am haufigsten verwendete Bildgebung nach
Thermoablationen. Laut einer Studie von Cornelis et al. sei eine CT-Diagnostik innerhalb der
ersten 24 Stunden allerdings zu ungenau, da die Lésion zu diesem Zeitpunkt noch nicht exakt
abgrenzbar zu sein scheine [13]. Eine bessere Diagnostik bestehe nach Pua et al. in einer
unmittelbaren CT-Diagnostik mit Kontrastmittelgabe. Dies sei jedoch nur eine Moglichkeit, um
zu erkennen, ob der Tumor in seiner gesamten Ausdehnung behandelt werden konnte. Fiir die
Erfolgskontrolle einer effizienten Therapie nach einer Ablation eigne sich diese Technik nicht
[54]. Es findet sich zudem der Hinweis, dass eine CT mit Kontrastmittel zwischen ein und vier
Wochen nach der Ablation keinen Vorteil bietet, da das nekrotische Gewebe das Kontrastmittel
aufgrund fehlender Perfusion nicht ausreichend aufnehmen kann [27]. Die
Kontrastmittelaufnahme kdnnte moglicherweise auch aufgrund einer zu geringen Sensitivitét

der CT nicht dargestellt werden.

Wir fiihrten unsere postinterventionelle Diagnostik zur Einschitzung der Ablationsvolumina
mithilfe der MRT durch, beobachten hierbei aber eine deutliche Uberschitzung der
GroBenverhidltnisse im Vergleich zu den histologischen Priparaten. Dies steht mitunter in
deutlichem Kontrast zu anderen Studienergebnissen. Wright et al. postulieren beispielsweise
eher eine Unterschédtzung des Ablationsgebietes in der MRT [79]. Mehrere Studien deuten auf
eine gute Beurteilung der Ablation mithilfe der MRT hin [26, 28, 54]. Das Verfahren ist
heutzutage flachendeckend verfiligbar, stellt jedoch zusammen mit dem Hochfrequenz-
Ultraschall ein bisher nur wenig untersuchtes Verfahren in der Diagnostik nach MWA dar. Erste
Studien in diesem Zusammenhang stammen aus dem Jahr 2000. Nach kontinuierlichen
technischen Optimierungen steht uns mit der MRT heute ein kontrastreiches diagnostisches
Verfahren ohne schidigende Strahlung zur Untersuchung der MWA zur Verfiigung. Nachteile
bestehen andererseits hinsichtlich hoher Kosten, der notwendigen Kooperation der Patienten
und der Problematik bei implantierten Herzschrittmachern [17]. Dong et al. fanden in einem
Vergleich der in der MRT vermessenen Ablationen mit den anhand der Préparate ermittelten
Volumina keine signifikanten Unterschiede. Sie schlussfolgern daraus eine bessere
dreidimensionale Visualisierung von Tumor und angrenzendem Gewebe als bei anderen
Verfahren. Threr Meinung nach eigne sich die MRT in besonderem Maf}e zur Verlaufskontrolle
nach MWA, da sie die Anatomie sehr genau abbilden kénne [18]. Méndez Romero et al.

beschreiben in ihrer Studie eine groBe Ubereinstimmung von den in der MRT gemessenen
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Dimensionen und den makroskopisch nachgewiesenen Verhiltnissen. Trotz Hinweisen auf
jenseits der Tumorgrenzen festgestellte Mikrometastasen, bezeichnen sie die MRT zur
Eingrenzung der Tumor Verhiltnisse als geeignet [44]. Pua et al. zufolge sei die MRT durch
den leberspezifischen Kontrast sensibler als die CT und damit besser in der Lage, kolorektale
Lebermetstasen zu erkennen. Grofe, Anzahl und GefaBBversorgung seien gegeniiber der CT
besser darstellbar [54]. Uber die Eingrenzung des Tumors innerhalb des abladierten Bereiches,
kann mittels MRT der Sicherheitsabstand bestimmt werden, der fiir eine erfolgreiche
Behandlung relevant ist [39]. Die T2-gewichtete Sequenz ermoglicht die Erkennung von
Resttumoren nach einer Ablation. In einer Studie von Guan et al. werde dies durch den hohen
Kontrast zwischen der niedrigen Intensitdt von koaguliertem und damit dehydriertem Gewebe
und der hohen Intensitét von vitalem Resttumor erklért. Ergidnzt durch Kontrastmittel und eine
Darstellung in T1-gewichteter Sequenz werde sogar eine Spezifitdt von 100 % erreicht [28].
Allerdings bezieht sich die Studie auf die Diagnostik nach der Anwendung von RFA. Gravante
et al. grenzen nach einer MWA zwei Zonen in der T2-gewichteten Sequenz ab. Dabei handle es
sich um eine niedrige Intensitdt im Zentrum und ein heterogenes hyperintenses Signal im
restlichen Bereich der Lasion. Dies werde auf eine VergroBBerung von Sinusoiden mit einer
entsprechenden Signalverstiarkung und eine der Dehydratation geschuldeten Zellkontraktion mit
Signalabschwéchung zuriickgefiihrt [27]. Zur interventionellen Steuerung der Ablation wird die
MRT hingegen bislang nicht verwendet. Aufgrund der einfacheren Durchfiihrung und
geringeren Kosten hat sich hierfiir die Anwendung von Ultraschall etabliert [1]. Die Vorteile
liegen zudem in der hohen Verfligbarkeit und der Darstellung in Echtzeit, beispielsweise zur
gezielten Platzierung der Ablationsnadel [10]. Die Genauigkeit kann durch eine Kompensation
von Atemartefakten zusétzlich erhdht werden und ermdglicht dadurch die Schonung von grof3en
Gefiflen und anderen wichtigen Strukturen [54]. Zur weiteren Optimierung stehen die
Anwendung der Dopplerfunktion und die Injektion von Kontrastmittel zur Verfligung [10]. Die
Nachteile einer Ultraschalldiagnostik zeigen sich hingegen bei der postablativen Einschétzung
des Ablationsgebietes. Nach einer Studie von Abbass et al. konnen hitzebedingte Gasblasen zu
einem Schallschatten fiihren, der die Einschédtzung der Lésion erschwere. Dadurch werde ein
verbliebener Resttumor moglicherweise nicht erkannt [1]. Gravante et al. fanden heraus, dass
die Gasblasen zu einem signifikanten Uberschitzen der GroBe des echoreichen
Ablationsgebietes fiihren kdnnen [27]. Zusammenfassend scheint eine Ultraschalldiagnostik
geeignet fiir eine interventionelle Uberwachung zu sein, bietet jedoch Nachteile bei der

