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II. EINLEITUNG

Postentziindliche narbige Stenosen der ableitenden Gallengénge sind meist ein
chronisches Behandlungsproblem. Gallengangsstenosen fithren zu Galleaufstau
(Cholestase). Die Behandlungspflicht ergibt sich aus dem hohen Risiko fiir eine
Cholangitis durch bakterielle Infektion, welche in einer Sepsis oder einem
Organversagen miinden kann. Gegenwirtige mechanische Behandlungsstrategien
mit endoskopischer Dilatation und Drainage sind hidufig nicht geeignet, ein
Rezidiv zu verhindern. Der mutmaBliche Grund ist, dass durch die mechanische
Dehnung erneute Gewebeschidden entstehen, die ihrerseits zu Vernarbungen

fithren.

In diesem Versuchsvorhaben wird der Effekt einer Low-Dose-Rate (LDR)-
Brachytherapie untersucht, die in anderen medizinischen Indikationen zur
Behandlung gutartiger und entziindlicher Erkrankungen bereits mit Erfolg
eingesetzt wird. Ziel dieser Arbeit ist es, erstmals in einem kontrollierten,
randomisierten und verblindeten Studiendesign den dosisabhingigen lokalen
Effekt einer LDR-Brachytherapie auf die Entwicklung eines Rezidivs einer mit
Ballondilatation behandelten Gallengangsstenose zu untersuchen. Hierbei werden
temporar mit dem radioaktiven B-Strahler = Phosphor-32  versehene
Kunststoffdrainagen (,,Stents*) in die Stenose eingesetzt. Mit diesem Ansatz wird
erstmals liberhaupt die Dosisabhingigkeit einer Brachytherapie benigner
Gallengangsstenosen eines inneren Hohlorgans untersucht. Das Studiendesign
imitiert dabei die klinische Problematik: nicht die primidre Prophylaxe einer
Stenose ist das Ziel, sondern das Verhindern der Rezidivstenose. Die entziindlich-
narbigen Stenosen werden auf endoskopischem Weg durch kontrollierte
Gewebekoagulation induziert. Die sich entwickelnden Stenosen werden dann
dilatiert und verblindet mit radioaktiven oder mit tiblichen nicht-radioaktiven
Drainagen drainiert. Neben anatomisch-morphometrischen Messungen am
Gallengang fokussiert die Studie auf die Histopathologie der behandelten
Gallenginge, um Auskunft zu erhalten iiber die Pathophysiologie der 3-Strahlung

im Gewebe.

Aufgrund der basiswissenschaftlichen Fragestellung ist das Groftiermodell

geeignet. Die Studie ist eine elementare Vorbereitung fiir eine klinische Studie bei
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Patienten. Sehr wichtige Teil-Ziele der Studie sind deshalb die Anwendbarkeit

und Sicherheit der lokalen Brachytherapie mit einem B-Strahler.

Phosphor-32 ist ein reiner Betastrahler, welcher fiir das Versuchsvorhaben unter
anderem den Vorteil bietet, dass er im Gegensatz zu einer externen Bestrahlung
nur das unmittelbar benachbarte Gewebe erreicht. Eine kurzfristige High-Dose-
Brachytherapie wiederum iiberdeckt nicht die kritische Wundheilungsphase. Dies
ist unter anderem deshalb von Bedeutung, da es nicht klar ist, welcher zeitliche
Abschnitt der Wundheilung und auf welche Weise sie durch Strahlung beeinflusst
wird. Die LDR-Brachytherapie wird dariiber hinaus der ohnehin erforderlichen

langeren Drainagepflicht der Stenosen gerecht.

Bisher liegen keinerlei  Erfahrungen bei der Verwendung einer
strahlentherapeutischen =~ LDR-Brachytherapie = zur  Behandlung narbiger
Gallengangsstenosen vor. Es stehen keine geeigneten Strahlenapplikatoren fiir
Liegezeiten von mehreren Tagen zur Verfiigung. Auch die Methode der Induktion
der narbigen Stenose musste fiir diese Studie neu etabliert werden. SchlieBlich
bleibt festzuhalten, dass trotz jahrzehntelanger MutmaBungen iiber die potentiell
giinstige Wirkung einer Brachytherapie bei gutartigen Erkrankungen
bedauerlicherweise kaum wissenschaftliche pri-klinische Studien mit einem
hochwertigen Studiendesign existieren, die die dosisabhingige Wirkung von
Brachytherapie im Gewebe in vivo in einem eigentlich zu fordernden
randomisierten, verblindeten und Placebo-kontrollierten Studiendesign untersucht

haben.

Die aktuelle Studie ist Teil eines interdisziplindren Forschungsprojekts zur
Evaluierung der LDR-Brachytherapie bei Stenosen innerer rohrenformiger Organe
(,,BetaMod-Projekt”, http://www.betamod.de; Aktenzeichen 712/06). Das
BetaMod-Projekt wird von der Bayerischen Forschungsstiftung gefordert.
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I11. SCHRIFTTUM

1. Anatomie des Gallengangsystems

1.1. Makroskopische Anatomie des Gallengangsystems

1.1.1.  Mensch
Die Gallenwege dienen dem Transport und der physikalisch-chemischen

Anderung der Galle (Dancygier, 2003).

Die Gallenwege unterteilen sich in einen intra- und einen extrahepatischen
Abschnitt. An der Beriihrungsstelle zweier benachbarter Leberzellen entstehen als
Gallengangskapillaren die intrahepatischen Gallenwege. Die Gallenkapillaren sind
Spaltriume ohne eigene Wandauskleidung. Sie sind begrenzt von dem
Plasmalemm der Leberzellen. Die benachbarten Leberzellen sondern ihr Sekret in
den Spalt ab. Diese Gallengangskapillaren vereinigen sich in der
Lappchenperipherie zum Ductus biliferus. Dieser Ductus, auch Ductus
interlobularis genannt, bildet zusammen mit der Arterie und der Vene das
,Glisson-Trias*“. Dieses verlduft im Bindegewebe und wird vom kubischen
Epithel ausgekleidet. Im spiteren Verlauf vereinigen sich die Ductuli biliferi zu
den Ductuli hepatici, welche iiber Vereinigung gemeinsamer Ginge der
Lebersegmente V/VI, VII/VIIL, IVa/IVb, II/III und 1 iiber die beiden Ductus
hepaticus dexter und sinister zur Leberpforte ziehen. Das Epithel der Ductuli

hepatici besteht aus einem einschichtigen Zylinderepithel (Dorfer, 2008).

An der Leberpforte entsteht der Ductus hepaticus communis aus der Vereinigung
der Ductus hepaticus dexter und sinister. Der Ductus hepaticus communis ist ca.
3-4 cm lang und verlduft ca. 2-4 cm extraparenchymatos. Das Infundibulum der
Gallenblase miindet im Ductus cysticus, der sich mit dem Ductus hepaticus
communis zum Ductus choledochus im Ligamentum hepatoduodenale vereinigt.
Der Ductus choledochus unterteilt sich in eine Pars supraduodenalis und eine
Pars retroduodenalis. In die Papilla duodeni major oder Papilla Vateri (eine
kleine Erhebung im Diinndarm) miindet der Gallengang im mittleren Duodenum.
In 95 % der Fille miinden D. choledochus und D. pancreaticus gemeinsam, in
5 % getrennt. An der Miindungsstelle der beiden befindet sich der Sphinkter Oddi,
ein SchlieBmuskel aus glatter Muskulatur (Dérfer, 2008, Dancygier, 2003).
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1.1.2. Schwein

Der Aufbau des oberen Gastrointestinaltraktes des Schweines dhnelt dem des
Menschen. Unterschiede bestehen in der separaten Miindung von Gallengang und
Pankreasgang in das Duodenum. Die Einmiindung des D. choledochus in das
Duodenum erfolgt im Gegensatz zum Menschen bereits sehr kurz (1,5-2 cm)
kleinkurvaturseits auf der Papilla duodeni major. Eine polypenihnliche Struktur
am Pylorus, der Torus pylorus, sowie die bereits kurz dahinter liegende
Einmiindung des D. choledochus erschweren die Endoskopie der Gallenwege
(ERC) beim Schwein (Hochberger, 2004). Im Gegensatz zum Menschen miindet
der Pankreasgang (Ductus pancreaticus accessorius) beim Schwein einige
Zentimeter distal des Gallenganges minorseitig des absteigenden Duodenum auf
der Papilla duodeni minor. Somit ist eine durch die ERC iatrogene verursachte
akute Pankreatitis — eine typische Komplikation beim Menschen — beim Schwein

ausgeschlossen.

Der Aufbau der Gallengiinge des Schweins gleicht dem des Menschen, jedoch
miinden die Gallenginge der rechts gelegenen Lappen einzeln in den Ductus

hepaticus communis, ein Ductus hepaticus dexter fehlt (Dahme, 2007).

ductus hepaticus
sinister

ductus cysticus )
ductus hepaticus
communis

Gallenblase

| _— ductus choledochus

Abbildung 1: Gallengangssystem des Schweins; linkes Bild: schematische Darstellung der
Strukturen, rechtes Bild: in Formalin fixierter Gallengang (Piils, 2008)

1.2. Mikroskopische Anatomie des Gallengangsystems des Menschen

Die Wand der extrahepatischen Gallenginge besteht aus kollagenen, elastischen
und glatten Muskelfasern. In dieses Geflecht sind Driisen, Nerven und Gefidlle
eingebettet. Die extrahepatischen Gallenwege bestehen aus drei Schichten, der
Tunica mucosa, der Tunica muscularis und der Tunica serosa. Die Tunica mucosa

besteht aus dem Epithel und der Lamina propria. Das Epithel ist einschichtig und
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hochprismatisch. Falten und Zotten sind im Gegensatz zur Gallenblase in den
extrahepatischen Gallengéngen nicht prisent. Das Epithel setzt sich aus den
Oberflidchenepithelzellen und aus epithelassoziierten Zellen zusammen und liegt
einer fibromuskuldren Schicht auf. Direkt unter dem Epithel befindet sich die
Lamina propria, die relativ viele Driisen, die Glandulae mucosae biliosae enthilt.
Einzelne Becherzellen und regelméfig Lymphozyten befinden sich in diesem
Abschnitt. Die locker angeordneten Biindel glatter Muskulatur sind klein und
nehmen einen spiraligen Verlauf (Denk, 2000, Dancygier, 2003). Der Anteil der
glatten Muskulatur nimmt papillenwirts zu und formiert sich im Papillenbereich
zum bilidren Sphinkter. Die intramuralen Driisen sind vermehrt in der papilldren
Region ausgebildet. Die GefidBdichte ist in allen Teilen ungefdhr konstant
(Dancygier, 2003).

1.3. Mikroskopische Anatomie des Gallengangsystems des Schweines

Die mikroskopische Anatomie des Schweinegallengangs ist der des Menschen
sehr dhnlich. Das Epithel ist einschichtig und hochprismatisch. Die Lamina
propria (in der folgenden Abbildung mit LP beschriftet) enthilt relativ viele

Driisen (Glandulae mucosae biliosae, D). Die sich anschlieBende Tunica

muscularis (MUS) besteht zum groBten Teil aus glatten Muskelzellen (Hees,
2000).

Abbildung 2: Aufbau des Schweine-Gallenganges; E=Lamina epithelialis, L.P= Lamina
propria; MUS= Lamina Muscularis; D= Driisen (Glandulae mucosae biliosae), 40x
VergroBierung, HE- Farbung; Spezies: Schwein (Piils, 2008)
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2. Gallengangsstenosen

2.1. Definition

Der Ausdruck Gallengangsstenose beschreibt eine Einengung des Gallenganges,
hervorgerufen durch Vernarbung, Entziindung, Tumor oder externe Kompression
(Bailen, 2000). Sie fiihrt zu einer Storung des Galleabflusses und u. U. zu einer

prastenotischen Dilatation der Gallenwege.

2.2. Atiologie
Die Ursachen einer Gallengangsstenose sind vielfiltig. Man unterscheidet benigne

von malignen Stenosen.

2.2.1. Benigne Gallengangsstenosen
Benigne Stenosen lassen sich in postoperative und postentziindliche Stenosen

unterteilen.

In tiber 70 % der Fille sind Operationen an den Gallengingen vorausgegangen
(Schilling, 2008 Dancygier, 2003). Die Cholezystektomie ist die am hiufigsten
durchgefiihrte Operation (Sikora et al., 2006). Nach konventioneller
Cholezystektomie treten in ca. 0,5 % der Fille gutartige Stenosen des
D. choledochus auf und vermehrt nach intraoperativen Gallengangsrevisionen.
Mit dem Aufkommen der laparoskopischen Cholezystektomie sind sie hdufiger
geworden (Caspary, 2001). Es wird diskutiert, ob die erhohte Haufigkeit auf die
Anfangsschwierigkeiten in der Lernphase dieser Operationsform zuriickzufiihren
ist oder ob die laparoskopische Methode generell mit einer erhhten Komplikation

behaftet ist (Born et al., 1999, Sikora et al., 2006).

Nach einer orthotopen Lebertransplantation kann bei 7-29 % der Patienten eine
Gallengangsstenose an  der  Anastomose  zwischen  Spender- und
Empfiangercholedochus auftreten (Fogel et al., 2005). Anastomotische Stenosen
werden ebenfalls hdufig nach Gallengangsrekonstruktionen im Rahmen von

Leberteilresektionen beobachtet (Judah and Draganov, 2007).

Nach einem direkten Trauma, einer Einklemmung des Gallenganges, nach lokaler
Hitzeapplikation oder einer lokalen Entziindung, entstanden durch eine Infektion
oder eine Perforation, konnen sich frithe Stenosen entwickeln. Eine spite

Stenoseentwicklung, die unter Umstinden auch erst nach Monaten oder Jahren
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klinisch relevant werden kann, kann aus einer periduktalen Entziindung mit
Fibrose nach Gallengangsperforation entstehen (Rauws and Gouma, 2004). Ein
weiterer typischer Mechanismus ist die chronische oder rezidivierende
Choledocholithiasis mit mechanischer und entziindlicher Alteration und

konsekutiver Vernarbung des Ductus hepatocholedochus (Bailen, 2000).

Chronische Pankreatitiden fithren bei 5-40 % der Patienten zu extrahepatischen
Gallengangsstenosen (Yamaguchi et al., 2006). Hauptsédchlich werden diese durch
Vernarbung des intrapankreatisch verlaufenden Gallenganges oder Kompression
durch einen vergroBerten, z. B. entziindlich angeschwollenen Pankreaskopf, oder
aber durch eine Pankreaspseudozyste hervorgerufen (Schilling, 2008). Die primir
sklerosierende Cholangitis (PSC) ist charakterisiert durch chronisch entziindliche
Gallengangsstenosen sowohl intra- als auch extrahepatisch. Diese haben ein
relativ hohes Entartungsrisiko zum Gallengangskarzinom (Lebenszeitrisiko ca.

10-20 %) (Schilling, 2008).

Weiterhin kénnen auch benigne Tumore die Lichtung des Gallenganges verlegen:
Papillome und Adenome, seltener Lipome, Zystadenome und Myeloblastome

(Nicolas, 2006).

2.2.2. Maligne Gallengangsstenosen

Malignes Tumorwachstum ist die hdufigste Ursache fiir eine Gallengangsstenose.
In den meisten Fillen fiihrt ein Pankreaskopfadenokarzinom zu einer
Kompression oder Infiltration des D. choledochus (Bailen, 2000).
Cholangiocarzinoma (Gallengangskarzinome) hepatozelluldre Karzinome und
maligne Neubildungungen an der Papilla Vateri gehodren ebenfalls zu den
malignen Tumoren, die zu einer Einengung von Gallenwegen fiihren (Vitale et al.,
1996). Bei den primédren Gallengangskarzinomen unterscheidet man das solitire,
infiltrativ wachsende Karzinom, das zentral, im Leberhilus wachsende, fokal
stenosierende Karzinom oder das diffus sklerosierende, an den Gallengingen
entlang vorwachsende Karzinom (Nicolas, 2006). Intrahepatische Fernmetastasen
anderer maligner Tumore konnen intrahepatische Gallenwege destruieren und

Lymphome konnen die extrahepatischen Gallenwege komprimieren.
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2.3. Klassifikation der Gallengangsstriktur

In der Literatur werden verschiedene Arten der Klassifikation vorgeschlagen.

Hiaufig verwendet wird die Klassifikation nach Bismuth-Corlette (Bismuth and
Corlette, 1975). Sie richtet sich nach der Lokalisation der Stenose und bezieht sich
streng genommen auf die Stenosen durch das Cholangiokarzinom. Nach Bismuth-

Corlette werden die Gallengangsstenosen in vier Typen eingeteilt.

o Typ I: Tumorstenose nur im Bereich des Ductus hepatocholedochus
o Typ II: Der Tumor betrifft die Hepatikusgabel

o Typ III: Eine intrahepatische Seite ist bis an die Segmentabgénge betroffen
(rechts: Illa, links: IIIb)

o Typ IV: beide intrahepatischen Seiten sind inklusive der Segmentabgéinge

betroffen.

