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1 Einleitung und Fragestellung

1.1 Das Pleuramesotheliom

Das maligne Mesotheliom ist ein Tumor, der von den auskleidenden H&uten des
gesamten Innenraumes des Thorax ausgeht. Dazu gehodren die parietale und die
viszerale Pleura. Hierbei sind die mesothelialen und submesothelialen Zellen die
Ausgangszellen des malignen Tumors. Die Pleura stellt in tber 80 Prozent den Ursprung
der Mesotheliome dar [1]. Charakteristisch fur diesen malignen Tumor ist das
oberflachliche Wachstum. Diese Art von Tumoren stellt die Medizin nach wie vor vor
grof3e Herausforderungen [2].

1.1.1 Atiologie

Die Asbestexposition ist klar assoziiert mit der Entstehung eines Mesotheliomes, dabei
wurde nachgewiesen, dass der Stoff Krokodolith-Asbest eine wesentliche Rolle spielt [3].
In circa 90 Prozent ist Asbest die Ursache fiur die Entstehung eines Mesotheliomes. Die
Latenzzeit von Exposition bis zur Tumorentstehung betragt circa 20 bis 40 Jahre [4]. Die
Inhalation der sogenannten ,Asbestfasern® ist dabei das gefahrliche Agens und stellt ein
hohes Risiko fur die Entwicklung einer Asbestose und ein 100-fach héheres Risiko fir die

Entstehung eines Mesothelioms dar [5].

1.1.2 Asbestvorkommen und historische Daten

Der Einsatz von Asbest als Werkstoff war in unserer Gesellschaft weit verbreitet, da
Asbest gegen Ende des 18. Jahrhundert und vor allem im 19. Jahrhundert in groRem Stil
in den verschiedensten industriellen Bereichen verarbeitet wurde. Fir die Werkstoff-, Bau-
und Textilindustrie spielte es eine wesentliche Rolle aufgrund seiner wiederstandfahigen
Eigenschaften.  Anwendungen fand es  beispielsweise in  Asbestzement,
FuBbodenbeldgen, verschiedensten Bauplatten und Rohrsystemen. Auch in der
Automobilindustrie  war Asbest weit verbreitet. Besonders in Brems- und
Kupplungsbelagen wurde Asbest verarbeitet [5]. Seit 1936 sind die Asbestose und seit
1943 der asbestbedingte Lungenkrebs anerkannte Berufserkrankungen. Erst seit Mitte
der sechziger Jahre wurden die ersten Menschen mit Asbestose oder asbestbedingtem

Lungenkrebs von der Berufsgenossenschaft entschadigt. Trotzdem stieg der
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Asbestverbrauch in der Bundesrepublik Deutschland von 1940 bis Mitte der Siebziger
Jahre stetig an, ,...mit einem Asbestverbrauch-Maximum von 180°000 Tonnen pro Jahr
Mitte der Siebziger Jahre...“ [5]. Der Asbestverbrauch eines Landes korreliert mit der
Haufigkeit der Mesotheliome [4].

1.1.3 Statistische Daten

Aus zahlreichen Studien geht hervor, dass die Inzidenz der Mesotheliome weltweit
ansteigt [6].

Die Inzidenz in Deutschland liegt im Mittel pro Jahr bei 20 je 1 Millionen Einwohner. Nach
beruflicher Asbestexposition steigt das Erkrankungsrisiko ein Mesotheliom zu bekommen
circa um den Faktor 40 im Vergleich zur Normalbevdlkerung [2]. Die Inzidenzen steigen in
Europa, Japan und Australien seit den letzten Jahren immer weiter an und der erwartete
Haufigkeitspeak weltweit liegt im Zeitraum zwischen 2010-2040. In Deutschland wird
dieser Peak fur 2015-2020 erwartet [2].

Die

Tabelle 1 veranschaulicht diese Fakten noch einmal.

L Peak Inzidenz bei Peak
(Jahr/zeitraum) (Erkrankungen pro 1 Million)

Australien 2010 40
GrolRbritannien 2016 38
Deutschland 2015-2020 20
Frankreich 2020-2040 20
USA 2010 15
Japan 2025-2033 15
Spanien 2016 11
Niederlande 2028 10

Tabelle 1: Inzidenzen und Haufigkeitsgipfel/Peak der Mesotheliomerkrankungen weltweit,
modifiziert nach [2]

1.1.4 Mesotheliome - Die klinischen Herausforderungen

Aufgrund der langen Latenz, den unspezifischen und spét auftretenden Symptomen, stellt
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die korrekte Diagnose eine besondere Herausforderung dar. In 90 Prozent der Falle sind
die Dyspnoe und der Thoraxschmerz die haufigsten Symptome [7, 8]. Der Thoraxschmerz
kann darauf hinweisen, dass der Tumor schon die Brustwand infiltriert, denn dadurch
kann es zu einer Reizung der Interkostalnerven kommen [2]. Andere aber seltenere
Symptome sind Mudigkeit (36%), Angst (29%), Husten (22%), Schwitzen (22%) und in
22% Verstopfung [7]. Reizhusten und ein Spontanpneumethorax kommen eher selten vor

2].

Meistens sind persistierende und/oder rezidivierende Pleuraergisse die Initialbefunde [9,
10, 11]. Wenn ein Patient einen einseitigen Pleuraerguss hat und im Rdntgen Thorax
Pleuraverdickungen zu sehen sind, muss als Differentialdiagnose das Mesotheliom
ausgeschlossen werden [11]. Die Berufsanamnese und die Frage nach einer

Asbestexpaosition sollten unbedingt ein essentieller Bestandteil der Anamnese sein [10].

In der Regel wird als Basisdiagnostik die konventionelle Rontgendiagnostik mit Réntgen
des Thorax in zwei Ebenen (p.a., seitlich), angewendet [9]. Sie reicht allerdings nicht als
alleinige Diagnostik aus. Die Computertomographie des Thorax (CT/HRCT) ist nicht nur
unverzichtbar sondern auch weiterhin Goldstandard um die Tumorausdehnung zu
bewerten und vergroRerte Lymphknoten nachzuweisen [2]. Die
Magnetresonanztomographie und die Positronen-Emission-Tomographie-CT haben
ebenfalls durch die Beantwortung spezieller Fragestellungen, wie Invasion der
Weichteilstrukturen des Thorax und dem Vorliegen intrathorakaler
Lymphknotenmetastasen und Vorliegen von Fernmetastasen, einen Stellenwert in der
bildgebenden Diagnostik [2, 8].

Unter den Methoden der invasiven Diagnostik empfehlen die European Respiratory
Society und die European Society of Thoracic Surgeons in Ihrer gemeinsamen Richtlinie
die Durchfuhrung einer Thorakoskopie mit Probenentnahme zur Diagnosesicherung [10].
Die Thorakoskopie bietet zusatzlich den Vorteil, dass die Operabilitat gut beurteilt werden
kann [12].

Zur histologischen Diagnosesicherung ist es aufgrund der Heterogenitdt des
Erscheinungsbildes der Mesotheliome empfohlen, dass ein speziell in Lungenkrankheiten
ausgebildeter Histopathologe hinzugezogen wird. [10] Weitere immunhistochemische
Untersuchungen kdnnen in enger interdisziplinarer Kooperation ebenfalls wegweisend
sein [10].

Die bildgebende und die invasive Diagnostik sind die Grundbausteine fir das korrekte

Staging zur Einteilung der Mesotheliome entsprechend der Tumor-Node-Metastasis-
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Klassifikation (TNM) der Union internationale contre le cancer (UICC) [8, 10, 13].

Seite | 4



1.1.5 Therapieoptionen

Eine zlgige Diagnose und eine individuell angepasste Therapie sind fur die Patienten
uberlebensnotwendig, da die mittlere Uberlebenszeit nach Diagnosestellung momentan
bei circa 9-12 Monaten liegt [1]. Die Finfjahresiberlebensrate des unbehandelten
malignen Pleuramesotheliomes liegt bei unter 1 Prozent [13].

Es stellten sich in mehreren multizentrischen Studien positive und negative
Prognosefaktoren heraus. Als Faktoren, die ein positives Outcome bedingen wurden
Alter unter 75 Jahre, das weibliche Geschlecht, epitheloider Tumorsubtyp in der
Histopathologie, niedriges Tumorstadium, Appetitlosigkeit, keine Schmerzen, guter
Allgemeinzustand, niedriger Hamoglobingehalt, Laktatdehydrogenase von <500 IU*L™

und Leukozyten <8,3*10%L™* nachgewiesen [10].

Aufgrund der erst spat auftretenden und unspezifischen Symptome werden die meisten
Mesotheliome erst in fortgeschrittenen Stadien diagnostiziert, so dass fur die Mehrzahl
der Patienten oft nur ein palliativer Therapieansatz in Frage kommt. Dies ist in den
Tabellen 7.1.1 bis 7.1.3 im Anhang genauer dargestellt. Nur einer sorgfaltig selektierten
Patientengruppe stehen Therapieoptionen in der Vorstellung eines mdoglicherweise
kurativen Ansatzes zur Verfigung. So steht die Palliation immer noch im Mittelpunkt der
Therapie des malignen Pleuramesotheliomes [7]. Symptomkontrolle und Lebensqualitat
sind Schlusselworter, die fur die Patienten und deren behandelnde Arzte eine
malfgebliche Rolle spielen [2, 7, 14, 15].

Chemotherapie

Die systemische Chemotherapie ist eine palliative Therapieoption fir die meisten
Patienten mit malignen Mesotheliomen. Die richtige Bewertung der vorhandenen Studien
ist diffizil, da aufgrund der geringen Patientenzahlen evidenzbasierte Aussagen schwierig
zu treffen sind. Die objektive Tumorreduktion kann bei weniger als 20 Prozent der
Betroffenen, die eine Chemotherapie erhalten haben, verzeichnet werden, ohne dabei die

Uberlebenszeiten signifikant zu verlangern [10, 13].

Cisplatin wird haufig als Monosubstanz eingesetzt [13]. Es gibt Hinweise aus einer Phase
[l Studie mit 456 Patienten von Vogelzang, Rusthoven und Symanowski et al., dass eine
Kombinationstherapie aus Pemetrexed und Cisplatin das mittlere Uberleben von 9,3

Monaten (bei Cisplatin-Monotherapie) auf 12,1 Monate steigern kann [7]. Aus diesem
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Grund hat sich diese Kombination als Standard first-line Chemotherapie beim malignen
Pleuramesotheliom durchgesetzt [16]. Verschiedenste andere Wirkstoffkombinationen
werden derzeit in klinischen Studien getestet.

Die Mdglichkeit der Durchfiihrung einer Chemotherapie ist verbunden mit einem relativ
guten Allgemeinzustand der Patienten (Karnofsky-Index >60 Prozent oder ECOG-Status
<3). In der Onkologie werden dazu sowohl eine sogenannte ,Karnofsky performance
status scale“ verwendet, als auch der Eastern Cooperative Oncology Group Index
(ECOQG), die die Fahigkeit zur Bewaltigung der Aktivitaten des taglichen Lebens durch die
Patienten bewerten [17, 18, 19].

In der first-line Therapie werden Kombinationen mit Platin, Pemetrexed und Raltitrexed
eingesetzt. Beim Fortschreiten der Erkrankung sollte diese Therapie abgebrochen
werden. Sind Patienten Responder der first-line Therapie und haben prolongierte

Symptome sollte das gleiche Schema als second-line Chemotherapie wiederholt werden
[7].

Die Chemotherapie ist oft ein Bestandteil des multimodalen Therapiekonzeptes und wird
sowohl neoadjuvant als auch adjuvant eingesetzt. Es gibt keine Evidenz fur die
Verwendung dieser beiden Konzepte. Die aktuelle Studienlage zeigte, dass die
Anwendung einer adjuvanten- oder neoadjuvanten Chemotherapie zu keinem
Unterschied in den Uberlebensraten fiihrte. Der Vorteil der adjuvanten Chemotherapie ist,
dass bereits das Tumorstadium bekannt ist. Andererseits sind Betroffene mit geplanter
adjuvanter oder palliativer Therapie nach einer Operation oft noch sehr geschwacht, so
dass die Durchfiihrung aller Zyklen der Chemotherapie haufig nicht mdglich ist [20].

Strahlentherapie

Auch diese therapeutische Option wird zu palliativen Zwecken angewendet. So dient die
Strahlentherapie in erster Linie der Symptomkontrolle und der Schmerzlinderung. Die
prophylaktische Applikation von Strahlen zur Lokalrezidivkontrolle nach chirurgischen
Interventionen (Thorakoskopie) wird ebenfalls empfohlen, wobei die Wertigkeit dieses
therapeutischen Ansatzes kontrovers diskutiert wird [2, 10]. In der européischen Richtlinie
zum Management des malignen Pleurmasotheliomes von 2010 wird dazu Stellung
genommen und es werden weitere grol3ere Studien empfohlen, um weitere Evidenz zu

generieren [2, 21].
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Die Strahlentherapie ist Baustein verschiedener multimodaler Therapiekonzepte.
Verschiedene Autoren zeigten in ihren Arbeiten, dass eine Radiatio nach extrapleuraler
Pleuropneumektomie (EPP) die Lokalrezidivrate statistisch signifikant reduzierte [10]. Die
prophylaktische Bestrahlung des Hemithorax nach extrapleuraler Pneumektomie wurde in
mehreren Studien angewandt [20, 22, 23].

Die potentiellen Komplikationen durch die Radio-Toxizitat einer Bestrahlungstherapie
werden weiterhin kontrovers diskutiert. Dies gilt insbesondere fiir Patienten ohne
Pneumonektomie, da hier ein deutlich hdoheres Risiko einer Strahlenpneumonitis nach

radikaler Strahlentherapie nachgewiesen wurde [20, 21].

Auf der 11. internationalen Konferenz der International Mesothelioma Interest Group
(IMIG) in Boston 2012 wurde durch Marc de Perrot ein interessantes und
vielversprechendes Konzept vorgestellt. Dieses beinhaltete die vorlaufigen Ergebnisse
einer Studie, bei der eine neoadjuvante modulierte hypofraktionierte Hemithorax-Radiatio
und eine extrapleurale Pleuropneumektomie innerhalb von zwei Wochen durchgefihrt
wurden. In dieser Studie wurde bisher noch kein Toxizitatslevel 3 nach dem NCI Common
Toxicity Index [24] beobachtet [20]. In wie fern dieser Ansatz Einfluss auf die Morbiditat,
die Letalitat und die Uberlebensrate hat, miissen weitere Untersuchungen zeigen.

Chirurgische Therapie

Bis dato gibt es keine genauen Aussagen Uber die Einzel-Effekte der chirurgischen
Therapie, die man gut bewerten konnte, da die Selektion der Patienten in den Studien
unterschiedlich vorgenommen wurde. Es besteht eine groRe Variationsbreite in der
Auswahl der Ein- und Ausschlusskriterien. Erschwerend kam hinzu, dass die chirurgische
Therapie immer nur ein Teil eines multimodalen Therapiekonzeptes war und so der
Einfluss der chirurgischen Therapie nur sehr eingeschrénkt quantifiziert werden konnte
[13, 14, 22].

Insgesamt hat die Chirurgie einen zentralen Stellenwert in der Therapie des malignen
Pleuramesotheliomes. Sie ist in allen Phasen der Therapie (Diagnosestellung und
Staging, kurativer Ansatz, Palliation) von groRer Bedeutung. Die International Association
for the Study of Lung Cancer (IASLC) verdffentlichte 2011 dazu, die in

Tabelle 2 dargestellten Zahlen [25].
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Indikation zur Durchfiihrung operativer . :
Maflnahmen nach Ansicht der befragten Al ales angev;endeten METEREATE [
. rozent
Chirurgen
Diagnostik 98%
Staging 82%
Zytoreduktive Chirurgie (Therapie) 85%
Palliation (Therapie) 71%

Tabelle 2: Zentrale Rolle der Chirurgie in der Diagnostik und Therapie des malignen
Pleuramesotheliomes [16]

Eine Ubersicht der Stellung der Chirurgie gaben Klikovits et al. 2013 [26]. Eine

vereinfachte Abbildung 1 ist unten dargestellt.
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Abbildung 1: Zentrale Stellung der Chirurgie in der Therapie des Pleuramesotheliomes,

nach [26]

Trotz der vielen Varianten der chirurgischen Verfahren, die derzeit in den Studien

untersucht werden, gibt es zwei Verfahren, die in einer Vielzahl von Zentren im Rahmen

eines radikalen Therapieregimes durchgefuhrt wurden und werden. Dies sind die

Pleurektomie und Dekortikation (P/D) und die extrapleurale Pleuropneumektomie (EPP)

[20, 26].

Diese Verfahren kdnnen uber eine Thorakotomie und Uber eine Video-assistierte-

Thorakoskopie (VATS) realisiert werden. Wobei die VATS mit einer geringeren Morbiditat

einhergeht und deshalb wenn mdéglich bevorzugt wird [7].
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Pleurektomie und Dekortikation (P/D)

Bei diesem Verfahren wird die parietale und viszerale Pleura reseziert ohne dabei das
Perikard oder das Zwerchfell mit zu entfernen [2, 13, 26]. Das Perikard und das
Zwerchfellfell werden bei der erweiterten Pleurektomie/Dekortikation zusatzlich mit
entfernt, gem&R der Nomenklatur der International Association for the Study of Lung
Cancer (IASLC) und der International Mesothelioma Interest Group (IMIG) von 2011.

Diese Erweiterung kommt bei ausgedehnteren Befunden zum Einsatz [25, 26].

Die aktuelle Studienlage gibt keine klaren Empfehlungen in welchen Stadien die P/D
angewendet werden soll, aber es gibt Konstellationen in der diese Therapieform
angeraten wird. Dazu gehdéren Patienten mit deutlichen Herz- und
Lungenfunktionsstérungen, sowie Betroffene, die eine radikalere extrapleurale
Pleuropneumektomie aufgrund ihrer Co-Morbiditdten nicht zuganglich sind und
Menschen, bei denen eine makroskopische Resektion des Tumors nicht erreicht werden
kann [13, 20]. Die Pleurektomie und Dekortikation ist ein lungenerhaltendes Verfahren,

mit dem trotzdem eine maximale Zytoreduktion erreicht kann [27].