Abschitzung der Ablation in der postablativen Kontrolle.
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5.5 HISTOLOGIE UND ZELLMARKER

Nach der Einbettung in Formalin stellten wir eine Kontraktion unserer Préparate fest, sodass wir
ein entsprechendes Kontraktionsartefakt von 5 % in der weiteren Auswertung beriicksichtigten.
In der Literatur finden sich Artefakte dhnlicher GroBenordnung [56]. Zur quantitativen
Auswertung der Gewebeproben wurde die stereologische Methode nach dem Cavalieri-Prinzip
angewendet. Dieses Verfahren erlaubt eine Volumenschitzung komplex geformter Gewebe
anhand systematisch entnommener, parallel ausgerichteter Schnitte mit bekanntem Abstand.
Die Gesamtstruktur wird dabei durch die planimetrische Auswertung der Schnittflachen
rekonstruiert [31]. Bei einem konstanten Schnittabstand von 1 mm konnten die Volumina
ndherungsweise berechnet werden. Die Flidcheninhalte briichiger oder fehlender Schnitte
wurden interpoliert. Die Methode wurde aufgrund der irreguléren Gewebeformen gewdhlt, bei

denen eine Ndherung durch andere geometrische Modelle nicht sinnvoll war.

Der Ablationsbereich ldsst sich mikroskopisch in unterschiedliche Zonen gliedern. Je nach
Definition und Studie wird das Gewebe direkt um den Stichkanal als eigene Zone betrachtet,
bzw. der Zone 1 zugerechnet. Es handelt sich hierbei moglicherweise um eine Karbonisation,
deren Ausdehnung bei ldngerer Dauer der Ablation entsprechend zunimmt [40, 86]. Bei unseren
Praparaten stellen sich die Zellen der innersten Zone am Tag 1 unter dem Mikroskop
komprimiert und eosinophil dar. Sie sind zirkulér streifig um das Zentrum herum angeordnet
und wirken verzerrt. Zellkerne sind vereinzelt nachweisbar, wihrend Zellverbénde jedoch nicht
klar abgegrenzt werden konnen. Nach sieben Tagen bietet sich ein dhnliches Bild, nur dass die
innerste Zone hier noch homogener erscheint. Innerhalb ihrer zirkuliren Anordnung sind
vermehrt Risse zu erkennen, sodass das Gesamtbild hier eher aufgelockert wirkt. In einem
Review von Gravante et al. werden in der innersten Zone ebenfalls komprimierte und verzerrte
Leberzellen mit verdichteten Kernen beschriecben [27]. Diese stellen sich meist
hyperchromatisch und verwaschen dar. Zudem liege ein amorphes Zytoplasma bei einer
Abnahme des Interzellularraumes und teilweise destruierten Zellwidnden vor. Die
Lebersinusoide seien ebenfalls mit amorphem Material gefiillt und das umgebende
Bindegewebe sei 0dematds erweitert. Haufig fiihren Gasblasen zu einer Kompression des
Gewebes [27]. Bei Ozaki et al. sei nach 24 Stunden eine Ausdehnung des hellen nekrotischen
Zentrums bis zur hdmorrhagischen Zone erkennbar. Von aulen komme es dagegen zu einer
Einwanderung von neutrophilen Zellen und die nekrotischen bzw. apoptotischen Zellen wiirden
im duBeren Randgebiet zahlreicher [50]. Auch nach 48 Stunden bleibe der zentrale Bereich rund

