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1 Einleitung

1.1 Primartumoren der Lunge

Lungenkarzinome stellen die dritthaufigste Krebsneuerkrankung in
Deutschland dar. Bei Mannern ist Lungenkrebs die am haufigsten zum Tode
fuhrende Krebserkrankung (26 %), bei Frauen steht er bereits an dritter
Stelle (13 %). Wahrend die Inzidenz bei Mannern seit Ende der 1980er Jahre
sinkt (1988-92: 101/100.000; 2008: 60,6/100.000; Hochrechnung fir 2012:
55,9/100.000)", zeigt sich bei Frauen eine seit Jahrzehnten stetig
zunehmende Inzidenz (1988-92: 14/100.000; 2008: 24,3/100.000;
Hochrechnung  fir  2012: 26,8/100.000)", was den veranderten
Rauchgewohnheiten Rechnung tragt [1-3].

Histologisch wird zwischen dem kleinzelligen Lungenkarzinom (small cell
lung cancer, SCLC) und — in Abgrenzung dazu — der Gruppe der nicht-
kleinzelligen  Lungenkarzinome  (non-small cell lung cancer, NSCLC)
unterschieden, in welcher alle anderen von den Epithelien der Bronchien und
der Lunge ausgehenden Karzinome zusammengefasst werden, von denen
die Adenokarzinome, Plattenepithelkarzinome und grof3zellige Karzinome der
Lunge am haufigsten vorkommen. Insgesamt macht das NSCLC etwa 80-
85 % der Lungenkarzinome aus, die Ubrigen 15-20 % entfallen auf das
SCLC [4].

Die Unterscheidung in SCLC und NSCLC ist auch von klinischer Relevanz,

da sich die Therapie dieser Tumoren grundlegend unterscheidet.

* altersstandardisierte Rate nach Europastandard



1.1.1 Therapie kleinzelliger Lungenkarzinome

Das SCLC wird zu 70-80 % der Falle erst in einem fortgeschrittenen
Erkrankungsstadium (extensive disease) diagnostiziert. Aufgrund der zum
Zeitpunkt der Diagnose haufig bereits vorliegenden Metastasierung ist das
SCLC meist inoperabel und hat den Charakter einer Systemerkrankung. Das
Behandlungskonzept besteht dann gemal Leitlinien in einer systemischen
Kombinationschemotherapie. Abhangig vom  Tumorstadium werden
erganzend lokale TherapiemalRnahmen angewandt (e.g.
Mediastinalbestrahlung bei Lymphknotenbefall). Eine prophylaktische
Bestrahlung des Hirnschadels wird fur alle Tumorstadien empfohlen. Trotz
eines zunachst oft guten Ansprechens auf die Chemotherapie ist die
Erkrankung mit einer schlechten Prognose vergesellschaftet, die
Rezidivneigung ist hoch. Die mittlere Uberlebenszeit betrégt bei

Fernmetastasierung trotz Therapie nur 8 - 12 Monate [3].

1.1.2 Therapie nicht-kleinzelliger Lungenkarzinome

Beim NSCLC besteht die Therapie bei kurativer Zielsetzung in einer
chirurgischen Entfernung des Tumors. Voraussetzung hierfur ist, dass die
Erkrankung auf den Thorax begrenzt ist und dass eine Resektion im
Gesunden und unter Wahrung eines ausreichenden Sicherheitsabstandes
erreicht werden kann [3, 5]. Die Therapie besteht in der Resektion des
tumortragenden Lungenlappens (Lobektomie) und der Entfernung
mutmalilich befallener lokoregionarer Lymphknoten. Abhangig von der
Lokalisation und Ausbreitung des Tumors kann auch eine Bilobektomie oder
Pneumektomie erforderlich sein. Stadienabhangig erfolgt eine Kombination
mit einer Chemotherapie (Stadium Il) und ggf. Radiatio (Stadium IllA) oder
eine ausschlielliche Radiochemotherapie bei fortgeschrittenen Stadien
(Stadium llIB - 1V) [3].
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Die Entfernung eines Lungenlappens oder mehrerer Lappen bedeutet
zumeist auch den Verlust funktionellen Lungengewebes. Daher muss
praoperativ festgestellt werden, ob die verbleibenden Lungenanteile diesen
Verlust ausreichend kompensieren kdénnen (ausreichende kardiopulmonale
Reserve). Aufgrund der haufig bestehenden pulmonalen
Begleiterkrankungen wie COPD und Lungenemphysem oder nach
vorangegangenen Lungenresektionen erfullen einige Patienten diese
Voraussetzung nicht. Auch kardiovaskulare Begleiterkrankungen kdénnen die
Operabilitat des Patienten einschranken. Bei ungenugender
kardiopulmonaler Reserve besteht also ggf. unabhangig vom Tumorstadium
eine funktionelle Inoperabilitat [3, 6].

1.2 Minimalinvasive Verfahren zur Tumorablation

Um den zuvor beschriebenen Einschrankungen beziglich der Operabilitat zu
begegnen, wurden und werden Methoden entwickelt, deren Ziel eine lokale
Tumordestruktion unter Schonung des gesunden Gewebes ist. In
Tierversuchen und in Studien an kleinen Patientengruppen wurde versucht,
durch Instillation toxischer Substanzen wie Ethanol oder Chemotherapeutika,
eine Tumorreduktion zu erzielen [7, 8]. Verbreitet sind ebenso Verfahren, die
auf eine lokal begrenzte Gewebezerstorung durch Hitze bzw. Kalte
abzielen [9-16].

1.2.1 Thermoablative Verfahren

Der Terminus Thermoablation umfasst im Allgemeinen Verfahren, die eine
Gewebezerstérung durch thermische Energie, also durch Hitze oder Kalte
bewirken. In der Literatur wird der Begriff haufig fur jene Verfahren
verwendet, denen eine lokale Gewebezerstorung durch Hitze zugrunde liegt,
wahrend die lokale Gewebezerstérung durch Vereisung in Abgrenzung dazu

als Kryoablation bezeichnet wird. Wahrend der Thermoablation durch Hitze
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entsteht ein lokal begrenzter Gewebedefekt, der als Ablationszone oder
Koagulationszone bezeichnet wird [17].

Der naheliegende Begriff Hyperthermie ist bereits anderweitig definiert und
klar von dem der Thermoablation zu unterscheiden: Hyperthermie als
therapeutisches Prinzip besteht in einer Nekroseinduktion durch eine
mehrere Stunden andauernde, moderate Temperaturerhohung auf Uber 42°C
bis ca. 45°C [18].

Bei der Thermoablation wird die Zellzerstérung durch eine Iokale
Temperaturerhéhung auf Uber 50°C, meist jedoch 60-100°C erzielt [19-21].
Diese lokale Temperaturerhohung kann mit unterschiedlichen Methoden
erreicht werden, z.B. durch Mikrowellenablation, Radiofrequenzablation oder
Laserablation, die sich vor allem im physikalischen Prinzip der

Hitzeerzeugung unterscheiden [9-14, 16].

1.2.2 Indikation zur Thermoablation

Die Indikationsstellung zur lokalen Tumorablation ist an einige
Voraussetzungen geknupft, die von Vogl et al. formuliert wurden [22, 23].
Dazu zahlen die chirurgische oder funktionelle Inoperabilitat des Tumors,
Inoperabilitat aufgrund kardiovaskularer Komorbiditdt oder anderer
Systemerkrankungen und fehlende Option einer Radiochemotherapie (z.B.
aufgrund unzureichenden Ansprechens oder Resistenz bzw. nach
Vortherapie) bei zu erwartendem Nutzen durch eine Verringerung der
Tumormasse. In diesem Kontext wird deutlich, dass zumeist der palliative

Ansatz im Vordergrund steht.

1.2.3 Kontraindikationen
Die Thermoablation eines Lungentumors ist nicht indiziert, wenn die o.g.
Voraussetzungen nicht erfullt sind, d.h. wenn eine erfolgversprechendere

Therapieoption zur Verfugung steht oder durch die Thermoablation kein
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Vorteil flur den Patienten zu erwarten ist. Darlber hinaus gelten die Ublichen
(relativen) Kontraindikationen, wie sie auch bei anderen perkutanen
Punktionen, z.B. im Rahmen von Biopsien, gelten. Dabei sind insbesondere
Pathologien der Blutgerinnung zu nennen, die ggf. zuvor behandelt werden

mussen.

1.2.4 Evaluation des Ablationserfolges

Fir alle thermoablativen Methoden gilt, dass im Zielgewebe, d.h. in dem
gesamten zu behandelnden Tumor, eine ausreichend hohe Temperatur
erreicht und aufrechterhalten werden muss, um eine technisch erfolgreiche
Ablation zu erzielen. Um den Tumor unter Schonung des gesunden
Lungengewebes vollstandig zu zerstoren, ist eine genaue Dosierung der
applizierten Energiemenge erforderlich. Die Tumorablation gilt als technisch
erfolgreich, wenn das gesamte Tumorvolumen mit einem ausreichenden
Sicherheitssaum gesunden Gewebes zu allen Seiten (i.d.R. 5-10 mm)
innerhalb der sogenannten Koagulationszone liegt [17].

Der technische Erfolg der Ablation kann auf unterschiedliche Weisen
festgestellt werden.

Eine Methode beruht auf kontrastverstarkter Bildgebung, d.h. CT- oder MRT-
Schnittbildgebung mit intravendser Kontrastmittelgabe. Dabei wird die
Koagulationszone anhand des entstandenen Perfusionsdefektes sichtbar
gemacht. Meist erfolgt die Kontrolle nach Beendigung der Energieapplikation.
Eine Zwischenkontrolle, z.B. nach Freisetzung der halben Energiemenge,
kann helfen, etwaige Komplikationen frihzeitig zu erkennen [12, 13, 24, 25].
Eine andere Mdglichkeit besteht in der Temperaturmessung im MR-
Tomographen, der MR-Thermometrie, wobei nicht der resultierende
Koagulationsdefekt, sondern die Temperaturerhbhung des Gewebes
dargestellt wird. Diese Methode hat den Vorteil, dass die Temperatur im

Zielgebiet auch kontinuierlich, d.h. in Echtzeit, gemessen werden
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kann [26, 27]. Sie setzt jedoch die MRT-Tauglichkeit der zur Ablation
notwendigen Gerate und Materialien voraus.

Bevor eine Methode zum Monitoring des Ablationsprozesses Kklinische
Anwendung finden kann, muss sie zunachst validiert werden. Dazu ist es
erforderlich, das mithilfe der genannten Verfahren (CT, MRT, MR-
Thermometrie) vorausgesagte Ablationsergebnis mit einer feingeweblichen
Untersuchung zu korrelieren, und im gunstigen Falle zu bestatigen.

Eine histopathologische Untersuchung des Ablationsergebnisses nach einer
Tumorablation bei Patienten ist in der Regel nicht moglich, da ja keine
Resektion des betroffenen Organs durchgefuhrt wird und somit kein
histologisches Praparat gewonnen wird. In diesen Fallen ist insbesondere die
Bewertung der Vollstandigkeit der Ablation, d.h. die Beurteilbarkeit der
Tumorrander, eingeschrankt. Eine Tumorablation vor einer medizinisch
indizierten Organresektion ist zwar moglich, erscheint aber unter ethischen
Gesichtspunkten bedenklich.

Ein erheblicher Anteil der in der Literatur verfugbaren Daten Uber die
histopathologischen Veranderungen nach Thermoablation beruht daher auf
Tierversuchen. Thermoablationen der Lunge und kunstlich induzierter
Lungentumoren wurden beispielsweise an Kaninchen und Schweinen
untersucht [28-30]. Allerdings sind diese Ergebnisse aufgrund der
Unterschiede in der Anatomie und der Hitzeverteilung im Gewebe sowie
wegen der geringen Grole der induzierten Tumorknotchen nicht

uneingeschrankt auf den Menschen ubertragbar.

Das isolierte humane Lungenperfusionsmodell (IHLP) von Linder et al.
ermoglicht die Durchfiihrung von Thermoablationen und
Temperaturmessungen an tumortragenden menschlichen Organpraparaten

unter annahernd physiologischen Bedingungen [31-33]. Anders als bei
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Studien an Patienten kdnnen am Praparat invasive Temperaturmessungen in
Echtzeit durchgefuhrt werden. Wahrend der gesamten Prozedur konnen
Organperfusion und Ventilation aufrechterhalten und ihr Einfluss auf die
Ablation untersucht werden [31].

Nach der Tumorablation kann eine histopathologische Begutachtung der
Praparate erfolgen. Im Fruhstadium, Stunden bis Tage nach thermischer
Schadigung, gibt die histologische Standardfarbung mit Hamatoxylin und
Eosin (HE-Farbung) den Umfang der Gewebeschadigung allerdings nicht
exakt wieder, weshalb die Grolie der Ablationszone haufig unterschatzt wird
[34, 35]. Mit histochemischen Markern, mit denen sich auch frihe
Veranderungen nachweisen lassen, kann der Ablationsprozess direkt mit den
resultierenden Gewebeschaden korreliert werden [36]. Hierzu kénnen der
Ausfall essentieller Zellfunktionen einerseits und bestimmte Zellantworten auf

molekularer Ebene andererseits sichtbar gemacht werden:

2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid

Der Redoxfarbstoff 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC) dient als
Vitalfarbstoff zur Unterscheidung zwischen stoffwechselaktiven, d.h. vitalen,
und stoffwechselinaktiven Gewebeanteilen. TTC ist eine wasserlosliche,
farblose Substanz. Erst die enzymatische Reduktion zu 1,3,5-
Triphenylformazan bewirkt einen Farbumschlag, das Reaktionsprodukt hat
eine rotviolette Farbe (Abb. 2). Dieser Prozess findet innerhalb der Zellen
aktiv statt.  Katalysator der Reaktion sind die Dehydrogenasen der
Atmungskette, die in den Membranen der Mitochondrien lokalisiert sind. Da
eukaryotische Zellen ohne die Atmungskette als Energielieferant nicht
existieren konnen, fuhrt ihr Ausfall zum Untergang der Zelle. Gewebeanteile,

die kein TTC umsetzen, kdnnen daher als avital identifiziert werden [36].
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Abb. 1: Reduktion des 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid zu 1,3,5-Triphenylformazan:

Unter Aufnahme zweier Elektronen und eines Protons erfolgt ein Farbumschlag.