Typ IV ist in der Regel inoperabel.

/

Type I Type 11

i

Type IIIa Type II1b

L

Type IV

1.
SR

Abbildung 3: Bismuth-Corlette Klassifikation der Gallengangsstenosen

2.4. Klinik der Gallengangsstenosen
Eine Gallengangsstenose verursacht eine Cholestase, einen Aufstau von Galle.

Konsekutiv kommt es zu einer Dilatation der pristenotischen Gallenwege.
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Laborchemisch typischerweise erhoht sind das veresterte Bilirubin, die Alkalische
Phosphatase (AP), die gamma GT (y-GT), meistens auch aber diskreter die
Transaminasen (GOT, GPT). Das klinische Bild ist charakterisiert durch Ikterus
und Pruritus. Rechtsseitige Oberbauchschmerzen entstehen eher bei einem akuten
Verschluss  der  ableitenden  Gallenwege, typischerweise  bei  der
Choledocholithiasis. Chronische Stenosen hingegen fithren meist nicht zu

Schmerzen (schmerzloser Ikterus) (Schilling, 2008, Caspary, 2001).

Nicht behandelte Stenosen konnen zu einer eitrigen Cholangitis fiihren, oberhalb
der Engstelle konnen sich durch den Aufstau Steine oder Abszesse bilden oder
sich das Krankheitsbild einer sekundir sklerosierenden Cholangitis entwickeln
(Caspary. 2001). Wegen des Risikos einer Cholangiosepsis stellt die Cholangitis
ein lebensbedrohliches Krankheitsbild dar. Eine sekundédr sklerosierende

Cholangitis kann unbehandelt zur sekundér bilidren Leberzirrhose fiihren.

2.5. Diagnostik
Zur Diagnose einer Gallengangsstenose lassen sich mehrere bildgebende

Verfahren einsetzen.

Die transabdominelle  Sonographie ist als  Screening-Methode die
Untersuchungsmethode der ersten Wahl. Sie kann eine Dilatation der peripheren
und zentralen Gallenginge darstellen als Hinweise auf eine Stenose. Sie ist ein
sensitives Verfahren zur Detektion von Steinen bei einer Choledocholithiasis. Das
sensitivste nicht-invasive Verfahren zur Detektion von Gallenwegsstenosen ist die
MRCP (Magnetresonanz-Cholangiopankreatikographie). In Verbindung mit
einem MRT der Leber ist sie die Methode der Wahl, neben den
Gallenwegsstenosen auch mogliche Raumforderungen als Ursache der Stenosen
zu diagnostizieren. Das sensitivste Verfahren zur Detektion von Steinen im
Ductus choledochus (Choledocholithiasis) ist neben der MRCP vor allem die
Endosonographie. Die Stirke der Computertomographie (CT) liegt vor allem in
der Diagnostik von Leberabzessen und Tumoren. Diese Verfahren weisen keine

Morbiditit oder Mortalitit auf (Bailen, 2000, Schulz, 2008).

Als invasive diagnostische und therapeutische Verfahren fiir die intra- und
extrahepatischen = Gallenginge  sind die  endoskopische  retrograde
Cholangiographie (ERC), die perkutane transhepatische Cholangiographie (PTC)
oder die Cholangioskopie zu nennen (Schilling, 2008, Caspary, 2001). Da
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invasive Verfahren auch mit Komplikationen behaftet sind, spielen sie heutzutage
nur noch eine eher geringe Rolle in der reinen Diagnostik, sondern werden ganz
iiberwiegend als therapeutische Verfahren eingesetzt. Allerdings sind sie geeignet,
eine Gewebediagnostik von unklaren Gallenwegsstenosen zu ermoglichen. Trotz
der relativ geringen Sensitivitit von etwa 60-80 % sind die ERC-gesteuerte
Biopsie und Biirstenzytologie unverdndert der ,,Goldstandard“ zur
feingeweblichen Diagnostik unklarer Gallenwegsstenosen (Schilling, 2008,

Caspary, 2001, Stolz, 2005, Schulz, 2008).

2.5.1.  Endoskopische retrograde Cholangiographie (ERC)

Die endoskopische retrograde Cholangiographie wird als diagnostische Methode,
insbesondere aber aus therapeutischen Griinden eingesetzt. Eine Sondierung und
Darstellung der Gallenwege wird unter anderem zur Abkldrung einer
extrahepatischen Cholestase durch Stenosen oder mobilierbare Abflussstorungen

(z. B. Konkremente, Koagel) eingesetzt (Faiss, 2007).

Die ERC ist eine Kombination einer endoskopischen und einer radiologischen
Untersuchung. Mithilfe eines Videoendoskops mit Seitblickoptik (Duodenoskop)
wird die Papilla Vateri endoskopisch in der Pars descendens duodeni dargestellt
und sondiert. Nachfolgend werden die Gallenwege durch retrograde
Kontrastmittelgabe dargestellt. Mithilfe einer Durchleuchtungsvorrichtung (z. B.
C-Bogen) wird die Verteilung des Kontrastmittels in den Gallenwegen beobachtet
(Giithoff and Harrer, 2010). Die genauen anatomischen Verhiltnisse wie auch

pathologische Veridnderungen konnen so verifiziert werden.

Die ERC ist die Methode der (Haber and Sandha, 2004) Wahl zur

Entfernung intraduktaler Konkremente (Choledocholithiasis)

o Feingeweblichen Diagnostik unklarer Gallenwegsstenosen (Biopsie,
Biirstenzytologie)

. Dilatation und Drainage aller klinisch relevanten  benignen
Gallenwegsstenosen

. Palliative Therapie und Drainage aller klinisch relevanten malignen

Gallenwegsstenosen

Beim Menschen bedarf es vor einer therapeutischen ERC meist einer bilidren

Sphinkterotomie. Therapeutisches Instrumentarium kann im Bereich des
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D. hepatocholedochus meist direkt eingebracht werden. Die gezielte Sondierung
von Stenosen oder der intrahepatischen Gallenwege erfolgt in der Regel iiber
einen steuerungsfahigen Draht (Terumo) unter Durchleuchtung. Nach erfolgter
Sondierung wird dieser Draht gegen einen fiihrungsstabilen Draht ausgetauscht,
iiber den das geeignete Instrumentarium in die Gallenwege eingebracht wird

(Seldinger-Technik: z. B. Bougies, Ballonkatheter, Drainagen, Cholangioskope).

Sollte aus anatomischen Griinden die Moglichkeit nicht gegeben sein, eine ERC
durchfiihren zu konnen (Papille nicht erreichbar oder Stenose nicht passierbar),
muss eine perkutan-transhepatische Cholangiographie zum Einsatz kommen

(Rosch, 2003).

Risiken der ERC sind eingriffsspezifische Komplikationen wie die akute
Pankreatitis (bei Erst-ERCP 3-4 %), Blutung und Perforation im Bereich der
Papilla Vateri (selten bei therapeutischen Ersteingriffen mit Durchtrennung des
bilidren Sphinkters) oder die Verletzung der ableitenden Gallenwege (selten)
(Giithoff and Harrer, 2010). Ursache der relativ hohen Rate akuter Pankreatitiden
beim Ersteingriff ist die nicht-intendierte Manipulation am Pankreasabfluss, da
beim Menschen der Pankreasgang in ca. 95 % gemeinsam mit dem Gallengang in

das Duodenum miindet.

3. Therapiemoglichkeiten der Gallengangsstenosen

Erstes Ziel bei Gallenwegsstenosen ist die Kldrung der Dignitdt. Im Rahmen der
ERC kann dies erfolgen unter Durchleuchtung per Zangenbiopsie und

Biirstenzytologie oder auch unter direkter Sicht per Cholangioskopie.

Therapeutisches Ziel bei allen Gallenwegsstenosen ist die Behebung der
Cholestase durch Wiederherstellung des Galleabflusses zur Prophylaxe bzw.
Therapie einer Cholangitis (Bailen, 2000, Wiedmann et al., 2006). Speziell bei
benignen, in der Regel postentziindlich narbigen Stenosen ist das Ziel die
Behebung der Stenose durch Dilatation und moglichst passagere Einlage von
Drainagen. Bei malignen Stenosen durch Cholangiokarzinome kann die Drainage
durch eine palliative, lokal photodynamische Lasertherapie unterstiitzt und

verbessert werden.

Operative Methoden zur Behandlung benigner bilidrer Stenosen werden gescheut,

da sie komplikationstrichtig sind und das Risiko von Re-Stenosen implizieren.
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Einzig die Resektion maligner Gallenwegsstenosen in kurativer Intention bzw. die

Lebertransplantation ist natiirlich eine Domine der Leberchirurgie.

3.1. Drainage, Bougierung und Ballondilatation : Problematik

Die endoskopische Behandlung von Gallenwegsstenosen besteht in der Dilatation
und Drainage. Benigne Stenosen werden durch Bougierung (bis max. 11.5 F) oder
Ballondilatation (4 bis max. 10 mm) aufgedehnt. Die Ziel-Weite hingt dabei von
der Lokalisation ab: etwa 4 mm bei Stenosen der intrahepatischen Gallenwege, 6-
10 mm bei solchen der extrahepatischen Gallenwege. Das Hauptproblem dieser
Behandlung besteht in den Rezidiven (Re-Stenose), die sehr hiufig auftreten. Sie
sind zum Teil Folge der durch die Dilatation selbst induzierten Entziindung. Meist
erfolgt deshalb im Anschluss an die Dilatation die Uberbriickung der Stenose mit
einer oder mehreren Kunststoff-Stents, um eine Drainage zu erreichen und ein
,,Re-Modeling* der Stenose zu verhindern (Costamagna et al., 2003). Erforderlich
sind jedoch meistens wiederholte Behandlungen im Abstand von 8-12 Wochen,
die oft iiber Jahre erfolgen miissen. Problem der wiederholten endoskopischen
Therapie ist die Keimverschleppung mit dem Risiko der Cholangitis, eine
Blutung, Perforation oder Pankreatitis. Plastikdrainagen sind aufgrund einer
medianen Verschluss-Wahrscheinlichkeit von 3-4 Monaten keine Dauerlosung
und miissen regelméfBig gewechselt werden. Der Verschluss erfolgt dabei durch
eingedickte Galle. Schon die einmalige ERC ist aufgrund hoher Personal- und
Materialanforderungen sehr kostenintensiv. Die wiederholte Behandlung geht mit
einem hohen Morbiditdtsrisiko der Patienten und erheblichen Kosten einher

(Schilling, 2008, Rosch, 2003).

3.2. Gallengangsstents - Modelle und Materialien
Zur  Uberbriickung  von  Gallengangsstenosen ~ werden  sogenannte
Gallengangsendoprothesen (Stents, Drainagen) eingesetzt. Generell finden diese

Stents Verwendung bei benignen wie auch bei malignen Stenosen.

Die ersten Gallengangsendoprothesen wurden durch Soehendra und Reynders-
Frederix im Jahre 1979 etabliert. Heutzutage sind fiir verschiedene Indikationen

verschiedene Stents im Gebrauch.
Generell kann man zwischen Kunststoff- und Metallstents unterscheiden.

Zu den Kunststoffstents zdhlen gerade Stents und Pigtail-Stents. Pigtail-Stents



Schrifttum 13

tragen ihren Namen wegen der Kriimmung der Enden. Sie werden iiber einen
Fithrungskatheter in einer begradigten Form in die gewiinschte Position verbracht
und gelangen nach der Entfernung des Drahtes wieder in ihre urspriingliche Form.
Endstindig und an den seitlichen Enden befinden sich Locher fiir den
Galleabfluss. Aufgrund der Pigtail-Form verankern sich die Drainagen in ihrer
Position, und es besteht nicht die Gefahr, dass sie nach proximal oder distal
verrutschen. Ein anderes Modell ist der gerade Stent (Amsterdam-Typ Design). Er
kann leicht gebogen sein, um sich der Anatomie anzupassen. An den Enden
befinden sich kleine Klappen sogenannte ,,Flaps®, die eine Dislokation verhindern
sollen. Vorteile dieses Stents sind der bessere Galleabfluss durch die gerade Form
und die einfachere Handhabung beim Einsetzen iiber den Fiihrungskatheter. Die
bessere Verankerung und die Drainage intrahepatischer Stenosen sind Vorteile der
Pigtail-Drainagen. Die Materialien der Kunststoffstents sind u. a. Polyaethylen
und Teflon. Typische Querdurchmesser der Gallenwegsdrainagen sind 7 F bis

11.5 F (2.3 bis 3.8 mm) (Faiss, 2007, Binmoeller, 1999).

Metallstents fiir Gallenwegsstenosen sind in der Regel selbstexpandierende
Stents, meist aus Nitinol (,,Memory-Metall), seltener Edelstahl. Es handelt sich
um Maschengeflecht- und Spiralstents, die in gefaltetem Zustand auf einem
Trigerkatheter in die Stenose eingebracht werden, und nach Freisetzung
selbststiandig ihre endgiiltige Form annehmen. Gecoverte Stents sind ausgekleidet
durch eine Kunststoffschicht, um das Einwachsen von Tumoren zu verhindern. Da
das Metallgitter den Abfluss seitlich einmiindender Gallenwege behindert, ist ihr
Einsatz bei Stenosen der Hepatikusgabel und bei intrahepatischen Stenosen sehr
limitiert. Einmal entfaltet ist ein Metallstent meist fest verankert und kann kaum
noch bewegt bzw. entfernt werden deshalb werden Metallstents hauptsidchlich zur
Behandlung maligner Stenosen eingesetzt. Metallstents sind kostenintensiver als
Kunststoff-Drainagen. Sie haben eine mediane Verschlusszeit von etwa 6
Monaten. Verschliisse konnen aber meist endoskopisch revidiert werden

(Binmoeller, 1999, Classen, 2004).

3.2.1.  Erfahrungen mit beschichteten Stents zur Behandlung maligner
und benigner Gallengangsstenosen

Weltweit werden Anstrengungen unternommen, um die Stenoseproblematik im

Gallengang ursidchlich anzugehen. Bisher sind medikamentenbeladene Stents

(drug-eluting stents) und eine geringe Anzahl radioaktiver Stents in Studien zu
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finden. Allerdings kann festgestellt werden, dass radioaktive Stents hauptsdchlich
fir die Behandlung maligner Stenosen im Gallengang untersucht werden.
Weiterhin muss man zwischen dem HDR- und LDR-Brachytherapieverfahren
unterscheiden. Bisherige Studien zur Rezidivprophylaxe konzentrierten sich eher

auf die HDR-Brachytherapie (Schmidt, 1999, Herfarth, 2006).

Gerade bei dem HDR-Brachytherapieverfahren ist aber auf die Toleranzdosis der
umliegenden Gewebe Riicksicht zu nehmen. Die Strahlentoleranz des
Leberparenchyms, des Pankreas, des Querkolons, des Magens und des
Riickenmarks liegen bei 45-50 Gray, die des Nierenparenchyms ist mit 20 Gray
geringer (Schmidt, 1999).

Guin-Jin He et al. untersuchten in einer priklinischen Studie den Einsatz eines
Palladium-103-haltigen Metallstent (y-Strahler) zur Verhinderung einer Restenose
im Gallengang. In dieser Studie wurde jedoch lediglich die Aktivitdat des
radioaktiven Stoffes (3,4 mCi) und nicht die Dosis angegeben. Durch einen
operativen Eingriff wurde durch eine Ballondilatation eine Stenose im Gallengang
induziert. Bei 6 Tieren wurde ein Palladium-103-Stent eingesetzt, 6 Tiere dienten
als Kontrollgruppe und erhielten einen gebrduchlichen Stent. Nach 30 Tagen
wurden die Tiere euthanasiert und das Gewebe untersucht. Diese Studie zeigt,
dass im Gallengang durch LDR-Brachytherapie der Lumenverlust aufgrund einer
Restenosierung signifikant reduziert werden kann. Die Expression von SMA
konnte signifikant gesenkt werden, was sich in einer verminderten
Kollagenexpression duflerte. Die Ausprigung der Narbe und die damit

verbundene Kontraktur wurden somit reduziert (He et al., 2006).