um die Einstichstelle unveréndert, bis nach vier Tagen schlieBlich eine Entziindungsreaktion
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nachgewiesen werden konne. Am Rand der ersten Zone sei bereits eine Einwanderung von
Lymphozyten und Makrophagen erkennbar [50]. Gockner et al. beschreiben direkt nach
durchgefiihrter Behandlung mit MWA rund um den Ablationskanal diffuse Risse mit
Aufhebung der sinusoidalen Struktur sowie fragmentierte Zellkerne und aufgeldstes Zytoplasma
[25]. Im &uBeren Bereich innerhalb der Zone 1 seien Zellstrukturen hingegen weitgehend
erkennbar. Es fanden sich jedoch verwaschene Zellgrenzen und kondensiertes Chromatin der
Zellkerne, was mit einer Koagulationsnekrose vereinbar sei [25]. In einer Beschreibung von
Ohno et al. erscheinen die Zellen im unmittelbaren Bereich um den Stichkanal herum irregular
und geschuppt, wihrend die iibrigen Zellen der innersten Zone entfarbt und verkleinert wirkten.
Das Chromatin des Kerns sei ebenfalls verdandert und kontrahiert. Endothelzellen von Gefallen

oder Gallengingen seien entweder amorph oder nicht vorhanden [47].

In Angrenzung an die zentrale Zone ist bei unseren Préparaten eine zweite Zone erkennenbar,
die in der Literatur als Intermedidrzone bezeichnet wird [27]. In dieser ist nach einem Tag eine
sinusoidale Anordnung klar erkennbar und die Zellen sind tubuldr um die Sinus herum
angeordnet. Zellkerne sind gréBtenteils vorhanden und den Zellen gut zuzuordnen. Diese
Intermedidrzone stellt die grofte der drei Zonen dar, wirkt aufgelockert und in ihrer Farbung
eher heller als die {librigen Bereiche. Nach sieben Tagen ist die sinusoidale Anordnung dagegen
deutlich schlechter erkennbar. Die tubuldre Anordnung ist groBtenteils aufgehoben und die
Zellen wirken verwaschen und verzogen. Die Zellgrenzen sind nicht mehr deutlich abgrenzbar
und die Zellkerne dadurch schlechter zuzuordnen. Insgesamt wirkt die Intermedidrzone am Tag
7 komprimierter und dadurch homogener als am Tag 1. In dem oben genannten Review von
Gravante et al. seien die Zellwinde ebenfalls nur undeutlich abgrenzbar und die Sinusoide
enthalten granulidre Triimmer und Reste von Erythrozyten [27]. Die Kupffer-Zellen der Leber
stellen sich undeutlich, zellarm und von den iibrigen Leberzellen separiert dar. Das umgebende
Bindegewebe erscheine 6dematds [27]. Bei Ozaki et al. erscheinen die Tumorzellen der
Intermediédrzone in einem tubuldren und siebartigen Muster, wihrend die Leberzellen eine
normale trabekuldre Anordnung aufweisen [49]. Bei allen Zellen finden sich zudem
hyperchromatische Nuklei. Hieran schlieBe sich auBlen eine Zone mit typischer
Koagulationsnekrose und Kernverlust an. Erst zwei Tage nach der Behandlung liee sich eine

Verdnderung innerhalb der jeweiligen Zonen erkennen [49].

In der duBersten, der sogenannten himorrhagischen Zone, zeigen sich in unseren Priparaten am
Tag 1 intakte und deutlich abgrenzbare Zellstrukturen mit vorhandenen Kernen. Die

Anordnungen in typischen Lebersinus sind gut zu erkennen. Am Tag 7 wirkt dieser Bereich eher
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O0dematos und verwaschen. Zellstrukturen sind schlechter abgrenzbar und die Préparate weisen
mehr Risse auf als am Tag 1. Von Gravante et al. werden die Sinusoide als dilatiert und teilweise
apoptotisch beschrieben [27]. Zudem habe hier scheinbar eine teilweise DNA Fragmentierung
stattgefunden, was ein Hinweis auf einen bereits eingetretenen Zelltod sei. Beginnend mit der
Intermedidrzone sei eine erhohte Anzahl apoptotischer Zellen nachweisbar [27]. Bei Ozaki et
al. lassen sich in der duBleren Zone nach 48 Stunden zerfallene neutrophile Granulozyten
abgrenzen. Nach 72 Stunden sei eine Kontraktion der Ablation erkennbar und nach insgesamt
fiinf Tagen lasse sich die groflite Anzahl an Kupffer-Zellen nachweisen [50]. Sieben Tage nach
der Ablation erscheine die duBerste Abgrenzung der Lésion als heller fibroser Rand, der im
Verlauf weiter an Breite zunehme. Zudem seien hier polymorphe Histiozyten sowie
Ablagerungen von Calcium und Himosiderin nachweisbar [50]. Cornelis et al. beschreiben den
Grenzbereich zwischen nekrotischen und vitalen Zellen genauer: Im Vergleich zu anderen
Verfahren weisen die Lisionen nach MWA die schérfsten Grenzen auf. Wahrend sich der
Ubergangsbereich in anderen Verfahren eher diffus darstelle, sei in der MWA ein klar
abgrenzbarer Saum erkennbar [13]. Dieser scheine aus verletzten Zellen zu bestehen, die sich
in der Folge regenerieren. Innerhalb des Ablationsgebietes sei bei nahezu allen Zellen ein
Zelltod nachweisbar, der sich gegeniiber dem vitalen Lebergewebe abgrenzen lasse [13]. Ein
Hinweis auf diese scharfe Grenze findet sich auch in einer Publikation von Bhardwaj et al., in
der die Autoren innerhalb des Ablationsgebietes keinerlei Hinweise auf lebende Zellen erkennen
und der Ubergang zu lebenden Zellen klar abgrenzbar sei. Zudem weise eine Infiltration von

neutrophilen Granulozyten auf eine akute Entziindungsreaktion an dieser Stelle hin [7].