Blutungen, Nachblutungen und die postinterventionelle prolongierte Lungenfistel (,air
leak®) gelten als bedeutende Komplikationen. Die perioperative Mortalitdt betrdgt nach
Sugarbaker und Wolf 1 bis 5 Prozent und mit einem sogenannten ,prolongierten air leak®
in 4 bis 10 Prozent der Falle [27].

Als videoassistierte thorakoskopische Pleurektomie und Dekortikation betragt die mittlere
Uberlebensrate der Patienten 14-16 Monate. Die 3- und 5-Jahresiberlebensraten liegen
zwischen 16 und 9 Prozent [26].
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Extrapleurale Pneumonektomie (EPP)

Bei diesem chirurgischen zytoreduktiven Verfahren werden en-bloc die Lunge, die
parietale und viszerale Pleura sowie das Perikard und das Zwerchfell reseziert. Dabei
werden das Perikard und das Zwerchfell mit Netzen (Gore-Tex und Vicryl) rekonstruiert
[26]. Die Morbiditat und potentielle Mortalitat dieses Verfahrens erfordert eine
gewissenhafte Selektion der Patienten, die unter strengen Kriterien ausgesucht werden
sollten [28, 29].

Es wird berichtet, dass mit dieser Technik mediane Uberlebensraten von bis zu 20 bis 25
Monaten erreicht werden kénnen [26, 27]. Flores et al. zeigten mit ihrer vergleichenden
Studie, dass die Rezidivrate bei den Patienten nach extrapleuraler Pneumonektomie mit
33 Prozent deutlich geringer war, als bei denen, mit Pleurektomie und Dekortikation (65
Prozent) [26, 30]. Ein Grund hierfir kdnnte sein, dass man bei der extrapleuralen

Pneumonektomie den Primartumor und das gesamte umliegende Gewebe mit entfernt.

Bei der extrapleuralen Pneumonektomie ist eine adjuvante hochdosierte Strahlentherapie,
aufgrund der Entfernung der betroffenen Lunge gut méglich. Nahere Erlauterungen hierzu
wurden bereits im Abschnitt Strahlentherapie Seite 6 beschrieben. Jedoch wurde durch
verschiedene Autoren nachgewiesen, dass dieses operative Verfahren mit mehr und
deutlich schwereren postoperativen Komplikationen assoziiert war. Die Morbiditatsrate
betrug zwischen 12 und 48 Prozent. Dieses Verfahren stellt mehr Anforderungen an die
Patienten. Die perioperative Mortalitat reicht von 1 bis 12 Prozent. Fir diese Operation
wird daher besonders empfohlen, es nur an in der Technik besonders erfahrenen Zentren
durchzufihren, um die Mortalitdt und Morbiditat bei entsprechender Expertise zu
begrenzen [26, 29, 31].

Weiterhin steht die extrapleurale Pneumonektomie (EPP) immer wieder in der Kritik
inwieweit Radikalitat und Nutzen in einem angemessenen Verhaltnis zueinander stehen.
Die MARS-Studie, ,clinical outcomes of the Mesothelioma and Radical Surgery“ [32],
musste vorzeitig beendet werden, da die vorlaufigen Ergebnisse vermuten lassen
mussten, dass die Patienten, die im Rahmen dieser Studie einer extrapleuralen
Pneumonektomie zugefiihrt worden sind, einen Uberlebensnachteil im Vergleich zu der
Gruppe ohne extrapleurale Pneumonektomie hatten [32]. Diese randomisierte
Therapiestudie bestand aus zwei Patientengruppen. Die eine Gruppe erhielt zuerst
Chemotherapie, dann wurde die extrapleurale Pneumonektomie durchgefihrt und im
Anschluss erfolgte eine Strahlentherapie. Bei der zweiten Patientengruppe wurde die

extrapleurale Pneumonektomie ersetzt durch andere aggressive chirurgische Verfahren.
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Die Ergebnisse wurden kritisch beleuchtet und verglichen mit &hnlichen Studien. In der
MARS-Studie wurde ein medianes Uberleben von 14,4 Monaten beobachtet. Nach der
Analyse aller Ergebnisse der Studien wurde festgestellt, dass ein anderer Startzeitpunkt
bei der Marsstudie verwendet wurde. Daher mussen 3,6 Monate zu diesem Ergebnis
dazugerechnet werden, um die Vergleichbarkeit mit anderen Studien anstreben zu
konnen [20, 31, 32].

Multimodale Konzepte

Nach deutlich verbesserten Langzeitresultaten in vielen Studien, ist es Ublich die
einzelnen Therapieoptionen miteinander zu kombinieren, was zu multimodalen Konzepten
fuhrt. Die multimodale Therapie beinhaltet die chirurgische Therapie, z.B. die
extrapleurale Pneumonektomie oder die Pleurektomie und Dekortikation, in Kombination
mit neoadjuvanten oder adjuvanten Malinahmen, wie der Radiatio, Chemotherapie und
Immuntherapie [7, 10, 16, 20, 26].

Wenn durchfuhrbar wurde die extrapleurale Pneumonektomie durch manche Autoren
bevorzugt, da sie unter multimodalem Regime Uberlebensraten von 10 bis 35 Monaten
erreichen kann. Fur die Pleurektomie und Dekortikation werden &hnliche Uberlebensraten
berichtet [23, 27]. Die medianen Uberlebensraten konnten unter Anwendung der
multimodalen Therapie gesteigert werden. Allerdings konnte die peri- und postoperative
Morbiditat im Rahmen eines solchen Modells nicht gesenkt werden [10]. In dem Review-
Artikel von Weder et al. wird (iber ein medianes Uberleben von bis zu 29 Monaten unter
trimodaler Therapie berichtet [20]. Diese Trimodale Therapie umfasste eine
Induktionschemotherapie, extrapleurale Pleuropneumektomie und eine adjuvante
Hemithorax-Strahlentherapie [20, 33].

Der multimodale Therapieansatz ist aufwendig, erfordert ein hohes MalR an Compliance
und hat trotz aller Bemihungen eine relevante Morbiditat und Mortalitat. Daher sollten die
Patienten, die dieser Therapieoption zugefihrt werden, sehr sorgféltig ausgewahlt

werden.

Die Morbiditat und insbesondere die Mortalitat der Pleurektomie und Dekortikation sind
signifikant niedriger, so dass die meisten chirurgischen Zentren in den letzten zwei
Dekaden einen  Schwenk weg von der Pneumonektomie  hin  zu
lungenparenchymsparenden Eingriffen mit Pleurektomie und Dekortikation vollzogen

haben. Problematisch fir eine definitive Festlegung ist die geringe Inzidenz des
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Krankheitsbildes und die Durchfihrung der Therapie in spezialisierten Zentren, die im
sehr heterogenen Patientengut sehr unterschiedliche Therapieanséatze verfolgen. Eine
Vergleichbarkeit liegt somit nicht oder nur in geringem Ausmalf vor.

Chirurgie: Intracavitare/intraoperative Strategien

Intraoperative photodynamische Therapie

Bei dieser Methode wird intraoperativ eine fotosensible Substanz verabreicht. Nach
erfolgter Operation (EPP oder P/D). wird Licht einer bestimmten Wellenlange lokal
appliziert. Dies fuhrt zur Produktion von Sauerstoff, der mit Zellen Reaktionen eingeht.
Nach einer Kaskade an Stoffwechselreaktionen kommt es zum Zelltod. [20] Man weil3,
dass der direkte Zelltod, die verringerte Neovaskularisierung und die Einleitung einer
Immunantwort gegen den Tumor, die wichtigsten Wirkmechanismen darstellen. [34] Es
werden mediane Uberlebensraten von bis zu 31 Monaten angegeben. [34, 35]

Auf der IMIG Konferenz 2012 berichteten Friedberg -et al. von Uberlebensraten bis zu
Uber 50 Monaten nach einer intraoperativen photodynamischen Therapie nach
Pleurektomie und Dekortikation [34]. Es handele sich um Patienten einer bestimmten
Gruppe, die ein NO-Stadium und einen epitheloiden Subtyp hatten [20]. Diese Pilotstudie
wurde an 20 ausgewahlten Patienten durchgefihrt und die Ergebnisse missen in

groReren Studien noch weiter belegt werden [26, 35].

Hyperthermische thorakale Chemotherapie (HITOC)

Auch diese intraoperative Option wird derzeit in klinischen Studien erforscht. Das Prinzip
dieser Therapie nach erfolgter EPP oder P/D, ist die intracavitire Gabe von
Chemotherapeutika (z.B. Cisplatin). Eine Ubersicht gibt der Artikel von Hoffmann et al.
2010 [28].
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Abbildung 2: Klinisches Bild der hyperthermen Chemoperfusion [28]

Die Ratio fur die Anwendung dieser Methode ist, dass hohe Konzentrationen eines
Chemotherapeutikums an den gewinschten Ort appliziert werden kann, mit deutlich
geringerer systemischer Verteilung der Substanz. Die Wirksamkeit ist dabei abhangig von
der Penetration des Chemotherapeutikums [13]. Das Ziel dieser Therapie ist es, eine
maximale auch mikroskopische Tumorzellreduktion und somit ein langeres Rezidiv freies

Intervall zu erlangen [13, 20, 26].

Zellos et al. berichteten nach einer Phase | Studie mit HITOC (Cisplatin) nach
extrapleuraler Pleuropneumektomie tber mittlere Uberlebensraten von 26 Monaten [36].
Tillemann et al. verdffentlichten im August 2009 Daten aus einer prospektiven Studie mit
HITOC (Cisplatin) nach EPP. Die mittlere Uberlebensrate betrug hier jedoch 12,8 Monate
[37]. 2012 beschrieb Ried et al. eine mittlere Uberlebensrate von 18 Monaten bei
Patienten nach einer Therapie mit HITOC nach erweiterter Pleurektomie und
Decortikation [38]. Nachteil dieser Methode ist, dass die Operationsdauer deutlich
verlangert ist und dementsprechend die postoperativen Komplikationen zunehmen
konnten. Des Weiteren muss ein langerer intensivstationarer Aufenthalt mit einberechnet
werden [20, 26].
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1.2 Peritonealkarzinose und Primartumore des Peritoneums

Bei der Peritonealkarzinose handelt es sich in den meisten Féallen um die Infiltration von
Malignomzellen in das Peritoneum. In der Regel ist die Peritonealkarzinose die Folge
einer bestehenden bésartigen  Tumorerkrankung, ausgehend von anderen
Organsystemen [39]. Sehr haufig sind gastrointestinale und gynakologische Tumoren der
Ursprungsort. Dabei spielt das kolorektale Karzinom eine zentrale Rolle, da es die

haufigste Tumorerkrankung des Gastrointestinaltraktes darstellt [40].

Weitere Primartumoren, wie das Ovarialkarzinom, Appendixtumoren (zum Beispiel
Pseudomyxoma peritonei), Magenkarzinom und primér auftretende Peritoneal-Karzinome,

spielen ebenfalls eine Rolle [41, 42].

1.2.1. Statistische Daten

Zwanzig Prozent aller im Eindhoven Cancer Registry (ECR) registrierten kolorektalen
Tumoren weisen eine Metastasierung auf. Die Peritonealkarzinose macht etwa 23
Prozent der Metastasierung aus [43]. In circa 4,7 Prozent aller Tumoren ist eine
Peritonealkarzinose schon bei der Diagnosestellung vorhanden [43, 44]. In circa 56
Prozent haben die Erkrankten zusatzlich zur Peritonealkarzinose noch andere
Metastasierungen. Diese Gruppe ist etwas junger als die Betroffenen die nur eine

Peritonealkarzinose aufwiesen [44, 45].

Bei den anderen Primartumoren kann das Auftreten einer Peritonealkarzinose eine
andere Gewichtung haben. So haben bei einem Ovarialkarzinom 60-80 Prozent der
Betroffenen bei Erstdiagnose eine Peritonealkarzinose [46]. Weitere Zahlen sind aus der
Tabelle 3 Seite 16 ersichtlich.
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- Auftreten der Peritonealkarzinose
Primarius :
in Prozent

15-20 (isoliert)

20-30 (mit anderen Lokalisationen, z.B. Leber)

Kolorektales Karzinom

10-20 (Erstdiagnose)
Magenkarzinom 30-40 (T3N+-Status bei dem Primé&rtumor)
40-50 (Rezidiv)

60-80 (Erstdiagnose),
55-75 (Rezidiv)

Ovarialkarzinom

Pankreaskarzinom,

) ] 5-10
Cholangiozellares karzinom
Cancer of unknown Primary (CUP),
Mamma- und Nierenkarzinom, <5

retroperitoneale Sarkome

Tabelle 3: Auftreten der Peritonealkarzinose bei verschiedenen Tumorentitaten [46]

Die Inzidenz der Erkrankung ist in dem Zeitraum von 1995 bis 2008 annahernd konstant
geblieben mit 2-3/100 000 Erkrankten pro Jahr. Es wurde allerdings in dieser Zeit ein
Anstieg der Inzidenz bei Frauen dokumentiert, von ca. 2,3 auf 2,9/100 000 Erkrankten pro
Jahr. Seit Mitte 2006 sind die Inzidenzraten von Mannern und Frauen in etwa gleich hoch
(2,6-2,9/100 000 Erkrankten pro Jahr) [44, 45].

In verschiedenen Analysen zeigten sich bestimmte Faktoren, die ein hdheres Risiko fur
eine Peritonealkarzinose beim kolorektalen Karzinom aufweisen. Dazu gehéren ,jingere”
Erkrankte, weibliches Geschlecht, rechts betont befallenes Colon, steigender T- und N-
Status, wenig bis undifferenzierte Tumoren und eine muzindse/adenomatése Histologie
[35].

Die mittlere Uberlebensrate fiir Erkrankte mit Peritonealkarzinose als einzige Absiedlung
bei kolorektalen Karzinomen mit lediglich best supportive care betragt circa 6 bis 11
Monate (2002-2008). Damit liegt dieser Wert unter den Patienten mit Lebermetastasen,
bei denen eine mittlere Uberlebensrate von 11 bis 14 Monaten (2002-2008)

nachgewiesen wurde [35].
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1.2.2 Diagnosestellung- Ein Wettlauf gegen die Zeit
Die Peritonealkarzinose stellt ebenfalls wie das Pleuramesotheliom eine Herausforderung
in der Detektion dar.

Symptome — Erste Anzeichen bei der Peritonealkarzinose

Auch hier sind es nicht pathognomonische Anzeichen, die den behandelnden Arzten
gegeniuberstehen, sondern erneut eine Reihe von unspezifischen Symptomen und
Befindlichkeitsstorungen, die den Weg zur Diagnose erschweren. Dabei stellen die (Sub-)
lleus-Symptomatik bei zum Beispiel Darmstenosen (Bauchschmerzen, Obstipation,
Ubelkeit usw.) sowie das Auftreten von Aszites (Bauchumfangsvermehrung) einzelne
Bausteine auf dem Weg zur Diagnose dar [46].

Die nicht invasiven diagnostischen Malinahmen zum  Staging, wie die
Magnetresonanztomographie, die Computertomographie des Abdomen und die
Positronen-Emission-Tomographie (PET-CT) spielen eine wichtige Rolle in der Diagnostik
und beim Staging [41, 46]. Es besteht jedoch eine geringe Sensitivitat beim Nachweis
kleinerer Tumormassen im Bereich des Peritoneums und so ist es schwieriger diese
bildmorphologisch sichtbar zu machen [42]. So sind invasive Verfahren, wie die
diagnostische Laparoskopie und die Laparotomie, weiterhin unverzichtbare Mittel um ein
objektives und umfassendes Bild der Erkrankung zu bekommen. Diese Verfahren stellen
nach wie vor den Goldstandard in der Diagnosestellung und Feststellung des

Ausdehnungsverhaltens einer Peritonealkarzinose dar [42, 45].

1.2.3.Therapieoptionen

Auch bei dieser malignen Erkrankung gab es in den letzten Jahren deutlich Entwicklungen
bei der multimodalen Therapie. Bis dato war die Therapie von Patienten mit
Peritonealkarzinose &ufRerst limitiert. Meist beschrénkte sie sich auf palliative
Maflnahmen, wie palliative Resektionen, Metastasen-Entfernungen (selten) und palliative
Radiochemotherapie [46, 47].
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Palliative Therapie/ systemische Chemotherapie

In der Tabelle 4 auf Seite 18 ist ersichtlich wie sich die prozentuale Verteilung der
palliativen MaRnahmen beim kolorektalen Karzinom mit Peritonealkarzinose und
Lebermetastasen in dem Zeitraum von 1995 bis 2010 verandert hat [43]. Dabei fallt auf,
dass sich der Anteil der systemischen Chemotherapie in diesem Zeitrahmen mehr als
verdoppelt hat [43]. Dieser Effekt liegt wahrscheinlich an einer grundlegenden
Verédnderung der verwendeten Chemotherapeutika. Der therapeutische Standard war
immer weniger eine Monotherapie mit 5-Fluoruracil sondern Kombinationstherapien
neuerer Chemotherapeutika (Oxaliplatin, Irinotecan) und Biologika/Biologicals
(Bevacizumab, Cetuximab und Panitumumab) [41, 43, 48]. Die Uberlebensraten konnten
von circa 12 Monaten auf bis zu 22,4 Monate in Kombination mit Biologika gesteigert
werden [49].