Liu et al. setzten lod-125-Plastikstents (y-Strahler) in den Gallengang von
Schweinen ein. Es ging keine Stenoseinduktion voraus. In den 4 Dosis-Gruppen
(30 Gray n=3, 60 Gray n=3, 90 Gray n=3 und 0 Gray n=2 in 5 mm Entfernung
vom Axenmittelpunkt) wurden nach 14-30 Tagen histologische Untersuchungen
vorgenommen. Die Kontrollgruppe zeigte Hyperplasien, in den radioaktiven
Gruppen wurden Nekrosen der Mucosa beobachtet. Die 30 Gray-Gruppe zeigte
eine geringgradige Hyperplasie der Driisen und Fibrosen im subnekrotischen
Areal. Mukosadriisen waren bei hoheren Dosisleistungen nicht mehr aufzufinden.
Diese Ergebnisse sollen der Behandlung extrahepatischer Gallengangskarzinome

dienen (Liu et al., 2009).
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Brambs et al. beschreibt die HDR-Afterloadingbestrahlung (Iridium-192,
Gammastrahler, HWZ: 73,83 d) des gesunden Gallenganges. In dieser Studie
werden bei 16 Schweinen chirurgisch Stents in den Gallengang implantiert und
Dosen von 7,5 und 15 Gray iiber einen Zeitraum von 2-3 Monaten appliziert.
Nach dieser Zeit findet die Exstirpation der Gallenginge statt. In beiden Gruppen,
im groBeren Ausmalle in der 15 Gray-Gruppe, wurden erhebliche
Schrumpfungen, ausgedehnte Nekrosen und Sklerosen beobachtet, so dass davon
ausgegangen werden kann, dass die Hohe der einmaligen Dosis niedriger gewihlt

werden muss (Brambs et al., 1993).

Bei einer anderen Studie wurde eine radioaktive Folie auf einen Metallstent
aufgebracht. Hier wurde Holmium-166 - ein B-Strahler mit einer Halbwertszeit
von 26,8 Stunde - verwendet. Mittels Laparotomie wurde der Stent im
Hundemodell eingesetzt. Diese Studie soll der Erforschung der Behandlung
maligner Tumore im Gallengang dienen, eine vorherige Stenoseinduktion erfolgte
nicht, auch gab es keine kanzerogene Gruppe. Die Tiere wurden in drei Gruppen
eingeteilt (<50 Gy, n=4; 50-100 Gy, n=9; >100 Gy, n=7), eine vierte Gruppe
(n=3) diente als Kontrollgruppe. Der Gallengang wurde mit Dosen von 23-148 Gy
(im Mittel 85 Gy) in 1 mm Abstand von der Folie bestrahlt. Die Hunde wurden
nach 3 bzw. 6 Monaten euthanasiert und das Gewebe histopathologisch
untersucht. Niedrige Dosen (im Mittel 36 Gy) zeigten hierbei eine minimale
Fibrose. Bei hoheren Kontaktdosen (bis zu 148 Gy) war eine extensive Fibrose zu
beobachten. Eine Hyperplasie der Mucosa wurde lediglich in der Kontrollgruppe
beobachtet (Won et al., 2005).

Ein erheblicher Nachteil dieser bisherigen Studien ist, dass entweder keine
Stenose als Kontrolle induziert wurde, dass die Tiere einem operativen
transabdominellen Eingriff unterzogen wurden mit den entsprechenden
Nebenwirkungen und dass die Zahl der Tiere pro Dosisgruppe als Fallzahl zu
niedrig ist, um die Dosiseffekte valide zu erfassen. In den wenigen erwihnten
Studien sind dariiber hinaus iiberwiegend Gammastrahler zum Einsatz
gekommen. Wesentlich schonender fiir das Gewebe ist an Stelle eines
Gammastrahlers ein Betastrahler, der eine geringere Eindringtiefe (wenige
Millimeter) in das Gewebe hat und somit das angrenzende gesunde Gewebe
schont. In den beschriebenen Studien traten bereits bei den jeweils niedrigsten

Dosen (30-40 Gy) unerwiinschte Effekte wie Fibrose und Nekrosen auf. Es war
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eine der Rationalen fiir die Dosisauswahl der vorliegenden Studie, zur

Vergleichbarkeit eine dhnliche Dosis als hochste Dosis zu wihlen.
4. Wundheilung

4.1. Allgemein
Die Wundheilung ist ein komplexer und gut orientierter Prozess, der primér in

drei Phasen ablauft:

1. Entziindungsphase/Exsudationsphase
2. Proliferationsphase
3. Differenzierungsphase/Reparationsphase

Diese Phasen lassen sich nicht strikt voneinander trennen, sondern iiberlappen
sich zeitlich. Das Ziel der Wundheilung ist es, ein dem urspriinglichen Gewebe

moglichst dhnliches Gewebe zu bilden.

Die Exsudationsphase (Tag 0-4) beginnt direkt nach dem Setzen der Verletzung.
Es kommt durch die Freisetzung von Gewebsthromboplastin und die
Thrombozytenadhédsion an freigelegten Kollagenfasern zur Aktivierung der
intrinsischen Gerinnungskaskade. Es erfolgt eine Thrombozytenaggregation und -
Degranulation und Vasokonstriktion. Durch die Thrombozytendegranulation
werden chemotaktische Wachstumsfaktoren und Zytokine wie Transforming
growth factor-B (TGF-B), Platelet-derived growth factor (PDGF), Fibroblast
Growth Factor (FGF) und Vascular Endothelia Growth Factor (VEGF)
ausgeschiittet. Diese Faktoren bewirken die Einwanderung von Makrophagen,

neutrophilen Granulozyten, Monozyten und Fibroblasten in das Gewebe.

Die neutrophilen Granulozyten, welche als erste Zelltypen 6-12 Stunden nach
dem Trauma in das Wundgebiet wandern, produzieren proinflammatorische
Zytokine wie Tumor necrosis factor-o (TNF-a) und Interleukine (I1). AuBBerdem
phagozytieren sie das Fremdmaterial. Die Monozyten wandern in das Wundareal

ein und differenzieren sich innerhalb von 1-2 Tagen zu aktivierten Makrophagen.

Die Makrophagen produzieren proinflammatorische Zytokine wie TNF-o und
verschiedene Interleukine. Zudem synthetisieren sie zahlreiche
Wachstumsfaktoren wie PDGF, FGF und TGF- und sorgen fiir den Abbau
nekrotischen Gewebes. Die Makrophagen spielen eine wichtige Rolle bei der
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Einleitung der Kollagensynthese. Sie haben eine generell lingere Lebensdauer als
die neutrophilen Granulozyten (Kramer, 2004, Velnar et al., 2009, Eming et al.,
2007).

Im Anschluss an die Exsudationsphase folgt etwa am 3. Tag nach Verletzung die
Proliferationsphase. Diese Phase dauert ca. 2 Wochen und ist dadurch
gekennzeichnet, dass durch die freigesetzten Wachstumsfaktoren und Zytokine
(v.a. PDGF und TGF-p) Fibroblasten aus dem umliegenden Gewebe in die Wunde

einwandern. Diese produzieren die Gewebematrix durch Synthese von Kollagen.

Fibroblasten lassen sich in zwei funktionell unterschiedliche Zell-Kompartimente
unterteilen: Zum einen ein regeneratives, teilungsaktives
Progenitorzellkompartiment (Vorlauferfibroblasten) mit drei unterschiedlichen
Formen: MF-1, MF-2 und MF-3 (mitotically active progenitor fibroblasts)-
Fibroblasten. Zum anderen existiert ein teilungsinaktives, produktives Fibrozyten-
oder  Funktionskompartiment. Hier  lassen sich  ebenfalls drei
Ausdifferenzierungsstufen unterteilen: (PMFI-4, PMF-5 und PMF-6 (post-mitotic
fibroblasts). Die mitotischen Fibroblasten differenzieren sich zu den
postmitotischen Funktionsfibrozyten, deren Aufgabe die Produktion von
extrazelluliren Matrixproteinen, Kollagenen, Wachstumsfaktoren und Zytokinen
ist. Terminal ausdifferenzierte Zellen sind die PMF-6-Fibrozyten (Rodemann and

Bamberg, 1995a, Hakenjos et al., 2000).

Aus den aktivierten Fibroblasten, dem Proto-Myofibroblast, differenzieren sich
am Ende der ersten 7 Tage die Myofibroblasten. Diese Myofibroblasten spielen
eine wichtige Rolle in der Wundkontraktion (Velnar et al., 2009, Lorena et al.,
2002).

Die Differenzierungs- oder Reparationsphase schlief3t sich den genannten Phasen
an. In dieser werden die Wundfestigkeit und ein definitives Narbengebilde durch
die Umwandlung des neu gebildeten Kollagens gebildet. Diese letzte Phase kann

Monate bis Jahre andauern (Velnar et al., 2009).



Schrifttum 18

PDGF EGF
EGF bFGH 5.
el 15-20 5.8

MF | MF || ey F |

PDGF TGF TGFR

TGF

EGF 27

bFGF TGFR TGFR
Myo-Fib.

@\

Abbildung 4: Fibroblasten-Fibrozyten System, Die Vorliduferfibroblasten (MF)
differenzieren sich zu postmitotischen Fibrozyten (PMF) (Rodemann, 2006)

4.2. Myofibroblasten

Die Wundkontraktion ist ein notwendiger Prozess bei der Heilung einer
Verletzung. Diese Kontraktion resultiert vor allem aus dem Vorhandensein von
Fibroblasten und Myofibroblasten, die kontraktile Eigenschaften besitzen. Diese
Zellen spielen eine wichtige Rolle in der physiologischen Rekonstruktion des

Bindegewebes nach Verletzungen sowie im fibrosierten Gewebe (Hinz, 2007).

Erstmals wurde die Existenz von Myofibroblasten von G. Majno und G. Gabbiani
beschrieben, die nachwiesen, dass die Fibroblasten sich unter bestimmten
Umstinden modifizieren und diese modifizierten Zellen durch reichlich
Mikrofilamente und ihre Ahnlichkeit zu Muskelzellen auffielen. Urspriinglich
wollten Gabbiani und Majno diese modifizierten Fibroblasten ,,Fibrospasten‘

nennen. Man einigte sich aber dann auf ,,Myofibroblasten* (Majno, 1979).

Myofibroblasten lassen sich auch unter normalen Umstidnden in Lungengewebe,

Lymphknoten, in der Milz und in anderen Geweben finden (Meister, 1998).

Die Myofibroblasten, die im Narbengewebe zu finden sind, differenzieren sich in
einem zweistufigen Prozess: Entziindungsmediatoren in Folge einer Verletzung
stimulieren die Fibroblasten, in dieses Gewebe einzuwandern. Die Fibroblasten
differenzieren sich im geschidigten Gewebe zu Proto-Myofibroblasten (siehe
Abbildung 5). Dies geschieht unter anderem dadurch, dass durch die Migration
Zugkraft auf die Wunde ausgelost wird. Die Proto-Myofibroblasten sind durch
aktin-haltige Stressfasern gekennzeichnet (Tomasek et al., 2002, Hinz, 2007).
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Wie in Abbildung 5 beschrieben, entwickeln sich die Proto-Myofibroblasten im
weiteren Verlauf der Wundheilung zu Myofibroblasten. Ausloser dieser
Umwandlung ist das Vorhandensein von inflammatorischen Zytokinen wie TGF 3
1,2, hoher extrazelluldrer Stress und Fibronektinspaltprodukte. TGF-B1 wird von
Platelets, den weillen Blutkorperchen, insbesondere den Makrophagen, oder
Parenchymzellen gebildet. Die Myofibroblasten exprimieren Alpha-glatt-
muskuldres Aktin (a-SMA) und konnen im Gegensatz zu ihren Vorlduferzellen
eine stirkere Kontraktion ausiiben. Die Myofibroblasten sind untereinander iiber
Gap Junctions verbunden, sie formen somit eine multizelluldre kontraktile
Einheit. a-SMA gilt als Myofibroblastenmarker. Es hat seinen Peak ca. am Tag 9
nach der Verletzung (Hinz et al., 2001b, Tomasek et al., 2002, Hinz, 2007, Hinz et
al., 2007).

Zellkern

leferenmerter
Myofibroblast

W -~ TGE 1
Proto- Zugkraft

Myofibroblast

Abbildung 5: Umwandlung der Fibroblasten zu ausdifferenzierten Myofibroblasten

Die Bildung von Fibronektin, Laminin, Tenascin und Kollagenen und die Bildung
von Basalmembran ist vergleichbar mit den Wechselwirkungen zwischen Zellen
und Matrix der glatten Muskulatur. So scheinen Myofibroblasten einen Phidnotyp

zwischen Fibroblasten und glatten Muskelzellen darzustellen (Meister, 1998).

Wenn die Wundheilung abgeschlossen ist, unterliegen die Myofibroblasten
physiologischerweise der Apoptose. Falls eine Storung der Apoptose-Prozesse
vorliegt, verschwinden die Myofibroblasten nicht, sondern bilden weiterhin
extrazellulire Matrix, aus welcher eine Fibrose resultieren kann (Lorena et al.,

2002).
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Die Kontraktilitit der Myofibroblasten richtet sich nach der Menge von smooth
muscle cells. Je mehr SMA, desto stirker ist die Kontraktion. Dementsprechend
ist es gewiinscht, die Expression von SMA einzuschrinken. Dranoff et al.
beschreibt den Zusammenhang zwischen der Anwesenheit von o-SMA
exprimierenden Myofibroblasten und einer Fibrose der Gallenginge (Hinz et al.,

2001a, Dranoff and Wells, 2010).
S. Radioaktive Bestrahlung

5.1. Strahlentherapie allgemein

Verschiedene Arten ionisierender Strahlung sind klinisch relevant. Zum einen
spielt die Photonenstrahlung (y- und Rontgenstrahlung) strahlentherapeutisch eine
wichtige Rolle. Diese Photonen- oder Quantenstrahlung ist eine
elektromagnetische Wellenstrahlung, die zur Ionisation von Atomen fiihren kann.
Des Weiteren existiert die Korpuskularstrahlung. Diese Teilchen konnen geladen
(z. B. B-, a-Strahlung) oder ungeladen (z. B. Neutronenstrahlung) sein (Richter
and Feyerabend, 2002, Lohr and Wenz, 2007).

Die Zellen reagieren in ihren verschiedenen Zellzyklen unterschiedlich auf die
Strahleneinwirkung. Eine Bestrahlung iiber einen ldngeren Zeitraum (protrahierte
Bestrahlung) triggert andere Mechanismen als eine einmalige hochdosierte

Bestrahlung.

5.2. Teletherapie und Brachytherapie

In der Strahlentherapie wird zwischen Teletherapie und Brachytherapie
unterschieden. Diese beiden Begriffe lassen sich aus dem Griechischen ableiten
und bedeuten fern bzw. nah. Die beiden Methoden unterscheiden sich in dem
Abstand zwischen Strahlenquelle und dem zu therapierenden Gewebe

(Zielvolumen).

Wihrend man bei der Teletherapie von aulen durch die Haut (perkutan) hindurch
strahlt, wird bei der Brachytherapie versucht, eine Belastung des gesunden
Gewebes zu vermindern, indem man die Strahlungsquelle direkt in die zu

behandelnde Umgebung verbringt.

Bei der Teletherapie werden als Strahlung hauptsdachlich Photonen und

Elektronen, neuerdings auch Ionen, eingesetzt, welche mit Hilfe -eines



Schrifttum 21

Beschleunigers erzeugt werden. Die Energie der Strahlung betrigt einige MeV.
Ein Nachteil der Teletherapie ist, dass die Strahlung erst durch das gesunde
Gewebe hindurch muss, um an den Zielort zu gelangen. Beim Einbringen der
Strahlung in das Zielvolumen ist man also in der Wahl der maximal applizierten

Dosis begrenzt.

Durch die direkte Bestrahlung mit Hilfe ionisierender Strahlung in der
Brachytherapie erzielt man eine bessere Konzentration der Dosis auf das
Zielvolumen. Durch den radioaktiven Zerfall bestimmter Isotope mit geeigneten
Halbwertszeiten und Zerfallsenergien wird die ionisierende Strahlung gewonnen.
Der Dosisabfall in das angrenzende Gewebe ist steil, dies ermdglicht eine bessere
Konzentration der Dosis und somit eine geringere Strahlenbelastung fiir das
umgebende Gewebe. Je nach Indikation werden Betastrahler wie z. B. Phosphor-
32 und Strontium-90 oder Gammastrahler wie z. B. Iridium-192 oder Kobalt-60
eingesetzt (Richter and Feyerabend, 2002).

Man unterscheidet verschiedene Applikationsarten: die intraluminale oder
intrakavitidre, die interstitielle oder die Oberflichentherapie. Bei der
intraluminalen oder intrakavitiren Therapie wird die Strahlenquelle in
Korperhohlen direkt neben den zu bestrahlenden Bereich eingesetzt, wohingegen
bei der interstitiellen Therapie die Strahlenquelle direkt in das Gewebe verbracht
wird. Die Oberflichentherapie bezeichnet die Bestrahlung der Haut oder
Schleimhaut. Dariiber hinaus kann man eine permanente von einer temporiren

Implantation unterschieden (Richter and Feyerabend, 2002).

Die Dosisrate, mit welcher die Strahlung an das umgebende Medium abgegeben

wird, wird in Gray pro Stunde (Gy/h) angegeben.