Wir markierten die Zellen mit unterschiedlichen Markern. Hierdurch liefen sich sowohl
Vergleiche zwischen Tag 1 und Tag 7 als auch zwischen den unterschiedlichen Bereichen einer
Ablation durchfithren. Durch die Anwendung verschiedener Fiarbungen konnten wir
differenzierte Aussagen iiber bestimmte Zellaktivitédten treffen. Diese bezogen sich mehrheitlich
auf Bestandteile der Immunantwort. Der Zellmarker CD3 ist ein Hinweis auf die Aktivitdt von
T-Lymphozyten. Am Tag 7 ist im Lésionsbereich eine annidhernd doppelt so hohe Anzahl CD3-
positiver Zellen als am Tag 1 erkennbar. Im normalen Lebergewebe ist die Menge CD3-
positiver Zellen hingegen sehr niedrig. Dies konnte darauf hindeuten, dass durch die Ablation
ein Einstrom der T-Lymphozyten vom Grenzbereich aus in Richtung der Ablation induziert
wird. In einem direkten Vergleich der drei Bereiche liegt sowohl am Tag 1 als auch am Tag 7
die jeweils groflite Anzahl an T-Lymphozyten in der von uns als Grenzbereich bezeichneten

Zone vor (Abbildung 28).
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Uber den Zellmarker CD68 kann das Vorhandensein von Makrophagen nachgewiesen werden.
Es lésst sich im Lésionsbereich am Tag 7 eine erhohte Anzahl an Makrophagen im Vergleich
zu Tag 1 feststellen. Bemerkenswert ist in diesem Zusammenhang, dass es hier bereits nach
einem Tag zu einer deutlichen Zunahme von Makrophagen, verglichen mit dem umliegenden
Lebergewebe, gekommen ist. Im Vergleich ist die Anzahl am Tag 7 sogar nahezu um das
sechsfache erhoht. Zu beiden Zeitpunkten liegt auch hier die jeweils hochste Anzahl im
Grenzbereich vor, was auf einen moglichen Abbau der Nekrose von aullen her hindeuten kénnte
(Abbildung 28). Eine Markierung der Makrophagen iiber den Zellmarker CD68 verdeutlicht die

Definition als Grenzbereich.

Mithilfe des Markers MPO lassen sich Riickschliisse auf das Vorliegen von Granulozyten
ziehen. Auch diese sind im Lésionsbereich am Tag 7 hoher als am Tag 1. Im Grenzbereich
verhélt es sich bei der Darstellung von MPO interessanterweise deutlich anders als bei den
Markern CD3 und CD68. Wiéhrend am Tag 1 eine relativ grole Menge vorliegt, kann am Tag 7
nur eine sehr geringe Anzahl gemessen werden (Abbildung 28). Es hat somit den Anschein, als
wiirden sich die Granulozyten zunédchst im Grenzbereich sammeln, um dann sukzessive in den
Liasionsbereich einzustromen. Zumindest deutet dies auf einen frithen Granulozytenanstieg im
Grenzbereich hin, auf den danach mdglicherweise eine Makrophagen- und T-
Lymphozytenaktivierung im Inneren der Lidsion folgt. Dies konnte auf eine
Entziindungsreaktion hindeuten, die am Tag 7 bereits wieder riicklaufig ist. Yamashiki et al.
beschreiben diese Entziindungsreaktion histologisch als palisadenféormig angeordnete
Riesenzellen zwischen fibrotischem Bindegewebe [80]. Im normalen Lebergewebe sind
hingegen keine groBen Unterschiede zwischen Tag 1 und Tag 7 erkennbar, wodurch dieses
Gewebe nur geringfiigig von der Intervention betroffen zu sein scheint. Der Nachweis groflerer
Mengen MPO-positiver Signale zwischen Ablations- und Lebergewebe lédsst die Definition als

Grenzbereichs mit erhdhter Granulozyten Aktivitdt zu.

Der Zellmarker PCNA weist auf eine vorliegende Zellproliferation hin. In einer
Gegeniiberstellung von Tag 1 und Tag 7 kann am Tag 1 nur bei einem der Versuchstiere ein
positives Signal von PCNA festgestellt werden, wiahrend bei den iibrigen vier Tieren keine
lebende Zelle erkennbar ist. Am Tag 7 hingegen lassen bei sechs der Individuen und somit bei
der Hilfte der untersuchten Tiere Hinweise auf eine vorliegende Zellproliferation finden. Dies
konnte darauf hinweisen, dass nach der Ablation nicht zwingend von einer homogenen
Nekrosezone ausgegangen werden kann und ein Uberleben vereinzelter Zellen moglich ist.