Palliative Therapieoptionen I ALUCALLE ALY
N=105 N=134 N=201
Palliative Resektionen 60 % 54 % 41 %
Metastasektomie 1% 3% 2%
Radiatio 5% 6 % 4%
Systemische Chemotherapie 22 % 37 % 49 %

Tabelle 4: Anteil der palliativen Therapieoptionen von Patienten mit Peritonealkarzinose und
Lebermetastasen bei kolorektalen Karzinom in einem Zeitraum von 1995-2010 [43]

Insgesamt zeigte sich eine gebesserte Uberlebensrate bei Patienten, die sich einer
systemischen Chemotherapie unterzogen haben, im Vergleich zu denen, die keine
Chemotherapie erhielten. Weiterhin nahm der Anteil an palliativen Resektionen ab. Ein
Grund dafir konnte sein, dass sich die mittlere Uberlebensrate der Patienten hierdurch
nicht besserte [43].

Als therapeutische Option steht fir den groRten Anteil der Betroffenen mit
Peritonealkarzinose nur eine Palliation zur Verfugung [46] und trotz aller Neuerungen

bleibt die Prognose dieser Patienten weiterhin auf einem geringen Level [43].

Doch in den letzten Jahren zeigte sich, dass durchaus der kurative Gedanke in Form von
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multimodalen Ansatzen angestrebt werden kann, wenn auch nur fur ein selektiertes
Patientenkollektiv [43, 44, 47]. Diese Gruppe umfasst circa ein Drittel der Patienten mit
Peritonealkarzinose [43].

Multimodale Konzepte

Diese multimodalen Konzepte zielen darauf ab, den Tumor lokal zu kontrollieren und die
Uberlebensraten zu erhéhen. Dabei werden eine zytoreduktive Chirurgie (CRS), die
hypertherme intraperitoneale = Chemotherapie (HIPEC) und eine systemische
Chemotherapie miteinander kombiniert [42, 50].

Dieser Ansatz gilt als chirurgisch aggressivere Variante, da nicht nur die grof3tmogliche
Zytoreduktion, ,...komplette makroskopische chirurgische Zytoreduktion...“ [46], sondern
auch die grofRtmogliche lokale zytotoxische Wirksamkeit der Chemotherapeutika erreicht
werden soll. Dies stellt nicht nur groBe Herausforderungen an die behandelnden Arzte
sondern vor allem an die Patienten. Daher ist es notwendig und sinnvoll eine sorgfaltige
Selektion der Patienten vor zu nehmen [41]. In genau ausgearbeiteten Protokollen hat die
Peritoneal Surface Malignancy Group International (PSOGI) zu den Auswahlkriterien in

Bezug auf das kolorektale Karzinom Stellung genommen [38, 42].

Folgende internationale Kriterien spielen eine wichtige Rolle in der Selektion:

Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) performance status von < 2 [19], begrenzte
Peritonealkarzinomatose, bis zu drei resektable Lebermetastasen, keine
extraabdominellen Metastasen, keine Gallenwegsobstruktion, keine Obstruktion der
ableitenden Harnwege, maximal nur eine Stelle mit Darmwegobstruktion, kein
ausgedehnter Diunndarmbefall, geringe Tumormasse im Bereich des Ligamentum
hepatogastricum, Peritoneal Cancer Index (PCIl) unter 20 fir das kolorektale Karzinom,
der PCI fur Magenkarzinom sollte unter 10 sein, biologisches Alter und Komorbiditaten
(Herz- und Lungenerkrankungen) [41, 46, 48, 51].

Zwei dieser Kriterien missen naher erlautert werden. Zum einen der Eastern Cooperative
Oncology Group (ECOG) performance status siehe auf Seite 6 und zum anderen der
Peritoneal Cancer Index (PCI) als semi-quantitativer Score. Er dient der Selektion, indem
eine Aussage daruber getroffen werden kann, wie ausgedehnt der Tumorbefall ist [52,
53]. Die Zytoreduktion spielt fir das multimodale Therapiekonzept eine zentrale Rolle.
Des Weiteren konnte eine Korrelation zwischen PCl und Uberlebensrate nach

multimodaler Therapie nachgewiesen werden. Je niedriger der PCI, desto besser war das
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Langzeitiiberleben der Patienten mit Peritonealkarzinomatose bei kolorektalem Karzinom
[52, 53]. Der PCI bezieht die Tumorlokalisation und Tumorausdehnung bzw. das
Infiltrationsausmalfd mit in den Score ein. Dies ist in der Abbildung 3 auf Seite 20 naher
dargestellt. Je nach Lokalisation und Ausdehnung werden Punkte von 0 bis 39 vergeben.

Region Ausdehnung

0 zentral

} 1 rechst oben
\

2 epigastrisch
5 . . 3 links oben
. 4 linke Flanke

5 links unten

e %A

_‘}_3 6 Becken
'f 7 7 rechts unten
l 8 rechte Flanke - AusmaB der Infiltration
}[\ 9 oberes Jejunum - Lso kein Tumor
10 unteres Jejunum - LS1 <0,5cm
11 oberes Ileum - Ls2 >5,0cm
12 unteres Ileum - LS 3 > 5,0 cm oder konfluierend

Abbildung 3: Peritonealkarzinose Index [52, 53]

Nach ausfuhrlicher Selektion der Patienten wurden postoperative Morbiditatsraten
zwischen 25 und 41 bis 50 Prozent, je nach Studie, veroffentlicht [46, 48]. Die Mortalitat
wird mit zwischen 1 und 6 bis 12 Prozent angegeben [46, 48, 51]. In Zentren, die viele
Erfahrungen haben stellt sich die Datenlage deutlich besser dar. Es werden dann
Letalitatsraten von maximal bis zu 3 Prozent angegeben [46].

Zytoreduktive Chirurgie (CRS)

Bei der zytoreduktiven Chirurgie steht die komplette makroskopische Entfernung des
Tumorgewebes im Zentrum. Aufgrund der Heterogenitat der verschieden Tumoren haben
sich im Laufe der Zeit mehrere operative Verfahren entwickelt [46]. In verschiedensten
Therapiestudien zeigte sich, dass es sehr wichtig ist den Primarius ausfindig zu machen.
Die Peritonealkarzinose verhalt sich in Ausbreitung und Prognose je nach Primarius
unterschiedlich [35]. Die selektive parietale Peritonektomie (SPP) und komplette (inklusive

viszeralen) Peritonektomie werden je nach Ausbreitungsmuster der Tumor-Aussaat
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angewendet. Die selektive parietale Peritonektomie wird eher bei einer lokalen parietalen
Ausbreitung angewendet. Dieses Verteilungsmuster findet man, z. B beim
Magenkarzinom als Primarius. Die komplette Peritonektomie wird bei eher
ausgedehnteren Verteilungsmustern, wie beim Pseudomyxoma peritonei, dem diffusen
malignen Mesotheliom und dem muzinésen kolorektalen Karzinom bevorzugt [42]. Diese
Operationsverfahren sind aufwendig und stellen hohe Anforderungen an die
durchfihrenden Chirurgen. Protokolle und festgelegte Prinzipien im Vorgehen sollen die
standardisierte Versorgung der Patienten und eine Vergleichbarkeit der Verfahren
gewabhrleisten [54, 55, 56, 57]. Organ(teil)resektionen gehdren oft in das operative Setting,
so dass die Operation je nach Tumor unterschiedlichste Ausmal3e annehmen kann. Damit
verbunden steigen die Operationszeiten sowie intra- und postoperative Risiken je nach
individueller Situation [46]. Wahrend und nach dem operativen Verfahren wird das
Ergebnis mit Hilfe eines Scores eingeteilt. Dieser Completeness of Cytoreduction Score
(CCR) istin Tabelle 5 dargestellt [51]. Dieser Score ist fur die Effektivitat der
zytoreduktiven Chirurgie von enormer Wichtigkeit. Es stellte sich heraus, dass CCR-0 und
CCR-1 wichtige prognostische Faktoren sind, die direkt an das Uberleben der Patienten
gekoppelt sind [58].

Ausdehnung des Resttumorgewebes
Score-Nummer
in mm
CCR-0 Kein sichtbarer Resttumor
CCR-1 <2,5mm
CCR-2 2,5mm-2,5cm
CCR-3 >2.5cm

Tabelle 5: Completeness of Cytoreduction Score (CCR-Score) [51]

Hypertherme intraperitoneale Chemotherapie (HIPEC)

Die mikroskopische Zytoreduktion, in Form der hyperthermen-intraoperativen
Chemotherapie, wird im Anschluss der Operation in derselben Sitzung durchgefihrt.
Dabei wird Uber Drainagen eine hohe Konzentration Zytostatika lokal appliziert. Die

Chemotherapeutika perfundieren die oberen Zellschichten und sollen so die nicht
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sichtbaren Tumorzellen zerstoren [46, 50, 51, 59, 60]. Die Eindringtiefe betrégt circa 1 bis
2 mm [48]. Die Perfusionsdauer liegt je nach verwendetem Protokoll zwischen 30 bis 120
Minuten. Es konnte gezeigt werden, dass eine intraoperative Hyperthermie, Zielwert 41-
43°C [46, 51], die Gewebepenetration der Chemotherapeutika erhéht und somit die

Wirkung einiger dieser Substanzen verbessern kann [46, 60, 61, 62].

Im multimodalen Setting aller drei vorgestellten Anteile ist eine mittlere Uberlebensrate
von 62,7 Monate moglich, mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate von bis zu 51 Prozent,
wobei die Patientengruppen ohne multimodalen Therapieansatz  5-Jahres-

Uberlebensraten von circa 13 Prozent erreichten [60, 63].
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1.3 Fragestellung

Die Nullhypothese war, dass die Applikation der Kaltplasmakoagulation auf den serdsen
Hauten der thorakalen und der abdominellen Organe nicht mdglich sei und zum Beispiel
nicht mit dem Auftreten enteraler oder pulmonaler Fisteln sowie Organnekrosen assoziiert

war.

Weiterhin wurde postuliert, dass es keine lineare Abhangigkeit zwischen der Eindringtiefe

der Kaltplasmakoagulation und der angelegten Generatorleistung bestand.

Zu diesen Fragestellungen lagen zum Zeitpunkt der Durchfiihrung der Experimente keine
in vivo Daten auf dem Darm und der Lunge vor, jedoch konnten wir wahrscheinliche
Wirkungen der Technik aus den Daten fur die Zulassung des Medizinproduktes und aus
der klinischen Anwendung auf anderen Organen ableiten.

Vor Durchfihrung der Interventionen erfolgte eine Planung der statistischen Auswertung
und eine entsprechende Beratung in Zusammenarbeit mit Frau Dr. rer. hum. biol. Claudia
Hemmelmann aus dem Institut fir Medizinische Biometrie und Statistik der Universitat zu

Libeck (Direktor: Prof. Dr. rer. nat. Andreas Ziegler).
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2 Materialien und Methoden

2.1 Ethik und Tierschutzgesetz

Das Ministerium fur Landwirtschaft, Umwelt und landliche Raume des Landes Schleswig -
Holstein genehmigte am 19.01.2010 unter dem Zeichen V 312-72241.122-7 das
Versuchsvorhaben ,Untersuchung des Einsatzes der Kaltplasmakoagulation im Rahmen
der Behandlung des Pleuramesothelioms und auf der Oberfliche des Darms” von
Schweinen nach § 8 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes (TierSchG). Dies beinhaltete
ebenfalls die Genehmigung der Tétung der Tiere zur Erhebung von Daten im Rahmen
des Versuchsmodell gemal des Tierschutzgesetzes. Nach Abschluss des Vorversuches,
der an zwei Tieren durchgefiihrt wurde, und Darlegung der daraus folgenden Ergebnisse
wurde die Verwendung weiterer Tiere am 01.07.2010 bewilligt.

2.2 Tiere

Bei den Versuchstieren handelte es sich um speziell geziichtete, weibliche, erwachsene
Minipigs von der Firma Ellergaard aus Danemark. Das durchschnittliche Alter bei dem
Erwerb der Tiere betrug 22-24 Monate, mit einem durchschnittlichen Kdrpergewicht von
33 bis 35 Kilogramm. Die Tierpfleger der Gemeinsamen Tierhaltung (GTH) der Universitat
zu Lubeck sorgten fir die artgerechte Haltung und Versorgung der Tiere. Die Minipigs
wurden auf dem daflir vorgesehenen AuR3engelande der Gemeinsamen Tierhaltung im
Freien, sowie in Gruppen- und Einzelboxen mit freiem Zugang zur Nahrung und Wasser
gehalten. Vor dem ersten operativen Eingriff hatten die Minipigs eine

Akklimatisierungsphase an ihre neue Umgebung, diese betrug jeweils etwa 14 Tage.

Der Aufbau des Thorax und des Abdomens sowie dessen Relation zum Korpergewicht
von Menschen und Schweinen sind vergleichbar. Demzufolge ist der Einsatz von
Schweinen zur Etablierung und Uberprifung von medizinischen Verfahren gebrauchlich.
Die Anatomie von gewohnlichen Hausschweinen und Minipigs ist nahezu identisch. Fur
diese Pilotstudie wurden Minipigs ausgewahlt, da das Studiendesign einen relativ langen

Uberlebenszeitraum vorsah und so die Gewichtsentwicklung im Vergleich zu
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herkdbmmlichen Hausschweinen besser zu kontrollieren war. Minipigs haben die
Besonderheit aufgrund spezieller Ziichtungsverfahren nur eine bestimmte GrofRe bzw.
Gewicht erreichen zu konnen. Aus diesem Grund eigenen sie sich speziell fir
wissenschaftliche Untersuchungen. Zum Zeitpunkt des Erwerbs der Tiere hatten diese ihr
Endgewicht erreicht.

2.3 Zellen

Es wurde die humane Zelllinie MSTO-211H (ATCC-Nc.:CRL-2081) von ATCC (Manassas,
VA, USA) verwendet. Diese wurden in Kooperation mit dem chirurgischen
Forschungslabor der Universitat zu Libeck in einer Zellkultur angeziichtet und die

Teilerpotenz festgestellt.

Die Verwendung einer humanen statt einer tierischen Zellreihe ist insofern zu erklaren, als
das es aktuell keine tierischen Zellreihen fiir das Pleuramesotheliom gibt. Schweine
haben im Vergleich zum Menschen eine viel geringere Lebenserwartung, so dass die

Entwicklung eines Pleuramesothelioms unwahrscheinlich ist.

2.4 Versuchsmodell

Die Versuchsreihe umfasste insgesamt 16 Minipigs und wurde in einen Vorversuch mit
zwei - und die Hauptversuchsreihen mit 14 Minipigs aufgeteilt. Der Vorversuch diente der
Uberpriufung der Durchfiihrbarkeit der Pilotstudie. Die daraus resultierenden Ergebnisse
wurden dem Ministerium fur Landwirtschaft, Umwelt und landliche Raume des Landes
Schleswig-Holstein vorgelegt, welches daraufhin die Hauptversuchsreihe bewilligte. Das
Design des Vorversuches war kongruent zu der Hauptversuchsreihe, welche im
Folgenden beschrieben wird. Die operativen Interventionen fanden alle im Transfer-

Operationssaal der Universitat zu Libeck statt.

Fur die Durchfuhrung der Operationen wurden die gleichen Operationsinstrumente
benutzt, wie die taglich zum Einsatz kommenden Instrumente der Chirurgie und der

Thoraxchirurgie.

Der Umfang der Pilotstudie umfasste verschiedene Lokalisationen und Organe und

jeweils dazu mehrere operative Eingriffe, so dass die Tiere primér in zwei verschiedene
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Gruppen eingeteilt wurden.

Dabei wurden bei der Thorax-Gruppe zusatzlich Proben des Zwerchfells, des Perikard
und der Pleura parietalis entnommen. Bei der Abdomengruppe wurden dagegen Proben
des Diinndarms, der Leber, der Milz und der Nieren entnommen.

2.4.1 Thorakale Versuchsreihe

Die Thoraxgruppe umfasste 8 Minipigs (T1 - T8). Bei diesen Tieren wurde ein
Pleuramesotheliom induziert und die Behandlung mit Kaltplasma auf der Pleura viszeralis
und parietalis im Rahmen der Therapie des Mesothelioms durchgefiihrt werden. Dazu
wurde die Zellreihe MSTO-211H erworben und im chirurgischen Labor im UKSH-Campus
Libeck angeziichtet. Zehn Tage vor der ersten operativen Intervention wurde eine
immunsuppressive Therapie, mit Hilfe von Prednisolon®, Sandimmun® und Myfortic in
gewichtsadaptierter und fir Schweine angepasster Dosis eingeleitet und im weiteren

Verlauf fortgefihrt.

Im ersten Eingriff wurde Uber einen minimal-invasiven thorakoskopischen Zugangsweg
eine Suspension von 2*10% Mesotheliomzellen, mit maligner Potenz und anhaltender
Wachstumstatigkeit, in die linke Thoraxhalfte eingebracht. Dieser Vorgang ist in der
Abbildung 4 dargestelit.

Abbildung 4: Instillation von Zellsuspension zwischen Pleura viszeralis und -parietalis
wahrend einer Thorakoskopie

Die Dauer dieses Eingriffes betrug, einschlieBlich Eréffnung und Verschlu3 des Thorax,
im Durchschnitt 25-30 Minuten. Alle Eingriffe erfolgten unter endotrachealer
Intubationsnarkose, begleitet von einer kontinuierlichen, intravendsen Anasthesie und
Analgesie. Als Schmerzprophylaxe wurde eine postoperative Analgesie mittels Novalgin
angewendet.
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Im Intervall von mindestens 14 Tagen (im Mittel 14 bis 16 Tage) erfolgte eine
diagnostische Thorakoskopie zur Feststellung eines induzierten Pleuramesothelioms.
Dabei wurden die entsprechenden Proben entnommen, histologisch untersucht und
ausgewertet. Es konnten bei zwei Tieren Inseln von Pleuramesotheliomzellen
nachgewiesen werden. Im weiteren Verlauf konnten keine grof3flachigen
Pleuramesotheliome nachgewiesen werden. Daraus folgte die Schlussfolgerung, dass der
Versuchsaufbau grundlegend Uberdacht werden musste, da eine konstante Induktion

nicht gelungen war.