In der Brachytherapie werden die LDR (Low-Dose-Rate) Brachytherapie mit 0,4
bis 2 Gy/h, die MDR (Medium-Dose-Rate) Brachytherapie von 2 bis 12 Gy/h und
die HDR (High-Dose-Rate) mit bis zu 12 Gy/h voneinander unterschieden. Eine
Sonderform der HDR stellt die PDR (gepulste HDR) Brachytherapie dar. Hierbei
wird mit 0,5 Gy/h und mit Pulslingen von 10 bis 30 min auf das Gewebe
eingewirkt (Lohr and Wenz, 2007).

Die Brachytherapie wird in der Humanmedizin im Allgemeinen zur Behandlung
von Glaukomen, Cervixcarzinomen, Hautkrebs, Mammakarzinomen, In-Stent-

Restenosen in der Kardiologie oder Prostatakarzinomen angewendet (Held, 2007,
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Waksman et al., 1995, Herfarth, 2006).

In der Gastroenterologie werden die Teletherapie und die Brachytherapie einzeln
oder in Kombination eingesetzt. Fiir die intraluminale Brachytherapie stehen die
HDR-, die LDR und PDR- Brachytherapie in unterschiedlichem Ausmal} zur
Verfiigung (Schmidt, 1999). Einzige praktische Anwendung der Brachytherapie in
der Gastroenterologie ist derzeit allerdings nur die HDR-Brachytherapie im
Afterloading-Verfahren zur palliativen Stenosebehandlung des

Osophaguskarzinoms.

Laut Holmes et al. ist die Brachytherapie ein vielversprechender Ansatz, nach
Teirstein et al. sogar die einzig effektive Mallnahme zur Behandlung einer In-

Stent-Restenose (Holmes, 1997, Teirstein, 2001).

5.3. Betastrahler allgemein

Der Beta-Zerfall ist der radioaktive Zerfall eines Atomkerns. Man spricht von
Beta-Strahlung, wenn ein energiereiches Elektron oder Positron als Folge des
Zerfallvorgangs den Kern verldsst. Hierbei unterscheidet man, je nachdem welche
Teilchen ausgesendet werden, einen Beta-minus-Zerfall (§7) (ein Elekton wird
abgestrahlt), oder einen Beta-plus-Zerfall (B*) (ein Positron wird abgestrahlt)
(Krieger, 2004, Richter and Feyerabend, 2002).

Beta-Strahler haben eine sehr geringe Reichweite, sie betrdgt nur wenige
Millimeter im Gewebe. Sie kann mit einfachen Abschirmungen (nur eine
diinnwandige Plexiglaswand) in der Therapie eingesetzt werden. Typische Beta-
Radioisotope sind Phosphor-32, Strontium-90, Thallium-204, Yttrium-90. Einige
Beta-Strahler geben zusétzlich auch y-Strahlung ab (Stolz, 2005).

54. Radioaktivitit und Zellwirkung
Es konnen mehrere Mechanismen der Strahlenwirkung unterschieden werden.

Zum Einen kann man die Energieiibertragung in Gewebe in vier Phasen einteilen:

e Der physikalische Prozess der Absorption fithrt durch die

Energieabsorption zu Ionisation, Molekiilanregung und Wirme.

® Bei der physikalisch-chemischen Phase kommt es zu direkten Schiden an
organischen Molekiilen wie Proteinen und Nukleinsiduren oder indirekten

Schiden durch Radikale.
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e In der biochemischen Phase entstehen durch Oxidation, Reduktion oder

Hydroxylierung Verdnderungen an organischen Molekiilen.

e Als letzte Phase tritt die Biologische ein, in der morphologische und
funktionelle Veridnderungen festgestellt werden konnen (Richter and

Feyerabend, 2002).

Durch eine Strahlentherapie konnen verschiedene radiobiologische Effekte auf

zelluldrer Ebene hervorgerufen werden:

e Gesamtdosen  liber 10Gy  haben  einen  antiproliferativen
Bestrahlungseffekt. Dieser spielt eine wichtige Rolle bei der Vorbeugung
von Restenosen, der Keloidbildung, bei der Behandlung von Fibromen
und gegen das Fortschreiten des Morbus Dupuytren. Des Weiteren hat
diese Dosis einen immunmodulatorischen Bestrahlungseffekt, welcher die
Langzeitunterdriickung von autoimmunologischen Prozessen
gewihrleisten soll. Diese werden z. B. in der endokrinen Orbitopathie

eingesetzt (Trott and Kamprad, 1999).

e Gesamtdosen von 2 bis 6Gy haben antiinflammatorische
Bestrahlungseffekte, die auch analgetische Wirkungen aufweisen konnen.
Das macht man sich bei der Radiotherapie von Periarthritiden, Arthritiden,

Spondylosen und Ankylosen zu Nutze (Trott and Kamprad, 1999).

e Gesamtdosen unter 2 Gy fithren zu funktionellen Bestrahlungseffekten

(Modulation der Genexpression) (Trott and Kamprad, 1999).

5.5. Phosphor-32

In dieser Studie wird ein reiner Betastrahler eingesetzt. Die Strahlendosis bleibt
somit auf die unmittelbare Nédhe des Strahlers beschrinkt. Gewéhlt wurde hierbei
Phosphor-32, welches fiir die LDR-Brachytherapie besonders geeignet ist. Es
zerfillt zu 100 % im B~ Zerfall. Die Halbwertszeit dieses Strahlers betrdgt 14,3
Tage. Er ermoglicht eine relativ gleichmiBige Dosisabgabe iiber den

therapeutischen Behandlungszeitraum von 7 Tagen.

Uber einen Neutroneneinfang wird aus dem stabilen Phosphor-31 das Phosphor-
32 gewonnen. Unter Aussendung eines Elektrons mit maximal 1,7 MeV zerfillt

das Phosphor-32 zu dem stabilen Schwefel-32.
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Phosphor-31 ist das einzig stabile Isotop des Phosphors. Die anderen acht
bekannten Radionuklide wunterscheiden sich durch die verschiedenen
Halbwertszeiten, bei dem das Phosphor-33 die lingste Halbwertszeit mit 25,3
Tagen hat. Die maximale Reichweite der emittierten Elektronen von Phosphor-32
betrdgt in Luft 710 cm, in Plexiglas 0,78 cm, in Glas 0,4 cm. Aufgrund dieser

Daten ist eine Abschirmung mit einem Plexiglas der Stirke 1 cm ausreichend.

- BT (E=0.7MeV)
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Abbildung 6: Zerfall des stabilen Phosphor-31 nach Neutronenbeschuf. Phosphor-32 geht
iiber einen p~-Zerfall in den Grundzustand des Schwefel-32 iiber.

5.6. Betastrahler in der Medizin
Zu den FEinsatzgebieten der reinen Betastrahler in der Medizin zédhlen die
Dermatologie, die Ophtalmologie, Afterloading-Anwendungen oder Seeds fiir die

Prostataspickung (Krieger, 2005).

In der Ophthalmologie werden Betastrahler zur Behandlung des Pterygiums und
des Glaukoms erfolgreich eingesetzt (Kirwan et al., 2003, Held, 2007). Die
Arbeitsgruppe um Held zeigt im Tierversuch (New Zealand white rabbit), dass
Dosisleistungen von 5 und 15 Gray , berechnet auf eine Liegedauer von 7 Tagen
(verwendeter Strahler Phosphor-32, LDR-Brachytherapie, Liegedauer des
Implantates: 21 bzw. 35 Tage), einen signifikant erniedrigten Augeninnendruck
und eine  geringere  Anzahl  Entziindungszellen = gegeniiber  einer

placebokontrollierten Gruppe aufweisen (Held, 2007).

Die Dupuytren’sche Kontraktur ist eine Erkrankung des Bindegewebes, welche
langfristig zu einer Beugekontraktur der Finger und zu funktionellen
Einschrinkungen fiihren kann. Histologisch finden sich vermehrt Fibroblasten
und Myofibroblasten. Einzeldosen von 5x3 Gray pro Woche und 30 Gray

Gesamtdosis scheinen im Frithstadium der Krankheit zu einem therapeutischen
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Erfolg zu fiihren (Adamietz et al., 2001).

Des Weiteren existieren jahrelange Erfahrungen 1m  Bereich der
Rezidivstenosenbehandlung in der Kardiologie. Die hier verwendeten Strahler
sind einmal Gammastrahler (Iridium-192) und Betastrahler (Yttrium-90,

Phosphor-32) (Dietz et al., 2001).

Die Rezidivrate der In-Stent-Restenose nach Ballondilatation ist das
Hauptproblem der interventionellen Kardiologie, die Rezidivrate liegt bei 50-
70 %. Dies ist auf die Narbenbildung zuriickzufithren, welche durch

Intimahyperproliferation entsteht (Baumgart et al., 2002).

Im Jahre 1996 wurde in Michigan der erste Phosphor-32 Stent beim Menschen
implantiert (der Aktivititsbereich ist mit 0,5-1,0 pCi angegeben, eine Dosis wird
nicht genannt). Die darauf folgende Studie zeigte, dass dhnlich gute Ergebnisse
wie mit nicht-radioaktiven Stents erzielt werden konnten. In Heidelberg waren
1997 die Ergebnisse mit einem Phosphor-32 Stent (ebenfalls ist nur der
Aktivitdtsbereich mit 1,5-3 pnCi angegeben) deutlich vielversprechender als die
Ergebnisse der Arbeitsgruppe aus Michigan, da die Behandlung zu einer 50 %igen
Reduktion der behandelten Neointima im Vergleich zu nicht behandelten
Neointima gefiihrt hat. Jedoch trat 3-12 Monate nach Implantation an den Enden

der im Folgenden beschriebene Edge-Effekt auf (Hehrlein, 2002).

Durch die Erfahrungen aus Tierversuchen (Schwein) wird eine mittlere
Dosisleistung von 12-18 Gray in 2 mm Gewebetiefe als Richtwert angegeben
(Dietz et al., 2001). Verschiedene Studien am Menschen (PREVENT-Studie 16,
20, 24 Gy in 1 mm Gewebetiefe, START-Studie 16, 20 Gy in 2 mm Gewebetiefe,
INHIBIT-Studie 20 Gy in 1 mm Gewebetiefe, START- und INHIBIT-Studie
Placebokontrolliert) erzielen mit den genannten Dosen Erfolge in der Senkung der
Restenoserate (Baumgart et al., 2002). Hierbei ist zu beriicksichtigen, dass das
Target in den verschiedenen Studien verschieden definiert wurde. Die Frage ist,
ob die Zellen der Adventitia oder der Media in ihrer Proliferation gehemmt
werden miissen oder ob eine Bestrahlung der Endothelzellen ausreicht (Dietz et
al., 2001, Baumgart et al., 2002). AuBerdem wird in einer Langzeitstudie
(SCRIPPS-1-Studie) iiber 3 Jahre eine Intimahyperplasie (,,late-loss*) zwischen 6
Monaten und 3 Jahren beobachtet. Die Theorie dahinter ist, dass durch eine

Brachytherapie die In-Stent-Rezidivstenose zwar zeitlich verschoben, nicht aber
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komplett unterbunden werden kann, was aber die Zeitintervalle zwischen den

notwendigen Interventionen verldngert (Dietz et al., 2001).

5.6.1. Edge Effekt
Bei der Verwendung von radioaktiven Stents in der Kardiologie ist das Phinomen

eines sogenannten ,,Edge-Effektes* oder ,,Candy Wrapper* aufgetreten.

Die Theorie, die hinter der Hyperproliferation an den proximalen und distalen
Enden (ca. 1-3 mm nach dessen Ende) des Stents steht, ist jene, dass dort ein zu
starker Dosisabfall stattfindet. Diese Dosis liegt dann eher in einem Bereich, bei
dem die Zellen zur metabolischen Aktivitit angeregt werden (ca. 2 Gy), man liegt
in einem subtherapeutischen Bereich. Des Weiteren wird die Kombination mit
einem Gewebeschaden, der durch das Einsetzen des Stents und durch eine
iiberhohte Ballondilatation entstanden ist, angenommen (Albiero et al., 2000,
Serruys and Kay, 2000, van Der Giessen et al., 2001, Voisard et al., 2006, Dietz et
al., 2001, Baumgart et al., 2002).

Man kann bei diesen Schiden nicht immer von sichtbaren Verletzungen ausgehen.
Es reichen kleinste, meist unsichtbare Gewebeschiden, die einen Edge-Effekt
begiinstigen. Der gebrduchliche Begriff des ,,Geographic miss®, der eine
Verfehlung des Zielbereiches suggeriert, ist in diesem Fall missverstiandlich

(Silber, 2002).

Um den Edge-Effekt verhindern zu konnen, sollte der Stent ldnger sein als die
Verletzung, die behandelt wird. Auflerdem muss der Stent gegen ein Verrutschen
gesichert werden und sollte frei von Plaques sein, die der Stentwand anheften

konnten.

Aufgrund der dhnlich hohen Raten an Restenosen wie bei herkommlichen Stents
und des erst spiten Entdeckens des Edge-Effekts durch eine weltweite Analyse ist
der Einsatz von radioaktiven Stents in der Kardiologie zuriickgegangen (Hehrlein,

2002).

6. Nebenwirkungen der Strahlentherapie

Auf zellularer Ebene findet eine Schiadigung der sich teilenden Zellen statt
(vorwiegend in der Mitose- und in der G2-Phase). Sich schnell teilende Zellen wie

z. B. himatopoetische Stammzellen weisen eine hohere Strahlensensibilitét auf als
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sich weniger schnell teilende. Die Schiddigung der DNA (Einzel- und
Doppelstrangbriiche) nimmt mit der applizierten Dosisleistung linear zu (Sauer,

2003).

Strahlenbedingte Verdnderung des Endothels der kleinen bis mittleren Gefille
fiihren zu einer GefdBdurchlédssigkeit. Blutplasma kann in das angrenzende
Gewebe gelangen und eine Intimafibrose und Durchblutungsstdrungen bewirken.
Generell sind akute von chronischen Strahlenschdden zu unterscheiden. Zu den
akuten gehoren gerade im Magen-Darmtrakt Erosionen und Ulzerationen, zu den
chronischen infolge der Vaskulopathie Vernarbungen und Fistelbildung (Thomas,

2003).

Bei einer Strahlenbehandlung muss auch der Aspekt in Betracht gezogen werden,
dass Patienten, die aufgrund gutartiger Erkrankungen bestrahlt worden sind, auch
einen strahleninduzierten Krebs entwickeln konnen. Das Risiko richtet sich nach
dem Gebiet der Behandlung. Somit ist es bei peripheren Indikationen wie z. B. bei
Morbus Dupuytren deutlich geringer als z.B. in Gebieten wie Thorax,

Knochenmark oder Pelvis (Trott and Kamprad, 2006).

Ebenfalls kann nach einer Strahlentherapie eine strahleninduzierte Fibrose
auftreten. Fibrotisches Gewebe beinhaltet eine erhohte Anzahl von

Entziindungszellen, Fibroblasten und extrazelluldrer Matrix.

Im bestrahlten Gewebe werden spezifische Zytokine wie z. B. TGF- 3, PDGF und
IL-1a vermehrt synthetisiert (Langberg et al., 1994).

TGF- B beeinflusst eine Vielzahl von Zellvorgidngen. Es stimuliert die
Kollagenproduktion, hemmt die epitheliale Zellproliferation, hemmt die
Proliferation und die Funktion von B-Zellen, T-Zellen und natural killer cells und
hat eine chemotaktische Wirkung auf Fibroblasten, Monozyten und Makrophagen
(Denham and Hauer-Jensen, 2002, Du et al., 2010).

TGF- B ist das Hauptzytokin, welches durch eine exogene Noxe, in diesem Fall
die Strahlung eine Verschiebung innerhalb der Vorlduferfibroblasten hinzu mehr
spaten Ausdifferenzierungsformen der Fibroblasten bewirkt. Diese post-
mitotischen Fibrozyten produzieren mehr Kollagen als Fibroblasten (Rodemann

and Bamberg, 1995b, Yarnold and Brotons, 2010, Lara et al., 1996).

Aufgrund einer neueren Studie wird angenommen, dass sich eine



Schrifttum 28

strahleninduzierte Fibrose durch Gabe von Vitamin E und Pentoxifylline
(antioxidative und antiinflammatorische Wirkung) reduzieren lédsst. Dieses ist

bisher nur ein Ansatz, weitere Untersuchungen miissen folgen (Anscher, 2005).

7. Das Stenoseinduktionsmodell im Gallengang

Generell ist sehr wenig Literatur iiber eine Stenoseinduktion im Gallengang

vorhanden.

Erstmal beschreibt Vorwerk et al. eine Stenoseinduktion mit Hilfe eines Nd: Y AG-
Lasers. Im Hundemodell wurde mittels perkutaner Cholezystotomie der
Gallenblase im Gallengang eine Metallspitze am Ende einer Faser durch den
Laser erhitzt (5 bis 10 W fiir 1 Sekunde, 3-5 Wiederholungen). 12 Hunde schloss
diese Studie ein, von diesen entwickelten 7 einen kompletten Verschluss, 5 hatten
eine hochgradige Stenose. 3 Hunde entwickelten diese Stenose nach 3 Tagen, 6

Hunde nach 7 Tagen, und 2 12-15 Tage nach Koagulation (Vorwerk et al., 1989).