Sowohl im Ablationsbereich, als auch im unbehandelten Lebergewebe lésst sich vereinzelt eine
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Zellproliferation nachweisen, sodass auch ein Uberleben von Tumorzellen nicht ausgeschlossen
werden kann. In anderen Arbeiten wird der Zelltod iiber weitere Marker nachgewiesen. Bei
Yamashiki et al. spricht eine positive Succinyldehydrogenase (SDH)-Reaktion fiir das
Vorhandensein lebender Zellen aufBlerhalb eines fibrotischen Saumes, der damit die
Ablationszone begrenzt [80]. Innerhalb dieses Bereiches kann bei allen Zellen das Fehlen von
Mitochondrienaktivitdt und damit der Zelltod festgestellt werden. Dies betrifft auch die Zellen,

die in der HE-Farbung als lebend interpretiert werden [80].

Einer der wichtigsten Hinweise auf eine erfolgreiche Behandlung ist der fehlende Nachweis der
Na-Ka-ATPase. Das Enzym kann eine intakte Zellaktivitit anzeigen und damit einen Hinweis
auf lebende Zellen darstellen [50]. Gleichbedeutend ist der Nachweis des mitochondrialen
Enzyms Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid (NADH), iiber das lebende von toten Zellen
abgegrenzt werden konnen [9]. Das Enzym ALPase stellt in der Leber ebenfalls einen
geeigneten Marker dar, der in allen physiologischen Leberzellen vorkommt. Ein Fehlen dieser
Enzymaktivitit stelle einen sicheren Hinweis auf den Verlust der Zellfunktion und den damit
verbundenen Zelltod dar [49]. Der immunhistochemische Nachweis des Antigens Ki-67 zeigt
eine sechsfach erhohte Wahrscheinlichkeit einer Langzeitprogression von Tumorzellen
innerhalb der Ablation. Ki-67 ist damit ein Hinweis auf lebende Tumorzellen und ein hilfreicher
Parameter in der Bewertung des Langzeiterfolges einer Ablationsbehandlung [54, 61]. Eine
Caspase-3-Aktivitét ist ebenfalls ein frither Hinweis auf eine eingeleitete Apoptose. Sie ist direkt
nach der Behandlung nachweisbar und erreicht einen Peak nach zwei Stunden. Im Falle eines

Zelltodes kann zudem eine vermehrte Expression von HSP70 nachgewiesen werden [27].

Beim Zelltod handelt es sich um einen dynamischen Prozess zwischen Nekrose und Apoptose,
der sich erst im Verlauf entwickelt und daher kurz nach der Ablation, aufgrund noch
vorhandener Zellkerne, zunédchst zu einer Fehlinterpretation der Histologie verleiten kann [50].
In einer Studie von Ohno et al. lassen die Expansion der du3eren Zone und der dort verstirkte
Nachweis einer Caspase-3-Protease auf eine sich entwickelnde Apoptose schlieBen. Hitze stelle
dabei einen der stirksten Stimuli fiir Apoptose und damit eine Erklérung fiir die zunehmende
Ausdehnung des Bereichs toter Zellen dar [47]. Zusitzlich konne Gravante et al. zufolge eine
durch Ruptur von Kapillaren ausgeloste Ischidmie zum Zelltod in der hd@morrhagischen
AuBenzone fithren [27]. Bisher ist bekannt, dass sich nach einer MWA eine
Koagulationsnekrose mit Entziindung und fibrotischen Umbau des Gewebes entwickelt.
Allerdings behalten Leber und Tumorzellen dabei ihre urspriingliche Morphologie. Die Zellen

scheinen durch diesen Umstand lediglich fixiert, obwohl ihre Zellaktivitdt im Grunde zerstort
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ist [80]. Die Pathophysiologie hinter diesem Phédnomen ist bislang noch unklar, allerdings kann
bei den untersuchten Zellen nicht von einer Zellnekrose im {iblichen Sinne gesprochen werden.
Die ebenfalls stattfindende Apoptose entwickelt sich erst spiter und eher im Randbereich der
Lision. Es handelt sich bei der MWA damit um eine besondere Art der Zellfixierung [49]. Bei
dieser bleiben die Morphologie und das Auslosen einer Immunreaktion erhalten, wéhrend die
Enzymaktivitidt gestoppt wird. Man spricht in diesem Zusammenhang, neben Nekrose und
Apoptose, von einem sogenannten ,,Zelltod der dritten Art* [49]. Bhardwa;j et al. liefern eine
mogliche Erkldarung fiir die zunédchst nur im Randbereich einsetzende Entziindung: Die
Fixierung und die Koagulation von GefiBen verhindere den Autoren zufolge die Ubermittlung
von Zellsignalen, die normalerweise eine Entziindungskaskade auslosen wiirden. Gleichzeitig
werde die lokale Streuung von Zytokinen minimiert, da groflere Gefdlle geschiitzt und diese
somit rasch aus dem Gewebe entfernt wiirden [7]. Zusammenfassend sind die genauen

Mechanismen der Zellzerstorung durch MW A bislang nicht vollstdndig verstanden.