Der zugrunde liegende Gedanke der Ubertragung von thermischer Energie auf eine
Oberflache, wie z.B. der Pleura, Dunndarm oder anderen Geweben, war davon
unbeeintrachtigt weiterhin von Interesse, da die Kaltplasmakoagulation in diesem Rahmen
noch nicht wissenschaftlich untersucht wurde. Es erfolgte somit analog des
Studienprotokolls die direkte Anwendung von Kaltplasmakoagulation auf gesunder Pleura

viszeralis.

Es erfolgte daher eine thorakoskopische Intervention, in der die kontaktlose Applikation
der Energie (in nachstehend beschriebener Weise siehe 2.5.3 Kaltplasmakoagulation) im
Bereich der gesunden Pleura viszeralis/parietalis vorgenommen wurde. Dabei wurde bei
allen acht Versuchstieren nach 12-16 Tagen im Rahmen einer erneuten Thorakoskopie
die rechte Lunge mit Kaltplasmakoagulation behandelt [64, 65].

Nach weiteren 16 Tagen wurden beide Lungen im Rahmen einer explorativen
Thorakotomie auf Gewebeschaden (Fisteln, Entziindungsreaktion und Nekrosen) klinisch

untersucht und Proben entnommen [64, 65].

Noch im perfundierten Zustand erfolgte eine erneute Applikation von
Kaltplasmakoagulation auf noch unbehandelten Stellen der Pleura visceralis und des
Zwerchfells [64]. Diese Anwendung sollte Aufschluss dariiber geben, wie die initiale

Eindringtiefe und der initiale Schaden durch Anwendung der Kaltplasmakoagulation war.

Im Laufe dieser Operation wurde, nachdem zuvor die Terminierung der tief narkotisierten
und analgosedierten Schweine mit 10 ml T61® (MSD Animal Health,
Unterschleissheim/Deutschland) stattfand, beide Lungen explantiert und die Proben der

behandelten Organe entnommen [66].

Die Proben wurden histologisch aufgearbeitet und ausgewertet.
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2.4.2 Abdominelle Versuchsreihe

Die Abdomengruppe umfasste ebenfalls 8 Minipigs (Al - A8). Hierbei unterschied sich
das Vorgehen insofern, als dass im ersten laparoskopischen minimal-invasiven Eingriff
direkt die Kaltplasmakoagulation auf den Dinndarm appliziert wurde. Im Intervall von 12-
16 Tagen erfolgte eine Laparotomie mit Detektion der betroffenen Dinndarmabschnitte
und Inspektion entstandener intraabdomineller Operationsfolgen. Es wurden Proben
entnommen. In gleicher Sitzung erfolgte ebenfalls eine erneute Applikation von Energie
an der Leber und der Milz. Nach Terminierung der tief narkotisierten und analgosedierten
Tiere mit 10 ml T61® wurde die Entnahme von allen vorher detektierten und im Verlauf

markierten Gewebeproben zur histologischen Auswertung durchgefihrt.
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2.5 Methoden

2.5.1 Anlegen einer Zellkultur in vitro

Das Verfahren zum Anlegen einer Zellkultur in vitro wurde unter sterilen Bedingungen an
einem sterilen Laborarbeitsplatz durchgefiihrt. Die humane Zelllinie MSTO-211H CRL-
2081 wurden kryo-gefroren geliefert. Nach dem Auftauen wurden die Zellen mit dem
Medium RPMI 1640 zusammengefuhrt. Zusatzlich wurde 10 prozentiges FCS-Gold und
eine 1 prozentige Penicillin/Streptomycin Mischung (100x) hinzugegeben. Diese
Suspension wurde mit Hilfe von Zellkulturbéden in Flaschen mit luftdurchlassigem
Verschluss der Firma Sarsted kultiviert. Je nach Zellwachstum wurden 6-8 Flaschen mit
Zellkulturboéden verwendet. Nach ausreichendem Wachstum wurde die Zellsuspension mit
dem Enzym, Trypsin-EDTA (1x) UV-irradiated, behandelt, um die Zellen vom
Zellkulturboden abzulésen. Danach erfolgte eine Waschung mit physiologischer

Kochsalzlésung [67].

2.5.2 Ermittlung der Zellkonzentration mittels der Neubauer Zahlkammer

Aus der nun etwa 20 ml umfassenden Suspension wurde eine kleine Menge (ca. 1-2 ml
als Origonaltype) abpipettiert. Diese wurde mit physiologischer Kochsalzlésung auf den
Faktor 1:10 verdinnt. Zur Bestimmung der Zellzahl verwendete man die
Neubauerzahlkammer [68, 69]. Es wurden 4 GroRquadrate zum Auszahlen ausgewahlt
und daraus der Mittelwert bestimmt. Dieser Wert wurde mit einem entsprechenden Faktor
(Kehrwert des Produkts aus Quadratfliche und Kammerhdhe) multipliziert, um die
Zellzahl pro Volumeneinheit zu ermitteln. Des Weiteren multipliziert man diese Zellzahl
pro Volumeneinheit mit dem Faktor 10, um die urspriingliche Menge des Originaltypes zu
erhalten. Dieser Wert entspricht der Zellzahl in 1 ml Lésung. Die urspriingliche Lésung
betrug 20 ml und so musste mit dem Faktor 20 multipliziert werden um die absolute
Zellzahl zu erhalten. Grundsétzlich betrug die zu implantierende absolute Zellzahl 2x10°

Zellen.

2.5.3 Kaltplasmakoagulation
Fur diese Studie wurde das Gerat Soering 1000 System (Soering, Quickborn/Germany)

der Firma Soéring GmbH verwendet, siehe Abbildung 5 . Die Kaltplasmakoagulation ist
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nur ein Teil des Gerédtes. Das Soering 1000 System wird in einigen medizinischen
Bereichen eingesetzt: Allgemeinchirurgie, Neurochirurgie, Leberchirurgie,
Schilddrisenchirurgie, Thoraxchirurgie, Gyné&kologie und Hals-Nasen-Ohrenheilkunde
[70].

Abbildung 5: Soering 1000 System, a) (links) Steuereinheit, b) Applikator

Das Prinzip dieses gepriften und zertifizierten Medizinproduktes ist es, thermische
Energie Uber einen Plasmastrahl auf eine Oberflache zu Ubertragen und dabei einen
thermischen Reiz zu setzen. Der Plasmastrahl besteht aus zwei Komponenten. Die erste
Komponente ist eine Hochfrequenz-Spannung, die durch einen Hochfrequenzgenerator
erzeugt wird. Das Tragermedium fir diesen Hochfrequenzstrom ist Heliumgas und stellt
die zweite Komponente dar. Dieser Plasmastrahl gelangt als Verschiebestrom von der
Oberflache zurtick zum Generator. Eine kontaktlose Ubertragung bzw. Koagulation ist

durch den ionisierten, reinen Heliumstrahl méglich siehe Abbildung 6 [70].

Abbildung 6: Kontaktlose Applikation der Kaltplasmakoagulation auf einer

Dinndarmschlinge
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Die Applikationsstellen der Organoberflachen wurden immer nach dem im Folgenden
beschriebenen, standardisierten Schema aufgesucht und behandelt.

Bei der Pleura-Versuchsreihe wurden die 8 Zielstellen der Pleura viszeralis an Hand der
naturlichen Grenzen der Lungenlappen ausgesucht. Dabei befanden sich jeweils 4
Applikationsstellen am Ober- und Unterlappen, die im Uhrzeigersinn angeordnet wurden.

In der Dinndarmgruppe wurde der Situs in vier Quadranten unterteilt. Es wurde immer
oben rechts (vom Tier aus gesehen) begonnen und dann im Uhrzeigersinn die
Kaltplasmakoagulation weitergefiihrt. Jeder Quadrant des Situs enthielt zwei
Applikationsstellen, eine mediale und eine laterale Dinndarmstelle siehe Abbildung 7 auf
der Seite 31.
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Abbildung 7: Einteilung der (7a) (links) Pleura viszeralis der rechten Lunge und (7b) der
Dunndarmoberflache im Abdomen der Tiere. Die Ziffern 1 bis 8 stellen die
Applikationsstellen dar. Die Ziffern | bis IV stehen fur die Quadranten des Abdomens in
Abbildung 7b

Der Abstand zum Gewebe wahrend der Applikation betrug 1-2 cm. Das behandelte Areal
umfasste eine Flache von bis zu 2 cm?® und die Applikationsdauer des Plasmastrahls
betrug bis zu 4 Sekunden, wobei der Plasmastrahl jeweils nur auf3erst kurz an einer Stelle

verweilte Abbildung 8.
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Abbildung 8: Darstellung der Flache der behandelten Areale am Beispiel des Dinndarmes

Die Bewegung mit dem Applikator wurde maanderférmig, wie in Abbildung 9 dargestellt,
durchgefuhrt, um eine gleichméaRige Eindringtiefe zu erreichen.

Abbildung 9: maanderférmige Bewegung des Applikators wahrend der Applikation des

Kaltplasmastrahls

Das Soering 1000 System verfugt tber mehrere vordefinierte Leistungsstufen. Es wurde
jede voreingestellte Stufe (1-5) des Soering 1000 System und drei studienspezifische
Energielevel (6, 7, 8) auf die oben beschriebene Weise standardmé&Rig bei jedem Tier
appliziert (Tabelle 6).

CPC-Stufe Energie in Watt Gasfluss in Liter
1 10 1
2 20 15
3 50 2
4 75 2,5
5 100 3
6 50 3,5
7 75 3,5
8 100 3,5

Tabelle 6: Applizierte Kaltplasmakoagulationsstufen mit definiertem Gasfluss
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Die Kaltplasmakoagulation kann potentiell je nach Einstellung ebenso fir die
intraoperative Blutstillung verwendet werden. Die Effektivitat richtet sich dabei nach dem
verwendeten Energielevel und der Einstellung des Gasflusses. Dabei bedarf es lediglich
des Applikators und des Verbindungskabels zum Hauptgerat. Einer zusétzlichen
Nullelektrode bedarf es nicht. Die Gbertragene Energie wird direkt Gber den Plasmastrahl
kontaktlos appliziert. Somit ist theoretisch unter anderem eine kontrollierte Blutstillung

ohne Ubermafige Gewebeschaden mdglich [70].

2.5.4 Pra- und intraoperative Vorbereitungen

Wahrend der gesamten Versuchsreihe wurde die Entwicklung der Minipigs beider
Gruppen mittels Gewichtskontrollen und Nahrungsaufnahmeverhalten in Kooperation mit
den Mitarbeitern der Gemeinsamen Tierhaltung der Universitdt zu Libeck streng
beobachtet.

In der thorakalen Versuchsreihe wurden alle Minipigs 10 Tage vor dem ersten Eingriff
mittels Sandimmun®, Prednisolon® und Myfortic, in fir Schweine angepasster und
gewichtsadaptierter Dosierung, entsprechend vorbehandelt. Die Immunsuppression
erfolgte bis zur Evaluation der Diagnose: ,Pleuramesotheliomzellen vorhanden” oder
.keine Pleuramesotheliomzellen vorhanden”. In Folge dessen wurde die weitere

Immunsuppression angepasst.

Vor allen Eingriffen wurde eine gewichtsadaptierte Pramedikation den Tieren subcutan
verabreicht. Diese umfasste Atropicum Sulfuricum 1,0 mg Eifelfango®, (Eilfango, Bad
Neuenahr- Ahrweiler/Deutschland), Ketanest® 25 mg/ml (Pfizer GmbH, Berlin/
Deutschland), Midazolam-hameln 15 mg in 3ml (hameln pharma plus GmbH,
Hameln/Deutschland) und Rompun® 2% (Bayer Vital GmbH, Leverkusen/Deutschland).

Bei Rompun handelt es sich um ein bei Grolitieren angewendetes Muskelrelaxans.

Daraufhin erfolgte die Anlage einer intravendsen Venenverweilkanile Gber eine Ohrvene
und die Verabreichung von 500ml Ringer-Infusionslosung. Die Tiere wurden auf dem
Rucken gelagert und an allen vier Extremitaten fixiert. Im Rahmen des allgemeinen
Monitoring, zur Uberwachung der Vitalparameter, wurde die Ableitung eines
Elektrokardiogramms, die Anlage eines Pulsoxymeters und die Anlage einer rektalen
Temperatursonde vorgenommen. Bei jedem Eingriff wurde eine endotracheale Intubation
und eine anschlieRende maschinelle Beatmung mi einem Fabius®-Tiro-Gerat der Firma

Drager (Drager, Lubeck/Deutschland) durchgefiihrt. Begleitend dazu wurde eine
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kontinuierliche, intraoperative und intraventése Verabreichung von Propofol® -Lipuro 2%
(B. Braun Melsungen AG, Melsungen/Deutschland), Ketanest® 25 mg/ml, Midazolam-
hameln 15 mg in 3ml und Rompun® 2% eingeleitet. Im Anschluss an die Gabe der
perioperativen Antibiotikaprophylaxe mit 2g Cefotaxim (AstroPharma, Wien/Osterreich)
als Kurzinfusion erfolgten die dreimalige Desinfektion und das sterile Abdecken des

Operationsgebietes [64]. Der Versuchsaufbau ist in Bezug auf diese Studie in Abbildung

10 auf Seite 34 zu sehen.

Abbildung 10: Operation im Libecker Transferoperationssaal, 10a) links, Vorbereitung einer
Laparoskopie und 10b) rechts, Durchfihrung einer Thorakoskopie. [1] Anasthesiebereich
mit Beatmungsgerat Fabius® Tiro, [2] Kaltplasmakoagulationssystem Soering 1000, [3]
sterile Abdeckung des Operationsgebietes, [4] HDTV Storz- Endoskopieturm

2.5.5 Operationsverfahren
Im Rahmen dieser experimentellen Studie wurden minimalinvasive Verfahren, die
Thorakoskopie in der thorakalen Versuchsreihe und die Laparoskopie in der abdominellen

Versuchsreihe, durchgefihrt.

Offene Operationsverfahren hatten grof3ere Anforderungen an die Versuchstiere gestellt.
Minimalinvasive Verfahren haben Vorteile, zum Beispiel geringerer Schmerzmittelbedarf,
kurzere Operationszeiten, kleinere Zugange, kirzere Erholungsintervalle usw., die fur
diese Uberlebensstudie besser geeignet waren.

Die Interventionen wurden als Videodokumentationen festgehalten und ausgewertet.
Vorbereitung, Ablauf und Instrumentarium entsprachen den standardmafigen Richtlinien
der Humanmedizin, um die Durchfihrbarkeit zu Gberprifen und vergleichen zu kénnen.
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Minimalinvasive Verfahren

Der 10 mm Trokar wurde auf Hohe der 4. / 5. Rippe in der Medioclavicularlinie als
Kamerazugang plaziert. Ein Arbeitszugang fur den Applikator erfolgte Uber einen 5 mm
Trokar und befand sich in der vorderen Axillarlinie (Abbildung 11).

Die Platzierung der Trokare bei den laparoskopischen Interventionen erfolgte etwa im

Bereich der Medianlinie des Abdomens. Der 10 mm Trokar wurde im Oberbauch und der

5 mm Trokar im rechten Unterbauch eingebracht (Abbildung 11).

Abbildung 11: Versuchsaufbau: 11a) (links) fur die Thorakoskopie und 10b) (rechts) fur die

Laparoskopie

Die Kaltplasma-Applikation erfolgte standardgemaf, wie oben im Abschnitt 2.5.3.
beschrieben. In der folgenden Abbildung 12 ist am Beispiel einer minimalinvasiven
Thorakoskopie der Vorgang der Ubertragung der thermischen Energie auf die Oberflache

der Lunge ersichtlich. Die Eingriffsdauer betrug im Mittel 45 Minuten.

Seite | 35



Abbildung 12: 12a) (links) Endoskopische Perspektive des Thorax eines Minipigs vor

Kaltplasmaapplikation. 12b) (rechts) Kontaktlose Applikation des Plasmastrahles auf die
Lungenoberflache.

Ziffern: [1] Lungenoberflache, [2] laterale Thoraxwand, [3] Zwerchfell, [4] Applikator

Offene Verfahren

Im weiteren Verlauf der Versuchsreihen erfolgten nach bestimmten Intervallen, wie in
Abschnitt 2.4 beschrieben, explorative Thorakotomien und Laparotomien. Diese dienten
der Erfassung und Dokumentation von entstandenen Verédnderungen, wie zum Beispiel
Verwachsungen und insbesondere Stenosen und Fisteln. Dabei wurde nach einem

bestimmten Schema vorgegangen, wie in Tabelle 7 dargestellt.

Parameter Ergebnis

Abszess / Verhalt 2
nein

makroskopisch sichtbare Darm- / Lungenfisteln Jnaein

makroskopisch sichtbare Stenosen oder Kontinuitatsbehinderungen Jnaein
keine

makroskopisch sichtbare peritoneale bzw. thorakale Adh&sionen einzelne, wenige N
Verwachsungsstrange

flachige Verwachsungen

Tabelle 7: Schema zur makroskopischen Beurteilung des Darms vor der Explantation
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Die Gewinnung von Gewebeproben zur weiteren histologischen Aufbereitung und
Auswertung stand ebenfalls im Mittelpunkt, wie in Abschnitt 2.5.8 beschrieben.

2.5.6 Postoperatives Management

Am Ende dieser chirurgischen Intervention wurde eine individuell an jedes Tier und
Situation angepasste Narkoseausleitung vorgenommen. Dazu gehorte die Entw6hnung
von der Narkose und die Extubation, nachdem eine spontane Atmung und adéquate
Oxygenierung gewahrleistet waren. Die postoperative Analgesie erfolgte Uber
Verabreichung von Novalgin tber die Nahrung. Die Minipigs wurden in spezielle
Aufwachraume des Tierstalles transportiert. Nach etwa weiteren 6 Stunden und

vollstandig zurtickerlangter Aktivitat kamen die Schweine wieder in ihre Gruppen zurick.