Die quartare Ammoniumverbindung aus der Gruppe der Tetrazoliumsalze
wurde bereits 1894 erstmals von Pechmann und Runge dargestellt. Die
Beteiligung von Enzymen an der Umsetzung der Substanz wurde schon
1941 von Kuhn und Jerchel erkannt und 1942 fand TTC in dem von Lakon
entwickelten ,topographischen Verfahren® zur Saatgutprifung praktische
Anwendung. Mattson et al. (1947), Straus et al. (1948) und andere begannen
in der Folgezeit, die Methode an unterschiedlichen tierischen und
menschlichen Geweben zu testen. Diese Studien konnten unter anderem
belegen, dass die Dehydrogenaseaktivitat tierischen Gewebes durch starkes
Erhitzen zum Erliegen kommt [36-39].

Insbesondere auch in der Erforschung zerebraler und myokardialer
Ischamien im Tiermodell wurden gute Ergebnisse erzielt [40-42]. Der
Vergleich der TTC-Methode mit der HE-Farbung respektive der
Elektronenmikroskopie bezuglich der InfarktgroRe in diesen Modellen zeigte
gleichwertige Ergebnisse [40, 42].

Die Reduktion von TTC - und damit die Intensitdt der Farbung - hangt
malfdgeblich von der Anzahl und funktionellen Aktivitat der Mitochondrien des
jeweiligen Gewebes ab [43]. Stoffwechselaktive Gewebe wie Epithelien und
Drisen setzen mehr TTC um als Zellen des Bindegewebes und des

Fettgewebes. Die Reduktionskapazitat ist bei malignen Zellen bisweilen
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erhoht, entspricht jedoch meist der ihres Ursprungsgewebes. Im Gegensatz
zu gesundem Bindegewebe zeigen stromale Anteile von Karzinomen eine
erhdohte Reduktaseaktivitat. Eine Aussage Uber die Dignitat eines Tumors,
wie von Straus et. al. postuliert, lasst sich mit der TTC-Farbung jedoch nicht
treffen [37, 44-47].

Apoptosemarker

Im Rahmen des programmierten Zelltodes entstehen DNA-Fragmente, die
mit der TUNEL-Methode nachweisbar sind [48]. Eine hitzeinduzierte
Apoptose konnte mit dieser Methode dargestellt werden. Allerdings ist die
Beobachtungsdauer im IHLP auf einige Stunden beschrankt und somit zu
kurz fur Vorgange, die analog zu den in-vivo auftretenden Prozessen

Apoptose und Nekrose zu erwarten sind.

Proliferationsmarker

Das Nukleosidanalogon Bromodesoxyuridin (BrDU) wird von proliferierenden
Zellen in die DNA eingebaut und lasst sich dort immunhistochemisch
nachweisen. Im Umkehrschluss weist der Negativhachweis von BrDU auf
eine fehlende DNA-Replikation hin [49, 50].

Ein weiterer Proliferationsmarker ist das Proliferating cell nuclear antigen
(PCNA), ein Protein, das in proliferierenden Zellen in der S-Phase
nachweisbar ist [51]. Bei dysplastischen und malignen Zellen sind PCNA-

Expression und Proliferationsrate gesteigert [52].

Proliferationsmarker eignen sich nur eingeschrankt zum Vitalitatsnachweis,
da nur teilungsaktive Zellen erfasst werden und eine grof3flachige Beurteilung
auch hier aufwandig ist. Bei Gewebe mit zuvor hohen Proliferationsraten

lasst ein Negativhachweis des flr die DNA-Replikation essentiellen Faktors
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zwar vermuten, dass dieser eine Deaktivierung erfahren hat. Umgekehrt
schliet der Nachweis von PCNA eine hitzebedingte Schadigung der Zelle

nicht aus. Vitale Zellen in der Ruhephase werden mit beiden Methoden nicht
erfasst.
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1.3 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Etablierung eines Versuchsmodells, das
durch Korrelation von invasiven Temperaturmessungen mit verbliebenem
vitalem Tumorgewebe eine histopathologische Validierung thermoablativer
Verfahren humaner Lungenkarzinome unter anndhernd physiologischen
Bedingungen erlaubt. Die daraus gewonnen Erkenntnisse sollen als
Grundlage dienen, um ein Modell zur Validierung der Thermoablation unter

MR-Thermometriekontrolle zu entwickeln.
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2 Material und Methoden

2.1 Gewinnung der Praparate

Fir diese Studie wurden tumortragende humane Lungenpraparate
verwendet, die in kurativer Absicht wegen eines NSCLC chirurgisch entfernt
worden waren. Die Resektion der eingesetzten Organe geschah
ausschlieRBlich auf Grundlage der medizinischen Indikation. Die
Operationstechnik wurde durch die Studienteilnahme nicht verandert und die
Operationsdauer nicht verlangert. Alle Patienten wurden am Vortag der
Operation ausfuhrlich Uber die Studie aufgeklart und gaben ihre schriftliche
Einwilligung zur Teilnahme an der Studie. Alle Versuche erfolgten nach
Zustimmung der regionalen Ethikkommission. Die TNM-Klassifikation des
NSCLC fand in ihrer 7. Edition von 2009 Anwendung.

2.1.1 Einschlusskriterien
Patienten beiderlei Geschlechts wurden eingeladen, an der Studie
teilzunehmen, wenn folgende Kriterien erflllt waren:
e Histologisch gesichertes, operables NSCLC,
e solider Tumor mit einem Maximaldurchmesser von 7 cm in der
praoperativen Computertomographie (TNM T2b),
e geplante Lobektomie, Bilobektomie oder Pneumektomie,

¢ \Volljahrigkeit des Patienten.

2.1.2 Ausschlusskriterien
Patienten wurden nicht fur eine Studienteilnahme berlcksichtigt bzw. das
Organresektat wurde nicht verwendet, wenn einer oder mehrere der

folgenden Punkte zutrafen:
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e Unvollstandige Resektion des tumortragenden Lungenlappens
(Segmentresektion, Keilresektion) oder R1- (Schnellschnitt) oder R2-
Resektion des Tumors,

e makroskopisch sichtbare Pleurapenetration durch den Tumor,

e Tumoratelektase oder poststenotische Pneumonie des betroffenen
Organs.

Der Studieneinschluss geschah unabhangig vom Lymphknotenstatus, sofern
dieser keine Kontraindikation zur chirurgischen Therapie darstellte.

17 Patienten erflllten die Einschlusskriterien (5 Frauen und 12 Manner). Das
Durchschnittsalter betrug 65 Jahre (zwischen 51 und 78 Jahre).

Alle 17 Organpraparate wurden unmittelbar nach der operativen Entfernung
aus dem OP-Saal in das Versuchslabor transportiert. Die intraoperativ
gesetzten Gefallligaturen wurden entfernt, um das im Praparat enthaltene
Blut abflieRen zu lassen. AnschlieBend wurden die Praparate Uber die
Arterienstumpfe mit einer Phosphatpufferlosung (9,6 g/l Dulbecco’s PBS,
Sigma Aldrich, Steinheim, und 0,28 g/l CaCI2 in Aqua dest.) gespult, um

einer intravasalen Koagelbildung durch Blutreste vorzubeugen.

2.2 Ubersicht Giber die Versuchsreihen

Im folgenden Abschnitt wird die Einteilung der Versuche in Gruppen erlautert.

Die einzelnen Versuche werden im Anschluss ausfiuhrlich beschrieben.

2.2.1 Perfundierte und ventilierte Praparate
Um annahernd physiologische Bedingungen zu simulieren, wurden 14 von

17 Praparaten im IHLP perfundiert und ventiliert.
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Ablationsgruppe

An 11/14/17" Praparaten wurde wéhrend der Perfusion und Ventilation eine
Laserablation des Tumors vorgenommen und im Anschluss daran eine
Vitalitatsfarbung durchgefiuhrt. Wahrend der Laserablation wurden

kontinuierliche Temperaturmessungen an den Praparaten vorgenommen.

Ventilations- und Perfusionskontrollgruppe

Um auszuschlielRen, dass Perfusion und Ventilation im IHLP allein bereits zu
einem Zelluntergang fuhren, wurden 3/14/17 Praparate ebenfalls perfundiert
und ventiliert, jedoch ohne eine Laserablation durchzufiuihren. AnschlieRend

wurde auch an diesen Praparaten eine Vitalitdtsfarbung durchgefihrt.

2.2.2 Nicht perfundierte und nicht ventilierte Praparate
Als Vergleichsstandard fur die Vitalitatsfarbung dienten 3/17 Praparate, die
nach Erhalt aus dem OP und Offnen der GefaRligaturen ebenfalls mit

Pufferldsung gespult, jedoch nicht an das IHLP angeschlossen wurden:

Nativkontrollgruppe
2/3/17 Praparate wurden ohne weitere Zwischenschritte auf Zellvitalitat

gepruft.

Wasserbadkontrollgruppe

1/3/17 Praparat wurde in einem Wasserbad einer Temperatur von 60°C
ausgesetzt und anschliellend gefarbt, um den Zelltod bei dieser Temperatur
sicherzustellen.

Der \Vitalitatstest wurde an allen Praparaten mit 2,3,5-Triphenyl-

! Anmerkung zu den Zahlenangaben: In der vorliegenden Arbeit werden mehrere Gruppen
und Untergruppen von Praparaten beschrieben. Um die Zuordnung der Teilsummen zu den
Gruppen bei der Nennung besser nachvollziehbar zu machen, wird die Zahl der Praparate in
der Uibergeordneten Gruppe in der Zahlung mit aufgefiihrt. Bsp: 11/14/17 bezeichnet die 11
laserabladierten Exemplare der 14 perfundierten und ventilierten Praparate der insgesamt
17 Praparate, die fir diese Arbeit verwendet wurden.
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tetrazoliumchlorid (TTC) durchgeflihrt. Nach Abschluss jedes Versuchs
wurden die Praparate in Formalin fixiert und fur die weitere histologische

Begutachtung in die Pathologie Uberstellt.

2.3 Das ex vivo perfundierte und ventilierte Lungenmodell

(Isolated human lung perfusion model, IHLP)

2.3.1 Aufbau des IHLP

Das fur diese Studie verwendete Lungenmodell bestand, neben dem Organ,
im Wesentlichen aus drei Komponenten: Einer Perfusionslésung, die das
Blut ersetzt, einem Respirator flr die Ventilation des Organpraparats und

einem Pumpensystem fur die Zirkulation des Perfusats.

2.3.2 Vorbereitung der Praparate

Nachdem die Blutgefalle gedffnet und die Organe gespult wurden, wurden
die Praparate fur den Anschluss an das Lungenmodell vorbereitet.

In die Arterienstimpfe wurden Aortenperfusionskanilen eingeflihrt und mit
einer Tabaksbeutelnaht fixiert. Der ringformige Wulst am Ende der
verwendeten Kanulen verhindert dabei ein Herausrutschen aus dem Gefal}.
Anschlie®end wurden die Kanulen mit Perfusionslosung beflllt, wobei auf
Entliftung geachtet wurde, und angespult. Wenn eine dichte Verbindung von
Kanule und Praparat sichergestellt war, wurde weiter gespult, um noch im
Praparat verbliebenes Blut auszuschwemmen. Die Venenstimpfe wurden
offen belassen.

Der Anschluss der Bronchien erfolgte mit Beatmungstuben, die passend
zugeschnitten und end-zu-end angenaht wurden. Eine schematische

Darstellung der Anschlusse bietet Abb. 2.
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Abb. 2: Konnektion des Praparates an das IHLP: Abhangig von der Anatomie des
Praparates wurden bis zu 3 Aortenperfusionskanilen AK eingenaht. Der Beatmungstubus
BT wurde durch schragen Anschnitt individuell dem Durchmesser des Bronchusstumpfes
angepasst.

Das so vorbereitete Organ wurde in ein Kunststoffbecken innerhalb eines
Wasserbades platziert und Uber Verbindungsschlauche an die Rollerpumpe
einer Herz-Lungenmaschine (Drager UV1, Drager Werke AG, Lubeck)
angeschlossen.

Der Beatmungstubus wurde mit einem Respirator (Engstrom Erica 2,
Engstrom Elektromedizin GmbH, Munchen) verbunden. Der Aufbau des

Modells ist in Abb. 3 schematisch dargestelit.
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Abb. 3: Schema des IHLP: Uber den Respirator R
und die Rollerpumpe P wird das Lungenpraparat L
ventiliert und perfundiert. Vom Auffangbecken AB
gelangt das Perfusat durch den Warmetauscher WT,
wird wieder erwarmt und reperfundiert.