5.6 TUMORREZIDIVE NACH ABLATION

Unsere Behandlungsdauer betrug 60 Sekunden bei einer Temperatur von 80°C. Diese
Einstellungen entsprechen laut den Herstellerangaben einem Ablationsvolumen von ca. 524
mm?. Da das grofite Tumorvolumen in der MRT mit 139 mm? bestimmt wurde, war hierdurch
von einem ausreichenden Sicherheitsabstand zwischen Tumorrand und Grenze der Ablation
auszugehen. In Bezug auf die Rate an Tumorrezidiven nach einer Ablation hat vor allem die
GroBBe des Sicherheitsabstandes eine wichtige Bedeutung [54]. In mehreren Studien konnte
gezeigt werden, dass ein Nachweis von Tumoren in der Biopsie des Randsaumes mit einem
erhohten Risiko fiir Rezidive und einem kiirzeren Gesamtiiberleben assoziiert ist. Ein solcher
Nachweis solle Sotirchos et al. zufolge daher dquivalent zu einer unvollstindigen Resektion
betrachtet und auch behandelt werden. Dies umfasse ggf. erneute Resektionen bzw. Ablationen,
adjuvante Chemotherapie und engmaschige Nachkontrollen [61]. Auch nach Wang et al. stelle
der Sicherheitsabstand einen der Schliisselfaktoren in Bezug auf die lokale Tumorkontrolle dar.
Mit jeder VergroBerung des Mindestabstandes um weitere 5 mm, konne das Risiko einer
erneuten Tumorbildung um 46 % gesenkt werden. Auch die Groe des zu behandelnden Tumors
sei relevant, da mit einer Grof3enzunahme des Tumors um je 5 mm das Risiko einer Neubildung
um jeweils 22 % erhoht sei [78]. Diese Annahme ist eine mogliche Erkldrung fiir die oft

beschriebene Limitierung der MWA fiir Tumoren ab einer bestimmten GroBe. Lisionen mit
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einem Durchmesser grof3er als 5 cm fiihren bei weniger als 30 % der Félle zu einer vollstdndigen
Ablation und sollten fiir lokal ablative Verfahren daher nicht in Betracht gezogen werden [28].
Die besten Behandlungsergebnisse zeigen Ablationen von Tumoren mit einem Durchmesser
zwischen 3 und 5 cm und unter Einhaltung eines Sicherheitsabstandes zwischen 5 und 10 mm
[13, 40]. Einzig bei einer kombinierten Anwendung von MWA mit ergidnzenden
Behandlungsverfahren, konnte mdglicherweise ein geringerer Sicherheitsabstand ausreichend
sein [25]. Nach Vogl et al. konne nur eine im Vergleich zum Tumor deutlich gréere Ablation
als technisch erfolgreich angesehen werden, da ein zu kleiner Randsaum einen grof3en
Risikofaktor darstelle. Durch einen Sicherheitsabstand {iber 5 mm sei gewéhrleistet, dass
Mikrometastasen getroffen werden. Ein Abstand von {iber 10 mm sei hingegen moglicherweise
mit einer erhdhten Komplikationsrate verbunden und solle vermieden werden [74]. Nach
allgemeiner Datenlage wird ein Sicherheitsabstand von mindestens 10 mm empfohlen, um eine
Ablation im Sinne einer RO-Situation zu gewéhrleisten [20, 21, 29, 53, 54, 76]. Die Ergebnisse
aktueller Studien beschreiben einen Sicherheitsabstand von mindestens 5 mm als ein
entscheidendes Kriterium fiir den Ablationserfolg [87]. Maoglicherweise kann die
Ablationsbehandlung selbst zu einer infiltrativen Streuung von malignen Zellen in das
umliegende Leberparenchym fithren. Das sich daraus ergebende Risiko einer mikrovaskuldren
Invasion unterstreicht die Notwendigkeit eines ausreichenden Sicherheitsabstandes [85].
Méndez Romero et al. fanden in diesem Zusammenhang 60 % der Mikrometastasen in einem
Bereich bis 10 mm Entfernung vom makroskopisch sichtbaren Tumorrand. Zudem bestehen
ithrer Ansicht nach Unsicherheiten bei der Einschidtzung der Tumoren bzw. Ablationen mittels
CT oder MRT aufgrund von Geréteeinstellungen sowie Atemartefakten. Diese Unsicherheiten
sollen daher bei der radiologischen Abgrenzung der Tumor Morphologie einkalkuliert werden
[44]. Wang et al. begriinden einen Sicherheitsabstand > 10 mm mit weiteren Argumenten: Ihrer
Meinung nach seien die Reproduzierbarkeit der Techniken und ein entsprechender Vergleich
der bisherigen Studienergebnisse aufgrund der grolen Abweichungen der jeweiligen Methoden
nicht gegeben [78]. Eine Einschitzung der Effektivitit einer Ablation allein mittels Bildgebung
sei zu unsicher und der Behandlungserfolg kénne nur histologisch bestitigt werden. Ein
wesentlicher Fehler vieler Studien liege den Autoren zufolge in der Annahme, dass sich die
Spitze der Ablationsnadel genau im Zentrum des Tumors befinde. Zudem werde eine mogliche
Inkongruenz zwischen Ablations- und Tumor Morphologie nicht beachtet [78]. Von einer
Kongruenz sei vor allem bei der MWA aufgrund der ellipsoiden Ablationsform nicht sicher
auszugehen und die in vielen Studien angewendeten Berechnungen des notwendigen

Sicherheitsabstandes seien daher zu ungenau. Aus diesem Grund empfehlen die Autoren, einen
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Sicherheitsabstand von 10 mm, bezogen auf den grofiten Durchmesser des Tumors, nicht zu

unterschreiten [78].