2.5.7 Nachsorgeschema

Nach den entsprechenden minimalinvasiven Verfahren wurden die Tiere taglich
Uberwacht und begutachtet. Dabei wurden auf Anzeichen einer eventuell vorhandenen
Peritonitis oder Mediastinitis durch entstandene Fisteln oder Perforationen geachtet.
Weitere wichtige Parameter waren die Immobilisation und das Verhalten der Wasser- und
Nahrungsaufnahme. Zweimal taglich erfolgte die Beobachtung und Dokumentation
anhand eines standardisierten Protokolls, welches zur Erstellung eines Nachsorge-Scores
verwendet wurde, siehe Tabelle 8. Ab einem Score > 2 und Score = 2 wurden die Tiere

veterinarmedizinisch vorgestellt.
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Parameter Ergebnis/Punkte

wach, kontaktfreudig = 0
Vigilanz wach =1
somnolent = 2

selbststéandige Nahrungsaufnahme ja= 0_
nein =1
Auslauf, Spielverhalten = 0
korperliche Aktivitat kurze Wege, eher Liegen =1
Liegen =2

normale Darm/Atemgerausche = 0
hochgestellte

Auskultation der Lunge und des Abdomen Darmgerausche/pathologische
Atemgerausche= 1
keine Darmgerausche = 1
Bauch weich =0

Untersuchung des Abdomen lokaler Druckschmerz = 1
generalisierte Abwehrspannung = 2

oberer Atemwegsinfekt = 1
Abszess kutan = 1
Nahrungsverweigerung = 1
Diarrhoe = 1

Komplikationen

Tabelle 8: Tagliches Nachsorgeschema nach Laparo- bzw. Thorakoskopie und
Kaltplasmakoagulation der jeweiligen Organe. Die Zahlen entsprechen einem relativen

Score, um das Auftreten potentieller Komplikationen entsprechen wichten zu kénnen.

Fir den Fall, dass Zeichen einer Peritonitis oder Pleuritis bestanden hatten, ware

unverziglich eine Revisionsoperation eingeleitet worden.

Um die Entwicklung und den physischen Zustand der Minipigs beurteilen zu kénnen,
wurde die Gewichtsentwicklung genau dokumentiert. Dazu wurde vor und nach jeder

chirurgischen Intervention das jeweilige Tier in pradefinierten Intervallen gewogen.

2.5.8 Gewinnung der Proben und Herstellung von histologischen Préparaten
Nach der Terminierung der Tiere mit T61® in tiefer Narkose und unter Analgesie wurden
im Rahmen der jeweiligen Operationen die Praparation und Darstellung der behandelten
Strukturen und Organe vorgenommen. Nach ausreichender Untersuchung des Situs
wurden die fir die Probenentnahme notwendigen Areale der Organe detektiert,
fotodokumentiert und entnommen. In der Thoraxgruppe wurden beide Lungen reseziert,
sowie die behandelten Stellen als Teilresektate des Zwerchfell, des Perikard und der
Pleura entnommen. Teilresektate der entsprechend mit Kaltplasmakoagulation

behandelten Organe (Dinndarm, Milz, Leber) wurden ebenfalls in der abdominellen
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Versuchsreihe entnommen.

Fixierung und Paraffineinbettung

Hierbei handelte es sich, um seit langem etablierte Verfahren, die unter standardisierten
Bedingungen durch entsprechende Arzte des Institutes fiir Pathologie der Universitat zu
Libeck durchgefuhrt wurden. Zur Asservierung der gewonnenen Materialien wurden
diese zunéchst in einer 4 prozentigen Formaldehydldsung mit einem pH-Wert von circa
7,5 fixiert. Je nach Beschaffenheit der einzelnen Gewebeteile wurde ein unterschiedliches
Volumen der Formaldehydldsung hinzugegeben. Dabei wurde stets das Verhaltnis 1
Anteil Gewebe zu 10 Anteilen Fixierungslosung eingehalten. Die Fixationsdauer richtete
sich nach der Schichtdicke der Gewebeanteile. Dabei gilt die Regel, dass bei
zunehmender Schichtdicke die Fixationsdauer proportional dazu ansteigt. Pro Stunde
Einwirkzeit wird eine 1 mm Gewebeschicht adaquat von der Lésung durchdrungen. Nach
entsprechender Fixierung wurde in aufsteigender Alkoholreihe das Material entwassert.
Die Konzentration des Ethanols steigt bis zum absoluten Alkohol. Im weiteren Verlauf
wurde Xylol zur Trennung des Materials vom Alkohol verwendet. Nach der Trankung des
Gewebes mit Paraffin und Giel3ung eines Paraffinblockes erfolgte die Aushéartung. Mit
einem Mikrotom wurden 2-6 um dicke Schnitte hergestellt und im warmen Wasserbad auf

die Objekttrager gezogen [71].

Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die Gewebeschnitte wurden zur Entparaffinierung in Xylol getrankt. Im nachsten Schritt
erfolgte die Rehydrierung in absteigender Alkoholreihe. Dann erfolgte die Zugabe des
Farbstoffes Hamatoxylin-Eosin [71].

Immunhistologie

Zum detektieren neoplastischer Mesothelproliferate aus dem Granulationsgewebe wurden
die folgenden immunhistochemischen Marker verwendet: CD 68 / PGM1, Kalretinin und
BER/EPA4.
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2.5.9 Auswertung der histologischen Praparate
Mit einem Standardmikroskop des Institutes fur Pathologie der Universitat zu Libeck
(Axioskop 108958 der Firma ZEISS, SIP 41794) und einem entsprechenden Messokular

(Zeiss) wurden die Proben ausgewertet.

2.5.10 Statistische Auswertung

Fur die Auswertung der Daten wurden der Mittelwert und als ein Bestandteil des
Signifikanztestes der Median verwendet. Als Signifikanztest wurde der Wilkoxon-Test fr
Paardifferenzen angewendet. Dieser Test vergleicht abhangige bzw. paarige Werte
miteinander. Es wurde das Programm SPSS Version 17.0 verwendet. Als
Signifikanzniveau wurde ein p<0,05 angenommen. Die Planung der statistischen
Auswertung erfolgte in Zusammenarbeit mit Frau Dr. rer. hum. biol. Claudia Hemmelmann

aus dem Institut fir Medizinische Biometrie und Statistik der Universitat zu Libeck.
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3 Ergebnisse

3.1 Nachsorge

Wahrend dem gesamten Studienverlauf war keine peri- und postoperative Mortalitat zu
verzeichnen. Ein zusatzlicher Aspekt war die niedrige Morbiditat Gber die Dauer der
gesamten Studie.

Als peri- und postoperative Morbiditdt wurden Ereignisse erfasst, die den
Gesundheitszustand der Versuchstiere beeinflusst haben. Im Nachsorgeschema des
Material und Methodenabschnittes sind die Ereignisse in Tabelle 8 dargestellt. Bei der
postoperativen Vigilanz wurden in 50 durchgefiihrten Operationen finf mal 1 Punkt (wach)
vergeben und dreimal 2 Punkte (somnolent) vergeben.

Insgesamt drei Tiere in der ganzen Studie verweigerten am ersten postoperativen Tag die
Nahrungsaufnahme. Diese Tiere fralen ab dem zweiten postoperativen Tag ohne
auBerliche Interventionen dann normal. In der Thoraxgruppe war bei einem Tier nach
schwieriger Intubation am ersten Tag nhach Intervention eine leichte Dyspnoe
festzustellen. Die Dyspnoe war zu keinem Zeitpunkt fiir das Tier lebensbedrohlich und
war ohne medizinische Intervention selbstlimitierend. In der laparoskopischen Gruppe
wurde ein Minipig mit Diarrhoe am ersten postoperativen Tag beobachtet. Auch dieses

Ereignis war am zweiten postoperativen Tag nicht mehr nachweisbar.

Wahrend der weiteren Nachsorgephase fiel am zweiten postoperativen Tag ein weiteres
Tier mit Husten unklarer Genese auf. Es wurde in diesem Fall als prophylaktische
Maflnahme nach Hinzuziehung des verantwortlichen Tierarztes ein Depot-Penicillin
intramuskular verabreicht. Nach einem weiteren Tag war der Husten nicht mehr

nachweisbar [64].

Insgesamt musste aufgrund der postoperativ aufgetretenen Komplikationen kein

Revisionseingriff erfolgen.

Als ein sehr wichtiges Kriterium fir die Entwicklung der Minipigs wurde die
Gewichtsentwicklung wahrend der Studie dokumentiert, Gberwacht und verfolgt. Der
genaue Erfassungszeitraum erstreckte sich vom Eintreffen der Tiere im Tierstall bis zum
Zeitpunkt der Probengewinnung. Eine genaue Auflistung der Daten ist in der Tabelle 9 zu

sehen.
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Tiere 1.Intervention 2.Intervention 3.Intervention 4. Intervention
T1 40 39 40 42

T2 32 36 41 45

T3 38 38 41,5 50

T4 35 38 47 49,5

T5 41 47,5 54 53

T6 37,5 45 48 48

T7 38 38 45 46,5

T8 37 44,5 46,5 48

Thorakoskopische Gruppe

Tiere 1.Intervention 2.Intervention
Al 40 59
A2 39 59
A3 25 25
A4 25 28
A5 30 32
A6 28 27
A7 26 31
A8 34 31

Abdominelle Gruppe

Tabelle 9: Gewichtsentwicklung in Kilogramm der Minipigs wahrend der Studie der
Thoraxgruppe (oben) und der Abdomengruppe (unten)

l.Intervention: Gewicht vor Thorakoskopie / Laparoskopie

2.Intervention: Gewicht vor 2.Thorakoskopie / Laparotomie

3.Intervention: Gewicht vor 3.Thorakoskopie

4.Intervention: Gewicht vor der Thorakotomie

Es konnte eine stetige Gewichtszunahme der Minipigs verzeichnet werden. Dies gilt
ebenfalls als ein guter Marker fur den psychischen und physischen Zustand der Tiere

wahrend der gesamten Studie.

All dies sind wichtige Hinweise, dass die weitere Entwicklung der Tiere in nur geringem

Maf3e durch die minimal-invasiven Interventionen beeinflusst wurde.
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3.2 Makroskopische Untersuchungen (mit Videodokumentation)

Die makroskopischen Beobachtungen wurden im Rahmen der endoskopischen und
explorativen offenen Verfahren vorgenommen und mit Hilfe von Videodokumentation und

digitalen Bildern festgehalten.

In beiden Gruppen wurde bei der makrokopischen Begutachtung auf standardisierte

Rahmenbedingungen und gleiche Untersuchungskriterien geachtet.

Bei den Tieren, die einem thorakalen Eingriff unterzogen wurden, wurde nach der ersten
Thorakoskopie mittels erneuter Thorakoskopie Pleuramesotheliomplaques aufgesucht. Es
konnten bei zwei Tieren Plagues im Sinne eines malignen Pleuramesothelioms
nachgewiesen werden. Weitere therapeutische Anwendungen konnten aufgrund der nur
geringen Anzahl der Zellen in diesem Studiendesign nicht durchgefuhrt werden, siehe
Abschnitt 2.4.1.

Nach der zweiten Thorakoskopie und in der laparoskopischen Versuchsreihe nach den
Laparoskopien erfolgten die explorativen Thorakotomien und Laparotomien, in denen
zunachst die mit Kaltplasma behandelten Stellen der Organe, entsprechend der im Kapitel
2.5.8 beschriebenen Weise, aufgesucht und dargestellt werden mussten, wie auf den
beiden folgenden Abbildungen (Abbildung 13 und Abbildung 14) zu sehen.

Abbildung 13: Detektion der applizierten Stellen bzw. Flachen
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Abbildung 14: Explantierte Lunge nach Applikation von Kaltplasma. Die anatomische

Pincette deutet auf einen mit Kaltplasma behandelten Bereich.

Fur die Beurteilung moglicher Veranderungen auf der Oberfliche von Lunge und
Dinndarm wurde jeweils ein standardisiertes Schema verwendet. Folgende Parameter
wurden dokumentiert; Adhasionen, Fisteln, Perforationen, Nekrosen, Empyeme und
Einschnurungen durch Briden (Tabelle 7).

3.2.1 Entstehung von Adhasionen nach der Anwendung von Kaltplasma

Die makroskopische Untersuchung zeigte eine deutlich Tendenz zur Entwicklung von
Adhasionen. In der Thoraxgruppe besonders zwischen Lunge und der Thoraxwand
(Abbildung 15). In der Laparoskopiegruppe wurden sowohl die Entwicklung von
interenterischen Adhéasionen (Abbildung 16) als auch die Entwicklung von
Verwachsungen mit angrenzenden Organen, wie z.B. Peritoneum, Leber und Milz
(Abbildung 17) beobachtet.

Die Verwachsungen bzw. Adhasionen waren deutlich sichtbar und flachiger Natur.

Abbildung 15: Adhasionen zwischen Lunge und Thoraxwand
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Abbildung 17: Adhasionen zwischen Dinndarm und Milz

In Abhangigkeit von der Ausgangsleistung war das Vorhandensein und die Ausmald der
Verwachsungen unterschiedlich. Dabei zeigte sich, dass bei steigender Ausgangsleistung
die Verwachsungen ausgepragter waren und die Ausdehnung dieser Verwachsungen
flachiger war. Wahrenddessen konnten Kkeine Funktionseinschrdnkungen beim
Gasaustausch der Lungen und keine Einengungen bzw. Stenosen in Form einer
Reduktion des Durchmessers des Dinndarmes oder Dickdarmes nachgewiesen werden,
so dass die enterale Passage wenig bis gar nicht beeintrachtigt war. Die
postinterventionellen Reaktionen auf die Kaltplasmakoagulation waren in der thorakalen
Versuchsreihe auf die Pleura und in der abdominellen Versuchsreihe tuberwiegend auf

das Peritoneum und oberflachliche Muskelschichten des Darmes begrenzt.

3.2.2 Postoperative Rate an entzindlichen Infiltraten
In der thorakalen Versuchsreihe wurde in keinem der Falle ein Klinisch apparenter
Pneumothorax durch die Anwendung der Kaltplasmakoagulation induziert. Es wurden bei

zwei Minipigs Pleuraergisse wahrend der Re-Thorakoskopie festgestellt, die aufgrund
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des guten klinischen Zustandes der Tiere nicht drainiert werden mussten. Wahrend der
Thorakotomien wurden in beiden Fallen nicht nur die oben erwéhnten pleuralen
Adhasionen beobachtet, sondern auch eine chronische Infiltration mit kleinen
subpleuralen Abszessen festgestellt. Mikrobiologisch wurden keine Erreger in den
Infiltrationen bzw. Abszessen nachgewiesen, so dass davon auszugehen ist, dass die
Entstehung der chronischen Infiltrate durch das Unterlassen der Pleuradrainage

beginstigt wurde.

3.2.3 Geringe Gefahr der Perforation und Fistelbildung nach Anwendung von
Kaltplasma

Nach subtiler Dissektion der Adhasionen wurden auf makroskopischer Ebene keine
Perforationen der Organe und keine Nekrosen der Lunge und der Dinndarmwand
festgestellt. Die Reaktionen der Gewebe auf die Kaltplasmakoagulation schienen sich bei
den Tieren der Thoraxgruppe auf die Pleura und bei den laparoskopisch operierten

Minipigs auf das Peritoneum und die &uReren Muskelschichten zu beschranken.

Die histopathologischen Untersuchungen der resezierten Organteile zeigten lediglich in
einem Fall eine punktférmige Perforation des Dunndarmes in der laproskopischen
Versuchsreihe. Es handelte sich um eine kleine etwa 0,1 cm durchmessende
Perforationsstelle. Diese kleine Fistel trat bei Applikation einer Leistung von 100 Watt mit
einem voreingestellten Gasfluss von drei Litern auf. Die Perforationsstelle war durch eine
benachbarte Darmschlinge und die Adhasionen in diesem Bereich vollstandig gedeckt.
Der Lokalbefund und auch das histologische Ergebnis wiesen bei diesem Tier in dem

Bereich ausgedehnte Adhé&sionen zwischen den Dunndarmschlingen nach.

Die Auswertung der Videodokumentation zeigte in diesem Fall eine nicht
protokollgerechte verlangerte Einwirkzeit des Plasmastrahles auf den Dinndarm. Die
Anwendung sollte auf dieser Stelle maximal 1-2 Sekunden betragen hatte aber etwa 5
Sekunden in Anspruch genommen. Zu diesem Zeitpunkt befand sich die Studie am
Beginn der experimentellen Phase. Vermutlich war daher aus akzidentellen Grinden die
Anwendungsdauer des Plasmastrahles prolongiert. Trotz dessen bleibt der Zeitpunkt der
Perforation bei dem Kklinisch vollig unauffélligen Tier letztlich ungeklart. Viele Adhasionen
in einem bestimmten Bereich kdnnen bei Bewegungen Scherkrafte ausiben, so dass die
Perforationsstelle nicht direkt nach Anwendung des Plasmastrahles entstanden sein
muss. Postinterventionell zeigte das Minipig keine besonderen Auffalligkeiten wahrend

der engmaschigen Nachsorge. In der explorativen Laparotomie konnte eine Peritonitis
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oder ein Abszess nicht nachgewiesen werden.

In der thorakalen Versuchsreihe konnten auch histologisch wahrend der gesamten Dauer

der Studie keine Perforationen oder Fisteln nachgewiesen werden. In den Préparaten

zeigten sich Uberwiegend eine vollstandige Ausheilung der betroffenen Gewebe sowie

vereinzelte Vernarbungen in Form von Granulationsgewebe.