2.3.3 Perfusion

Eine Pufferlésung aus Dulbecco’s phosphatgepufferter Salzlésung (DPBS,
Sigma Aldrich Chemie, Steinheim), Glukose (0,99 g/l) und Calciumchlorid
(2,5 mM) in Aqua dest. wurde jeweils auf einer Heizplatte mit Magnetrihrer
(RCT basic, IKA Labortechnik, Staufen) frisch angesetzt, auf 37°C temperiert
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und mithilfe eines pH-Meters (Accumet basic, Fisher Scientific, Pittsburgh,
USA) mit NaHCO3; auf pH 7,4 eingestellt. Diese Losung wurde uber die
Rollerpumpe kontinuierlich in das Organpraparat infundiert. Uber die
Venenstumpfe trat das Perfusat nach Passage durch das Organ wieder aus
und wurde am Boden des Kunststoffbeckens aufgefangen. Vor der erneuten
Perfusion passierte die Pufferlosung eine Luftfalle, um Blaschenbildung zu
vermeiden, und wurde wieder erwarmt, indem sie durch eine Glaswendel im

Wasserbad geleitet wurde. Das Perfusatvolumen betrug ca. 1500 ml.

2.3.4 Ventilation

Die Ventilation der Praparate erfolgte mit Raumluft und, sofern erforderlich,
mit Zugabe von CO;, bzw. O, bei einer Frequenz von 10 bis 16 Huben pro
Minute. Das Atemhubvolumen lag zwischen 100 ml bei Einzellappen und
500 ml bei Ganzlungenpraparaten. Die Parameter wurden individuell der
PraparatgroRe angepasst. Auf Grundlage regelmaliger Gasanalysen des
Perfusats wurden Atemfrequenz, CO,- und O,-Zufuhr angepasst. ZielgroRen
waren ein pO, zwischen 80 und 120 mmHg und ein pCO, zwischen 35 und
45 mmHg.

2.4 Laserablation

2.4.1 Aufbau des Lasersystems und der Temperaturmessvorrichtung

Fir die Laserablationen wurde ein Nd: YAG-Laser (Neodym: Yttrium-Argon-
Granat-Laser, Trumpf TT YAG 80, Trumpf, Umkirch) der Wellenlange
1064 nm eingesetzt. Die verwendete Laserfaser (Microdome®, Trumpf,
Umkirch) verfigt Uber eine aktive Diffusorspitze von 25 mm Lange und
0,9 mm Dicke. Als Applikator wurde ein miniaturisiertes offenes
Applikatorsystem (Monocath®, Trumpf, Umkirch) eingesetzt. Dieses besteht

aus einem biegsamen, transparenten 5,5-F Teflonschlauch, einem
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Titanmandrin zur Punktion des Tumors und einer Y-Schleuse zur Fixierung
der Faser und zum Anschluss des Kuhlsystems.

Um eine Karbonisation im Gewebe zu verhindern, ist wahrend der
Laserablation eine kontinuierliche Kuhlung der Laserfaser erforderlich. Diese
Kdhlung wurde durch Applikation von 0,9%iger NaCl-Infusionslésung Uber
eine Spritzenpumpe (Perfusor secura, B. Braun, Melsungen) erreicht. Der
KahImittelfluss betrug 80 ml/h.

Fir die Temperaturmessungen wurden mit Stahlkanilen ummantelte NiCr-Ni-
Thermoelemente (Typ K, B+B Thermotechnik, Donaueschingen) verwendet,
die in das Gewebe eingefuhrt wurden. Diese wurden zur
Temperaturaufzeichnung mit einem 4-Kanal Data Logger (309/K204, Conrad
Electronics, Hirschau) verbunden. Die Temperatur jedes einzelnen
Thermoelements wurde wahrend des gesamten Ablationsvorgangs in 15 s-

Schritten aufgezeichnet.

2.4.2 Vorbereitung zur Laserablation

Die Positionierung des Applikators erfolgte unter palpatorischer Kontrolle in
Mandrintechnik. Durch Direktpunktion wurde die Applikatorspitze innerhalb
des Tumors platziert. AnschlieRend wurde der Mandrin entfernt und die
Laserfaser in den Teflonschlauch des Applikators eingebracht.

Parallel zum Laserapplikator wurden bis zu 4 Thermoelemente auf Hohe der
Diffusorspitze im Gewebe platziert. Eine Flihrungsschiene aus Plexiglas mit
parallel verlaufenden Bohrungen im Abstand von 10 mm erlaubte die
Positionierung der Thermoelemente in 10 und 20 mm Entfernung zu beiden
Seiten der Laserfaser. Applikator und Thermoelemente wurden mit
Klemmschrauben fixiert. Abb. 4 zeigt die Anordnung von Applikator und

Thermoelementen.
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25 mm

10 mm|
20 mm

Abb. 4: Der miniaturisierte Microcath® Laserapplikator, bestehend aus einem Y-
Stlck mit Luer-lock-Anschluss fur die interne Kuhlung (b) und einem am distalen
Ende offenen, transparenten Teflonschlauch (c), wurde unter Zuhilfenahme eines
Titanmandrins (nicht mit abgebildet) in Tumormitte platziert. Die Laserfaser (d) wurde
nach Entfernen des Mandrins in den Applikator eingebracht. Die Thermoelemente (f)
wurden mit Hilfe einer Flihrungsschiene (a) zu beiden Seiten des Applikators parallel
zu diesem so tief in das Gewebe eingefiihrt, dass sich ihre Sensorspitzen auf Hohe
der aktiven Zone der Laserfaser (e) befanden. Mit Fixierschrauben (g) wurden die
Komponenten in dieser Position gehalten. Die Kontakte (h) der Thermoelemente
wurden mit dem Datalogger verbunden.
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2.4.3 Durchfuhrung der Laserablation

Ausgehend von einer Initialleistung von 8 W wurde die Leistung des Lasers
innerhalb von 9 Minuten schrittweise auf insgesamt 15 W gesteigert. Die
Energieapplikation wurde ab Erreichen der Zieltemperatur (80°C in 10 mm

Abstand von der Laserfaser) fir 30 Minuten fortgesetzt.
2.5 Versuche

2.5.1 Ablationsgruppe

Die 11/17 Praparate dieser Gruppe waren 9 einzelne Lungenlappen und 2
Pneumektomiepraparate. Bei den darin enthaltenen Tumoren handelte es
sich um 7 Plattenepithelkarzinome und 4 Adenokarzinome. In Tab. 1 sind die
einzelnen Praparate aufgefuhrt. Perfusion, Ventilation und Laserablation
wurden wie beschrieben durchgefuhrt. Dabei wurden durchschnittlich
32,02 kJ £ 10,9 kd Energie appliziert, die Ablation dauerte im Mittel 35,2 min
*+ 11,2 min. Bei allen 11 Praparaten wurde die Temperatur in 10 mm Abstand
von der Laserfaser aufgezeichnet. Bei 5 Versuchen wurden zusatzlich
Thermosonden in 20 mm Abstand zur Laserfaser platziert.

AnschlieRend wurden die Praparate vom IHLP diskonnektiert und mit einer
Autopsieklinge (Brain Autopsy Blade, Feather Safety Razor Co., Ltd., Osaka)
senkrecht zum Verlauf des Laserapplikators und der Thermoelemente
eingeschnitten. Eine ca. 10 mm starke, reprasentative Gewebescheibe aus

der Tumormitte wurde fiir den Vitalitatsnachweis entnommen.

2.5.2 Perfusions- und Ventilationskontrollgruppe

Die 3/17 Praparate dieser Gruppe wurden perfundiert und ventiliert wie
beschrieben. Perfusion und Ventilation wurden bei einer linken Lunge mit
Plattenepithelkarzinom fur 6 Stunden, bei einem rechten Oberlappen mit

Plattenepithelkarzinom fur 2,5 Stunden und bei einem rechten Oberlappen
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mit Adenokarzinom fir 3 Stunden aufrechterhalten. Nach Abkoppeln vom
IHLP wurden die Tumoren palpiert, das Praparat wurde inzidiert und eine ca.
10 mm dicke Gewebescheibe aus der Tumormitte wurde fur den

Vitalitatsnachweis entnommen.

2.5.3 Nativkontrollgruppe

Diese Gruppe enthielt 2/17 Organpraparate, einen rechten Unterlappen mit
einem Plattenepithelkarzinom und einen linken Oberlappen mit einem
Adenokarzinom. Nach Erhalt aus dem OP wurden die Gefalke dieser
Praparate geodffnet um das Blut abflieRen zu lassen und die Praparate
wurden ausgesplilt. Direkt anschlielend wurden die Tumoren palpatorisch
lokalisiert und eine Gewebescheibe fur den Vitalitatsnachweis wurde

enthommen.

2.5.4 Wasserbadkontrolle

Aus einem rechten Oberlappen (1/17) mit einem Plattenepithelkarzinom
wurden nach dem Entfernen verbliebenen Blutes und ohne vorausgehende
Perfusion oder Ventilation 3 Stlicke Lungengewebe entnommen, die jeweils
halbiert wurden. Je eine Halfte wurde fur 20 Minuten auf einem Magnetruhrer
mit thermostatgesteuerter Heizplatte (MR 3001 K, Heidolph Instruments
GmbH & Co. KG, Schwabach) bei 60°C erhitzt. Die korrespondierende
andere Halfte der 3 Proben wurde wahrenddessen in einem Wasserbad bei
37°C in Pufferlosung aufbewahrt. An allen 6 Gewebesticken wurde die

Vitalitatsfarbung durchgefuhrt.
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Versuch Organpréaparat Tumorentitat Stadium | Alter in Jahren | Geschlecht
Ablation 1 OL rechts Adeno-Ca T1b 70 w
Ablation 2 OL links Adeno-Ca T1b 51 M
Ablation 3 UL links Adeno-Ca T1a 68 M
Ablation4 OL links Plattenepithel-Ca T1a 72 W
Ablation 5 OL links Plattenepithel-Ca T1b 67 M
Ablation 6 UL links Plattenepithel-Ca T1a 58 w
Ablation 7 Lunge rechts Plattenepithel-Ca T2a 51 M
Ablation 8 Lunge rechts Plattenepithel-Ca T2a 51 M
Ablation 9 OL links Plattenepithel-Ca T2b 74 M
Ablation 10 UL rechts Adeno-Ca T1b 60 M
Ablation 11 UL links Plattenepithel-Ca T1b 78 M
P/V 1 OL rechts Plattenepithel-Ca T1b 64 W
P/V 2 Lunge links Plattenepithel-Ca T1b 66 M
P/V 3 OL rechts Adeno-Ca T1b 67 M
Nativ 1 UL rechts Plattenepithel-Ca T1b 65 M
Nativ 2 OL links Adeno-Ca T1a 64 M
WK OL rechts Plattenepithel-Ca T1a 69 M

Tab. 1: Ablation = Ablationsgruppe, P/V= Perfusions- und Ventilationsgruppe, Nativ =
Nativkontrollgruppe, WK = Wasserbadkontrolle; OL=0Oberlappen, UL=Unterlappen;
T-Klassifizierung des praoperativen Stagings. Bei Versuch P/V 1 ergab die Histologie pT2.

2.5.5 Vitalitatsfarbung

Zur Darstellung vitaler Gewebebereiche wurde der Vitalitatsfarbstoff TTC
verwendet. In einer stets frisch angesetzten 2%igen TTC-Losung aus
kristalinem TTC (Merck KGaA, Darmstadt) und DPBS bei 37°C wurden
jeweils ca. 10mm starke Gewebescheiben fur 30 Minuten im
Schuttelwasserbad (Julabo SW 20, Julabo GmbH, Seelbach) inkubiert. Der
entstehende Farbumschlag wurde fotografisch dokumentiert (Canon
Powershot, Canon Inc., Tokio, Japan; Dynax 7D, Konica Minolta Holdings

Inc., Marunouchi, Japan). Bei den Praparaten der Ablationsgruppe wurde der
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Rand der Ablationszone registriert, indem die Grenze zwischen nicht
gefarbtem und gefarbtem Gewebe gemessen wurde. Hierzu wurde eine
transparente, kreisformige Messschablone mit 12 vom Mittelpunkt
ausgehenden, in  30°-Schritten  aufgetragenen, millimeterskalierten
Messstrahlen auf das Praparat aufgelegt (Abb. 5). Die Messschablone
wurde dabei Uber dem Punktionskanal des Laserapplikators zentriert und so
ausgerichtet, dass die gegenuberliegenden Messpunkte 0° und 180° auf
einer von den Thermoelementen und dem Laserapplikator gebildeten

gedachten Linie lagen. An den 12 Strahlen wurde der Radius der

Koagulationszone abgelesen.

Abb. 5: Ablation 11. a Bereits vor der Vitalitatsfarbung sind eine weilte Zone (Wz) und eine rote
Zone (Rz) abgrenzbar. b Die blau gepunktete Linie entspricht dem Rand der Koagulationszone.

2.5.6 Statistik

FUr die erhobenen Parameter sind im Text das arithmetische Mittel und die
einfache Standardabweichung angegeben. Die Kurve des durchschnittlichen
Temperaturverlaufs ist ebenfalls mit der Standardabweichung dargestellt. Im
Ablationsflachendiagramm ist der 95 %-Vertrauensbereich dargestellt.

Die Uberprifung der Ablationsergebnisse auf Normalverteilung erfolgte mit

einem Kolmogorow-Smirnow-Test.
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FUr Ablationsergebnisse und Temperaturdaten wurde der Pearson-
Korrelationskoeffizient bestimmt. Der Einfluss der Expositionsdauer auf den
hitzeinduzierten Gewebeschaden wurde mit einem Mediansplit t-Test
untersucht.