Eine weitere Studie von Rumalla et al beschreibt die Verwendung einer
monopolaren Heater-Probe (7 F, Olympus) und einer multipolaren Sonde (7 F
Gold Probe) zur Stenoseinduktion beim Schwein. Hierfiir wurde eine Leistung fiir
die Heater probe von 5, 10 und 15W (1J=1 Ws) fiir 1 Sekunde und fiir die
multipolare Probe von 12, 16, 20, und 24 W fiir 2 Sekunden verwendet. Im
Gegensatz zu Vorwerk et al. findet hier anstelle einer Operation der Zugang zum
Gallengang iiber den endoskopischen Weg statt. Nach Aspiration wird versucht,
einen zirkuldren Schaden zu setzen. Die Heater-Probe erzielte bessere Ergebnisse
als die multipolare Sonde. Insgesamt erzielte Rumalla et al. eine geringere
Stenoserate als Vorwerk et al. 9 Tiere wurden in der Studie mit insgesamt 13
Hitzeapplizierungen behandelt. Davon entwickelten insgesamt 7 Tiere eine
Stenose. Dieses Ergebnis ist auch auf die eventuell zu gering applizierte Leistung

zuriickzufiihren (Rumalla et al., 2003).

Basierend auf diesen Erfahrungen soll im Rahmen des BetaMod-Projektes der
Gallengang mit einer monopolaren Heater-Probe zirkulédr auf eine Linge von ca.
0,5-1 mm koaguliert werden. Stenoseinduktiosrate, erforderliche Dosisleistung

und Nebenwirkungen sind Fragestellung der Studie.
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IV. MATERIAL UND METHODEN

1. Zielsetzung/Problemstellung

In vorliegender Arbeit soll die Modulation der Wundheilung nach Dilatation einer
benignen narbigen Gallengangsstenose durch eine dosisabhidngige LDR-
Brachytherapie mit einem P32-beschichteten Gallengang-Stent im Rahmen einer
konventionellen ERC bei Schweinen untersucht werden. Die Studie ist eine
praklinische Studie zur Erfassung der Wirksamkeit und der Sicherheit einer LDR-

Brachytherapie vor einem potentiellen Einsatz beim Menschen.
Dies beinhaltet folgende Partialziele:

1. Induktion einer narbigen benignen Gallengangsstenose durch monopolaren

Hochfrequenz (HF)-Strom.

2. Ballondilatation der Stenose mit anschlieBender Drainage durch P32-
beschichtete Gallengang-Stents, die innerhalb der ersten Woche eine Dosis von
0 Gy, 15 Gy oder 30 Gy abgeben, in einem randomisierten und verblindeten

Versuchsdesign.

3. Untersuchung des Effekts der LDR-Brachytherapie auf die behandelte Stenose
(a) die klinisch-radiologische Ausprigung der Stenose in-vivo

(b) die makroskopische Ausprigung der Stenose am explantierten Gallengang
(c) die histopathologische Ausprigung der Stenose

(d) histopathologische Merkmale der Entziindung, Kollagenproduktion, des

Gehalts an a-SMA und auf vaskulidre Strahlenschiaden im Bereich der Stenose

4. Histopathologische Untersuchung des Effekts der LDR-Brachytherapie auf

gesundes Gallengangsgewebe

5. Strahlenschutzaspekte im Hinblick auf die potentiell spétere klinische

Anwendung in einer humanen klinischen Studie.
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2. Untersuchungsgut

Der Tierversuch wurde unter der Antragsnummer 55.2-1-54-2531-11-08 und dem
Titel: ,,Wundheilungsmodulation durch integrierte Brachytherapie bei benignen
Gallengangsstenose* von der Regierung von Oberbayern genehmigt und nach den
Vorschriften des Deutschen Tierschutzgesetzes in der Fassung der

Bekanntmachung vom 25.05.1998 § 8 Abs.1 durchgefiihrt.

2.1. Materialien, Geriite und Chemikalien
Alle verwendeten Materialien, Geridte und Chemikalien werden im

Bezugsquellenverzeichnis unter Kapitel XIII zusammengestellt.

2.2. Das Schwein als Tiermodell

Das Schwein weist im Gegensatz zu anderen Modelltierarten wie Ratte,
Meerschweinchen, Maus und Hund Besonderheiten und Vorteile beziiglich der
morphologischen  und  physiologischen ~ Ahnlichkeit zum  Menschen.
Untersuchungen an Kleintieren sind in der vorliegenden Studie aus technischen

Griinden nicht moglich.

Die Ahnlichkeit des Schweinegallengangs mit dem humanen Gallengang in
Bezug auf GroBe, Physiologie und Biochemie ermdoglichen eine gute

Ubertragbarkeit der gewonnenen Ergebnisse auf den Menschen.

2.3. Versuchstiere

Als Versuchstiere werden klinisch gesunde Schweine ,,Deutsche Landrasse‘
beiderlei Geschlechts verwendet (Alter ca. 3 Monate, Gewicht ca. 20-30 kg). Die
Tiere entstammen der Versuchsstation Thalhausen der Technischen Universitit
Miinchen, Ampertshausen 15, 85402 Kranzberg, Deutschland und werden
mindestens drei Tage vor dem Versuch zur Akklimatisierung in den Tierstall des
Instituts fiir Chirurgische Forschung (Walter-Brendel-Zentrum, Marchioninistr.

27, 81377 Miinchen) verbracht und eingestallt.

Dort erfolgt die standardisierte Boxenhaltung der Tiere in Gruppen von 2-3 Tieren
in einem zwolfstiindigen Tag-Nacht-Rhythmus. Der Boden der Bestallung ist mit
rutschfesten Gummimatten versehen, die Tiere haben freien Zugang zu den
AuBenboxen, die Zuluft im Stall erfolgt durch eine Zwangsbeliiftung. Die Tiere

erhalten spezielles Schweinefutter in pelletierter Form und Wasser ad libitum, 42
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Stunden vor der Intervention werden sie 2-mal tdglich mit fliissiger Nahrung
(Fresubin) gefiittert, 24 Stunden vor der Operation erhalten die Tiere nur noch

Wasser ad libitum.

Die Tiere verbleiben wihrend der gesamten Versuchsreihe im Institut und werden
tiaglich durch Fachpersonal des Institutes und Tierérzte, angestellt im BetaMod-
Projekt, iiberwacht. Die Haltung der Tiere erfolgt nach den aktuellen EU-
Richtlinien (86/609).

24. Studiendesign

Es sollen drei Gruppen verglichen werden: Behandlung mit einem nicht-
radioaktiven Stent (Kontrollstent 0 Gy), mit einem 15 Gy-Stent und einem 30 Gy-
Stent. Nach einer Fallzahlberechnung sind acht Tiere in jeder Gruppe erforderlich,
um bei einer Standardabweichung von etwa 7 mm Gallengangsweite (Rumalla et
al., 2003) einen Unterschied von wenigstens 1 mm auf einem Signifikanzniveau
von p<0.05 mit einer Power von wenigstens 0.8 zu erfassen. Ausgehend von einer
Stenoseinduktionsrate von 90 % und einer drop-out Rate von weiteren 10 %
waren nach initialer Schitzung 30 Tiere zur Durchfithrung der Studie erforderlich.
Da sich gerade im ersten Drittel der Studie eine hohere drop-out Rate zeigte, die
hauptsidchlich bedingt war durch Probleme bei der Stenoseinduktion (z. B.
Perforation des Gallengangs durch zu hohen Energieeintrag), durch die
Entwicklung von Cholangitiden durch Stentverschluss oder auch durch spontanen
Stentverlust, musste die Gesamtzahl der Tiere auf insgesamt 42 erhoht werden,
um eine Gruppenstidrke von wenigstens acht Tieren zu erhalten. Die Erhohung der

Tierzahl wurde durch die Regierung von Oberbayern auf Antrag genehmigt.

Abbildung 7 zeigt das initiale Studiendesign, nach dem die ersten 12 Tiere

untersucht wurden (sogenanntes Studienprotokoll der P-Reihe: P 101 bis P 112).

Ein Versuchsdurchlauf dauert 35 Tage. Wie in Abbildung 7 beschrieben, wird
jedes einzelne Tier 4 Eingriffen unterzogen. Am Tag O wird via ERC eine Stenose
induziert, 14 Tage spidter wurde erneut eine ERC durchgefiihrt, bei der die
Ausbildung einer Stenose verifiziert wurde. Bei einer signifikanten Stenose mit
konsekutiver  pristenotischer Gangdilatation wurde diese mit einem
Ballonkatheter aufgedehnt, und es wurde ein Stent eingesetzt, wobei die Wahl des
Stents entsprechend einer Randomisierungsliste (0 Gy, 15 Gy oder 30 Gy)

gewidhlt wurden. Untersucher, Endoskopieassistenz und Tierdrzte waren
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verblindet. Jeder Stent wurde aus Sicherheitsgriinden so gehandhabt, als wire er
radioaktiv. Am Tag 21 erfolgte die Stententfernung mittels einer dritten ERC mit
Verifizierung der Stenose. Bei Fortbestand einer signifikanten Stenose wurde ein
nicht-radioaktiver Stent eingesetzt, um eine Drainage zu gewihrleisten und eine
Cholangitis zu vermeiden. Am Tag 35 wurde eine vierte ERC durchgefiihrt; bei
der ein etwaiger Stent extrahiert und der Gallengang mit Kontrastmittel dargestellt

wurde. AnschlieBend wurden die Tiere operiert, euthanasiert und der Gallengang

préapariert.
Hausschwein ca. 30 kg
n=12
;
Tag 0
ERC zur Induktion einer akuten Gallengangsldsion mittels Heaterprobe 1.ERC
|
y
Tag 14
ERC mit Verifizierung der Gallengangsstenose, 2.ERC
Ballondilatation und Drainage durch
[ [ [
v v v
Nativ 15 Gray 30 Gray
n=4 n=4 n=4
]
v
Tag 21
Stententfernung, Verifizierung der Gallengangsstenose 3.ERC
Bei Stenose Re-Drainage mit nicht-radioaktiven Pigtail 8,5F
f
Ta+g 35
ggf. Stententfernung, Verifizierung der Gallengangsstenose 4.ERC
Euthanasie und histologische Aufbereitung

Abbildung 7: Studienprotokoll der P-Reihe

Bei diesem Vorgehen zeigte sich eine hohe Gesamt drop-out Rate, denn 8 von 12
Tieren konnten nicht ausgewertet werden. Nur vier Tiere konnten per Protokoll
behandelt und somit spiter ausgewertet werden (P 104, 105, 106, 112). Griinde
waren u.a. Gallengangsperforationen durch zu hohen Energieeintrag und die
Entwicklung von Cholangitiden. Nach kritischem Review aller Komponenten
durch Untersucher und Tierédrzte wurde der Energieeintrag drastisch reduziert. Da
die ERC per se mit Intervention am Gallengang und auch die damit verbundene
Narkose als eine der Komplikationsquellen in Frage kam, wurde entschieden, das
Protokoll dadurch abzuindern, dass man auf die dritte ERC verzichtete und
stattdessen den an Tag 14 eingelegten Stent bis zum Tag 35 belie. Zusammen

mit einem Standardprotokoll fiir die periinterventionelle Antibiose und einer
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strikten Begrenzung der Endoskopiezeiten auf etwa 45 min konnte die drop-out

Rate deutlich reduziert werden.

Abbildung 8 zeigt das gednderte Versuchsdesign, mit dem 30 Tiere untersucht
wurden. 20 Tiere konnten per Protokoll ausgewertet werden. Die drop-out Rate
lag somit bei 30 %. Im Folgenden beziehen sich alle Hinweise auf das
Versuchsprotokoll auf dieses Design der sogenannten W-Reihe (Tiere W 101-
W 130). Nach diesem optimierten Studienprotokoll behandelt (Abbildung 8).
wurde der Stent, der am Tag 14 eingelegt wurde, nicht entfernt. Er verbleibt die
restliche Versuchsdauer im Tier. Am Tag 21 fand nun eine Durchleuchtung der
Tiere unter Kurznarkose statt, um zu iiberpriifen, dass sich der Stent in der
richtigen Position im Gallengang befand. Am Tag 35 wurden die Tiere einer
dritten ERC unterzogen, bei der der einliegende Stent entfernt und der Gallengang
unter Durchleuchtung mit Kontrastmittel vermessen wurde. Es folgte die

Operation, die Euthanasie und die Priparation des Gallengangs.

An jedem Operationstag wurden Blutproben entnommen zur Messung von

Cholestaseparametern, Entziindungsparametern und Blutbild.

Hausschwein ca. 30 kg
n=30

Ta+g 0

ERC zur Induktion einer akuten Gallengangsldsion mittels Heaterprobe 1.LERC

:
Tag 14
ERC mit Verifizierung der Gallengangsstenose, 2.ERC
Ballondilatation und Drainage durch

| [ [
v v v

Nativ 15 Gray 30 Gray
n=9 n=9 n=12

|
\
Tag 21
Stentkontrolle mittels Durchleuchtung

3.ERC

Ta+g 35

ggf. Stententfernung, Verifizierung der Gallengangsstenose 4.ERC
Euthanasie und histologische Aufbereitung

Abbildung 8: Studienprotokoll der W-Reihe
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3. Zustindigkeiten

Diese Arbeit ist Teil eines interdisziplindren Forschungsprojekts. Innerhalb dieses
Teilprojektes herrscht eine intensive Zusammenarbeit der verschiedenen Institute.
Die Betreuer der einzelnen Bereiche werden im Folgenden mit den dazugehorigen

Instituten aufgelistet.

e Studienleitung, Endoskopie und radiologische Auswertung: Prof. Dr. med.
Jorg Schirra, Ltd. Oberarzt, Medizinische Klinik und Poliklinik II,

Campus GroBhadern, Klinikum der Universitdat Miinchen

e Proben-Aufbereitung fiir die histologische Auswertung sowie Kontrolle
der Stenoseinduktion via HF-Gerit: Dr. rer. nat. Ronald Sroka, Leiter des
Laserforschungslabors, Campus GroBhadern, Klinikum der Universitit

Miinchen

e Stentherstellung, strahlenphysikalische Zustindigkeit: PD Dr. rer. nat.
habil. Walter Assmann, Medizinphysik und Materialforschung, Fakultit
fir Experimentalphysik/Kernphysik, Arbeitsgruppe LMU Miinchen,
Garching.

e Beratung bei der histopathologischen Auswertung: PD Dr. med Doris

Mayr, Oberirztin des Pathologischen Instituts der LMU Miinchen
4. Versuchsvorbereitung

4.1. Dosisfindung

Im Vorfeld der Studie gibt es keinerlei Angaben iiber die Effektivitit einer LDR-
Brachytherapie mit einem Beta-Strahler in Abhéngigkeit von der Dosisleistung,
also der Dosis pro Zeitraum. Die Erfahrungsberichte der intrakoronaren LDR-
Brachytherapie beschreiben gute Behandlungserfolge bei einer Gesamtdosis von
20 Gray (HDR-Verfahren und LDR-Verfahren mit permanenten Stents).
Allerdings wurden die entsprechenden Metallstents auch nicht mehr entfernt.
Diese Ergebnisse lassen allenfalls eine Eingrenzung der Dosisleistung zu, konnen
aber aufgrund der unbestimmten Zeit und der unterschiedlichen Gewebearten
nicht als konkreter Anhalt fiir die Wahl einer optimalen Dosisleistung dienen. Im
Tierversuch muss getestet werden, zu welchen Wechselwirkungen es zwischen

dem Gallengangsgewebe und der Dosisleistung des radioaktiven Stents kommit.
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Im Vorlduferprojekt ,,RadBioMat* stellte sich heraus, dass eine Dosis in Hohe
von 15Gy iber 3 bzw. 5 Wochen eine positive Wirkung in der
Glaukombehandlung hat (Held, 2007) im Gegensatz zu 5 Gy. Unter Bezugnahme
auf diese Studie und nach Riicksprache mit erfahrenen Strahlenbiologen wird im
BetaMod-Projekt ebenfalls eine Dosisleistung von 15 Gray und zusitzlich eine
hohere Leistung von 30 Gray gewihlt, um die mogliche schidigende Wirkung
einer hohen Dosis zu untersuchen. Diese Dosis wird binnen einer Woche
appliziert, weil in dieser Zeit die mutmaBlich prigenden Effekte der Wundheilung
erfolgen. Da es bei Planung der Studie nahezu keinerlei Hinweise auf einen fiir
die Wundheilung optimalen Bereich der Dosisleistung gibt, wird im Hinblick auf
humane klinische Folgestudien bewusst in Kauf genommen, dass der
Dosisbereich fiir positive Effekte auf die Wundheilung méglicherweise zu hoch
ist, um wenigstens eine unschidliche bzw. toxische Dosisleistung charakterisieren

zu konnen.