Bei thermoablativen Behandlungen hidngt der Erfolg der Intervention von verschiedenen
Faktoren wie Tumorgrofie, Lokalisation, Perfusion der Leber, Art der Behandlung sowie den
Geréteeigenschaften ab [53]. Eine TumorgrofBe von iiber 3 cm Durchmesser stellt beispielsweise
bei der RFA in den meisten Studien eine kritische Grenze dar [4, 20, 32, 41]. Nach Van
Duijnhoven et al. gelte eine Beachtung der maximal behandelbaren Tumorgrof3e als wichtigster
Faktor fiir eine effektive Ablation. Die Fehlerrate korreliere direkt mit der GroBe der Lasion und
ein Rezidiv entstehe durch eine Proliferation von Zellen, die aufgrund der Tumorgréf3e durch
die Ablation nicht mit erfasst werden konnten [70]. Die Darstellung lebender Zellen ist
notwendig, um erneutes Tumorwachstum zu erkennen. Zellmarker konnen entscheidende
Hinweise darauf geben, ob die Tumoren erneut abladiert werden sollten oder ob eine adjuvante
Therapie begonnen werden muss, um das Outcome der Patienten zu verbessern [61]. Laut einem
Review komme es nach einer Anwendung von MWA zur Behandlung von HCC nach einem
Jahr in 13,1 % der Fille und nach drei Jahren in 21,1 % der Fille zu einem erneuten
Tumorwachstum. In einer der eingeschlossenen Studien scheinen alle Ldsionen mit einem
Durchmesser von unter 4 cm in der radiologischen Kontrolle zunéchst als erfolgreich behandelt,
entwickeln im Verlaufjedoch in 17,4 % der Fille ein erneutes Tumorwachstum [27]. In anderen
Studien betragen die Rezidivraten bei einem HCC mit einer Gréf3e von 8 cm hingegen nur 5,3
% bis 7,3 %. Bei Lasionen mit einem mittleren Durchmesser von 1,9 cm kénne in 94 %, mit 3,6
cmin 91 % und bei groBen Tumoren mit 6,2 cm Durchmesser in 92 % der Fille eine vollstdndige
Ablation erreicht werden. Eine Ablation mit MWA konne in der Zusammenschau aller Studien
in 93 % der Fille eine vollstindige Tumorablation bei der Behandlung von HCC erméglichen
[27]. In einer Studie zur MWA bei der Behandlung von kolorektalen Lebermetastasen werde
die Effektivitét der Intervention radiologisch zunédchst mit 100 % bewertet. Nach einer mittleren
Dauer von elf Monaten komme es bei 9,6 % der behandelten Metastasen zu Lokalrezidiven.
Dies betreffe somit 26 % der Patienten [32]. Ohno et al. beschreiben interessanterweise sogar
ein erhohtes Tumorwachstum nach MWA. Sie fiihren dies auf eine lokale Erhéhung von
Wachstumsfaktoren sowie die Produktion von Zytokinen bzw. Zytokin-Rezeptoren und eine
erhohte DNA-Synthese in Tumorzellen zuriick. Diese Ergebnisse beziehen sich allerdings auf
die nicht behandelten Bereiche der Leber [48]. Dennoch sind dies wichtige Erkenntnisse und
ggf. Hinweise auf negative Einflussfaktoren von MWA. Insbesondere, wenn eine MWA einen

negativen Effekt auf unbehandelte Bereiche mit resultierender Ausbreitung von Tumorgewebe
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zur Folge haben konnte. Die MW A stellt nach aktuellem Kenntnisstand dennoch eine geeignete
Therapie zur Schonung von umgebenden Lebergewebe, Downstaging im Rahmen einer 2-
Stufen-Therapie oder fiir Patienten mit schlechten Bedingungen fiir eine Resektion dar. Eine

Voraussetzung ist dabei jedoch die regelméBige Kontrolle des Therapieerfolges [66].