FUr die einzelnen Ablationsversuche wurden die erreichte Hochsttemperatur
und die kumulative Expositionszeit fur definierte Temperaturbereiche mit dem
jeweiligen Ablationsergebnis korreliert, wobei die kumulative Expositionszeit
die Gesamtdauer zwischen der Uberschreitung und der Unterschreitung der
Temperaturschwellenwerte 44°C, 50°C, 60°C, 70°C und 80°C bezeichnet.
Die mittleren Hochsttemperaturen aller Ablationsversuche in jeweils 10 mm
und 20 mm Abstand zum Laserapplikator wurden berechnet und mit der
Ablationsflache korreliert.

Die Ergebnisse der Vitalitatsfarbung wurden mit denen der HE-Farbung

verglichen.
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3 Ergebnisse

3.1 Perfundierte und ventilierte Praparate (14/17)

3.1.1 Ablationsgruppe (11/14/17)

Bei allen 11 Versuchen war die Laserablation technisch erfolgreich.

Temperaturentwicklung

In 10 mm Abstand vom Laserapplikator betrug die Maximaltemperatur
durchschnittlich 75,9°C + 12,0°C fur Thermoelement T1 und 75,9°C + 16,9°C
fur Thermoelement T2. Die durchschnittiche Maximaltemperatur beider
Thermoelemente in 10 mm-Position betrug 75,9°C + 14,4°C.

In 20 mm Abstand vom Applikator betrug die mittlere Hochsttemperatur
50,1°C %+ 9,2°C fir Thermoelement T3 und 50,6°C * 21,4°C fir
Thermoelement T4. Die hochste erreichte Temperatur betrug 101,9°C in
10 mm und 82,4°C in 20 mm Abstand vom Laser. Diese Spitzentemperaturen
konnten nur in einem einzigen Fall beobachtet werden.

Uber die gesamte Ablation betrug die durchschnittliche Temperatur 61,2°C *
17,5°C bei T1 und 62,3°C £ 17,7°C bei T2. Der durchschnittliche
Temperaturverlauf aller Ablationsversuche ist in Abb. 6a fir die
Thermoelemente T1 und T2 und in Abb. 6b fur die Thermoelemente T3 und
T4 dargestellt.

Die Zieltemperatur von 80°C in 10 mm Abstand wurde nur in 5/11/17 Fallen
erreicht. 70°C wurden in 9/11/17 Fallen Uberschritten, 60°C in 10/11/17
Fallen erreicht.

Die kumulierte durchschnittliche Zeit Gber den Schwellentemperaturen ist fur

10 mm und 20 mm in Tab. 2 dargestellt.
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Mittlere Zeit Uber oberhalb Schwellentemperatur [min]
Temperatur T1 T2 T3 T4
44°C 35,3+14,7 36,4 + 11,8 215+13,2 229+97
50°C 30,5+ 11,6 32,1+11,2 14,1+£10,9 13,0 + 14,8
60°C 23,6 £ 13,1 26,7 +12,1 26+23 34,5
70°C 16,0 £ 16,2 23,4 +£12,1 30,0
80°C 17,1+ 11,0 15,7 £+ 10,3 10,3

Tab. 2: Die mittlere Dauer, fir die die Schwellentemperaturen an den jeweiligen
Thermoelementen (T1-T4) Ulberschritten wurden, und ihre Standardabweichung. Fir T4
wurden die Schwellenwerte 60°-80° in nur einem Versuch Uberschritten.
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Abb. 6: Der mittlere Temperaturverlauf a T1 und T2 in 10 mm Abstand zum Applikator (N=11)
und b T3 und T4 in 20 mm Abstand zum Applikator (N=5) wahrend der Laserablation. Die
Fehlerindikatoren (senkrechte Linien) geben die Standardabweichung wieder.
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Vitalitatsfarbung
Die Ablationszone der gefarbten Praparate der Ablationsgruppe wurde wie

unter 2.5.5 beschrieben vermessen.

5/11/17 Tumoren zeigten keinerlei TTC-Umsatz und waren von avitalem
Lungengewebe umgeben. Der mittlere grofdte Tumordurchmesser dieser
Praparate (gDTmax) betrug 28 mm + 0,97 mm. Der mittlere kleinste
Durchmesser der Ablationszone (gDCmin) betrug 30,2 mm £ 11,2 mm.

Bei 2/11/17 Praparaten grenzte vitales Lungengewebe unmittelbar an den
Tumor, d.h. ein Sicherheitsabstand fehlte (gDTmax 27,5 mm = 3,5 mm,
gDCmin 23 mm £ 1,4 mm).

4/11/17 Tumoren konnten nicht vollstandig abladiert werden und zeigten
stoffwechselaktive Anteile. Hier betrug eDTmax 32,5 mm * 20,2 mm und
@DCmin 30,5 mm £ 6,5 mm.

Tab. 3 enthalt die durchschnittliche Ablationstiefe der 12 Messstrahlen aller

Laserablationen (N=11) mit Standardabweichung.

Ausrichtung d + SD [mm]
0°/360° 20.5+10.0
30° 182+7.5
60° 176 +6.6
90° 15.7+6.1
120° 16.7+5.8
150° 193+7.2
180° 18.8+7.8
210° 152 +57
240° 172+7.0
270° 16.7+8.7
300° 16.1+6.5
330° 210 +87
Mittelwert 178 £7.3

Tab. 3: Durchschnittiche Tiefe der Koagulationszone d aller 11 Laserablationen mit
Standardabweichung SD, in 30°-Schritten vom Mittelpunkt (Laserapplikator) aus gemessen.
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180°

[/] 95% Vertrauensbereich
Vitales Gewebe

76°C Isotherme
50°C Isotherme

300° 240°

270° Mittlerer Ablationsrand

Abb. 7: Mittlere Ausdehnung der Ablationszone und mittlere Hochsttemperaturen. In den
jenseits des 95 % Vertrauensbereichs gelegenen Arealen (gepunktete Flachen) sind trotz
erreichter Temperaturen von etwa 50°C Vvitale Gewebeanteile zu erwarten. Die
durchschnittliche Temperaturentwicklung war beidseits des Laserapplikators ahnlich, wenn
auch die jeweiligen Hochsttemperaturen nicht zeitgleich erreicht wurden. Die mittlere
Ablationszone weist eine unregelmaiige Kontur auf.

Abb. 7 veranschaulicht die Ausdehnung der durchschnittlichen Ablationszone
in Korrelation zu den erreichten Spitzentemperaturen. Das Diagramm zeigt
die topographische Verteilung der Ablationsrander der 11 abladierten
Tumoren mit dem 95 %-Konfidenzintervall. Die entsprechenden Werte aus
Tab. 3 sind in 30°-Schritten in der jeweiligen Richtung aufgetragen. Die
Flache innerhalb der mittleren Ablationsrander entspricht naherungsweise
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der mittleren Ablationszone. Die mittlere Ablationszone betrug
durchschnittlich 948 mm2.  Die durchschnittliche Ablationstiefe betrug
17,8 mm.

Das Diagramm lasst erkennen, dass die Ablationszone die Flache innerhalb
der 76°C-Isotherme vollstandig umschliel3t, jedoch kleiner ist, als die Flache
innerhalb der 50°C-Isotherme. Ein kleiner Teil der von der 50°-Isotherme
umschlossenen Flache liegt zudem aulRerhalb des 95 %-Konfidenzbereichs.
Der Kolmogorow-Smirnow-Test zeigte keine signifikante Abweichung der
Temperatur- und Ablationsdaten von der Normalverteilung (Tab. 4). Der
Median-split t-Test fur die Hypothese, dass die Ausdehnung der
Ablationszone unabhangig von der Expositionsdauer gegenuber einer
Temperatur >44°C sei, ergab p=0,052.

Tab. 5 enthalt die grof3ten und kleinsten Durchmesser des Tumors und der
Ablationszone jedes Experiments. In 4/11/17 Fallen unterschritt der kleinste
Durchmesser der Ablationszone den groRten Tumordurchmesser.
Die Tabelle enthalt auch den Durchmesser einer ,roten Zone® und einer
innerhalb dieser gelegenen ,weillen Zone“, die in 7/11/17 Praparaten zu
sehen waren. Bei 4/11/17 Praparaten waren diese Zonen nicht abgrenzbar.
Abb. 5 zeigt das Ergebnis der Vitalitatsfarbung an einem Praparat der
Ablationsgruppe. Die unterbrochene Linie in Abb. 5b markiert den

Ablationsrand, der durch die Vitalitatsfarbung sichtbar gemacht wurde.

N=11 do° d 180° T1 max T 2 max
X 20,5 mm 18,8 mm 75,9°C 75,9°C
SD 10,0 mm 7,8 mm 12,0°C 16,9°C
cv 0,391 0,391 0,391 0,391
D 0,201 0,349 0,12 0,097

Tab. 4: Kolmogorow-Smirnow-Test: Standardabweichung SD; kritischer Wert cv fur N = 11,
a = 0,05; maximale Differenz D. In allen Fallen gilt D < cv, die Nullhypothese (d 0°,d 180°,
T1 max, T2 max sind normalverteilt) ist daher nicht abzulehnen.
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Dtmax Dtmin Dcmax Dcmin DCinaxis | Drzmax | Dwzmax
Ablation [mm] [mm] [mm] [mm] [mm] [mm] [mm]
1 30,0 20,0 34,0 22,0 25,0 44,6 34,8
2 25,0 20,0 50,0 40,0 41,0 37,0 26,8
3 20,0 15,0 41,0 31,0 36,0 60,0 42,7
4 20,0 15,0 43,0 29,0 29,0 46,0 44,0
5 25,0 20,0 85,0 42,0 85,0 49,0 38,5
6 15,0 10,0 39,0 27,0 36,0
7 45,0 45,0 28,0 16,0 28,0
8 35,0 30,0 46,0 40,0 44,0 445 34,4
9 60,0 50,0 35,0 26,0 33,0 61,0 45,0
10 25,0 15,0 52,0 22,0 32,0
11 25,0 25,0 56,0 24,0 44,0 43,8 31,6
MW+SD | 29,5+12,9 | 24,1+12,8 | 46,3+15,3 | 29,0+8,5 | 39,4+16,4 | 48,2+8,3 | 37,216,5

Tab. 5: Kleinster und grofter Durchmesser des Tumors Dt und der entsprechenden
Ablationszone Dc. DC in axis entspricht dem Durchmesser der Ablationszone auf der vom
Laserapplikator und den Thermoelementen gebildeten Achse (0° und 180° auf der
Messschablone). Der gré3te Durchmesser der ,roten Zone® ist mit Drmax, der der ,weil3en
Zone“ mit Dwzmax wiedergegeben. Die fettgedruckten Werte heben diejenigen Falle hervor,
bei denen der kleinste Durchmesser der Ablationszone kleiner war, als der groRte
Tumordurchmesser. In diesen Fallen ist eine vollstdndige Tumorablation nicht sichergestellt.

3.1.2 Perfusions- und Ventilationskontrollgruppe (3/14/17)

Bei allen 3/14/17 Praparaten liel3 sich nach Perfusion und Ventilation im IHLP
anhand der Vitalitdtsfarbung vitales Gewebe nachweisen. Ein Praparat farbte
sich homogen an, in einem fand sich eine avitale zentrale Zone und ein
Praparat zeigte vereinzelte kleine Inseln avitalen Gewebes (Abb. 8). Die
Bereiche, die in der Vitalitatsfarbung als avital identifiziert wurden, lief3en sich
bei den Praparaten dieser Gruppe bereits vor der Vitalitatsfarbung durch ihre
leicht gelbliche Farbe vom angrenzenden Gewebe unterscheiden und
konnten in der anschlieBenden histopathologischen Untersuchung (H & E-

Farbung) als Nekroseareale identifiziert werden.
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Abb. 8: Perfusions- und Ventilationskontrollgruppe P/V 3. a Lungengewebe mit einem
Adenokarzinom vor Vitalfarbung. b Dasselbe Praparat nach TTC-Farbung. Vitales Gewebe
nimmt eine rote Farbe an. Perfusion und Ventilation beeintrachtigt die Zellviabilitat nicht.
Nativkontrollgruppe (2/17)

Beide Praparate dieser Gruppe enthielten vitales Gewebe. Das
Adenokarzinom farbte sich homogen an ohne Nachweis nekrotischer Areale.
Das Plattenepithelkarzinom enthielt eine kleine zentrale Nekrose, die
makroskopisch sowohl nativ als auch anhand der Vitalitatsfarbung erkennbar

war und die histologisch bestatigt wurde.

Wasserbadkontrollgruppe (1/17)

Der Teil des Lungengewebes, welcher auf 60°C erhitzt worden war, zeigte
keinerlei Farbumschlag nach der Vitalitatsfarbung, wahrend sich der Teil des
Gewebes, der bei Kdérpertemperatur (37°C) inkubiert worden war, homogen
rot farbte (Abb. 9).
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Abb. 9: Hitzeexponiertes Gewebe
links im Bild zeigt nach 20 Minuten
bei 60°C keine Enzymaktivitdt mehr.
In dem Gewebeanteil, der bei 37°C
inkubiert wurde, farbte sich vitales
Gewebe rot an.

Weitere Beobachtungen

In 7/11/17 Praparaten der Ablationsgruppe fand sich im Bereich der
Ablationszone ein ringférmiges, hamoglobinreiches Band (,red zone®) um
einen zentralen weilllichen Bereich (,white zone®). Die zentrale ,white zone*
malfd durchschnittlich max. 36,4 mm + 6,6 mm, die umgebende ,red zone*
mafl im Mittel max. 46,6 mm + 7,3 mm. Der anhand der Vitalitatsfarbung
bestimmte durchschnittliche Durchmesser der Ablationszone dieser 7
Praparate betrug 38,3 mm = 10 mm und lag damit zwischen ,white zone" und
.,red zone“ (Abb. 10).