4.2. Dosisverteilung im Zielvolumen

Wichtig ist es, das Zielvolumen, also das ,,Target* zu bestimmen (in welcher
Gewebeschicht soll die gewiinschte Strahlendosis appliziert werden). Die
abgegebene Gesamtdosis wird in 1 mm Gewebetiefe berechnet. Auf der
Oberfliache des Gewebes herrscht eine hohere Kontaktdosis, das heif3t, die oberste
Schicht ist einer hoheren Gesamtdosis (ca. 80 Gray) ausgesetzt. Bereits in einer
Tiefe von 6 mm treten aufgrund der Eigenschaften eines Betastrahlers keine
Strahlenwirkungen mehr auf. Die Berechnungen des Targets erfolgt von der
Stentmitte, von dieser sind es ca. 1,42 mm bis zur Oberfliche des Stents.
Dementsprechend wird die Dosis in einem Abstand von ca. 2,42 mm von der

Kathetermitte aus im Gewebe appliziert (siehe Abbildung 9).
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Abbildung 9: Dosisverteilung eines 8,5 F Stents im Gallengangsgewebe rote Linie: die
15 Gray Dosis wird in 2,42 mm von der Stentmitte aus appliziert.

Die Graphik beschreibt die Dosisverteilung der 8,5 F Folie mit 15 Gray in 1 mm
Abstand der Stentoberfldache. Die Abstandsskala lduft von der Stentmitte. Diese
Daten sind fiir eine Liegedauer von 7 Tagen berechnet und wurden zur Verfiigung
gestellt von PD Dr. rer. nat. habil. Walter Assmann, Fakultit fiir Physik, LMU

Miinchen.

Am Anfang der Versuchsreihe (P-Reihe, sieche 2.4) wird der Stent nach einer
Woche entfernt. Die genannten 15 und 30 Gray beziehen sich auf diese erste
Woche. Wie unter 2.4 begriindet, wird nach 12 Tieren das Design geidndert. Bei
den folgenden 30 Tieren wird der Stent nicht nach 7 Tagen entfernt, sondern statt

7 Tage insgesamt 21 Tage im Tier belassen.

Da der Stent nun zusitzliche 14 Tage zu den am Anfang per Protokoll
festgelegten 7 Tage im Gallengang verbleibt, erhoht sich die applizierte
Gesamtleistung laut der nachfolgenden Gleichung (Abbildung 10) um den Faktor
2,22. Dementsprechend wird eine Gesamtdosis von 33,3 anstatt 15 Gray bzw.
66,6 anstatt 30 Gray iiber die Gesamtdauer appliziert. Da der Einfluss der LDR-
Brachytherapie auf die Wundheilung wéhrend der ersten Woche nach Dilatation
der Stenosen Hauptziel vorliegender Arbeit ist, wird die in der ersten Woche

applizierte Dosis in allen Versuchen konstant gehalten.
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Abbildung 10: Umrechnung der applizierten Gesamtdosis fiir 21 Tage Liegedauer,
Ausgangswert der Berechnung: 7 Tage

Aufgrund des steilen Dosisabfalls ist eine exakte Dosisbestimmung im Zielgebiet
entscheidend. In diesem Projekt wurde zur Dosisberechnung die GEANT4-
Simulationsrechnung angewendet, die eine Ortsauflosung im
Submillimeterbereich ermoglicht. In der Abbildung 11 ist die Dosisverteilung um

den Stent zu sehen.
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Abbildung 11: Simulationsrechnung der Dosisverteilung eines 3?P-Folienzylinders nach
GEANT4-Simulation im Wasser. Der Stent ist mit einer Phosphor-32 Folie umwickelt.
Schnitt durch die Mittelebene des Stents. Die unterschiedlichen Dosen in Gray sind farblich
dargestellt. Schwarz: die Position der radioaktiven Folie. Linkes Bild: Zur Verfiigung
gestellt von PD Dr. rer. nat. habil. Walter Assmann, Fakultit fiir Physik, LMU Miinchen,
rechtes Bild: (Piils, 2008).
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4.3. Implantat - der radioaktive Stent

Die Herstellung des radioaktiven Implantats ist eine Leistung von Herrn PD Dr.
rer. nat. habil. Assmann, Medizinphysik und Materialforschung, Lehrstuhl fiir
Experimentalphysik/Kernphysik, Arbeitsgruppe LMU Miinchen, Garching. In die
iiblicherweise eingesetzten Stents wird zusétzlich eine Strahlenquelle mit
Phosphor-32 integriert. Eine radioaktive Polymerfolie wird hierbei auf einen Stent
aufgewickelt. Zuerst wird eine Folie mit einem stabilen Phosphor-31 produziert,
da das Phosphor-32 eine kurze Halbwertszeit hat und somit nicht lange
lagerungsfihig ist. Ein strahlenfestes Polymer, Polyetheretherketon (PEEK), mit
einem Schmelzpunkt bei 334 °C, wird verwendet. Dieses iibersteht unbeschadet
ohne grofle Materialverdnderungen die Neutronen- und Gammastrahlung, die
wihrend der Aktivierung im Reaktor freigesetzt wird. Der Entscheidung fiir
Phosphor-32 liegt die Halbwertzeit zugrunde, die lange genug ist um
Verarbeitung und Transport zu gewihrleisten. In Abbildung 12 sind die
Komponenten des Gallengangstents beschrieben. Es wird ein PEEK- Compound
mit maximal 10 % Phosphorgehalt entwickelt, welches sich zu einer 50u dicken
Folie (1.) weiterverarbeiten ldsst. Diese Folie wird nach Aufbringen auf einen
8,5 F-Stent (4.) mit zwei Schrumpfschlduchen (2.) fixiert und versiegelt, um eine
geschlossene radioaktive Quelle zu gewinnen. Zusitzlich werden 2 radioaktive
Markierungen (am proximalen und distalen Ende der Folie) aufgebracht (3.), um

die Lokalisation der Folie bzw. des Stents im Tierkorper darstellen zu konnen.
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Abbildung 12: Komponenten des Gallengang-Stents, 1. 2 gerollite *P-PEEK-Folien
(zusammen 5 cm), 2. 2 diinne Schrumpfschliduche, 3. Rontgenmarkierung, 4. Doppel-Pig-
Tail-Stent

Die bestrahlten und aktivierten Polymerfolien werden Auswaschversuchen
unterzogen, um einen eventuellen Austritt von Phosphor-32 zu dokumentieren.
Hierzu werden die Stents in 37 °C warmer Ringerlosung eine Woche einem
Schiittelexperiment  unterzogen. Der gemessene Auswasch liegt im

strahlenbiologisch vernachlédssigbaren Bereich weniger Promille.

Nach Aufbringen der Folie und des Schrumpfschlauches muss der Stent noch
geniigend biegsam sein, um am Ende des Endoskops eine ca. 90 Grad Biegung zu

ermOglichen, damit er in den Gallengang eingefiihrt werden kann.

PEEK- Folien mit 3 cm und 2 cm Lédnge (Gesamtlinge 5 cm) werden auf den
Stent aufgebracht, damit der chirurgische Bereich auch abgedeckt wird, falls nach
dem Einsetzen der Stent verrutscht oder ein axiales Schrumpfen des Gallenganges
nach Stenoseausbildung auftreten sollte. AuBerdem soll durch eine lingere Folie

das Phinomen des ,,Edge-Effektes* verhindert werden.

Am Anfang der Versuchsreihe (P-Reihe, siehe 1.4) werden Mono-Pig-Tail-Stents
verwendet (P 101-P 112) mit intrahepatischer Lage des PigTail. Der gerade Anteil
miindet im Diinndarm. Nachdem Vorversuche gezeigt haben, dass Doppel-
PigTail-Drainagen beim Schwein (im Gegensatz zum Menschen) dazu neigen, in
den Diinndarm zu dislozieren, soll der Diinndarmperistaltik weniger Widerstand

entgegengesetzt werden. In der P-Reihe zeigt sich jedoch, dass bei Fehlen eines
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duodenalen PigTails die Drainagen dazu neigen, in den Gallengang hineingezogen
zu werden. Deshalb werden in der W-Reihe (siehe 1.4) nur noch Doppel-Pig-Tail-
Drainagen verwendet (W 101-W 130). Der Vergleich beider Stents wird in
folgender Abbildung 13 gezeigt.

Abbildung 13: (1.) Doppel-Pig-Tail, (2.) Mono-Pig-Tail

In der Versuchsreihe wird strengstens auf die Einhaltung der Richtlinien der
Strahlenschutzverordnung Wert gelegt. Das radioaktive Material wird in dafiir
vorgesehenen Behiltern transportiert und in speziellen Rdumen gelagert.
Unmittelbar vor der Versuchdurchfithrung gelangen die Stents in den
Operationssaal, zu diesem Zeitpunkt noch in eingeschweifiten Folien und in einem
Plexiglaskasten (Abbildung 14). Um die Stents fiir den Versuch vorzubereiten und
zu desinfizieren, werden sie, abgeschirmt durch eine Plexiglaswand (Dicke
10mm), zunéchst in 95 %igen Alkohol, dann in eine mit sterilem NaCl 0.9 %

gefiillte Nierenschale getaucht.
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Abbildung 14: Plexiglasbehélter fiir den Strahlenschutz, darin der am Anfang der
Versuchsreihe verwendete Mono-Pigtail.

Wie in Abbildung 15 zu sehen, erhalten die Stents zusitzlich eine
Plexiglasabschirmung in Form eines Zylinders, die als Einfiihrhilfe fiir den
Operateur dient. Der durch die radioaktive Folie umwickelte Anteil des Stents
wird so abgeschirmt. Plexiglas wird aufgrund der niedrigen Ordnungszahl zur
Abschirmung gewihlt, da im Gegensatz z. B. zu einer Bleiabschirmung die

Bremsstrahlung viel geringer ist.
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Abbildung 15: Strahlenschutz wihrend der Stentiibergabe. Gezeigt ist der Plexiglaszylinder,
der zur Strahlenabschirmung iiber einen Stent gestiilpt ist.

Wihrend der Versuchsdurchfiihrung wird die Strahlungsabgabe der Stents mit
Hilfe eines Geigerzdhlers iiberpriift. Generell sollte der Abstand zum Implantat so

grof} wie moglich gewihlt werden.

Der radioaktive Stent wurde in Zusammenarbeit mit den Industriepartnern (Firma
Acri.Tec, Firma Seidel, Firma Urotech, Firma NTTF compounds) und der
Fakultit fiir Physik, LMU Miinchen (PD Dr. rer. nat. habil. Walter Assmann)
entwickelt. Die Aktivierung der Folie erfolgt in Garching, Forschungsreaktor
Miinchen 2 der TU Miinchen. In 2 Fillen musste aufgrund von Wartungsarbeiten
am Reaktor auf den Forschungsreaktor Geesthacht 1 des GKSS-

Forschungszentrums in Geesthacht ausgewichen werden.

4.4. Strikturinduktionsmodell

In den Vorversuchen wurde versucht, mit einer Lasersonde eine Stenose zu
induzieren, da damit der Energieeintrag im Gewebe am genauesten definiert
werden kann. Bei dem Versuch der Sondierung bzw. Platzierung der
Glasfasersonde kam es im Vorversuch in 2 Fillen zum Bruch der Sonde mit
anschliefender Gallengangsperforation. Auf einen weiteren Einsatz der

Lasersonde wurde aus diesem Grund verzichtet.
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Wie im Kapitel ,,Das Stenoseinduktionsmodell im Gallengang® beschrieben,
erfolgt die Stenoseinduktion im distalen Drittel des D. choledochus daraufhin
mittels Hochfrequenz-Koagulation. Dazu wird eine mono-polare 10 F
Hochfrequenz (HF)-Sonde zusammen mit einem HF-Prototyp-Geridt der Firma

ERBE verwendet.

Abbildung 16: linke Abbildung ERBE-Ger:iit, rechte Abbildung 10 F Hochfrequenz-Sonde,
die in den Gallengang eingefiihrt wird.

Durch eine spannungsbegrenzte separate Einstellung von Energie und Zeit erlaubt
dieses Gerit einen definierten Energieeintrag in das Gewebe und zusitzlich wird
dessen zeitlicher Verlauf vom Geriit aufgezeichnet. Eine Uberpriifung der
Koagulation wird unter Rontgenkontrolle mittels Kontrastmittel durchgefiihrt. Vor
Applikation der Hitze muss Kontrastmittel und Fliissigkeit im Gallengang
abgesaugt werden, um einen guten Kontakt der HF-Sonde mit dem Gallengang zu
erhalten, da sonst die thermische und elektrische Leitfdhigkeit zwischen Gewebe
und Sonde beeinflusst werden kann. Um eine moglichst langstreckige Stenose zu
erzeugen, wird die Stenoseinduktion im Abstand von ca. 5-10 mm wiederholt.
AnschlieBend wird unter Rontgenkontrolle nach Kontrastmittelgabe festgestellt,

ob eine Perforation des Gallenganges aufgetreten ist.

Die Leistung bzw. der Energieeintrag von 1200J (60 W, 20 sec), die in den
Vorversuchen verwendet wurde, fiihrte allerdings bei 4 von 5 Tieren in der P-
Reihe zu einer Perforation. Diese Gefahr hingt offensichtlich sowohl von der
Initial-Leistung als auch von dem Gesamtenergieeintrag ab. Zusitzlich ist der
Kontakt der HF-Sonde mit dem Gallengangsgewebe ein entscheidender Faktor.
Die oben erwihnte Dosis schidigte nicht nur das Gallengangsgewebe, sondern

setzte den Schaden auch in tieferen Bindegewebsschichten, was zu einer
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erheblichen axialen Schrumpfung des Gallengangs um bis zu 2 cm fiihrte.
Aufgrund dieser Erfahrungen wird der Energieeintrag in der W-Reihe auf 100 J
(20 W, 5 sec) begrenzt.

S. Versuchsdurchfiithrung

5.1. Narkose und Uberwachung
Die Tiere erhalten 42 Stunden vor der Intervention 2-mal téglich fliissige Nahrung
(Fresubin), haben jedoch freien Zugang zu Wasser. 12 Stunden vor dem Eingriff

(iiber Nacht) bekommen die Tiere kein Futter mehr.

Es erfolgt eine Gewichtskontrolle und eine kurze klinische Untersuchung, bei der
der Schwerpunkt auf einem ungestorten Allgemeinbefinden liegt. Zur sedativen
und anticholinergen Pridmedikation werden im Tierstall als Bolusinjektion
Ketaminhydrochlorid ~ (10-25 mg/kg Korpergewicht), Azaperon (2 mg/kg
Korpergewicht) und Atropinsulfat (0,02-0,04 mg/kg Korpergewicht) aus einer

Mischspritze intramuskuldr in die seitliche Halsmuskulatur injiziert.

Nach Erreichen einer ausreichenden Narkosetiefe (etwa 8 bis 10 Minuten) werden
die Tiere in den Operationssaal verbracht. Hier wird den Tieren ein
Venenverweilkatheter in die V. auricularis lateralis gelegt. Ein Dreiwegehahn
wird angeschlossen. Eine hierbei entnommene Blutprobe dient der Erstellung
eines kleines Blutbildes und der klinischen Chemie. Um bei einigen Tieren eine
gesicherte Intubationsfihigkeit zu erzielen, erhalten sie eine einmalige Gabe von
Midazolam (0,2ml i. v.) Die Tiere werden mit einem Endotrachealtubus intubiert,
in Riickenlage auf den Operationstisch verbracht und an eine Injektionsnarkose
angeschlossen. Die Narkose wird mittels perfusorgesteuerter intravenodser
Applikation von Propofol (10-20 mg/kg/h) aufrecht erhalten und individuell so
bemessen, dass das Tier seine Spontanatmung verliert und an ein Beatmungsgerét
angeschlossen werden kann. Weiterhin erhalten die Tiere zur Analgesie Fentanyl

(Fentanylcitrat 2-7 pg/kg) intravends verabreicht.

Die Herzfrequenz wird mittels Elektrokardiogramm (EKG) {iber drei
Klebeelektronen und die Sauerstoffsittigung sowie der Puls mittels Pulsoxymeter,
befestigt an der Schwanzspitze des Schweins, kontinuierlich gemessen. Als
intraoperative antibiotische Prophylaxe dient Cefuroxim-Natrium (750 mg/Tier).

Zur Fliissigkeitssubstitution wihrend des Eingriffs dient eine Dauertropfinfusion
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von 0,9%ige Natrium-Chlorid-Losung (ca. 10-15 ml/kg/h).

Die Extubation des Tieres nach der Operation erfolgt bei Einsetzen des
Schluckreflexes. Nachfolgend wird es zunichst bis zum vollstandigen Erwachen
in eine Einzelbox verbracht. Wihrend dieser Zeit stehen die Tiere unter
tierdrztlicher Beobachtung. Danach werden sie in der vorherigen Gruppe
eingestallt und erst 12 Stunden nach Narkoseende wird die Fiitterung wieder

aufgenommen.