Tiere Fisteln Makroskopische Beobachtungen Pathologie
Kleines pleurales Empyem Nekrose und heilendes
T1 Nein chronische Pneumonie Granulationsgewebe
pleurale Adhéasionen Alveolen sind nicht eroffnet
Nekrose und heilendes
T2 Nein Pleurale Adh&sionen Granulationsgewebe
Alveolen sind nicht eroffnet
Nekrose und heilendes
T3 Nein Pleurale Adhasionen Granulationsgewebe
Alveolen sind nicht ertffnet
Kleines pleurales Empyem Nekrose und heilendes
T4 Nein chronische Pneumonie Granulationsgewebe
Pleurale Adh&sionen Alveolen sind nicht eroffnet
Nekrose und heilendes
T5 Nein Pleurale Adh&sionen Granulationsgewebe
Alveolen sind nicht eroffnet
Nekrose und heilendes
T6 Nein Pleurale Adhé&sionen Granulationsgewebe
Alveolen sind nicht ertffnet
Nekrose und heilendes
T7 Nein Pleurale Adhasionen Granulationsgewebe
Alveolen sind nicht eréffnet
Nekrose und heilendes
T8 Nein Pleurale Adhé&sionen Granulationsgewebe

Alveolen sind nicht eroffnet

Tabelle 10: Makroskopische Beobachtungen

Ergebnisse der explantierten

invivo bzw.

invitro und pathologische
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Tiere Fisteln Makroskopische Beobachtungen Pathologie

Nekrose und Granulationsgewebe
(Vernarbung)
Darmlumen nicht er6ffnet
Nekrose und Granulationsgewebe
A2 Nein interenterische Adh&sionen (Vernarbung)
Darmlumen nicht eréffnet
Nekrose und Granulationsgewebe
A3 Nein interenterische Adhasionen (Vernarbung)
Darmlumen nicht eréffnet
Nekrose und Granulationsgewebe
(Vernarbung)
Darmlumen nicht eréffnet
Nekrose und Granulationsgewebe
A5 Nein interenterische Adhasionen (Vernarbung)
Darmlumen nicht eréffnet
Nekrose und Granulationsgewebe
A6 Nein interenterische Adhasionen (Vernarbung)
Darmlumen nicht eréffnet
Nekrose und Granulationsgewebe
A7 Nein interenterische Adh&sionen (Vernarbung)
Darmlumen nicht er6ffnet
Nekrose und Granulationsgewebe
A8 Nein interenterische Adhasionen (Vernarbung)
Darmlumen nicht eréffnet

Tabelle 11: Makroskopische Beobachtungen in-vivo und in-vitro und pathologische

Adhéasionen zwischen Dinndarm und Milz

Al Nein interenterische Adhéasionen

Adhasionen zwischen Dinndarm und Milz

Ad Nein interenterische Adhasionen

Ergebnisse der explantierten Dinndarmanteile

3.2.4 Nebeneffekt der Serosa-Abldsung wahrend der Applikationsphase der
Kaltplasmakoagulation

Wahrend der Applikationsphase wurde eine besondere Beobachtung in den beiden
Gruppen festgehalten. Sowohl bei Anwendung des Kaltplasmas auf der parietalen Pleura
als auch auf dem Dunndarm hob sich die Serosa (Pleura parietalis, aul3eres bzw. innere

Blatt des Peritoneums) ab. Dieser Nebeneffekt ist besonders gut in der Sequenzabfolge

der Abbildung 18 zu verfolgen.

Abbildung 18: Prozess der Serosa-Abhebung des Peritoneums wahrend der kontaktlosen

Applikation von Kaltplasmakoagulation

Bei etwa 50% der Applikationen des Plasmastrahles konnte man diesen Effekt
beobachten. Das Peritoneum wurde von den Muskelschichten leicht abgehoben nachdem

der Plasmastrahl Kontakt mit der serésen Oberflache der Organe, also Pleura parietalis
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und Dinndarmoberflache hatte. Makroskopisch ist am ehesten davon auszugehen, dass
Gas uber einen kleinen Defekt der Serosa in die subsertse Schicht eindringt und so das
Peritoneum und die Pleura von ihrem jeweiligen Untergrund abhebt. Die
Serosaabhebungen waren am Darm besonders haufig zu beobachten (Abbildung 19).
Die Abhebungen waren schon nach kurzer Zeit der Anwendung mit Kaltplasma nicht mehr
sichtbar.

Abbildung 19: Serosa-Abhebung am Dinndarm wahrend der Applikation von Kaltplasma

Bei den Untersuchungen wurde dokumentiert, dass je weiter man mit dem Applikator von

dem Gewebe entfernt war, die Intensitat der Abhebung abnahm.

3.2.5 Handhabung des Soering 1000 System

Der Applikator ist fir die Anwendung im minimalinvasiven operativen Bereich sehr gut
geeignet. Jedoch ist die Steuerbarkeit des Applikator leicht eingeschrankt im Gegensatz
zu den offenen Verfahren. Mit entsprechender praktischer Erfahrung ist dieser Effekt aber

zu vernachlassigen.

Die Anwendungsdauer ist durch den Hersteller nicht vorgeschrieben und scheint
abhéangig von dem behandelten Gewebe. Am Beispiel in Kapitel 3.2.2 auf Seite 45 wird
deutlich welche Bedeutung die vorher anhand bestimmter Kriterien, wie der Schichtdicken
in einem Organ, festgelegte Anwendungsdauer des Plasmastrahles auf einen bestimmten
Ort hat.
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3.3 Histologische Untersuchungen

Nach der Gewinnung der Proben wurde eine histologische Auswertung in Kooperation mit

dem pathologischen Institut der Universitat zu Libeck vorgenommen.

3.3.1 Abhangigkeit der Eindringtiefe des Kaltplasmas von dem applizierten

Energielevel

Aufgrund der festgestellten Karyopyknose und Karyorhexis der mit Kaltplasmakoagulation

behandelten Préparate konnte von einem irreversiblen Schaden durch die Ubertragene

Energie ausgegangen werden. Diese Nekrosezeichen zeigten sich je nach applizierter

Energie bis zu einer bestimmten Tiefe. Es wurde dargestellt, dass eine Abhangigkeit der

Nekrosetiefe zum eingesetzten Energielevel bestand. Mit steigender Generator-Energie

nahm die Eindringtiefe des Plasmastrahls und somit die Nekrosetiefe zu [64].

Dieser Effekt ist &hnlich bei allen untersuchten Organen nachweisbar.

Lunge
MO Eindringtiefe 10 Eindringtiefe 0 i Eindringtiefe 1 Ui Eindringtiefe
[cm] [cm] [cm] [cm]
0 Subserosa 0 Subserosa 0,01 Subserosa 0,01 Alveolarwand
0 Serosa 0,03 Alveolarwand 0,03 Alveolarwand 0,03 Alveolarwand
0,02 Parenchym 0,04 Alveolarwand 0,06 Alveolarwand 0,06 Alveolarwand
0 Serosa 0,01 Subserﬁses 0,03 Alveolarwand 0,05 Parenchym
Bindegewebe
0 Serosa 0 Subserosa 0,03 Subserosa 0,05 Alveolarwand
0 Serosa 0,01 Serosa 0,01 Serosa 0,03 Alveolarwand
0 Subserosa 0 Subserosa 0,02 Alveolarwand 0,02 Alveolarwand
0 Serosa 0,01 Subserosa 0,03 Alveolarwand 0,03 Alveolarwand
100 - 50 Watt S 75 Watt/ - 100Watt -
Watt Eindringtiefe /3,5l Eindringtiefe Eindringtiefe /3,5l Eindringtiefe
[cm] [cm] £l ) [cm]
0,05 Alveolarwand 0,01 Subserosa 0,01 Subserosa 0 Serosa
0,1 Alveolarwand 0,01 Serosa 0,01 Subserosa 0,01 Serosa
0,08 Alveolarwand 0,01 Subserosa 0,02 Subserosa 0,03 Alveolarwand
0,08 Alveolarwand 0,01 Subserosa 0,01 Subserosa 0,02 Subserosa
0,1 Alveolarwand 0,01 Subserosa 0,02 Subserosa 0,01 Subserosa
0,03 Alveolarwand 0,01 Subserosa 0,01 Subserosa 0,02 Alveolarwand
0,03 Alveolarwand 0,01 Subserosa 0,01 Subserosa 0,03 Alveolarwand
0,05 Alveolarwand 0,01 Subserosa 0,01 Subserosa 0,02 Alveolarwand

Tabelle 12: Ergebnisse der histologischen Untersuchung der Lungen nach

Kaltplasmakoagulation mit unterschiedlicher Ausgangsleistung
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Aus der Tabelle 12 ist ersichtlich, dass mit niedrigen Energieleveln (10 Watt und 20 Watt)

die Nekrosetiefe auf die Pleura und die subpleurale Schicht limitiert ist. Wohingegen bei

der Verwendung hoherer Level aufféllt, dass die Nekrose die Alveolarwande erreicht, aber

nicht zerstort.

Dinndarm
o 30 Watt 50 Watt 75 Watt Eindring-
Watt Eindringtiefe (cm) Eindringtiefe (cm) Eindringtiefe (cm) tiefe
(cm)
0 Serosa 0,01 Subserosa 0,01 Longitudinal- 0,07 Zirkular-
muskulatur muskulatur
0,01 Longitudinal- 0,02 Longitudinal- 0,02 Longitudinal- 0,03 Plexu_s
muskulatur muskulatur muskulatur myentericus
0,02 Longitudinal- 0.04 Plexu_s 0.04 Zirkular- 0,05 Zirkular-
muskulatur myentericus muskulatur muskulatur
0 Serosa 0,02 Longitudinal- 0,02 Longitudinal- 0.04 Longitudinal-
muskulatur muskulatur muskulatur
0 Serosa 0 Subserosa 0,02 Longitudinal- 0,03 Plexus
muskulatur myentericus
0 Subserosa 0,01 Longitudinal- 0,02 Longitudinal- 0,05 Zirkular-
muskulatur muskulatur muskulatur
0 Subserosa 0,01 Longitudinal- 0,01 Longitudinal- 0,03 Longitudinal-
muskulatur muskulatur muskulatur
Longitudinal- Longitudinal- Longitudinal-
0,01 Subserosa 0,02 muskulatur 0,02 muskulatur 0.04 muskulatur
00 75 Watt/3,5l 100 Watt/
Watt Eindringtiefe ’ Eindringtiefe Eindringtiefe
(cm) 3,5l (cm)
(cm)
0,07 Zirkular- 0.02 Longitudinal- 0,02 Longitudinal-
muskulatur muskulatur muskulatur
0,03 Zirkular- 0,02 Longitudinal- 0,03 Zirkular-
muskulatur muskulatur muskulatur
0.05 Zirkular- 0.05 Zirkular- 0.15 Zirkular-
muskulatur muskulatur muskulatur
0.05 Zirkular- 0,03 Longitudinal- 0,04 Zirkular-
muskulatur muskulatur muskulatur
01 Zirkular- 0,03 Longitudinal- 01 Zirkular-
muskulatur muskulatur muskulatur
0,04 Zirkular- 0,02 Longitudinal- 0,03 Zirkular-
muskulatur muskulatur muskulatur
0,04 Zirkular- 0,03 Longitudinal- 0,04 Zirkular-
muskulatur muskulatur muskulatur
0.05 Zirkular- 0,02 Longitudinal- 0,03 Zirkular-
muskulatur muskulatur muskulatur

Tabelle 13: Ergebnisse der histologischen Untersuchung des Dinndarmes nach

Kaltplasmakoagulation mit unterschiedlicher Ausgangsleistung

Die Ergebnisse bei der Lunge lassen sich ebenfalls auf den Dinndarm Ubertragen

(Tabelle 13). Bei einer Ausgangsleistung von 10 und 20 Watt reichte die Nekrosetiefe bis
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zum Peritoneum viszerale und zur longitudinalen Muskelschicht. In héheren Energiestufen
reichte die Nekrosetiefe bis zur zirkularen Muskelschicht und vereinzelt an den Plexus
myentericus heran. In der Abbildung 20 ist exemplarisch am Dinndarm die Veranderung

nach Applikation verschiedener Leistungsstufen dargestellt.

&"?;.,’
R st |
Dunndarm vor Applikation mit Dinndarm nach Dinndarm nach
Kaltplasma , intakte Serosa Kaltplasmakoagulation mit 10 Kaltplasmakoagulation mit 30
oben links Watt Watt
%2
i

Ry
2N

AN - |

Dinndarm nach Dinndarm nach Dinndarm nach
Kaltplasmakoagulation mit 50 Kaltplasmakoagulation mit 75 Kaltplasmakoagulation mit 100
Watt Watt Watt

Abbildung 20: Ergebnisse der histologischen Untersuchung des Dinndarmes nach

Kaltplasmakoagulation mit unterschiedlicher Ausgangsleistung

Zwerchfell
10 Watt (cm) 30 Watt (cm) 50 Watt (cm) 75 Watt (cm) 100 Watt (cm)

0 0,01 0,02 0 0
0 0,01 0,01 0,01 0,05
0 0 0,02 0,08 0,04
0 0,01 0 0,03 0,2
0 0 0,01 0,01 0,01

0,01 0,01 0,02 0,05 0,05

0,01 0,02 0,02 0,02 0,05
0 0,01 0,02 0,04 0,05

Tabelle 14: Eindringtiefen in cm des Zwerchfelles nach Kaltplasmakoagulation mit

unterschiedlicher Ausgangsleistung in Watt
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Perikard

Das Perikard wurde insgesamt bei funf Minipigs mit Kaltplasma behandelt. Die
histologischen Untersuchungen ergaben bei allen Tieren Perforationen des Perikards ab
dem Energielevel 2 (30 Watt, 3,5 Liter Gasflul3). Da eine Perforation des Perikards eine
potentiell lebensbedrohliche Verletzung fir jedes Lebewesen bedeutet, wurde die weitere
Applikation zum Schutze der Minipigs eingestellt.

Leber
10 Watt (cm) 30 Watt (cm) 50 Watt (cm) 75 Watt (cm) 100 Watt (cm)
0 0 0,05 0,05 0,1
0 0,01 0,02 0,05 0,07
0,02 0,1 0,15 0,15 0,15
0,03 0,02 0,06 0,1 0,15
0 0 0,05 0,08 0,1
0 0,01 0,05 0,06 0,08
0 0,02 0,02 0,08 0,08
0 0,02 0,05 0,06 0,1

Tabelle 15: Eindringtiefen in cm der Leber nach Kaltplasmakoagulation mit

unterschiedlicher Ausgangsleistung in Watt

Milz

10 Watt (cm) 30 Watt (cm) 50 Watt (cm) 75 Watt (cm) 100 Watt (cm)
0 0 0,1 0,2 0,1
0 0,01 0,03 0,5 0,5
0 0,02 0,03 0,08 0,08
0 0,03 0,08 0,08 0,1
0 0,01 0,1 0,15 0,1
0 0,02 0,04 0,08 0,1
0 0,01 0,04 0,04 0,04
0 0,02 0,05 0,08 0,1

Tabelle 16: : Eindringtiefen in cm der Milz nach Kaltplasmakoagulation mit

unterschiedlicher Ausgangsleistung in Watt
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Linearitat

Die oben gezeigten Daten belegten, dass eine annahernde lineare Korrelation zwischen

Energielevel und mittlerer Tiefe der Nekrose besteht. Eine genauere Darstellung dieses

Sachverhaltes wird in der Abbildung 21 dargestellt.
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Abbildung 21: Graphische Darstellung uUber die lineare Abhéangigkeit der Eindringtiefe
abhéangig von der Koagulationsstufe

Wilcoxon-Test

In der statistischen Auswertung wurde mit Hilfe des Wilcoxon-Tests nachgewiesen, dass
statistisch signifikante Unterschiede zwischen einzelnen Leistungsstufen bestehen. Dabei

wurden die aufeinander folgenden Leistungsstufen miteinander verglichen.

Der p-Wert < 0,05 zeigte die statistisch signifikante Differenz. Genauere Daten sind aus

den folgenden Tabellen ersichtlich.
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Lunge
. Z, asymptotische
Energielevel Signifikanz
0 vs. 10W ()-2.060,P=0.039
50 vs. 20 W ()-2.264,P=0.024
75vs. 50 W ()-1.732,P=0.083
100 vs. 75 W ()-2.2.01,P=0.028
75W/3,51 vs. . _
50W/3,51 ()-1.000,P=0.317
100W/3,51 vs. , _
75W/3.51 ()-0.707,P=0.480
Zwerchfell
. Z, asymptotische
Energielevel Signifikanz
20 vs. 10W ()-2.236,P=0.034
50 vs. 20 W ()-2.121,P=0.034
75 vs. 50 W ()-1.604,P=0.109
100 vs. 75 W ()-1.084,P=0.279
100W/3,5l vs. . _
75W ()-1.342,P=0.180
Milz
. Z, asymptotische
Energielevel Signifikanz
20 vs. 10W ()-2.402,P=0.016
50 vs. 20 W ()-2527,P=0.012

Dinndarm

Energielevel

Z, asymptotische
Signifikanz

20 vs. 10W
50vs. 20 W
75vs. 50 W
100 vs. 75 W
75W/3,51 vs. 50W

100W/3,5l vs.
75W/3,5I

()-2.460,P=0.014
()-1.342,P=0.180
()-2.546,P=0.011
()-1.890,P=0.059

()-1.890,P=0.059

()-2.264,P=0.024

Leber

Energielevel

Z, asymptotische
Signifikanz

20 vs. 10W

50 vs. 20 W

75 vs. 50 W

100 vs. 75 W

()-1.807,P=0.071
()-2.388,P=0.017
()-2.214,P=0.027

()-2.232,P=0.026
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75vs. 50 W ()-2.207,P=0.027

100 vs. 75 W ()-0.412,P=0.680

Tabelle 17: Tabellen Uber die statistische Auswertung der Ergebnisse

3.3.2 Einfluss des Gasfluss auf die Eindringtiefe des Kaltplasmas

Die studienspezifische Variation des Gasflusses zeigte einen zusatzlichen Aspekt der
Steuerbarkeit der Kaltplasmakoagulation. Es konnte dargelegt werden, dass bei der
Verwendung der gleichen Ausgangsleistung mit unterschiedlichem Gasfluss die
Eindringtiefe des Plasmastrahls moduliert werden kann. Bei steigendem Gasfluss
verringerte sich die Eindringtiefe. Damit stellte der Gasfluss ebenfalls eine wichtige
Modulatorgrof3e bei diesem Medizinprodukt dar. Die Feineinstellung der Eindringtiefe

kann somit ebenfalls gesteuert werden. Dieser Effekt wird in Abbildung 21 dargestellt.
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4 Diskussion

4.1 Kaltplasmakoagulation: Ergebnisse dieser Studie und Ausblicke

Es wurde im Rahmen dieser Tierversuchsstudie erstmalig die sichere Ubertragbarkeit von
Hochfrequenzstrom auf die Oberflache von verschiedenen Organen des Thorax und des
Abdomens nachgewiesen [64].