Abb. 10: Praparat
nach Laserablation
mit deutlich erkenn-
barem, hyperamem
Band, der ,roten
Zone* (rote Pfeile),
und einer zentralen
helleren L,weillen
Zone* (weilke Sterne).
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4 Diskussion

Ein wichtiges Kriterium fur eine erfolgreiche lokale Tumortherapie ist die
Vollstandigkeit der Entfernung bzw. Zerstérung des Tumors. Residuelles
vitales Tumorgewebe birgt die Gefahr eines Rezidivs und ist ein negativer
prognostischer Faktor. Daher kommt der histopathologischen Beurteilung der
Absetzungsrander nach chirurgischer Tumorresektion ein hoher Stellenwert
zu. Sie hilft festzustellen, ob eine R0-Resektion erzielt werden konnte, d.h.
ob die Resektionsrander tumorfrei sind, oder ob ggf. eine Nachresektion
erforderlich ist [53, 54].

Ein Ziel minimalinvasiver Ablationsverfahren ist, abhangig von der Indikation,
die Vermeidung einer Operation bzw. die Erhaltung von moglichst viel
gesundem Organgewebe. Bei der Ablation wird der Tumor nicht entnommen,
eine histologische Beurteilung der ,Therapierander?, analog zu der
histologischen Begutachtung der chirurgischen Resektionsrander nach
operativer Tumorentfernung, steht als Form der Erfolgskontrolle daher nicht
zur  Verfugung. Das Ablationsergebnis, d.h. der resultierende
Gewebeschaden muss daher anderweitig erfasst werden. Eine Evaluation
des Ablationsergebnisses ex-vivo durch Korrelation des Ablationsprozesses
mit einem histologischen Praparat ist erstrebenswert, um eine maoglichst
exakte Vorhersage uber das zu erwartende Ablationsergebnis generieren zu
kénnen. Erfolgt eine Probenentnahme zur histopathologischen Begutachtung
in  kurzem zeitlichen Abstand zur Thermoablation, korreliert die
Standardfarbung mit H&E nur schlecht mit dem tatsachlichen
Ablationsergebnis [55]. In der frihen Phase nach thermischer Zellschadigung
sind die Veranderungen am Gewebe noch zu diskret, als dass sie sich
lichtmikroskopisch detektieren lieRen. Mithilfe der Raster-

elektronenmikroskopie  kbnnen  ultrastrukturelle  Schaden an den
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Zellorganellen frihzeitig nachgewiesen werden [36]. Allerdings ist die
Methode aufgrund der hohen Kosten und des enormen Aufwandes kaum
brauchbar, um Praparate der notigen GroRe vollstandig zu analysieren.

Ein geeigneterer Ansatz flr die Beurteilung der Gewebevitalitat besteht im
Nachweis funktionsfahiger, essentieller Zellenzyme, deren Fehlen nicht mit
dem Leben einer Zelle vereinbar ist. Der Negativhachweis solcher Enzyme
spiegelt den Zelltod wieder. Der Zusammenhang zwischen einer
Deaktivierung durch Hitze und dem resultierenden Zelltod ist fur
verschiedene Enzyme belegt [18, 56].

Die Vitalfarbung mit TTC wurde an unterschiedlichen Geweben erfolgreich
zum fruhzeitigen Nachweis hitzebedingter und ischamischer Schaden
eingesetzt und korreliert unmittelbar mit den elektronenmikroskopisch
nachweisbaren ultrastrukturellen Defekten [36, 39, 40, 57].

Die Diskrepanz zwischen dem Ergebnis der H & E-Farbung einerseits und
Elektronenmikroskopie respektive Vitalitatsnachweis andererseits ist unter
anderem eine Frage der Zeit. Ultrastrukturelle Defekte entstehen durch
thermisch  bedingte Proteindenaturierung unmittelbar wahrend der
Hitzeexposition [58]. Die nachfolgende Kaskade intrazellularer Prozesse wie
Apoptoseinduktion und Zellnekrose hingegen bendtigt Stunden bis Tage.
Shafirstein et al. beschrieben zudem ein Phanomen der Gewebefixierung
durch Hitze, welches die Zellen in einem Bereich der Ablationszone

lichtmikroskopisch intakt erscheinen lasst [59, 60].

4.1 Temperaturentwicklung wahrend der Laserablation

Die im Rahmen dieser Studie durchgeflhrte invasive Temperaturmessung

ergab bei paralleler Messung in gleichem Abstand beidseits des
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Laserapplikators ahnliche durchschnittliche Spitzentemperaturen. Die
gemessenen mittleren Spitzentemperaturen und die durchschnittlichen
Temperaturen uUber den Ablationsverlauf stimmen mit den Beobachtungen
anderer Arbeitsgruppen Uberein [31, 32]. Intra- und interindividuell waren
jedoch deutliche Abweichungen zu beobachten. Die unterschiedlichen
Temperaturverlaufe lassen sich einerseits durch den Einfluss von Perfusion
und Ventilation erklaren, deren kuhlender Effekt durch Warmeubertragung
und den Abtransport thermischer Energie zustande kommt. Andererseits
spielen Unterschiede in der Warmeleitfahigkeit von solidem und luftgefulltem
Gewebe eine Rolle [31].

Karbonisation um den Laserapplikator herum kann die
Temperaturentwicklung  durch  Verringerung der Eindringtiefe  der
Laserenergie ebenfalls beeinflussen [23]. Bei der vorliegenden Studie trat nur
in einem Fall eine Gewebekarbonisation wegen eines Ausfalls des
Klhlsystems auf.

Die Verwendung einer Phosphatpufferlosung zur Perfusion der
Organpraparate im IHLP anstelle von Blut koénnte die optischen
Eigenschaften des Gewebes beeinflussen, da das im Blut enthaltene
Hamoglobin die Eindringtiefe des Laserlichts herabsetzt und die
Umwandlung der Lichtenergie in thermische Energie begunstigt [21]. Am
Gewebe selbst treten durch den Phosphatpuffer keine relevanten
Veranderungen auf [18, 61].

Die direkte Temperaturmessung mit Thermoelementen am Ex-vivo-Praparat
ist eine praktikable Methode, die jedoch einigen verfahrensimmanenten
Einschrankungen unterworfen ist. Einerseits ist wegen des direkten Kontakts
mit dem Gewebe von einem gewissen Mal} an Hitzeverlust durch Ableitung
uber die Thermoelemente auszugehen. Der Einfluss dieses Effektes ware

desto groRer, je mehr Thermoelemente eingesetzt werden. Eine grofRere
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Anzahl von Thermoelementen konnte daher nicht nur ein detaillierteres Bild
der Temperaturverteilung und Temperaturentwicklung liefern, sondern auch
das Ablationsergebnis verfalschen. Andererseits konnte eine direkte
Wechselwirkung zwischen Laser und Thermoelement zu falsch hohen
Messergebnissen flhren. Dieser Effekt konnte in einem Ex-vivo-Experiment
an Fettgewebe von Schweinen nachgewiesen werden. Der Einfluss dieser
Wechselwirkung nimmt mit zunehmendem Abstand vom Laserapplikator ab.
Manns et al. beschrieben ein Rechenmodell zur Quantifizierung und
Korrektur der Abweichung [62, 63]. Ob diese Beobachtungen auch auf
menschliches Lungengewebe und Tumorgewebe Ubertragen werden kdonnen,
ist nicht erforscht. In einem Abstand von 10 mm vom Applikator kdnnte noch

eine Messabweichung von mehreren Grad Celsius moglich sein.

4.2 Vitalitatsfarbung

Die Vitalitatsfarbung mit dem Farbstoff TTC konnte erfolgreich zur
Unterscheidung vitaler und avitaler Bereiche an Lungentumoren eingesetzt
werden. In den Praparaten beider Kontrollgruppen (Nativkontrollgruppe und
Perfusions-Ventilations-Kontrollgruppe) war vitales Gewebe nachweisbar. In
beiden Gruppen fanden sich mit bloRem Auge und histologisch abgrenzbare
nekrotische Gewebeanteile, die durch die Vitalitatsfarbung als avital
identifiziert werden konnten, sich jedoch auch vor der Farbung durch ihre
gelbliche Farbe demarkierten. Da an den entsprechenden Praparaten keine
Thermoablation vorgenommen worden war und da diese nekrotischen Areale
auch an den nativen Praparaten vorlagen, kann gefolgert werden, dass es
sich um spontane Tumornekrosen handelte, die nicht mit einer thermischen

Schadigung in Zusammenhang stehen. Im direkten Vergleich zwischen
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erhitztem und nicht erhitztem Lungengewebe konnte gezeigt werden, dass
Hitzeexposition zum Verlust der Fahigkeit des Gewebes fuhrt, TTC
enzymatisch umzusetzen.

Bezuglich der Auswertung der Ergebnisse und der verwendeten Terminologie
wurden die von Goldberg et al. vorgeschlagenen Richtlinien fir die
Standardisierung von Studien Uber die Thermoablation berucksichtigt [17].
Obwohl bei der Auswertung der Ablationszone idealerweise deren
Ausdehnung in den drei Ebenen des Raumes erfolgen sollte, beschrankten
wir uns im Rahmen der vorliegenden Studie auf die zweidimensionale
Ausmessung eines Querschnittpraparats aus der Tumormitte. Eine
vollstandige Zerteilung des Praparats, wie sie fur eine dreidimensionale
Auswertung erforderlich gewesen ware, konnte nicht vorgenommen werden,
da dies ansonsten potentiell zu Einschrankungen der Beurteilbarkeit im
Rahmen der pathologischen Begutachtung gefuhrt, und somit zum Nachteil
fur den Patienten und dessen weitere Therapie gereicht hatte. Diese
Einschrankung stellt jedoch vermutlich kein gravierendes Problem dar.
Ng et al. konnten beispielsweise flir die Radiofrequenzablation der Leber
zeigen, dass der grofte axiale Durchmesser des Ablationsvolumens (im
Gegensatz zum groldten transversalen Durchmesser) von der Lange des
Applikators abhangt, nicht aber von der Dauer der Ablation [58]. Die
Vitalitatsfarbung im Anschluss an die Thermoablation zeigte grélere
Ablationszonen als die in der H&E-Farbung erkennbaren
Koagulationszonen. Die tatsachliche durchschnittliche Ablationszone war
sogar grofer, als die Ergebnisse erkennen lassen, da in einzelnen Fallen die
Ablationszone stellenweise Uber den Rand des untersuchten Praparats
hinausreichte und somit nicht messbar war. Der mittlere Radius der
Ablationszone betrug 17,4 mm, wobei die jeweiligen Ablationszonen jedoch

eher unregelmafig konturiert waren.
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Korrelation zwischen Temperaturexposition und Ablationsflache

Der durch erhohte Temperaturen bedingte Zelltod kann naherungsweise als
Funktion von Temperatur und Expositionsdauer mithilfe der Biowarme-
Gleichung und mit der Arrhenius-Analyse mathematisch vorhergesagt
werden [64, 65]. Erwartungsgemal zeigte sich ein Zusammenhang zwischen
Temperaturexposition und der GroRe der Koagulationszone. Eine Signifikanz
konnte jedoch weder fur den Zusammenhang zwischen der erreichten
Spitzentemperatur und der maximalen Tiefe der Koagulationszone (Abstand
Laserfaser — Rand der Koagulationszone), noch flr das Verhaltnis zwischen
Expositionsdauer des Gewebes gegenuber hohen Temperaturen und der
resultierenden Koagulationstiefe nachgewiesen werden. Vermutlich waren
die Expositionszeiten zu grof3, um signifikante Unterschiede erkennen zu
lassen, zumal bei Temperaturen oberhalb von 60°C irreversible Zellschaden
schon nach sehr kurzer Zeit auftreten [19]. Erganzende Experimente mit
kirzeren Expositionszeiten konnten dazu dienen, diesen Zusammenhang zu
quantifizieren. Der Median-split t-Test zeigte, obgleich keine Signifikanz
erreicht wurde, einen klaren Trend in Richtung eines Zusammenhangs
zwischen der Expositionsdauer gegenuber Temperaturen oberhalb von 44°C
und der Koagulationstiefe.

Im Abstand von 20 mm vom Laserapplikator fand sich vitales Gewebe
innerhalb einer Zone, die Uber 20 min Temperaturen von 50°C und mehr
ausgesetzt war. Demnach kann bei groeren Tumoren innerhalb dieses
Radius vitales Resttumorgewebe nicht ausgeschlossen werden.