5.2. Postoperative Versorgung
Nachdem die Tiere von der Narkose genommen werden und wieder einen

Schluckreflex zeigen, werden sie extubiert und zuriick in den Tierstall verbracht.

Zur Schmerzlinderung nach der Operation erhalten die Tiere wihrend der
Aufwachphase intramuskuldr Metamizol-Natrium-Monohydrat (15-50 mg/kg).
Sollten die Schmerzen weiter anhalten, wird eine weitere analgetische Abdeckung
mit Metamizol-Natrium-Monohydrat iiber das Trinkwasser (3750 mg pro Eimer

(40 Liter) verteilt auf 3 Tiere) erreicht.

Die Tiere werden hinsichtlich der Symptome einer Cholangitis (Ikterus, Fieber
und Stuhlgang) und im Allgemeinen auf Appetitlosigkeit, Anderung des

Allgemeinbefindens, erhohte Reizbarkeit hin untersucht.

Zur Vermeidung einer Cholangitis oder periinterventionellen Infektionen erhalten
alle Tiere téglich eine prophylaktische Antibiotikatherapie mit Ciprofloxacin

(Ciprobay 200-500 mg per 0s).

Sollten dennoch Anzeichen einer Verschlechterung des Allgemeinbefindens
auftreten, wird die Therapie zusidtzlich mit der Gabe von Gentamicin i. m.
(0,08 ml/kg) und weiterfithrend mit Dexamethasondihydrogenphosphat i. m. (0,2-
2 mg/kg) unterstiitzt.

Es findet tdglich die Sammlung des Kots der Tiere statt, um einen eventuellen
Abgang eines Stents feststellen zu konnen. Dazu werden die Kotbeutel
durchleuchtet, um anhand der Rontgenmarkierung einen Stent zu identifizieren.

AuBerdem wird Kot und Stallbereich auf Radioaktivitdt gemessen.
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5.3. Operatives Vorgehen

5.3.1. Untersucher

Alle endoskopischen Untersuchungen werden von drei Endoskopeuren
durchgefiihrt (Prof. Dr. J. Schirra, PD Dr. C. Schifer, Prof. Dr. A. Wagner). Als
Endoskopieoberdrzte der Medizinischen Klinik II hat jeder der Untersucher
ausgiebige Erfahrung mit der ERC (JS und AW je >1000 ERCPs, CS >700
ERCPs). Die Besonderheiten der ERC beim Schwein bestehen vor allem in der
Lageinstabilitit des Endoskops durch die unmittelbar postpylorische Lage der
Papille. Die ERC beim Schwein wird von den drei Untersuchern in Vorversuchen

entsprechend trainiert.

5.3.2. Tag 0: Endoskopie — Stenoseinduktion

Die Tiere werden nach dem oben genannten Protokoll in Narkose gelegt, zur
spiteren Stenoseinduktion wird nach dem Rasieren zwischen dem Riicken der
Tiere und dem OP-Tisch eine Erdungselektrode geschoben. Den Schweinen wird
als Mundstiick eine gekiirzte Perfusorspritze in die Maulhohle gefiihrt, durch die
das Endoskop eingefiihrt wird. Sie werden mit einem Standard- Duodenoskop
vom Typ Olympus TJF 140 in Riickenlage endoskopiert. Nach Passieren des
Magens wird die Papilla duodeni major im Bereich des Bulbus duodeni
eingestellt. Der Gallengang wird mittels eines 5 F- ERC-Katheters sondiert und
die extra- und intrahepatischen Gallenwege werden unter Rontgendurchleuchtung

mit Kontrastmittel dargestellt.
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Abbildung 17: Schwein wihrend Endoskopie

Nach Austausch des ERC-Katheters durch einen stabilen Fiihrungsdraht wird tiber
diesen ein 10 F HF-Katheter (Fa. Boston Scientific) eingefiihrt (Seldingertechnik).
Der im Gallengang einliegende Fiihrungsdraht enthdlt rontgendichte
Markierungen im Abstand von Scm, die eine korrekte Lédngenabschidtzung
unbeeinflusst von der VergroBerung durch das Rontgenbild erlauben. Die
Koagulation des Gallengangs erfolgt etwa in einem Abstand von 3-4 cm von der
Papille. Die Koagulation wird ca. 5-10 mm weiter distal wiederholt. Der zeitliche
Verlauf und der Energieeintrag in das Gewebe werden von dem HF-Gerit
computergestiitzt aufgezeichnet. Aufgrund dieser Hitzeapplikation wird im
D. choledochus eine Lidsion erwirkt, die sich binnen 14 Tagen zu einer benignen
Gallengangsstenose entwickelt. Der Ausschluss einer akuten Perforation erfolgt

durch Kontrastmittel-Gabe unter Durchleuchtung.
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Hlér&térp'robe

Abbildung 18: Heater-Probe (HF-Katheter) im Ductus choledochus

5.3.3. Tag 14: Endoskopie — Stenteinlage
Am Tag 14 werden die Tiere nach o.g. Protokoll erneut in Narkose gelegt und in

Riickenlage endoskopiert.

Die Gallengangsstenosen werden morphologisch mittels Kontrastmittelgabe und
Durchleuchtung verifiziert. Tiere, die keine Stenose ausgebildet haben, werden
erneut einer Hitzeapplikation unterzogen. Bei diesen Tieren verschiebt sich die
Versuchsdauer. Man wartet erneut zwei Wochen ab, ob sich eine Stenose

entwickelt.

Abbildung 19: Cholangiogramm, die 2 Pfeile zeigen die induzierten Stenosen
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Die Stenose wird mittels Ballondilatation gesprengt. Ein 6mm-Dilatationsballon
wird iliber den zuvor platzierten Fiihrungsdraht in den Gallengang iiber die
Stenose vorgeschoben und mit Hilfe eines Kontrastmittel-Inflators mit Manometer
aufballoniert (Abbildung 20). Wie beim Menschen orientiert sich die Wahl des
maximalen Ballondiameters an der Weite des proximalen Gallenganges, der bei
den jungen Schweinen ca. 6mm ist. Bei allen Tieren wurde zweimal iiber je ca.

15-30 sec dilatiert.

i Fﬁhrungs‘glrﬁ -

>

Abbildung 20: Ballondilatation der Stenose

Um den Galleabfluss zu sichern, wird nun ein 8,5 F-Plastikstent (nativ, 15 Gy,
30 Gy nach zuvor festgelegtem Randomisierungsplan) vorbereitet. Hinter einer
Plexiglasabschirmung wird der Stent nach Desinfektion mit Alkohol in eine NaCl-
Losung getaucht und mit der =zylindrischen Plexiglasvorrichtung dem
Endoskopeur {iibergeben. Der Stent muss so eingefithrt werden, dass die

Strahlenbelastung fiir das anwesende Personal auf ein Minimum beschrinkt wird.

Die Drainage wird drahtgefiihrt mit einem Metallpusher durch den Arbeitskanal
des Endoskops vorgeschoben und unter Durchleuchtung so positioniert, dass die

beiden rontgendichten Markierungen die Stenose moglichst mittig einschlielen

(Abbildung 21).
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Abbildung 21: Stenteinlage, zu sehen sind 2 Rontgenmarkierungen

5.3.4. Tag 21: Stentkontrolle

Die Stentposition wird am Tag 21 - eine Woche nach Dilatation und
Drainageneinlage — per Durchleuchtung kontrolliert. Dazu werden die Tiere in
eine Kurznarkose mit Ketaminhydrochlorid (10-25 mg/kg Korpergewicht),
Azaperone (2 mg/kg Korpergewicht) und Atropinsulfat (0,02-0,04 mg/kg
Korpergewicht) aus einer Mischspritze versetzt. Diese wird intramuskulér in die

seitliche Halsmuskulatur injiziert.

Alle Tiere, bei denen die Drainage sich nicht mehr auf die Gallenwege projiziert -
die Drainage somit nicht wenigstens 1 Woche in situ war - werden von der

Auswertung ausgeschlossen.

5.3.5. Tag 35: Endoskopie — Stententfernung — Euthanasie
Am Tag 35 wird die Drainage endoskopisch entfernt, die Stenose mit
Kontrastmittel dargestellt, die Tiere werden operiert, dann euthanasiert und der

Gallengang wird prépariert.

Die Tiere werden wie oben beschrieben narkotisiert und in Riickenlage
endoskopiert. Am Riicken des Tieres wird eine Erdungselektrode fiir eine spitere
Kauterisation befestigt. Der Stent wird nach der Endoskopie mit einer Zange aus
dem Gallengang entfernt und in einen Plexiglasbehilter verbracht. Abschliefend

wird zur Verifizierung der Stenose eine Kontrastmittelaufnahme gemacht.
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Um die Zeit fiir eine Autolyse der empfindlichen Gallengangsstrukturen
moglichst kurz zu halten, wurde zuniéchst der Situs mit Préparation von Magen,
Duodenum und Leberpforte operativ dargestellt. Erst danach wurden die Tiere
euthanasiert. Um eine tieferes Narkosestadium zu erlangen, wird das
Inhalationsnarkotikum Isofluran (0,8-1 Vol %) hinzugeschaltet. Nachdem die
Schweine zur vollstindigen Relaxation Pancuroniumbromid (0,04-0,1 mg/kg) i. v.
und fiir eine ausreichende Analgesie eine weitere Dosis Fentanyl (Fentanylcitrat
2-7 ng/kg) 1i.v. verabreicht bekommen haben, erfolgt durch eine mediane
Laparotomie mittels Kauter und Skalpell die Eroffnung des Abdomens. Die
Elektrokoagulation wird zur Blutstillung eingesetzt. Uber die V. auricularis
lateralis wird den Tieren fiir ein spiteres Untersuchungsverfahren 1 ml
Fluorescein 10 % 1i.v. injiziert (ein Fluoreszenzmarker fiir die konfokale
Laserendomikroskopie des Gallengangs, CFE, nicht Bestandteil vorliegender
Arbeit). Der caudale Anteil des Magens (im Antrum pyloricum oberhalb des Torus
pylorus) und der craniale Anteil des Duodenums (ca. 10 cm entfernt vom Pylorus)

werden ligiert.

Abbildung 22: Ubersicht der anatomische Strukturen nach erfolgter Laparotomie.

Nach intracardialer Gabe von 20 ml 7,45 % Kaliumchlorid-Losung wird der
Herzstillstand abgewartet und alsbald die V. cava cranialis eingeschnitten, um das

Tier mit Hilfe einer Absaugvorrichtung ausbluten zu lassen.
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5.3.6.  Gewebeentnahme

Die ligierten Enden des Magens und des Darms werden durchtrennt, die Anteile
der Leber von dem restlichen Gewebe befreit, mitsamt der Darm- und
Magenanteile aus der Bauchhohle des Schweins entnommen und auf eine
Arbeitsfliche gelegt (Abbildung 23). Dabei ist darauf zu achten, dass der
Gallengang nicht beschiddigt wird. Die Bauchhohle wird auf eventuelle

pathologische Verinderungen wie Verwachsungen untersucht.

Abbildung 23: Leberpforte mit Darstellung der extrahepatischen Gallenwege. Zu beachten
ist die ausgeprigte pristenotische Dilatation des Ductus choledochus sowie des zur
Gallenblase fiihrenden Ductus cysticus.

Mit einer Schere wird der Darm bis auf Hohe der Papille aufgeschnitten. In diese
wird, wie in der Abbildung 24 demonstriert, in Richtung Leber ein
Sondierungsdraht ~ vorgeschoben,  welcher als  Richtungsfithrung  zur

Schnittfithrung dient.

Entlang des Sondierungsdrahts wird der Gallengang lidngs bis zur Abzweigung
des Ductus cysticus/ Ductus hepaticus communis aufgeschnitten. Andere nicht
benotigte Gewebeteile werden entfernt. Der Gallengang wird zur Fixation auf eine
stabile Korkplatte verbracht und mit Pins befestigt. Die makroskopisch sichtbare
Stenose wird mittels farbiger Pins markiert (Abbildung 25).

An dieser Stelle wird die ,,probe-based Confocal Laser Endomicroscopy* (pCFE)
der Firma Mauna Kea Technologie (Paris) eingesetzt. Dieses Gerit ermoglicht die

direkte Betrachtung der zelluldren Strukturen am Computer. Zu diesem Zwecke
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fahrt der Untersucher mit einer Sonde an zwei Stellen (im Stenosegebiet und im
unbehandelten Gebiet papillenwirts) oberflichlich iiber das Gewebe. Die
Prozedur dauert etwa 5 min. Die Ergebnisse dieser Untersuchung werden in einer

separaten Doktorarbeit dargestellt.

Nach dieser Untersuchung wird das Gewebe noch weiter zurechtgeschnitten und

in einem mit Formalin gefiillten Behiltnis zur Fixierung 24 h eingelegt.

— Gallenblase

Gallengang

Papilla duodeni méjpi':j

Sondierungsdraht

Abbildung 24: Sondierung des Gallengangs
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6. Histologische Untersuchung

6.1. Probengewinnung und Probenaufbereitung
Die gewonnenen Proben werden zur histologischen Untersuchung 24 h in

4 %igem Formaldehyd fixiert und danach nach Protokoll zugeschnitten.

Es werden jeweils 4 Proben aus dem Gewebe (ca. 1x1 cm) entnommen. In

Abbildung 25 wird die Schnittfiihrung aufgezeigt.
T
14

\

Il '

Abbildung 25: Schnittfiihrung der Histoblocke, linkes Bild vor, rechtes Bild nach
Formalinfixierung, I, II und III im Stenosebereich, Referenzblock IV auBlerhalb des
Stenosebereiches

Die Blocke I, II und III liegen im Stenosebereich. Block IV dient als
Referenzblock. Dieser Block liegt auBlerhalb des stenosierten Bereiches im
distalen Gallengang, wurde also keiner Hitzeapplikation unterzogen, jedoch liegt
die 5 cm lange Folie (radioaktiv oder nicht radioaktiv) iiber diesem Bereich.
Dieses ermoglicht, die strahlenbiologische Wirkung an nicht behandelten

Gallengangsabschnitten zu untersuchen.

Um die Schnittfithrung nach der Entwisserung nachvollziehen zu kénnen, werden
die Gewebeschnitte mit einem Einzelheft aus chirurgischem Nahtmaterial an der
gegeniiberliegenden Schnittseite markiert. Die Gewebestiicke werden in weillen
Histokassetten 2 Stunden unter kaltem, flieBendem Wasser gewissert und

anschliefend mit Hilfe einer aufsteigenden Ethanolreihe entwissert.

Dazu werden die Proben jeweils fiir eine Stunde in 50 %, 70 %, 96 % und 3 x

100 % Ethanol gegeben. Nach der Entwisserung folgt die Einbettung in Paraffin.

Nach Abkiihlen und Aushirten der Paraffinblockchen werden aus diesen mit Hilfe
eines Schlittenmikrotomes 2-4 um dicke Schnitte angefertigt, jeweils 10 Schnitte,

danach 1 mm Gewebe verworfen (Nummerierung 1.1-1.10.) Dieser Vorgang wird
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3-mal wiederholt, sodass man von jedem Block 30 Schnitte gewinnen kann (von
1.1 bis 3.10.) Diese werden in einem 35 °C warmen Wasserbad gestreckt und
anschliefend auf Objekttriger aufgezogen. Danach werden diese Objekttriger

zum Trocknen ausgelegt (Costamagna et al., 2003).

Insgesamt erhdlt man pro Tier 120 histologische Prédparate. Vor dem Firben
werden die Objekttriger bei 60 °C hitzefixiert. Danach wird von jedem Block
jeweils der 3. Schnitt HE, der 4. Schnitt mit Elastica van Giesson und der 5.
Schnitt mit SMA im Firbeautomaten oder per Hand gefirbt. Damit ist
gewihrleistet, dass jeweils die Folgeschnitte des Prédparates untersucht werden.
Bei minderwertigen Schnitten wird der Folgende ausgewéhlt, um moglichst einen

identischen Bereich zu analysieren.
6.2. Farbungen zur histologischen Untersuchung

6.2.1. Haematoxilin-Eosin-Farbung (HE)

Die HE-Firbung als Standard-Ubersichtsfirbung wird zur morphologischen
Beurteilung verwendet. Die Zellkerne werden blau, das Cytoplasma und die
Intercellularsubstanz rosa bis rot angefidrbt. Bevor die Schnitte gefirbt werden
konnen, muss zunidchst die Paraffinschicht entfernt werden. Um dies zu
realisieren, verwendet man fiir 6 min eine Roti-Histol-Losung. Da es sich bei der
HE-Firbung um wissrige Farblosungen handelt, werden die Schnitte in einer
absteigenden Alkoholreihe (100 % (6 min), 95 % (3 min), 70 % (3 min) Ethanol
auf die Farblosungen vorbereitet. Die entparaffinierten Schnitte werden 9 min in
einer Hamatoxylin-Eosin Losung gefarbt. Anschliefend werden die angeféarbten
Schnitte 6 min unter flieBendem Wasser von iiberschiissigem Farbstoff befreit.
Danach werden sie in einer Eosinlosung 3 min gefdrbt. Bevor die Objekttriger
9 min in 100 %-igem Ethanol entwissert werden, werden sie 3 min in Aqua dest.
gespiilt. Zum Schluss erfolgt erneut das 6-miniitige Tauchen in Roti-Histol. Die so

gefidrbten Gewebeschnitte werden mit DPX Mountant eingebettet.