Sichere Ubertragbarkeit bedeutet in diesem Zusammenhang, dass transmurale Schaden
der Hohlorgane und Schéadigungen der parenchymattsen Organe vermieden wurden.
Lediglich das Perikard ist bei einer Applikation von 30 Watt perforiert und war daher fir
diese Form der Energielibertragung ungeeignet.

Es konnte gezeigt werden, dass eine sichere Anwendung der Kaltplasmakoagulation nicht
auf Lunge und Darm beschrankt ist, sondern auch auf Zwerchfell, Milz und Leber mdglich
ist.

Aufgrund der insgesamt nur geringen postoperativen Morbiditat, die bei keinem Minipig zu
bleibenden Beeintrachtigungen, noch zu Stérungen der Entwicklung fihrten, ist die
Kaltplasmakoagulation aus der Sicht der Untersucher ein sicheres Verfahren zur
kontaktlosen Ubertragung von Energie auf die Lunge, das Zwerchfell, den Diinndarm, die
Leber und die Milz. Es wurde somit gezeigt, dass es mdglich ist, die Oberflache von

Organen mit Kaltplasmakoagulation zu behandeln.

Die Letalitat bei der Anwendung der Kaltplasmakoagulation lag insgesamt in dieser Studie

bei null Prozent. Ebenfalls sehr gering war die peri- und postoperative Morbiditat.

Die Entwicklung der Tiere schien im Allgemeinen &auf3erst wenig beeintrachtigt,
insbesondere vor dem Hintergrund der Ergebnisse des Nachsorgescore und der
positiven Gewichtsentwicklung, wie oben dargestellt. In beiden Studiengruppen nahmen
die Minipigs kontinuierlich wahrend der gesamten Studie zu, was einen wichtigen

Indikator fir die gute Vertraglichkeit der Manahme darstellt.

Die wichtigsten Parameter fir die Beurteilbarkeit der klinischen Sicherheit der
Kaltplasmakoagulation, ist die Haufigkeit des Auftretens von Fisteln sowie weiteren

postoperativen Komplikationen, wie entziindlichen Reaktionen und Abszessbildungen.
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Bei der thorakalen Anwendung kam es in keinem Fall zu einer Fistelbildung [64]. ,Die
direkte Nekrosetiefe und der Kollateralschaden haben die Alveolen in allen Proben nicht
zerstort...” [64]. In dieser Gruppe wurden lediglich zwei Tiere mit Pleuraergiissen
verzeichnet. Klinisch waren die Minipigs unauffallig, so dass von einer spezifischen
Therapie abgesehen wurde. Erst die histopathologischen Ergebnisse zeigten in diesen
beiden Fallen, chronische Infiltrate und pleurale Abszesse in den zuvor ergusshaltigen

Bereichen zwischen Lunge und Thoraxwand.

Nach Kaltplasmakoagulation auf dem Dunndarm kam es in keinem Fall zur Entwicklung
einer Peritonitis oder zur Entstehung eines intraabominellen Abszesses. Nur in einem Fall
kam es zu der Entstehung einer Dinndarmfistel. Es handelte sich um eine
histopathologisch nachgewiesene, punktférmige Perforationsstelle, die jedoch vollstandig
mit Verwachsungen bedeckt war und zu keinen postoperativen Einschrankungen des
Tieres fiihrten. Uber den Zeitpunkt der Entstehung kann nur spekuliert werden.
Insgesamt wurden in keinem anderen untersuchten Dinndarmanteil von Tieren in dieser
Studie, unabhéngig von der angewandten Energiestufe, Perforationen oder Fisteln

nachgewiesen.

Nicht nur die Mdglichkeit der sicheren Anwendbarkeit der Kaltplasmakoagulation wurde
durch die vorliegende Untersuchung nachgewiesen, sondern auch eine Vorhersage der
Eindringtiefe scheint mdglich. Je nach Ausgangsleistung konnte die Eindringtiefe variiert
werden. Das bedeutet bei steigender Ausgangsleistung, konnte eine héhere Eindringtiefe
erzielt werden. Hierbei bestand eine anndhernd lineare Abh&ngigkeit. Eine Feinjustierung
der Energietbertragung auf die den oben genannten Organen war moglich und gut
durchfiihrbar. Die Nullhypothese muss also verworfen werden: Generatorleistung und

Eindringtiefe sind annéhernd linear voneinander abhangig.
Diese nachgiewesenen Effekte lassen einige Schlussfolgerungen zu:

Durch die Karyopyknose und die Karyorhexis konnte ein irreversibler Schaden des
Zellkerns nachgewiesen werden. Dies lasst den Schluss zu, dass Tumorzellen ebenfalls

zerstort werden konnten. Weitere Studien dartiber missen erfolgen.

Die kontrollierte Zerstérung von oberflachlichen Zellen und Zellschichten mit einer
Vorhersehbarkeit des Schadens kann eine attraktive Erganzung der therapeutischen
Optionen in der chirurgischen Onkologie werden. Diese Form der Therapie kann
besonders bei den Tumoren Anwendung finden, die nicht nur die Lebenserwartung stark

begrenzen sondern ebenfalls nur mit sehr radikalen Eingriffen behandelt werden kénnen.
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Diese Eingriffe sind h&aufig in ihrer onkologischen Radikalitat dadurch limitiert, dass durch
einen Dunndarmbefall zwar eine technische Operabilitdt besteht, ein Eingriff sich aber

durch den Dunndarmverlust verbietet.

Die Kaltplasmakoagulation konnte durch die oberflachliche Anwendbarkeit und gute
Vertraglichkeit die therapeutischen Moglichkeiten deutlich erweitern und deutlich mehr
Patienten eine potentiell kurative Therapieoption erméglichen [63].

4.2 Kaltplasmakoagulation in der Therapie des Pleuramesotheliomes

und der Peritonealkarzinose

Das Pleuramesotheliom und die Peritonealkarzinose sind Erkrankungen die sich initial auf
der Oberflache der betroffenen Organe abspielen. Die Karzinomherde sind daher direkt
dem Kaltplasmastrahl ausgesetzt, so dass die oben beschriebene Karyopyknose und
Karyorrhexis ebenfalls resultieren konnte. Kein weiteres bisher untersuchtes Verfahren
wirde eine solche direkte Anwendung auf der Oberflache eines von serésen Hauten
bedeckten Organs ermoglichen.

Die hyperthermische intrathorakale/intraabdominelle Chemotherapie kdnnte als ebenfalls
direkt auf der Oberflache einwirkendes Verfahren eine Erganzung darstellen. Die
hyperthermische intrathorakale/intraabdominelle  Chemotherapie wird hierbei in
Kombination mit einer maximalen makroskopischen Zytoreduktion durchgeftihrt. Aus der
vorliegenden Studie geht nicht hervor, welche Wirkungen eine Kombination aus
intracavitarer Chemotherapie und Kaltplasmakoagulation auf den Patienten hatte. Hierfur
bedarf es weiterer Untersuchungen. Aufgrund der hohen Toxizitdt der eingesetzten
Substanzen nicht nur gegeniiber Tumorzellen, sondern auch gegeniiber gesunden Zellen
kann nicht ausgeschlossen werden, dass Heilungsvorgange nach Kaltplasmakoagulation
durch die angewandte Chemotherapie gestort werden. Potentielle lokale und systemische
Komplikationen der hyperthermischen intrathorakalen/intraabdominellen Chemotherapie

konnten daher deutlich schwerer sein, als bei Verzicht auf eine Kaltplasmakoagulation.
Die chirurgische Onkologie definiert Operationsabldufe und Anteile von Organen, die

entfernt werden mussen, um eine ausreichende chirurgische Radikalitat zu gewahrleisten.

So ist es moglich, dass groRe Teile der Lunge bei der extrapleuralen Pneumonektomie in
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der Therapie des Pleuramesotheliomes oder zum Beispiel Dunndarm(teil)resektionen im
Rahmen der zytoreduktiven Chirurgie bei der Peritonealkarzinose durchgefuhrt werden
missen, um eine maximale makroskopische Resektion der Tumoren zu erreichen.
Verringerte Funktionsleistungen dieser Organe, einhergehend mit einer eingeschrankten
Lebensqualitat der Betroffenen sind das unerwiinschte Resultat. Dies geht haufig mit
einer deutlich eingeschrankten Lebensqualitat einher.

Die Kaltplasmakoagulation stellt ein potentiell organerhaltendes Verfahren dar. Es konnte
gezeigt werden, dass durch die geringe Morbiditat und geringe Beeintrachtigung der Tiere
bezogen auf Entwicklung und postoperatives Verhalten, die Lebensqualitat der Tiere nicht
wesentlich eingeschrankt wurde. Dies ist ein positiver Aspekt, der gegebenenfalls nach

weiteren tierexperimentellen Studien einen Einsatz im Menschen rechtfertigt.

Aufgrund des potentiell mdglichen minimal-invasiven Zuganges (Thorakoskopie,
Laparoskopie) sind auch Eingriffe mit initial diagnostischem Ansatz und minimal-invasive

Re-Eingriffe mdglich.

Die Wirksamkeit der oben beschriebenen Therapieverfahren ist in vielen Studien und
langjahriger Erfahrung erforscht und bewiesen worden. Die Kaltplasmakoagulation muss
sich diesen Prifungen noch unterziehen.

Dabei soll dieses vielversprechende Verfahren keineswegs die anderen Verfahren
ersetzen. Sie konnte eine weitere Alternative oder eine zuséatzliche Option in der Therapie
des Pleuramesotheliomes und der Peritonealkarzinose darstellen.

In  Zukunft konnte aufgrund der vielen oben genannten Vorteile, die
Kaltplasmakoagulation in den palliativen- und auch in den multimodalen Therapieansatz

beider Erkrankungen integriert werden. Hierflr sind weitere Studien erforderlich.
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4.3 Vergleich der Methode der Kaltplasmakoagulation mit anderen

experimentellen therapeutischen Verfahren

4.3.1 Laser

Die Lasertherapie wird in vielen Bereichen der Medizin therapeutisch angewendet. Laser
sind sehr vielfaltig und sind individuell einzustellen in Leistung und Ausrichtung, daher
sind sie bei verschiedensten Erkrankungen als therapeutische Mal3nahme etabliert.

Hauptindikationen bestehen bei Erkrankungsbildern, bei denen eine gleichzeitige
Dissektion bei Thermokoagulation im Operationsgebiet notwendig ist. So ist der Laser ein
etabliertes Therapieverfahren in der Hals-Nasen-Ohrenheilkunde bei der transoralen
Mikrochirurgie von Tumoren der Glottis und des Larynx und wird in verschiedenen
Leitlinien empfohlen [72]. Fir den Einsatz endorektal liegen ebenfalls eine Vielzahl von
Beschreibungen vor, jedoch wird hier nicht auf eine Steuerbarkeit der Eindringtiefe
sondern auf die Blutstillung fokussiert, so dass fur den Laser keine Daten flir die

extraluminale Anwendung vorliegen [73, 74, 75].

4.3.2 Mono- und bipolare Koagulation

Weitere etablierte Optionen, thermische Energie auf eine Oberflache zu tbertragen, sind
die mono- und bipolare Koagulation. Keine der beiden vorgenannten Techniken hat eine
vorhersagbare Eindringtiefe. Insbesondere bei der monopolaren Koagulation kann es
aufgrund des Stromflusses durch den Kdrper zu weiteren Schaden an anderen Orten als
der eigentlichen Applikationsstelle kommen. Insbesondere von der gewinschten
endoluminalen Anwendung als auch bei der ungewollten Anwendung auf der Serosa sind
fur mono- und bipolare Koagulation eine Vielzahl von Fallberichten publiziert worden [76,
77, 78).

4.3.3 Argonplasmakoagulation

Die Vorteile der in dieser Arbeit untersuchten Technik liegen in der kontaktlosen
Ubertragung der Energie mittels eines Edelgases als Tragermedium. Eine vergleichbare
Technik ist die so genannte Argonplasmakoagulation, die bereits langer in der klinischen
Routine etabliert ist [73, 79, 80, 81]. Die Hauptanwendung der Argonplasmakoagulation

liegt in der endoluminalen Behandlung von Engstellen oder Blutungsquellen. Hierfur
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liegen sehr gute klinische Daten vor. Ebenfalls ist eine Modulation des Gasflusses analog
den oben beschriebenen technischen Optionen bei der Kaltplasmakoagulation mdglich.
Beispielhaft sei hier eine Arbeit von Panos und Koumi angefiihrt, die bei endoluminalen
Behandlung von Teleangiektasien im rechten und linken Kolon keine erhéhte
Perforationsrate bei Anwendung von 60 Watt Generatorleitung und einem Gasfluss von
1,2 I/min nachweisen konnten [82].

Alle vorbeschriebenen bestehenden Therapieoptionen haben gemein, dass fur sie wie
auch bis dato fur die Kaltplasmakoagulation keine Daten fiir eine Anwendung auf der
Oberflache von Lunge und Dinndarm vorliegen. Alle publizierten Anwendungen sind
Beschreibungen einer akzidentellen Anwendung mit zum Teil letalem Ausgang. Inwieweit
eine Anwendung der Argonplasmakoagulation moéglich wére ist derzeit vollkommen unklar

und kann aufgrund der fehlenden Zulassung nicht empfohlen werden.

Zusammenfassend kann daher festgestellt werden, dass die bestehenden technischen
Mdoglichkeiten zur Energielibertragung auf eine Oberflache fur die Anwendung auf der
Oberflache der Lunge wund des Darms nicht geeignet sind. Durch die
Kaltplasmakoagulation konnten sich daher wie zuvor ausgefuhrt nach Durchfihrung
weiterer Studien weitere Therapieoptionen ergeben.

4.4 Kritische Wertung der Daten

Zunachst ist festzustellen, dass diese Studie auf Daten basiert, die an Tieren und nicht
am Menschen gewonnen wurden. Daher sind die oben genannten potentiellen
Einsatzmdoglichkeiten aufgrund der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, nicht ohne
weiteres in den Operationssaal fur Eingriffe am Menschen zu (bertragen. Die
Wahrscheinlichkeit ist aber hoch, dass die Schlussfolgerungen zutreffen kénnten, da
Schweine dem Menschen im Aufbau und Funktion der Organe des Thorax und des
Abdomen sehr ahnlich sind. Schweine stellen in der chirurgischen Forschung unter
anderem aus den oben genannten Grinden, eine haufig verwendete Spezies bei der

Untersuchung ahnlicher Fragestellungen dar.

Weiterhin war die Anzahl der Tiere fur diese Studie relativ klein, begriindet auf der
Genehmigung einer begrenzten Anzahl gem&R dem Ministerium fir Landwirtschaft,
Umwelt und landliche Raume des Landes Schleswig—Holstein. Es sollte lediglich zunachst

die Mdglichkeit der gefahrlosen Applikation von Kaltplasma auf der Oberflache serdser
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H&aute bewiesen werden. So mussten die Interventionen auch gering gehalten werden, um

die Tiere nicht unnétig zu belasten.

Die Kaltplasmakoagulation wurde in dieser Studie Uberwiegend an Nicht-Tumor-Zellen
durchgefuhrt. Die sichere Induktion grof3flachiger Pleuramesotheliome war in der
thorakalen Tiergruppe nicht zuverlassig reproduzierbar. Nur bei zwei Minipigs konnten

histologisch Pleuramesotheliominseln nachgewiesen werden.

In der abdominellen Gruppe wurde von einer Induktion einer Peritonealkarzinose

abgesehen, da dies nicht Bestandteil des Antrages war.

Zusatzlich zur Beantwortung der urspringlichen Fragestellung der sicheren
Ubertragbarkeit thermischer Energie auf serése Oberflachen wurde eindeutig
nachgewiesen, dass auch eine Applikation in Randbereichen von Karzinoseherden nicht
zu einer Darm-/ Lungenfistel geflihrt hatte. Dies ist insofern von hoher Bedeutung, da bei
der Behandlung oberflachlicher Tumoren der Pleura und des Abdomens es auch immer
zu einer thermischen Belastung der Randbereiche von Karzinoseherden kommen muss.
Im Tiermodell hatte hieraus keine negative Konsequenz fir den Patienten resultiert, da
bei protokollgemafier Applikation in keinem Fall eine transmurale Schadigung von Lunge
oder Darm auftrat. Die Kaltplasmakoagulation ist vor dem Hintergrund dieser Ergebnisse
daher als relativ sichere Option zur Ubertragung thermischer Energie auf serdse

Oberflachen zu werten.

Eine mdgliche Limitierung der Kaltplasmakoagulation in der Behandlung der Peritoneal-
und Pleurakarzinose konnten Tumoranteile sein, die zum Beispiel den Dunndarm
ummauern. Auch dickere Tumorzellschichten, die transmural infiltrieren, stellen eine
Begrenzung der Anwendbarkeit aufgrund der limitierten Eindringtiefe dar. Die
Eindringtiefe richtet sich aber nicht nur nach den technischen Méglichkeiten, sondern

auch nach organspezifischen maximalen Eindringtiefen.

Patienten mit fortgeschrittenen Tumoren, welche nicht nur oberflachlich wachsen sondern
grof3e Teile der Organe infiltrieren, missen weiterhin wenn mdglich chirurgisch reseziert

werden oder einer primér palliativen Therapie zugefihrt werden.