Ahnliche Ablationsergebnisse erhielten Lee et al. [66] mit vergleichbaren
Temperaturen bei der RF-Ablation an Schweinelungen, einschliel3lich eines
ringférmigen, hyperamischen Bandes in der Peripherie der Ablationszone,
wie wir sie in 7 von 11 Fallen beobachteten. In den meisten Fallen war

wegen des geringen Blutgehalts des Perfusats nur ein schwacher roter Saum
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erkennbar. Dieses Phanomen, in einigen Publikationen als ,red zone*
bezeichnet, tritt fur gewdhnlich bei Thermoablationen in vivo auf. Die
Korrelation mit der Vitalitatsfarbung zeigte kein vitales Gewebe innerhalb des
von der ,red zone“ umschlossenen, als ,white zone“ bezeichneten Areals,
wohingegen die ,red zone® ein inhomogenes Muster vitaler und avitaler
Zellverbande aufwies. Diese Beobachtung steht im Einklang mit den
Ergebnissen anderer Studien. Seror et al. [67] wandten das Prinzip der MR-
Thermometrie wahrend Radiofrequenzablationen an Schweinelebern an und
verglichen die Koagulationszonen am Praparat mit den
Thermometrieergebnissen. Der anhand der  Thermometriekarten
vorausgesagte Ablationsrand entsprach der ,red zone“ im Praparat. Die
Temperaturen, die Lee et al. bei der RF-Ablation an Schweinelungen
erreichten, ahneln den von uns gemessenen Temperaturen. Die Autoren
beschrieben eine inhomogene ,red zone®, die am Praparat unmittelbar nach
der Ablation abgrenzbar war [66]. Ahmed et al. beobachteten die ,red zone"
ebenfalls nach RF Ablation von Lebergewebe im Tierversuch. Bei den nach 2
Tagen geopferten Individuen wies das Lebergewebe im Bereich der ,red
zone“ keine Enzymfunktion mehr auf [68]. Diese Beobachtungen legen nahe,
dass die ,red zone® Zellen enthalt, die einen sublethalen Hitzeschaden

erlitten haben und infolge der Ablation die Apoptose durchlaufen.

Tumorablation im IHLP-Modell

Ein besonderer Vorteil des Ex-vivo-Modells besteht in der Moglichkeit, die
Effektivitat der Thermoablation durch eine histologische Beurteilung der
erreichten Koagulationszone zu validieren. Bei der Anwendung am Patienten
ist eine direkte Temperaturmessung im zu abladierenden Gewebe nur
eingeschrankt madglich, z.B. Uber RF-Elektroden mit integriertem

Temperaturflihler. Dabei kann jedoch nur die Temperatur in der unmittelbaren
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Umgebung der Elektrode erfasst werden. Fir eine vollstandige
Tumorablation muss aber sichergestellt werden, dass das gesamte
Tumorvolumen ausreichend erhitzt wird. Eine umfassende direkte
Temperaturmessung mit einer groReren Anzahl in das Gewebe eingebrachter
Temperaturfuhler ist bei klinischer Anwendung jedoch nicht praktikabel und
wurde eine aulerst invasive MalRnahme darstellen.

Die MR-Thermometrie bietet eine patiententaugliche, nichtinvasive
Alternative zur direkten Temperaturmessung. Im Zusammenhang mit der RF-
Ablation treten jedoch einige Probleme wie Suszeptibilitatsartefakte und
Radiofrequenzinterferenzen bei der Thermoablation auf. Daher wird der
Endpunkt der RF-Ablation meist entweder durch Veranderungen der
Gewebeimpedanz festgelegt oder die Temperaturmessung erfolgt im
Anschluss an die Ablation. Die Laserablation ist dagegen MR-kompatibel.
Echtzeittemperaturmessungen mittels MR-Thermometrie wurden bereits
wahrend der Laserablation in der Leber durchgefuhrt. Fir die MR-
Thermometrie im Thorax ist die Datenlage zum gegenwartigen Zeitpunkt
jedoch dinn. Derzeit wird der technische Ablationserfolg nach
Thermoablationen im Thorax in der klinischen Anwendung anhand einer
kontrastmittelverstarkten CT Uberpruft [12, 13]. Ein nachster Schritt ware die
MR-Thermometrie wahrend Thermoablation im IHLP, was nach Anpassung
des Modells durch MR-taugliche Gerate maéglich ist. Die MR-Thermometrie
erlaubt eine topographische Zuordnung der Temperaturdaten im gesamten
Zielgebiet [67, 69, 70]. Das Polygon, das die durchschnittliche Ablationszone
der Experimente der vorliegenden Studie reprasentiert, ahnelt den
Temperaturkarten, die bei der MR-Thermometrie wahrend der
Thermoablation entstehen. Auch diese zeigen eine irregular geformte Zone

abladierten Gewebes [71].
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde an 11 menschlichen Lungenresektaten mit
nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen unter annahernd physiologischen
Bedingungen im isolierten humanen Lungenperfusionsmodell (IHLP) eine
Laserablation der Tumoren durchgefuhrt. Die Ausdehnung der entstandenen
Ablationszonen wurde mit einer Vitalitatsfarbung (TTC) quantifiziert. Weitere
6 tumortragende Lungenpraparate dienten zur Validierung der Farbemethode
ohne vorherige Thermoablation.

Die Temperaturverlaufe wahrend der Thermoablationen wurden mit
mehreren im Gewebe platzierten Thermoelementen kontinuierlich gemessen.
Die maximal erreichten Temperaturen in 10 mm und 20 mm Abstand zur
Laserfaser sowie die Expositionsdauer oberhalb definierter
Temperaturschwellenwerte wurden mit den Ergebnissen der Vitalitatsfarbung
korreliert. Ein deutlicher Trend zeichnete sich fur den Zusammenhang
zwischen der Expositionsdauer des Gewebes gegenuber Temperaturen

oberhalb 44°C und der Ausdehnung der resultierenden Ablationszone ab.
Das IHLP kann helfen, die Effektivitdt thermoablativer Verfahren zu

validieren. Eine Kombination des Ex-vivo-Modells und der MR-Thermometrie

ware erstrebenswert.
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Abstract

Object Histology is the gold standard for confirming ther-
mally induced necrosis. Generally, however, no specimen
is obtained from thermal ablation therapy for pathologi-
cal examination. The aim of this study was to provide evi-
dence for the relationship between temperatures reached and
resulting tissue coagulation during laser ablation in a near-
physiological ex vivo lung tumor model by combining via-
bility staining and direct temperature measurement.
Materials and methods Inall, 17 human lung specimens with
primary non-small-cell lung cancer (NSCLC) were examined
in this study. Organs were resected with curative intent from
patients of either gender (5 female, 12 male) with an aver-
age age of 65 years (51-78). Here, 11/17 specimens were
subjected to interstitial laser thermal ablation in an ex vivo
lung perfusion and ventilation model after surgery. A con-
trol group of 6/17 specimens was tested for viability without
laser ablation. Tissue temperature was measured invasively
in real-time during the ablation process using thermocou-
ples. Afterwards, representative slices of all 17 specimens
were tested for viability with triphenyltetrazolium chloride
(TTC). Maximum tissue temperature Tmax [°C] measured
at a distance of 10 and 20 mm from the laser tip and time of
temperature exposure were correlated with the diameter of
the induced coagulation as ascertained with viability stain-
ing. CH evaluated the results.
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Results Mean maximum temperature was 75.9°C + 14.4°C
at a distance of 10 mm from the laser tip and 50.3°C +
14.6°C at a distance of 20 mm, respectively. The mean dis-
tance between the coagulation margin and the laser tip was
17.8 mm =+ 7.3 mm.

Conclusion We found that coagulation size correlated posi-
tively with temperature. There was a clear trend towards the
correlation of time over 44°C and ablation depth. Maximum
temperatures did not significantly correlate with coagulation
size. Laser ablation of lung tumors using the IHLP (isolated
human lung perfusion) model represents a possible method
for evaluating ex vivo the interrelationships of temperature,
time of temperature exposure, and resulting coagulation.

Keywords Laser ablation - Induced hyperthermia -
Thermometry - Lung malignancy - Viability staining

Introduction

Although surgery is the treatment of choice for non-small-
cell lung cancer, surgery cannot be performed in some
patients due to concomitant conditions such as COPD and
cardiovascular diseases or preliminary lung resections [1]. To
circumvent this limitation, a number of different approaches
have been devised that use thermal ablation for the local
treatment of lung malignancies, including interstitial laser
ablation, radiofrequency ablation, and microwave ablation
[2-8]. Thermal ablation techniques destroy tissue by locally
elevating the tissue temperature to 50°C and higher, prefera-
bly to 60—100°C, over a short period of time [9]. In this regard
thermal ablation must be distinguished from hyperthermia,
i.e., a temperature increase to 42-45°C, which causes cell
damage if maintained for several hours [10]. All approaches
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have in common that a sufficiently high temperature must be
reached and sustained in the target tissue to ensure effective
thermal ablation. Destroying the tumor entirely while also
sparing the healthy, surrounding lung tissue requires that an
exact dosage of thermal energy be applied.

Generally, there are two basic methods for checking
the technical success of ablative therapies. One option is
contrast-enhanced imaging (CT or MRI), during thermal
ablation or after completion [5,6,11,12]. The other is syn-
chronous temperature monitoring in the target area, e.g.,
using MR thermometry [13, 14].

Regardless of which method is used to monitor thermal
ablation, the method must produce results that are in line
with histological findings before it can be put into clinical
practice. For ethical reasons, histological and gross examina-
tion of thermal ablation-induced tissue alterations cannot be
performed in patients. Thus, experimental models, i.e., ani-
mal models and ex vivo organ models, may make an impor-
tant contribution to validating thermal ablation therapy in the
lung. Thermal ablation of the lung and induced lung tumors
has been studied in animal models, for example in rabbits and
pigs [15—17]. However, the conditions found there likely dif-
fer significantly from those found in human patients—both
in terms of anatomic properties of the lung and size of tumors
being treated, as well as in the heat distribution within the
tissue.

By using the isolated human lung perfusion model
(IHLP) developed by Linder et al., thermal ablations can
be performed and temperature measured invasively under
physiological experimental conditions in human lungs with
naturally existing lung tumors [18-20]. Using thermocou-
ples, invasive real-time temperature measurement is possi-
ble, which cannot be done in patients. Even the influence of
parameters such as ventilation and perfusion on temperature
development can be assessed quantitatively using the THLP
[18].

After the thermal ablation process, the treated tumor can
be histopathologically assessed.

Atearly stages (hours to days) after thermal damage, stan-
dard staining with hematoxylin and eosin (H & E) does not
properly detect thermal damage and the lesion size is often
underestimated [21,22]. In contrast, histological examina-
tion with markers that detect early stage changes allows for a
direct correlation of thermal ablation and the resulting tissue
damage [23].

The goal of the present study was to demonstrate the
feasibility of an ex vivo lung tumor model that combines
thermal ablation with direct temperature measurement and
subsequent viability tests, and thus may offer a means by
which the effectiveness of thermal ablation of lung malig-
nancies can be evaluated. Furthermore, we wanted to pro-
vide a basis for further studies investigating the correlation
of MR thermometry with direct temperature measurement

@ Springer

during thermal ablation in the present ex vivo model, on the
one hand, and with histopathological findings, on the other.

We focused on the correlation of the maximum temper-
atures measured with invasive on-line thermometry and the
area of coagulation identified by means of viability staining.

Materials and methods

In this study 17 human lung specimens were used. All spec-
imens were organs affected with primary NSCLC and had
been surgically removed with curative intent.

Patients of either gender and of consenting age were
invited to participate when preliminary CT imaging showed a
solid primary tumor with a maximum diameter of 7 cm (T2b
in the 7th edition of the TNM classification for lung cancer)
without visible pleural penetration and when the malignancy
had been confirmed histologically. Suspect lymph nodes on
the CT did not comprise an exclusion criterion. Organs were
used when lobes, bilobes, or lungs could be removed entirely.
Organs were excluded when partial resection, such as wedge
resection, was performed or when the tumor was truncated
during surgery. Organs with known post-stenotic pneumonia
or a high grade of atelectasis were excluded as well.

The inclusion criteria were met by 17 patients (5 female
and 12 male) aged 65 years on average (ranging between 51
and 78 years). All patients had given written informed con-
sent to participate at least one day prior to surgery. Study
approval was obtained from the local ethics committee. The
premise for study acceptance was that neither the planned
surgery nor pathologic assessment would be extended or
changed in any way that would put the patient at a disadvan-
tage. Surgery was performed by experienced thoracic sur-
geons in routine clinical settings.

The steps described in the following paragraph apply to
all 17 experiments.

All specimens were transferred to our laboratory directly
after removal, where ligatures were removed from the blood
vessels to drain the blood. The specimens were then rinsed
with phosphate-buffered saline (9.6 g/l Dulbecco’s PBS,
Sigma Aldrich, Steinheim, Germany and 0.28 g/l CaCl,) to
prevent clotting.

The different experiments are summarized briefly in the
following. Each experiment will subsequently be explained
in detail.

Perfusion and ventilation group

Of 17 specimens, 14 were perfused and ventilated in
the IHLP model to approximate physiological conditions.
Then 11/14/17 specimens were subjected to laser ablation
of the tumor during perfusion and ventilation and were
tested for viability afterwards (ablation group). Temperature
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measurement was performed in these 11/14/17 specimens.
The remaining 3/14/17 specimens served as controls to
ensure that perfusion and ventilation alone do not affect tissue
viability. These specimens were tested for viability directly
after the perfusion and ventilation procedure without laser
ablation (perfusion and ventilation control group).

There was no difference between the two groups concern-
ing the way perfusion and ventilation were carried out.

Nonperfusion and nonventilation group

Of the 17 specimens, 3 were neither perfused nor ventilated
in the IHLP. Here, 2/3/17 of these specimens were tested for
viability immediately following the aforementioned steps,
i.e., release and purging of the blood vessels. These spec-
imens served as second-level controls for the viability test
(native control group). Furthermore, 1/3/17 specimen was
heated in a water bath to 60°C and then tested for viability to
ensure cell death at this temperature (heat exposure control).

All 17 specimens were tested for viability using 2,3,5-
triphenyltetrazolium chloride (TTC). After completing the
experiments, all specimens were fixed in formalin and for-
warded to the pathologists for histopathological assessment
in the context of clinical routine.