5.7 FAZIT

Sowohl MRT als auch Ultraschall sind in der Lage, den Tumor abzubilden. Die Volumina
werden dabei in der MRT grofler eingeschétzt als im Ultraschall. Wie prézise die beiden
diagnostischen Methoden die tatsdchlichen Tumorvolumina darstellen, kann mit unseren
Ergebnissen nicht abschlieBend beurteilt werden. Die postablativen Untersuchungen legen
jedoch nahe, dass bei beiden Methoden eine Uberschitzung modglich ist. Bei der postablativen
Eingrenzung der entstandenen Lision korrelieren die in der MRT gemessenen Volumina mit
denen der Priparate, weisen jedoch wesentlich hohere Werte sowie eine breitere Streuung auf.
Auch im Ultraschall werden die Volumina zwar gro3er eingeschétzt, gegentiber der MRT aber
etwas genauer abgebildet. Die groten Abweichungen lassen sich nach sieben Tagen feststellen.
Hier sind die Werte in der MRT am gré8ten, wiahrend bei den Préparaten zu diesem Zeitpunkt
eher eine Kontraktion erkennbar ist. Unserer Ansicht nach eignet sich die MRT daher nur
eingeschrinkt fiir die Einschdtzung der Ablation und somit auch fiir die Bestimmung des
Sicherheitsabstandes. Die Ultraschalldiagnostik scheint die Verdnderungen im Gewebe genauer
abzubilden, allerdings weisen unsere Ergebnisse auch hier auf Fehleinschdtzungen der
Volumina hin. Unklar bleibt hingegen, ob durch die Bildgebung eine mégliche Verdnderung im
Gewebe erkennbar ist, die anhand der Préparate mit unseren Methoden nicht nachgewiesen

werden kann.

In der mikroskopischen Auswertung der Praparate beider Versuchsgruppen lassen sich jeweils
drei Zonen mit unterschiedlicher Gewebestruktur an beiden Zeitpunkten feststellen. Dabei
finden sich in der ersten Zone am Tag 1 komprimierte Zellen, wiahrend das Gewebe am Tag 7
rissig erscheint. In der zweiten Zone sind am ersten Tag nach der Ablation noch Zellstrukturen
erkennbar, die am Tag 7 wesentlich homogener wirken. In der dritten Zone sind die
Zellstrukturen nach einem Tag klar abgrenzbar, wihrend das Gewebe am siebten Tag eher
verwaschen erscheint. Am Tag 1 ldsst sich zwar eine vermehrte Anzahl an T-Lymphozyten im

Lasionsbereich feststellen, die hochste Anzahl liegt jedoch im Grenzbereich vor. Am Tag 7 ist
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die Anzahl an T-Lymphozyten im Lasionsbereich fast doppelt so hoch, der Grenzbereich weist
aber auch hier den hochsten Wert auf. Bereits nach einem Tag kommt es zu einer deutlichen
Zunahme von Makrophagen innerhalb der Lasion und nach sieben Tagen ist die Anzahl im
Vergleich sogar sechsmal hoher. Auch hier liegt der hochste Wert jeweils im Grenzbereich vor.
Im Gegensatz dazu ist die Anzahl der Granulozyten im Grenzbereich nach einem Tag wesentlich
hoher als nach sieben Tagen. Die Beurteilung einer effektiven Ablation erfordert die
Unterscheidung von nekrotischen und potentiell vitalen Zellen. Die Marker CD3, CD68 und
MPO konnen die Definition eines Grenzbereichs unterstiitzen, ohne jedoch eine exakte

Abgrenzung zuzulassen.

Die vorliegende Arbeit unterliegt mehreren Limitationen. In der 7-Tage-Gruppe kam es zu einer
starken Hypertrophie des Gewebes und die Tumoren nahmen zum Zeitpunkt der Behandlung
fast den gesamten Leberlappen ein. Dadurch erwies sich das Gewebe im Ultraschall als nicht
auswertbar. Viele der histologischen Schnitte waren zudem briichig. Ein weiteres Problem
stellte der Temperatursensor am Schaft der Nadel dar, der sich genau 2,5 cm hinter der Spitze
befindet. Bei einem zu kleinen Leberlappen konnte die Temperatur unter Umstédnden nicht
genau detektiert und somit reguliert werden. Die relativ kleine Leber der Ratte erwies sich
hierfiir als nicht optimal. Als ein weiteres Problem erwies sich die lange Untersuchungsdauer in
Vollnarkose, durch die zwei der Tiere verstarben und daher fiir die Auswertung nur zu Beginn
der Versuchsreihe zur Verfligung standen. Eine weitere Einschrinkung stellt die bei

Tierversuchen iiblicherweise geringe Anzahl an Versuchsobjekten dar.

Trotz dieser Limitationen konnten wir darstellen, dass sowohl MRT als auch Ultraschall fiir die
postinterventionelle Einschétzung der Ablation nur eingeschriankt geeignet sind. Der fiir eine
erfolgreiche Ablation notwendige Sicherheitsabstand ldsst sich hierdurch unter Umstinden nicht
ausreichend beriicksichtigen. Die Markierung von T-Lymphozyten, Granulozyten und
Makrophagen kann das Vorliegen eines Grenzbereichs nachweisen, in dem von teils
nekrotischen und teils vitalen Zellen ausgegangen werden muss. Mithilfe von PCNA lassen sich
im Ablationsbereich am Tag 7 mehr vitale Zellen nachweisen als am Tag 1, sodass vor allem
der Zeitpunkt der postinterventionellen Untersuchung relevant zu sein scheint. Die genaue
Begrenzung der nekrotischen Zellen als Definition eines effektiven Ablationsareales und deren

Korrelat in der Bildgebung sollten in weiteren Studien untersucht werden.
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