Einen Vorteil kénnte die Kaltplasmakoagulation daher eher bei oberflachlichen, wenig
konfluierenden oder diffus wachsenden Tumorzellverbdnden auf den Organen des Thorax
und des Abdomens darstellen. Hier ist insbesondere der miliare Dinndarmbefall durch
Karzinoseherde zu nennen, der bis dato vielfach eine Kontraindikation flr ein weiteres

operatives Verfahren darstellt.
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Vor dem potentiellen Einsatz beim Menschen sollten weitere Erfahrungen und Daten zur
Kaltplasmakoagulation insbesondere auf dem Dinndarm gewonnen werden. Das
Vorliegen einer Dunndarmfistel in der abdominellen Tiergruppe vor diesem Hintergrund ist
ein wichtiger Aspekt, der vor dem Einsatz dieser Methode beim Menschen zun&chst
weitere Untersuchungen nach sich ziehen muss. Einschrénkend ist hierbei aber erneut
anzumerken, dass es bei protokollgerechter Anwendung in keinem Fall zu einer

transmuralen Schadigung kam.
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5 Zusammenfassung

In dieser experimentellen Tierstudie wurde die Anwendung der Kaltplasmakoagulation auf
der Oberflache von thorakalen und abdominellen Organen erstmalig untersucht. Die
Motivation zur Durchfihrung dieser Studie rihrte daher, dass sowohl die
Therapieoptionen des Pleuramesotheliomes als auch der Peritonealkarzinose durch
Tumorwachstum auf der viszeralen Oberflache der Organe deutlich eingeschrankt sind.
Die Kaltplasmakoagulation ist ein Verfahren bei der Hochfrequenzenergie Uber einen
Heliumplasmastrahl auf eine Oberflache Ubertragen wird und dabei thermische Energie
auf die Oberflache einwirkt.

Die Untersuchung war als Pilotstudie geplant und wurde nach vorheriger Genehmigung
des Tierversuches durchgefiihrt. Die Minipigs wurden in zwei Gruppen (abdominal und
thorakal), jeweils aus 8 Tieren bestehend, eingeteilt. Uber einen minimal-invasiven
Zugang (Thorakoskopie oder Laparoskopie) erfolgte die Kaltplasmakoagulation auf der
Oberflache von Lunge und Darm. Nach etwa 12 bis 16 Tagen erfolgte eine explorative
Thorakotomie beziehungsweise Laparotomie. Operationsfolgen wurden standardisiert
dokumentiert und nach der Terminierung der Tiere erfolgte die Entnahme multipler

Gewebeproben zur pathologischen Untersuchung.

Wahrend des gesamten Versuches wurden die Tiere téaglich untersucht und
nachbeobachtet. In beiden Studiengruppen nahmen die Minipigs kontinuierlich wahrend
der gesamten Studie zu, was einen wichtigen Indikator fur die gute Vertraglichkeit der
Maflnahme darstellte. Die ebenfalls guten Ergebnisse im Nachsorgescore zeigten, dass

die Entwicklung der Tiere postoperativ kaum beeintrachtigt wurde.

Die Letalitat bei der Anwendung der Kaltplasmakoagulation lag insgesamt bei null
Prozent. Ebenfalls sehr gering war die peri- und postoperative Morbiditat.

Nach histologischer Auswertung der Proben konnte sowohl fir den Darm als auch die
Lunge gezeigt werden, dass eine annahernd lineare Abhangigkeit zwischen der
Eindringtiefe der Kaltplasmakoagulation und der Ausgangsleistung des Generators sowie

dem Gasfluss bestand.

Die Kaltplasmakoagulation stellt daher im Tiermodell ein sicheres und vorhersagbares
Verfahren zur oberflachlichen Behandlung von Raumforderungen der Pleura und des

Dinndarms dar.
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7 Anhang

7.1 Grundlegende Daten zur Einteilung und zur Therapieoption des

malignen Pleuramesotheliomes

7.1.1 IMIG Staging System [13]

Table 1. IMIG staging system
T,N,M Region involved Characteristics

Tla Limited to the ipsilateral parietal pleura, No involvement of the visceral pleura.
including the mediastinal and
diaphragmatic pleurae.

TIb Ipsilateral parietal pleura, including the Scattered tumor foci that also involve the
mediastinal and diaphragmatic pleurae. visceral pleura.
T2 Each ipsilateral pleural surface. At least one of the following:

(i) involvement of the diaphragmatic muscle, or
(i1) a confluent visceral pleural tumor (including
fissures) or tumor extension from the visceral
pleura into the underlying pulmonary

parenchyma
T3 Locally advanced but potentially At least one of the following: (i) involvement of
resectable tumor (each ipsilateral the endothoracic fascia, (ii) extension into
pleural surface) mediastinal fat, (iii) a solitary, completely

resectable focus of tumor that extends into the
soft tissues of the chest wall, or (iv)
nontransmural involvement of the pericardium

T4 Locally advanced, technically At least one of the following: (i) diffuse tumor
unresectable tumor (each ipsilateral extension or multiple tumor foci in the chest
pleural surface) wall with or without associated rib destruction,

(i1) direct transdiaphragmatic extension to the
peritoneum, (iii) direct extension to the
contralateral pleura, (iv) direct extension to the
mediastinal organs, (v) direct extension to the
spine, or (vi) extension to the internal surface of
the pericardium with or without pericardial
effusion or involvement of the myocardium

NX Presence of regional lymph nodes not assessable

NO No regional lymph node metastases

NI Metastases in ipsilateral bronchopulmonary or
hilar lymph nodes

N2 Metastases in subcarinal or ipsilateral

mediastinal lymph nodes, including ipsilateral
internal mammary lymph nodes

N3 Metastases in contralateral mediastinal,
contralateral internal mammary, and ipsilateral
or contralateral supraclavicular lymph nodes

MX Presence of distant metastases not assessable
MO No distant metastases

MI Distant metastases present

Stage Tumor Lymph nodes Metastases
Ia Tla NO MO

Ib Tib NO MO

11 T2 NO MO

11 Any T3 Any N1 or N2 MO

v Any T4 Any N3 Any M1

Abbreviations: IMIG, International Mesothelioma Interest Group: M, metastases: N, lymph nodes: T, tumor.
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7.1.2 TNM Staging System flur das malighe Pleuramesotheliom [83]

la Tla NO MO Primary tumor limited to ipsilateral parietal pleura

Ib T1b NO MO As stage la plus focal involvement of visceral pleura

As stage la or Ib plus confluent involvement of diaphragm or visceral

. T2 NOMO pleura or involvement of the lung

1l Any T3 MO Locally advanced tumour

Any N1 MO Ipsilateral, bronchopulmonary or hilar lymph node involvement

Any N2 MO Subcarinal or ipsilateral mediastinal lymph node involvement

v Any T4 Locally advanced technically unresectable tumour

Contralateral mediastinal, internal mammary, and ipsilateral or

Any N3 contralateral supraclavicular lymph node involvement

Any M1 Distant metastases

7.1.3. Stadiengerechte Therapie fur das maligne Pleuramesotheliom

Stadium 1 und 2 Stadium 3 und 4

NO N2

Keine cardialen/pulmonalen Erkrankungen | M1

Reduzierter Allgemeinzustand
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7.2 Votum des Ministeriums fur Landwirtschaft, Umwelt und landliche

Raume

5
w -'.J HLi-Ins‘rcrkJm for Lancwirischatlt,
£y el und lindliche Riuma
+ das Landes Schigswig-Holst=n TR
o
-
X —
Minisbaiium T Landwinschal, Liiwal und landichs FBigme ] -
Postfach 7161 | 24471 Kiel
Herm
inr Anirag wam: 29.06. 2009
Dr. Martin Hoffmann mit Erganzungen vom 01,10, und 29,12, 2009
Klinik fir Chirurgie
Univarsitatsklinikum Schlzswig-Holstein Main Zalchan: V 312-72241.122-7 (86-6104)
Campus Libeck Herr Bubichereit
Ratzeburger Allee 160 Teict
" slefon: 0431 BAE-T128
23538 Lobeck Telefar: (431 GAR-7042
2l Vtrn W AR[SHom ,f,.ta

Herim Dr. B, Nagl

Gemeinsame Tierhaltung 1 Celiw, { A4 AL, AA

der Universitat zu Liibeck
Ratzeburgar Allee 160 H Sd
23538 Lobeck T A0 schw,

| i |

19, Januar 2010

Genehmigung zur Durchfiihrung von Versuchen an Wirbeltieren

Sehr geehiter Herr Dr. Hoffmann,

gemal & & Abs. 1 des Tierschutzgesetzes in der Fassung der Bekanntmachung vom
18, Mai 2006 (BGBI. | 5, 1208), zuletzt geandert durch Gasetz vom 15, Juli 2008 (BGEL
15, 1950), ereils ich lhnen die Genehmigung, im Rahmen des Versuchsvorhabens

Untersuchung des Einsatzes der Kaltplasmakeagulation im Rahmen der
Behandlung des malignen Pleuramesothelioms und auf der Obarfidche des Darms

zu Versuchszwecken Eingriffe und Behandlungen an Tieren vorzunehmean,

Dig Genahmigung ist mit folgenden Mebaenbastimmungen verbunden:

1. Es dirfen bis zu 2 Schweine verwendet werden.

2. Die Genehmigung ist bis zum 31. Dezember 2011 befristet,
Sha kann auf formiosen, hinreichend oegrindaten Anirag um em Jahr verlangen
werden, sofern keine wesentlichen Anderungen der Genehmigungsvoraussatzungan
aingafretan sind.

3. Leiter des Versuchsvorhabens:
Herr Dr. Martin Hoffmann

Diensigesdude Mercolc &3, 6,7, 24106 Kiel | Takfon G431 9650 | Telwimc 0431 500.T235 | posisieliogmw bardsh. da
www L rad L hi inde | E-MailAdressen: Keim Zugang #2r alekironisch signisds oder verschiisseile Dobumente

o U]
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4. Sein Stelhvertreter:
Herr Prof. Dr. Peder Kujath

5. Wechsell der Laiter des Wersuchsvorhabens eder sein Stellvertrater, so ist mir diese
Anderung unverziglich anzuzeigen; dis Genehmigung gilt weiter, wenn sie nicht inner-
halb gines Monats widerrufen wird.

&. Verantwortlicher Tierarzt nach § 9 Abs. 2 Nr, 8 Tierschutzgeseatz:
Ham Dr. R. Mogl

7. Weitere Nebenbestimmungean:
iz Genehmigung beschrankt sich aul eing Machbarkeitsstudie mit zwei Tiaran, Weite-
re Tiere kdnnen nicht in Aussicht gestelll werden. AnschlieBend ist 2in Ergebnisbericht
mit Versuchsprotokall vorzulegan,

Die Bestimmungan der §§ &, 8 und 8a Tierschulzgesetz sowie der §§ 116 und 117 des
Landesverwaliungsgesetzas in der Fassung der Bekanntmachung vom 2. Juni 1982
(GWVOBL Schl-H, 3. 243) sind zu beachlen.

lch weise inshesondere daraul hin, dass Tierversuche nur durch den in § 9 Aks 1
Tierschutzgesetz genannten Perscnankreis durchgefihrt werden dorfen,

Rechtzbehelfsbalehrung

Gegen diesen Bascheid kann innerhalb eines Monats nach Zustellung schriftlich oder zur
Niederschrift des Urkundsheamten der Geschafisstelle Klage beim Venwaltungsgericht
Schleswig-Holstein in 24837 Schleswig, Brockdorff-Rantzau-Strate 13, erhoben werden.

Mit freundlichen Grifen

2 A

Cr. lrmer
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Postach 7151 | 24171 Kl
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Dr. Martin Hoffmann Ihr Anlrag vam: 18.06.2010
Klinik fr Chirurgse Mein Zaichen: W 312-72241.122.7 (86-6/79)
Universitatsklinikum Schieswig-Holstain
Campus Libeck FERS
Alles 1 Telefon: 0431 988-7128
S e b
‘ richtlich:
Herm Dr. R, MNogl
| Gemeinsame Tierhaltung
| der Universitat zu Libeck
| Ratzeburger Allee 160
23538 Libeck
1. Juli 2010

Verwendung von Wirbeltieren zu Versuchszwecken

Sehr geshrter Herr Dr. Hoffmann,

aufgrund Ihres o. a. Antrages kdnnen im Rahmen meinar Genehmigung vom 18, Januar
2010 fidr das Versuchsvorhaben Untersuchung des Einsatzes der Kaltplasmakoagulation
im Rahmen der Behandlung des malignen Pleuramescthelioms und auf der Oberfigche
des Darms” weitera 18 Schweine verwendat werden,

Mit freundlichen Grian

i

Diwrsigebede Mercalomnstralla 3, 5, 7, 24106 Kel | Tadefen 431 S00-0 | Telefa 0431 38-72%5 | postmiel D mius ances de
. andasshgienung sctleswig-holsien da | E-Mal-Adressen: Kein Zugaeng for o h signiena oder verschilimsele Dolumasts
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7.3 Gerate

e Kaltplasmakoagulation: Séring 1000 System (Soring, Quickborn/Deutschland)

o Kaltplasmaapplikator S6ring CPC 54-111 (S6ring, Quickborn,/Deutschland)

e Endoskopische Optik: 5mm Optik (Karl Storz GmbH, Tuttingen/Deutschland)

e Endoskopieturm: HDTV Turm mit AIDA neo compact Thermoinsufflator (Karl Storz
GmbH, Tuttlingen/Deutschland)

e Beatmungsgerat: Fabius® Tiro (Drager Medical Deutschland GmbH,
Libeck/Deutschland)

e Sauerstoffflasche 501 (Linde Gas Therapeutics GmbH,
Unterschleissheim/Deutschland)

¢ Heliumgasflasche 10l (Linde Gas Therapeutics GmbH,
Unterschleissheim/Deutschland)

e Trokare: 5/10 mm Endopath XCEL (Ethicon Endo Surgery, Johnson & Johnson
Medical GmbH, Norderstedt/Deutschland)

e OP-Tisch: Maquet Betastar (Maquet, Rastatt/Deutschland)

¢ Venenverweilkaniile: Vasofix Brauntle (B. Braun, Melsungen/Deutschland)

e Ringer-Infusionslosung: Jonosteril 500 ml (Fresenius Kabi Deutschland GmbH,
Bad Homburg/Deutschland)

e Intubationshilfe: selbst entwickelter Intubationsspatel des Institutes flr
Biomedizinische Optik der Universitét zu Libeck

o Fixationspflaster: Leukosilk 5,0m x 2,5cm (BSN medical GmbH,
Hannover/Deutschland)

o Endoskopische Faflizange: CLICKLINE Auf3enschaft mit Arbeitseinsatz (Karl Storz
GmbH, Tuttlingen/Deutschland)

e Schere: CLICKLINE AuRenschaft mit Arbeitseinsatz (Karl Storz GmbH,
Tuttlingen/Deutschland)

e Spilung: Einwegspllsystem  Olympus (Olympus Deutschland GmbH,
Hamburg/Deutschland)

e Abdeckungen: Foliodrape Einmalabdeckung (Paul Hartmann AG,
Heidenheim/Deutschland)

e Mikroskop: standardisiertes Mikroskop des Institut fir Pathologie der Universitat zu
Libeck, Axioskop 108958 ( Carl Zeiss Microscopy, Jena/Deutschland)
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7.4 Reagenzien

e Zellkulturboden:  Sarsted, Cat No: 83.1812.302 (Sarsted GmbH,
Numbrecht/Deutschland)

e Humane Zelllinie: MSTO-211H, ATCC-Nc..CRL-2081 (ATCC, Manassas, VA,
USA)

o Zellkulturmedium: ATCC RPMI-1640 (ATCC, Manassas, VA, USA)

e Nahrserum fur Zellkultur: 10% FCS Gold (Fetal Bovine Serum-GOLD) PAA
A15/151, CAT No: 30-2001, PAA Laboratories GmbH, Colbe/Deutschland

e Antibiotikum fur Zellkultur: 15 Penicillin/Streptomycin Mischung (100x), CAT
No:P11-010, PAA Laboratories GmbH, Cdlbe/Deutschland)

e Trypsin: Trypsin-EDTA (1x) UV-Irradiated CAT No: L11-660, PAA Laboratories
GmbH, Colbe/Deutschland)

e Prednisolon: Prednisolon 50 mg Tabletten (Ratiopharm GmbH, Ulm/Deutschland)

o Methylprednisolon: Urbason 250 mg (Sanofi-Aventis Deutschland GmbH,
Frankfurt/Deutschland)

o Ciclosporin A: Sandimmun Optoralsaft 100 mg/ml (Novartis Pharma AG,
Nurnberg/Deutschland)

e Mycophenolat: Myfortic 360 mg/Kapsel (Novartis Pharma  AG,
Nurnberg/Deutschland)

e Lidocainspray: Xylocain Pumpspray dental 50 ml (Astra Zeneca GmbH,
Wedel/deutschland)

e Atropin: Atropicum Sulfuricum 1,0 mg Eifelfango® (Eifelfango, Bad Neuenahr
Ahrweiler/Deutschland)

o S-Ketamin: Ketanest® 25 mg/ml (Pfizer Deutschland GmbH, Berlin/Deutschland)

e Midazolam: Midazolam-hameln 15 mg/3 ml (Hameln pharma plus GmbH,
Hameln/Deutschland)

e Muskelrelaxans: Rompun® 2 % (Bayer Health Care, Leverkusen/Deutschland)

¢ Narkosemedikament: Propofol® -Lipuro 2% (Fresenius Kabi Deutschland GmbH,
Bad Homburg/Deutschland)

e Analgetikum: Novalgin 500 mg Tabletten (Sanofi-Aventis Deutschland GmbH,
Frankfurt/Deutschland)

e Narkotikum: T61® Intervet (Intervet Deutschland GmbH,
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Unterschleil3heim/Deutschland)
¢ Formaldehydlésung: Formaldehydlésung, 5%, pH-Wert 7,5 (Otto Fischar GmbH&
Co. KG, Saarbrucken/Deutschland)
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