Perfusion and ventilation in the isolated human lung
perfusion model (IHLP)

After opening the blood vessels and rinsing the organs,
bronchi were connected end-to-end to modified bronchial
tubes and fixed with sutures. Plastic arterial cannulas were
inserted into the arteries and fixed with sutures as well. Veins
remained open. Thus prepared, the specimens were placed in
a plastic basin and connected to a respirator (Engstrom Erica
2, Engstrom Elektromedizin GmbH, Munich, Germany) and
a roller pump of a heart lung machine (Drager UV, Dréger
Werke AG, Lubeck, Germany). Figure 1 shows a schematic
diagram of the IHLP.

Perfusion

The basin containing the lung specimen was positioned in
a water bath at a temperature of 37°C. The basin was filled
with a buffered salt solution, freshly prepared before each
experiment from 9.6 g Dulbecco’s phosphate-buffered saline
(Sigma-Aldrich Chemistry, Steinheim, Germany), 0.991 g
glucose, and 0.367 g calcium chloride per liter of destilled
water. The solution left the basin through a flexible plastic
tube and was propelled by the roller pump. Then it passed
through a spiral glass tube within the water bath to allow
reheating to 37°C before it was infused into the cannulated
arteries of the specimen. The perfusate left the specimens

Fig. 1 Schematic representation of the ex-vivo lung experiment. Res-
pirator R and roller pump P provide ventilation and perfusion, respec-
tively, for the lung preparation L. The perfusate is reheated in the water
bath heat exchanger HE

through the open veins, was drained off into the basin, and
then recirculated.

Ventilation

Room air was used for ventilation. Respiration rate was 10—
16 breaths per minute. Tidal volume was adapted manually
and ranged from about 100 ml in single lobes to 500 ml in
whole lung preparations. Based on frequent blood gas anal-
ysis of the perfusate, CO, and O, were added as necessary.

Ablation group

The 11/17 specimens in the ablation group were 4 left upper
lobes, 3 left lower lobes, 2 right lungs, one right upper lobe,
and one right lower lobe. These organs contained 7 squa-
mous cell carcinomas and 4 adenocarcinomas (one adeno-
carcinoma had previously undergone chemotherapy).
Ablations were performed with an Nd: YAG-Laser sys-
tem (Trumpf TT YAG 80, Trumpf, Umkirch, Germany) with
awavelength of 1,064 nm. A laser fiber with a diameter of 0.9
mm and an active diffusor length of 25 mm (Microdome®,
Trumpf, Umkirch, Germany) and an open 5.5 F miniaturized
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25 mm |

10 mm
20 mm

Fig. 2 The Microcath miniature laser applicator, consisting of a
y-shaped lock with luer connector for the coolant (b) and a distally
open transparent teflon tube (c¢) was placed in the center of the tumor
with a titan mandrin (not depicted). The laser fiber (d) was inserted
into the applicator after the mandrin was removed. Thermocouples (f)
were inserted into the tissue parallel to the applicator using a position-
ing device (a) with their sensor tips on the level of the laser fiber’s
active zone (e). The probes were attached to the positioning device with
locking screws (g). The contacts (h) were connected to a data logger

laser applicator (Monocath®, Trumpf, Umkirch, Germany)
were employed.

After palpating the tumor, a titan mandrin was inserted into
the Teflon® tube of the Monocath® applicator and the appli-
cator was manually positioned centrally inside the tumor.
Up to 4 thermocouples (NiCr-Ni-thermocouples; B+B Ther-
motechnik, Donaueschingen, Germany) encased in 0.9 mm
stainless steel needles were placed on both sides of the appli-
cator. In all of the ablation experiments, thermocouples were
placed at a distance of 10 mm from the laser applicator. In 5
cases, additional thermocouples were placed at a distance of
20 mm from the center. To provide reproducibility, thermo-
couples and laser applicator were inserted using a positioning
device consisting of a plastic bar with parallel holes drilled at
10 mm intervals. Owing to the attachment screws and marks
on both the applicator and the thermocouples, the applicator
and the probes could be positioned at exactly the same depth
inside the tissue. The thermocouples were placed as shown
in Fig. 2.

@ Springer

The mandrin was removed from the applicator and the
laser fiber was inserted. Thermocouples were connected to a
4-channel data logger (309/K204, Conrad Electronics, Hirs-
chau, Germany).

Continuous cooling was provided by administering 0.9%
saline via the applicator to prevent carbonization. An infu-
sion line was attached to the applicator’s coolant connector.
The flow was kept steady at 80 ml/h using a syringe pump
(Perfusor secura, B. Braun, Melsungen).

After these preparations, laser ablation was started. Ini-
tially, energy was applied with a power of 8 W, which was
then gradually increased to 15 W. When the target temper-
ature of 80°C was reached at a distance of 10 mm from the
diffusor tip, energy was applied for another 30 min. The mean
total energy was 32.02 kJ £ 10.9 kJ and the mean ablation
time was 35.2 min & 11.2 min.

Temperature of each thermocouple was recorded digitally
in 15 s intervals during the entire ablation process and after-
wards until the initial temperature was reached. Perfusion and
ventilation were stopped and the specimen was disconnected
from the IHLP. The specimen was incised orthogonally to
the laser applicator and the thermocouples before the probes
were extracted. Then a representative slice of tumor and sur-
rounding lung tissue was removed and tested for viability.

Perfusion and ventilation control group

The 3/17 specimens in this group included one left lung with
a T1b squamous cell carcinoma, which was perfused and
ventilated for 6 h; one right upper lobe with a T1b squamous
cell carcinoma, perfused and ventilated for 2.5 h; and one
right upper lobe with a T1b adenocarcinoma, perfused and
ventilated for 3 h.

After the perfusion and ventilation process was finished,
specimens were disconnected from the IHLP and cannulas
were removed. Tumors were localized manually by palpa-
tion and the specimens were cut open. Representative slices
including the largest diameter of each tumor were removed
and stained for viability according to the protocol described
below.

Native control group

Oneright lower lobe with a T1b squamous cell carcinoma and
a left upper lobe with a Tla adenocarcinoma were not per-
fused and not ventilated nor was laser ablation performed.
Blood was evacuated from these 2/17 specimens and they
were rinsed directly after receipt from the operating room.
Subsequently, tumors were palpated, cut open, and a repre-
sentative slice was removed and tested for viability.
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Fig. 3 Ablation group. a White zone and red zone are distinguishable before viability staining. b The blue dotted line indicates the coagulation

margin

Heat exposure control

To confirm the cell killing effect of heat exposure on tissue,
3 samples of nonperfused, nonventilated lung tissue from a
right upper lobe (1/17) with a Tla squamous cell carcinoma
were cut in half. One half of each tissue slice was heated for
20 min in buffered saline solution at 60°C on a magnetic stir-
rer with a temperature-controlled heating plate (MR 3,001
K, Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach,
Germany). The other half was kept in buffered saline in a
water bath at 37°C at the same time. Viability staining was
applied to both segments of each slice.

Viability staining

Staining with 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride (TTC) was
used as a viability test. TTC is a redox indicator, which can
be used to distinguish between metabolically active and inac-
tive tissues. It is reduced to 1,3,5-triphenyl formazan (TPF)
by essential mitochondrial enzymes of the respiratory chain.
While a TTC solution is almost colorless, TPF has a deep
red color. Viable cells turn red as they reduce the substance.
In contrast, nonviable tissue retains its original color.

A 2% solution of TTC was freshly prepared from crystal-
line TTC (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) and DPBS
every day. In all experiments approximately 10-mm-thick
tissue slices were incubated in the TTC solution at a temper-
ature of 37°C for 30 min.

In the ablation group the radius of the nonviable zone
around the laser fiber was then determined using a transpar-
ent overlay scale (Fig. 3b). The scale was aligned to the axis,
as defined by the applicator and thermocouples, with its cen-
ter placed on the applicator’s puncture channel. The radius
of the nonviable zone was measured from the center in 30°
angles according to the scale’s 12 rays, as seen in Fig. 3b.

Tumor size and distribution as well as thermal damage
after laser ablation were documented for further evaluation.

Statistics

Descriptive statistics are given as an arithmetic mean and
standard deviation in the text. In the figures, the standard devi-
ation is shown for temperature courses and the 95% confi-
dence interval is shown in the graph of the coagulation results.

Coagulation results were tested for normal distribution
with a Kolmogorov—Smirnov test. Pearson’s correlation
coefficient was determined for the coagulation findings and
the corresponding temperature data. A median-split 7-test
was used to examine the time dependency of temperature-
related tissue damage.

Maximum temperatures and the average time of temper-
ature exposure (i.e., the period of time between exceed-
ing and dropping below defined threshold temperatures
44°C, 50°C, 60°C, 70°C and 80°C) for each experiment
were correlated with the corresponding coagulation results.
The respective average maximum temperatures of all exper-
iments were calculated for distances of 10 and 20 mm from
the laser applicator. The temperatures were correlated with
the size of the coagulation zone.

The results of viability staining were compared with the
findings from standard histology with H & E.

Results

Perfusion and ventilation group (14/17)

Ablation group (11/14/17)

Laser ablation was technically successful in all 11 specimens.
Temperature measurement

Mean maximum temperature measured at a distance of 10

mm from the laser applicator was 75.9°C £ 12.0°C for
thermocouple 7'1 and 75.9°C £ 16.9°C for thermocouple

@ Springer

@ Journal: 10334 MS: 0261 [ ] TYPESET []DISK [JLE []CP Disp.:2011/5/26 Pages: 11 Layout: Large

322

323

324

325

326

327

328

329

330

331

332

333

334

335

336

337

338

339

340

341

342

343

344

345

346

347

348

349

350

351



Author Proof

352

353

354

355

356

357

358

359

360

361

362

363

364

365

366

367

368

369

370

371

372

Magn Reson Mater Phy

a 100

90

80

70

60

T[°C]

50

40 M
30

0:00 0:03 0:06 0:09 0:12 0:15 0:18 0:21 0:24 0:27 0:30 0:33 0:36 0:39 0:42 0:45 0:48 0:51
t [h:mm]

b 100

90

70 A

60 -

T[°C]

50

40 Ml

oo W0 b

——
—

20 L s e e e L B s B s e e L e e e e e e L e e e e e e e L

0:00 0:03 0:06 0:09 0:12 0:15 0:18 0:21

0:24 0:27 0:30 0:33 0:36 0:39 0:42 0:45

t [h:mm]

Fig. 4 a Temperature course 7’1 and T'2. Average temperature course
during laser ablation (N = 11) at a distance of 10 mm from the applica-
tor. The errorindicators (vertical lines) represent the standard deviation.

T?2. Mean maximum temperature for both 7'1 and 72 was
75.9°C £ 14.4°C.

Mean maximum temperature measured at a distance of 20
mm from the laser was 50.1°C £ 9.2°C for thermocouple
T3 and 50.6°C £ 21.4°C for thermocouple T4 (the arrange-
ment of the thermocouples is shown in Fig. 2). The maximum
temperature measured at a distance of 10 mm was 101.9°C
and 82.4°C at a distance of 20 mm, each reached in a single
specimen. Mean temperature during the entire ablation pro-
cess was 61.5°C £ 17.5°C for T'1 and 62.3°C £ 17.7°C for
T?2. The temperature course for all ablation experiments for
T'1 and T2 is shown in Fig. 4a and for 73 and T4 in Fig. 4b,
respectively.

The target temperature of 80°C at a distance of 10 mm
was reached in 5/11 experiments. In 9/11 specimens 70°C
was exceeded and 60°C was reached in 10/11.

Table 1 shows the average time above certain temperature
thresholds in 10 and 20 mm.

Viability staining

The stained specimens were evaluated as described above. In
5/11 specimens the ablated tumors showed no TTC conver-

@ Springer

b Temperature course 73 and 7'4. Average temperature course at 20 mm
from the laser applicator during ablation (N = 5). Standard deviation
is indicated by vertical lines

Table 1

Mean time above threshold temperature [min]

T1 T2 T3 T4
44°C 353+ 14.7 364+ 11.8 215+ 132 229497
50°C 305+ 11.6 32.1+£11.2 14.1£10.9 13+ 14.8
60°C 23.6 £ 13.1 26.7+ 12.1 26+23 34.5
70°C 16 +16.2 233+ 12.1 30.0
80°C 17.1 £ 11 15.7+£10.3 10.3

sion at all. These tumors were categorized as nonviable. Max-
imum tumor diameter (DTmax) was approximately 28 mm =+
0.97 mm. Mean minimal coagulation diameter (DCmin) was
30.2 mm =+ 11.2 mm.

In 2/11 specimens viable lung tissue was found in the
immediate vicinity of the tumor with no surrounding safety
margin (mean DTmax 27.5 mm % 3.5 mm, mean DCmin
23 mm =+ 1.4 mm).

In 4/11 specimens, tumors could not be completely
ablated (mean DTmax 32.5 mm =+ 20.2 mm, mean DCmin
30.5 mm + 6.5 mm).
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330° 210°

95% confidence interval

vital tissue

a0 | 20 T6"C isotherm

p— ——— S0°C isotherm

mean ablation margin

Fig. 5 Mean coagulation zone and mean maximum temperatures. The
tissue outside the 95% confidence interval is likely to remain vital
despite the temperatures around 50°C. Mean temperature development
on both sides of the applicator was similar, although peak temperatures
were reached asynchronously. The mean coagulation zone is irregular
in shape

Table 2

Orientation d £ SD [mm]
0°/360° 20.5+10.0
30° 182+7.5
60° 17.6 £ 6.6
90° 15.7+6.1
120° 16.7£5.8
150° 193+7.2
180° 18.8£7.8
210° 152+£5.7
240° 17.2+£7.0
270° 16.7 £8.7
300° 16.1 £6.5
330° 21.0+£8.7
Mean 17.8+£7.3

The average depth of the coagulation is shown in Table 1
with mean values (N = 11) of each of the 12 rays on the
measuring scale and standard deviation.

Figure 5 illustrates the mean size of the ablated area in cor-
relation with the achieved peak temperatures. The diagram
shows the topographic distribution of the ablation margins
in the 11 ablated tumors and the 95% confidence interval.
The corresponding values from Table 2 were applied in their
respective orientation in 30° steps.

The area enclosed by the graph approximates the area
of ablated tissue. An average area of 948 mm?” was ablated.
The mean radius of the coagulation zone was 17.8 mm. The

Table 3

N=11 D0° D180° T1 max T2 max
X 20.5 mm 18.8 mm 75.9°C 75.9°C
SD 10.0 mm 7.8 mm 12.0°C 16.9°C
cv 0.391 0.391 0.391 0.391
D 0.201 0.349 0.12 0.097

diagram shows that the ablated area is larger than the area
enclosed by the 76°C isotherm but smaller than the area
enclosed by the 50°C isotherm. An area outside of the 95%
confidence interval is enclosed by the outer isotherm.

The Kolmogorov—Smirnov test did not show a significant
deviation of the temperature and coagulation data from nor-
mal distribution (Table 3). The median-split ¢-test showed
p = 0.052 for the hypothesis that the coagulation size is
independent of the length of time of exposure to tempera-
tures above 44°C.

Table 4 shows the largest and smallest diameters of the
tumor and the coagulation zone in each experiment. In 4/11
cases the smallest diameter of the coagulation zone is smaller
than the largest diameter of the tumor.

Table 4 also shows the diameters of the ‘red zone’ sur-
rounding a central ‘white zone’ which was found in 7/11
specimens. In 4/11 specimens no such zones could be
defined.

Figure 3 shows the result of one staining procedure from
the ablation group. The dotted line in Fig. 3b indicates the
coagulation margin as revealed by viability staining.

Perfusion control group (3/14/17)

All 3/14/17 specimens stained positively for viable cells after
perfusion and ventilation. One preparation stained homoge-
neously, one showed a central area of nonviable tissue, and
one had scattered small spots of nonviable tissue. The areas
that stained as nonviable in this series could be distinguished
from the surrounding tissue even before staining by their
slightly different, more yellowish color, and they matched
the necrotic areas subsequently found on H & E staining
(Fig. 6a, b).

Native control group (2/17)

Both specimens stained positively for viable cells. The ade-
nocarcinoma took on a homogeneous red color without
necrotic areas. The squamous cell carcinoma showed a small
area of central necrosis both macroscopically and in terms
of viability staining. This finding was confirmed by histopa-
thology.
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Table 4
Dtmax Dtmin Dc max Dc min DCinaxis Drzmax Dwzmax
[mm] [mm] [mm] [mm] [mm] [mm] [mm]
1 30.0 20.0 34.0 22.0 25.0 44.6 34.8
2 25.0 20.0 50.0 40.0 41.0 37.0 26.8
3 20.0 15.0 41.0 31.0 36.0 60.0 42.7
4 20.0 15.0 43.0 29.0 29.0 46.0 44.0
5 25.0 20.0 85.0 42.0 85.0 49.0 38.5
6 15.0 10.0 39.0 27.0 36.0
7 45.0 45.0 28.0 16.0 28.0
8 35.0 30.0 46.0 40.0 44.0 44.5 34.4
9 60.0 50.0 35.0 26.0 33.0 61.0 45.0
10 25.0 15.0 52.0 22.0 32.0
11 25.0 25.0 56.0 24.0 44.0 43.8 31.6

Mean+SD 29.5+£129 241+£12.8 463+£153 29.0+85 3944164 482+83 372+£6.5

Fig. 6 Perfusion and ventilation control. a Slice of lung tissue with an adenocarcinoma before staining. b The same specimen after TTC staining.
Viable tissue turned red. Perfusion and ventilation alone did not compromise cell viability

Heat exposure control (1/17)

The portion of lung tissue that was heated to 60° showed
no change in color after TTC staining. The portion that was
kept at body temperature (37°C) showed a homogeneous,
deep red color after TTC staining (Fig. 7).

Additional findings

A hyperemic band around the ablation area was observed in
7/11/14 specimens of the ablation group. The central ‘white
zone’ was 36.4 mm £ 6.6 mm in diameter. The surrounding
‘red zone’ measured 46.6 mm =+ 7.3 mm. Mean maximum
diameter of the coagulation zone defined by TTC in these 7
experiments was 38.3 mm =£ 10 mm, ranging between ‘white
zone’ and ‘red zone’.

Discussion
One important criterion for successful tumor removal is com-

pleteness. Residual, viable tumor tissue negatively influences
prognosis. Pathological assessment following surgery helps

@ Springer

Fig. 7 Hyperthermiacontrol. The lung tissue on the left shows no enzy-
matic activity after being heated to 60°C. The tissue kept at 37°C stained
positive for vital tissue

determine whether the resection was RO, i.e., whether resec-
tion margins are free of tumor cells [24,25].
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In the context of minimally invasive thermal tumor abla-
tion, this kind of efficiency control is usually not available
because the object here is to avoid surgery and/or to spare
healthy tissue. Therefore, ex vivo evaluation of the resulting
tissue damage is preferable. Shortly after ablation, standard
staining with H & E does not properly reflect the extent of
tissue damage caused by thermal ablation [26]. Especially in
early stages after cell injury, alterations are too discrete to be
detected by light microscopy. Transmission electron micros-
copy is feasible for detecting ultrastructural changes [23].
However, this method is laborious and expensive and thus
hardly suitable for analyzing specimens of the required size.
A more convenient approach for visualizing the estimated
necrosis size is to test the function of essential cell enzymes.
A correlation between hyperthermal enzyme damage and cell
killing is known for several enzymes [27,28]. Viability stain-
ing with TTC has been successfully used in different tis-
sues to detect early changes after heat-related and ischemic
damage and is known to be directly related to ultrastruc-
tural defects that are visible by electron microscopy [23,29—
31]. The mismatch between H & E and EM/viability staining
is, among others, a matter of time. Ultrastructural damage
occurs instantly. Subsequent processes such as induction of
apoptosis and necrosis, in contrast, require several hours or
even days to develop. Shafirstein et al. have described a phe-
nomenon of tissue fixation by heat which renders cells to
appear to be intact on light microscopy [32,33].

Temperature development during laser ablation

The results of invasive temperature measurement in our
study showed similar mean peak temperatures in parallel
measurements. Mean peak temperatures and mean tempera-
tures during the entire ablation process were consistent with
the findings of other groups [18,19]. However, the intra-
and interindividual deviation was distinct. This fact can be
explained by a cooling effect due to perfusion and ventila-
tion, on the one hand, and differences in thermal conductivity
between solid and air-filled tissue, on the other [18]. Carbon-
ization may also decrease the penetration depth of the laser
energy [34]. We observed carbonization in one sample only.
The use of a phosphate-buffered saline as a perfusate instead
of blood in the IHLP model could alter the optical properties
of the tissue inasmuch as hemoglobin absorbs laser light,
which lowers the penetration depth of the laser light and
enhances the conversion of light energy to thermal energy
[10]. The tissue itself is not altered remarkably by the phos-
phate buffer [27,35].

Direct temperature measurement with thermocouples is a
feasible method, but has some limitations. On the one hand, a
certain degree of heat dissipation through the thermocouples
must be assumed. The use of a larger number of thermocou-
ples could provide more detailed information on temperature

development but could also distort the ablation result. On the
other hand, a direct interaction between laser light and ther-
mocouples could produce aberrant, high measurements, as
shown in a porcine fatty tissue ex vivo model. This influ-
ence decreases with increasing distance from the applicator
[36,37]. Whether these findings can be applied to human lung
cancer is yet to be investigated. At a distance of 10 mm there
might still be an error of several degrees.

Viability staining and coagulation findings

Viability staining with TTC can be applied to lung tumors.
Both control groups (native and perfusion & ventilation con-
trol) showed viable tissue. In both groups necrotic areas were
detected macroscopically and histologically in several speci-
mens, which stained nonviable tissue but could be recognized
even before staining by their yellowish color. Since no ther-
mal ablation was performed in these specimens and since
necrosis occurred in the native control, too, the changes can-
not be related to thermal damage and must be interpreted
as spontaneous necrosis. A direct comparison of heated and
nonheated lung tissue confirmed the effect of heat on the
tissue’s ability to metabolize TTC.

We followed the proposal of Goldberg et al. [38] for the
standardization of studies on thermal ablation. Although a
three-dimensional evaluation is preferable, we measured the
ablation zone as a two-dimensional section through the cen-
ter of the tumor in our study. Complete dissection of the
tumors—a prerequisite for 3D evaluation—was not accept-
able for our ex vivo study, as this would have hindered proper
pathological assessment on which the patient’s further ther-
apy depended. This limitation must not be considered too
serious, however. Ng et al. [39], for example, demonstrated
that for RF ablation of the liver, the overall axial diameter of
the ablation zone is dependent on the applicator length, but
independent of the duration of ablation.

Viability staining following thermal ablation identified
coagulation zones that were larger than the coagulation seen
in H&E staining. The actual mean coagulation zone was even
larger than the results lead one to assume because, in some
cases, single sectors of the specimen were completely coag-
ulated all the way to the edge. Mean radius of the coagulation
zone was 17.4 mm, but the coagulation zones were not all
circular in shape.

Correlation of temperature exposure and coagulation size

Cell death induced by elevated temperatures can be predicted
with mathematical models as a function of temperature and
exposure time using the bio-heat equation or Arrhenius anal-
ysis [40,41]. As expected, we found a relationship between
temperature and the size of the coagulation zone. However,
the correlation of peak temperatures and coagulation depth
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was not significant, nor was the comparison of the time of
exposure to high temperatures with the coagulation depth.
Supposedly the time of heat exposure was too long to show
significant differences, given the fact that temperatures above
60°C cause irreversible cell damage almost immediately
[9]. Supplementary experiments with shorter exposure times
could help to quantify this relationship. The median-split
t-test, although not fully significant, showed a clear trend
towards a relationship between time of exposure to temper-
atures higher than 44°C and coagulation size.

At a distance of 20 mm from the applicator, we found via-
ble tissue in a zone heated to 50°C and higher for more than
20 min. According to this finding, residual tumor tissue in
larger tumors cannot be excluded inside the 20 mm radius.

Lee et al. [42] produced similar ablation results in pig
lungs at temperatures comparable to ours with an RF device,
including a variable hyperemic band found in the periphery
of the ablation zone in 7/11 cases. In most cases, only a light
red rim could be seen, due to the low content of blood in the
perfusate.

This alteration, referred to as the ‘red zone’ in several
publications, can usually only be observed after interstitial
thermal ablation in vivo. We found that the area enclosed by
the ‘red zone’, referred to as ‘white zone’, does not contain
viable cells. The ‘red zone’ itself showed an inhomogeneous
pattern with viable and nonviable areas. This finding is in line
with the results of other studies. Seror et al. [43] correlated
RF ablations in pig liver with MR thermometry and found
the estimated ablation margin in the ‘red zone’. RF ablation
in pig lungs at temperatures comparable to ours produced an
inhomogeneously viable ‘red zone,” which appeared directly
after ablation [42]. Two days after thermal ablation in pig
liver, no enzyme activity was observed in the ‘red zone’ [44].
This suggests that the ‘red zone’ contains cells with sublethal
heat damage that may undergo apoptosis following ablation.

Tumor ablation in the IHLP model

The main advantage of the ex vivo model is the possibility
of performing histological analysis of the coagulation due
to thermal ablation and thereby validating the effectiveness
of thermal ablation. In patients, direct temperature measure-
ment is at best possible to only a limited extent by using RF
electrodes that have built-in sensors. Even with these devices,
however, temperature can be measured only in the immediate
vicinity of the electrode. For complete ablation, it is crucial
to ensure adequate heating of the whole tumor, including its
periphery.

Comprehensively and directly measuring temperature
with multiple sensors inserted into the tissue is not really
feasible in patients, as it would constitute a very invasive
procedure.

@ Springer

A noninvasive alternative to direct temperature mea-
surement is provided by MR thermometry, which can be
performed in patients. Several complicating issues are associ-
ated with RF ablation in combination with MR thermometry,
including susceptibility artifacts and RF interference during
ablation, however. Therefore, the endpoint for RF is usually
determined by changes in tissue impedance, or temperature
measurement is performed postinterventionally. Laser abla-
tion, in contrast, is compatible with MR. Indeed, on-line MR
monitoring of laser ablation has been shown to be possible
in the liver, but for thermometry of the thorax the currently
available data are poor. In the present clinical situation the
effectiveness of ablative therapies in the chest is thus eval-
uated by injecting contrast medium to visualize local tis-
sue perfusion in a CT scanner [5,6]. The next step would
therefore be to combine the IHLP with MR thermometry,
which is possible with some specific modifications, i.e., with
an MR-compliant respirator and perfusion pump. With MR
thermometry the acquired temperature data can be directly,
topographically mapped to the whole target area [43,45,46].
The polygon representing the mean zone of coagulation of
our experiments resembles the thermal maps acquired from
MR thermometry during thermal ablation, which also show
a region of damaged tissue that is irregular in shape [47].

Conclusion

Tumor ablation in the THLP, despite some issues that remain
to be resolved, can help to provide evidence for the efficacy
of thermal ablation procedures. A combination of the ex vivo
lung perfusion model and MR thermometry would be favor-
able.
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