6.2.2. Elastica van Giesson - Farbung (EvG)

Bei dieser Farbung stellen sich die Zellkerne dunkelblau bis schwarz, das
Bindegewebe rot, die Muskulatur gelb und elastische Fasern dunkelviolett bis
schwarz dar. Dadurch kann man Veridnderungen an dem Verhiltnis von

kollagenen und elastischen Fasern erkennen und Verdnderungen an der
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GefiBarchitektur sichtbar machen. Hierbei erfolgt die Entparaffinierung wieder in
Roti-Histol (6 min) und in Alkoholen (12 min) mit zunehmender Hydrophilie.
Nach 20 miniitiger Fiarbung in Resorcin-Fuchsin nach Weigert-Losung werden die
Objekttrager fiir 20 sec in HCl-Alkohol differenziert und danach fiir 10 sec in
70 %igem Alkohol gewaschen. Die weitere Firbung erfolgt fiir 6 min mit
Eisenhdmatoxylin. Die Schnitte werden ebenfalls in HCI-Alkohol differenziert
(davor und danach fiir jeweils 10 sec in Aqua dest. getaucht), bevor sie zum
Blduen 13 min unter flieBendes Leitungswasser gestellt werden. Nach einer
weiteren Spiilung mit Aqua dest. (10 sec) werden die Schnitte fiir 6 min in van-
Gieson-Picrofuchsin-Losung belassen und danach in aufsteigender Alkoholreihe
entwdssert (96 % 10 min, 100 % 5 min). Die gefarbten Priparate werden 20 min
in Roti-Histol getaucht, bevor sie wie die HE-Fiarbungen mit DPX Mountant

eingebettet werden.

Sowohl die HE- als auch die EvG-Priparate werden ca. 2 Tage flach unter dem
Abzug gelagert, bis das Roti-Histol weitestgehend verdampft und die DPX-
Eindeck-Losung getrocknet ist. Erst danach kann mit der mikroskopischen

Auswertung begonnen werden.

6.2.3. SMA Firbung (a-SMA)
Die alpha-SMA Firbung (o- smooth muscle actin) dient zur Darstellung der

Mpyofibroblasten.

Da es sich bei der SMA Firbung um eine immunhistologische Firbung handelt,
werden die Gewebeschnitte nach Entparaffinierung in der Mikrowelle bei 750 W
und einer Kochzeit von 2x 15 min mit der Target Retrieval Solution vorbehandelt.
Danach ldsst man die Schnitte 20 min bei RT abkiihlen. Anschliefend werden die
Schnitte 2 x 5 min in TRIS-Puffer (pH 7,5) gespiilt. Nachdem die Blockierung der
endogenen Peroxidase 10 min in 7,5 %iger wassriger Wasserstoffperoxidase bei
RT erfolgt ist, wird sie 10 min unter flieBendem Wasser gewissert und vor dem
Proteinblock erneut 2 x 5 min mit TRIS-Puffer gespiilt. Den folgenden
Proteinblock muss man 10 min inkubieren und den Uberstand anschlieBend
abkippen. Den Priméar-Antikorper Actin haben wir 1:300 verdiinnt und 60 min bei
RT inkubiert. Erneut wird er 2 x 5 min mit TRIS-Puffer gespiilt. Nachdem das
immuno-peroxidase Polymer fiir 30 min inkubiert wurde, werden anschlieBend

die Schnitte wieder 2 x 5 min mit TRIS-Puffer gespiilt. Als Chromogen haben wir
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3 min DAB+ verwendet. Nach weiteren 10 min flieBendem Wissern haben wir
10 sec mit Hematoxylin gegengefirbt und schlieBlich erneut 10 min flieBend

gewdssert und mit Kaisers Glyceringelantine eingedeckt.

7. Auswertung

Die Stenose wird auf drei voneinander unabhiingige Arten untersucht: in-vivo
anhand der Kontrastmitteldarstellung, ex-vivo anhand des makroskopischen
Prédparats und histomorphologisch anhand der Vermessung der bindegewebigen
Raumforderung (HE-Fiarbung) im Block 1. Diese Methoden erfassen
unterschiedliche Aspekte, haben differente Fehlerquellen und miissen daher nicht
zwingend korrelieren. Zusitzlich werden im Block I (Langsschnitt der Stenose)
die histopathologischen Merkmale fiir Entziindung (HE-Firbung), kollagene
Fasern (EvG-Fiarbung) und Myofibroblasten (a-SMA-Farbung) erfasst.
Entsprechende Untersuchungen im Block IV (distaler nicht stenosierter, gesunder
Gallengang) erfolgen zur Kontrolle der Strahlenwirkung in gesundem Gewebe.
Biologische Strahlenschiden werden dabei anhand spezifischer

GefiBveranderungen bestimmt.

7.1. Stenosecharakterisierung in-vivo: Kontrastmitteldarstellung

Rontgendaten incl. Kontrastmittelaufnahmen existieren von Tag 0, Tag 14 und
Tag 35. Zur rontgenologischen Auswertung werden Aufnahmen von allen 3
Tagen verwendet. Die Auswertung erfolgt durch zwei Mitglieder der
Arbeitsgruppe, die zu diesem Zeitpunkt verblindet sind (J. Schirra, B. Lutz). Zur
Kalibrierung dienen als interner GroBenmafistab zum einen die
Rontgenmarkierungen des Fithrungsdrahtes (50 mm), zum anderen die Breite des
Endoskops unterhalb der Spitze (12 mm) oder auch die Breite des ERC-Katheters
(5 F = 1.7 mm). Die Auswahl der zu vermessenen Bilder erfolgt nach folgenden

Kriterien:

¢ Je nach Kontrastmittelfarbung werden die Aufnahmen gewdhlt, die eine
nicht zu schwache Féarbung (Nachteil: undeutliche Darstellung) aber auch
keine zu starke Firbung (Nachteil: Uberdehnung des Gallenganges durch

Kontrastmittelgabe) aufweisen.

e Am Tag 14 findet die Vermessung an Aufnahmen statt, die vor der

Ballondilatation erfolgt sind.
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¢ Die Aufnahme am Tag 35 erfolgt nach Entfernung des Stents.

Parameter Wert  Einhet

10 Lange 21 nm
= ‘Winkel s ¢

Lange 1005 om
Winkel 1855 °

= Lange 1441 mm
z % Winkel W -

Abbildung 26: Vermessung der radiologischen Aufnahmen am Beispiel des Tag 14
(Verifizierung der Stenose und Stenteinlage): 1. MaBstab, in diesem Fall Diameter des
Endoskopes, 2. Diameter 1 cm proximal der Stenose, 3. Diameter der Stenose, 4. Diameter
1 cm distal der Stenose.

Folgende Parameter werden wie in Abbildung 26 beschrieben vermessen:

¢ Durchmesser und Linge der Stenose in mm
e Durchmesser des Gallenganges ca. 1cm proximal der Stenose in mm

¢ Durchmesser des Gallenganges ca. 1cm distal der Stenose in mm
Die Gradeinteilung der Stenose erfolgt nach folgender Berechnung:

Stenose = 1 — (Diameter Stenose / Diameter proximaler Gallengang)

e <=0,5: keine Stenose, Score 0

e >=(),5: geringgradig, Score 1

e >=(,75: mittelgradig, Score 2

e >=0,9: hochgradig, Score 3
Die Vermessung der radiologischen Aufnahmen erfolgt anhand der Freeware
Datinf®Measure (Datinf®measrure, Datinf GmbH, Tiibingen). Die Einheit wird
in mm angegeben. Vorteil der Methode ist die Quantifizierung der klinisch

relevanten Stenose in-vivo entsprechend der klinischen Bestimmung beim

Menschen. Nachteil sind Ungenauigkeiten durch flaue Kontrastmitteldarstellung,
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Uberdehnung durch Kontrastmittel und projektionsbedingte Artefakte.

7.2. Stenosecharakterisierung ex-vivo: makroskopisches
Gallengangspriparat
Am Tag 35 wird der ausgebaute Gallengang, auf einer Korkplatte befestigt,

hinsichtlich folgender Parameter vermessen:
e Stenosebreite in mm = der Durchmesser zwischen der sichtbaren und
tastbaren Wulstung der Gallengangswand
¢ Breite des Gallenganges 1 cm proximal der Stenose in mm
¢ Breite des Gallenganges 1 cm distal der Stenose in mm

e Abstand Papille — Stenose in mm

Parameter
[z Strecke (Dia-piox)
Linge
Winkel
= Strecke (S-Innen)
Lénge

{= Stecke (S-auben)
Lénge

Winkel

{= Stecke (S-Lange]
Lange

Winkel

{= Stiecke (Dia-dist)
Lénge

Winkel

o Stiecke (Linge-distal)
Lange

Winkel

Wert | Einheit

1760 mm
762 -

226 mm
8524 *

1082 mm
%701

776 mm
139 *

973 mm
27028 ¢

2087 mm
i Xl

Abbildung 27: Vermessung des Gallenganges, 1. Breite der Stenose, 2. Stenoseléinge, 3. Breite
des Gallenganges proximal der Stenose, 4. Breite des Gallenganges distal der Stenose, 5.
Abstand Papille — Stenose

Die Gradeinteilung der Stenose erfolgt nach folgender Berechnung:

Stenose = 1 — (Breite Stenose / Breite proximaler Gallengang)
e <=0(,5: keine Stenose, Score 0
e >=0,5: geringgradig , Score 1
e >=(,75: mittelgradig, Score 2

e >=0,9: hochgradig, Score 3

Vorteil ist die projektionsunabhingige und direkte Beurteilbarkeit. Nachteil ist die
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Beurteilung des wahren Lumens in der Stenose durch die Verdickung der

Wandung.

7.3. Blutbild und klinische Chemie

An den jeweiligen Operationstagen wird den Tieren iiber die V. auricularis
lateralis Blut entnommen. EDTA: ca. 2ml und Serum: ca. 3ml. Die Befunde
werden von dem Institut fiir klinische Chemie, Klinikum der Universitit

Miinchen, Prof. Dr. Michael Vogeser (komm. Leiter) erhoben.

Folgende Parameter werden an den jeweiligen Tagen bestimmt: Klinische
Chemie: Bilirubin ges. (mg/dl), y-GT (37°, U/l), GPT [ALT] (37°, U/l), GOT
[AST] (37°, U/), kleines Blutbild: Leukozyten (G/l), Erythrozyten (T/1),
Hamoglobin (g/dl), Hiamatokrit, MCV (fl), MCH (pg), MCHC (g/dl),
Thrombozyten (G/1).

In der Auswertung werden nur folgende Parameter betrachtet; Bilirubin, AST,

ALT, y-GT und Leukozyten.

Der Referenzbereich fiir Bilirubin liegt beim Schwein bei 0,006-0,241 mg/dl, fiir
AST bei 8-35 U/, fir ALT bei 7-70, fir y-GT bei 10-40 U/l und fiir die
Leukozyten bei10,5-21,3 G/1. (Heinritzi and Plonait, 2004)

7.4. Histomorphometrische Auswertung

Eine histomorphometische Auswertung wird an den Blocken I (Léngsschnitt
Stenose) und IV (nicht-stenotischer gesunder Gallengang) vorgenommen. Die
metrische Auswertung erfolgt - wiederum verblindet - mit Hilfe eines Leica
Mikroskops. Die Schnitte werden mit einer Schrittmotorensteuerung und einem
Abrasterprogramm in 10-facher Vergroflerung aufgenommen. Aus den ca. 500
Einzelbildern wird ein Gesamtbild zusammengesetzt. Der Mal3stab wird in Pixel
angegeben, daraus lédsst sich mit Hilfe der Freeware Datinf®Measure eine exakte

Langen- und Flichenbestimmung realisieren.

Das Programm ,,Schrittmotorensteuerung® wurde in Zusammenarbeit mit dem
Laser-Forschungslabor der Ludwig-Maximilians-Universitét Miinchen

angefertigt.

Folgende Parameter werden bestimmt:
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7.4.1. Bindegewebsfliche - histologischer Stenosegrad

Die Fliche des fibrosierten Areals in der Stenose in mm? wird aus dem Umfang
(mm) berechnet. Die Stenosefliche wird durch die stdrkere Fibrosierung des
Bindegewebes von dem nicht stenosierten Bereich im Stenoseblock I abgegrenzt.
Mit Hilfe des Vermessungsprogrammes wird an dieser Grenze entlanggefahren

und eine Fliachenbestimmung durchgefiihrt (Abbildung 28).

Aus diesen numerischen Daten erfolgt nach unten stehender Tabelle eine
Einteilung in folgendes Score-System: O=keine bzw. geringgradige, 1=
mittelgradige, 2 hochgradige Stenose. Diese Einteilung wurde anhand der
Haufigkeitsverteilung der Bindegewebsareale festgelegt. Der Grad 0 war durch
Fehlen einer typischen Bindegewebsvermehrung charakterisiert. Die Grade 1 und
2 orientierten sich je zur Hilfte an der Hiufigkeitsverteilung der tibrigen Tiere: 10

Tiere zeigten Grad 1 und 9 Tiere Grad 2.

Graduierung | Stenosefliche

0 kein-geringer =~ Gewebeeffekt im  Pridparat  erkennbar
A< 0,05 mm?2

1 0,05 mm2 < A £ 0,7 mm?2

2 A > 0,7 mm?

Tabelle 1: Stenosegradeinteilung (0/1/2) anhand der Flichen
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Abbildung 28: Ausmessen der Stenosefliche, 10x VergrofSerung, HE-Fiarbung
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7.4.2. Dicke des Bindegewebes
Die Dicke des Bindegewebes wird im Stenoseblock I (diinnster und dickster
Bereich) und im Referenzblock IV des gesunden Gallengangs in mm bestimmt

(Abbildung 29).

Die Bindegewebsdicken-Messung wird ebenfalls mithilfe der Freeware

Datinf®Measure vorgenommen.

¢ In dem Stenoseblock I erfolgt die erste Messung innerhalb der Stenose. Es

wird die maximale Bindegewebsdicke ermittelt.

e FEine zweite Messung erfolgt auBerhalb des stenosierten Bereiches,
ndmlich in einem Bereich, der die durchschnittliche Dicke des

Bindegewebes auBerhalb der Stenose in dem Stenoseblock I widerspiegelt.

e Die Messungen im Block IV auflerhalb der Stenose dienen als
Referenzmessungen. Hierfiir erfolgt an drei Stellen pro Priparat die
Vermessung des Bindegewebes. Der Mittelwert dieser Werte wird fiir die

Auswertung herangezogen.

T 0 B0 750 1000 1250 100 1750 2000 2250 2500 275) 000 050 900 750 4000 4250 4500 4760 G000 G20 GHU0 6750 60D B2 pul | -
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Abbildung 29: Ausmessen des Bindegewebes im Stenoseblock I an der dicksten Stelle und
auBerhalb der Stenose, 10x VergroBerung, SMA-Firbung

7.5. Histopathologische Auswertung
Die im Folgenden beschriebene histopathologische Untersuchung findet ohne
Kenntnis der jeweiligen Dosisgruppen statt. Alle genannten Parameter werden

nach einer ersten Untersuchung der Schnitte mit Frau PD Dr. med D. Mayr,
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Pathologisches Institut der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen, festgelegt.

Es werden ein HE-Schnitt, ein EvG-Schnitt und ein SMA-Schnitt des
Stenoseblocks I untersucht. Die Beurteilung der Schnitte erfolgt fiir die
Ubersichtsbeurteilung in 10-facher VergroBerung und fiir die Detailansicht in 40-
fache VergroBerung. Eine semiquantitative Auswertung wird nach folgendem
Score-System vorgenommen, wobei die semiquantitative Auswertung der oben

genannten Parameter hier als Methode der Wahl gilt:

SCORE Histopathologische Definition
0 Merkmal nicht vorhanden
1 Merkmal geringgradig vorhanden
2 Merkmal mittelgradig vorhanden
3 Merkmal hochgradig vorhanden

Tabelle 2: Definition des semiquantitativen Scorings

Folgende Parameter werden histopathologisch untersucht:

7.5.1. Fibrosegrad

Anhand der HE- und EvG-Firbung wird der Fibrosegrad im Stenosegebiet
bestimmt und semiquantitativ in Scores eingeteilt. Er ist ein aus mehreren
Einzelparametern zusammengesetzter Score (Vermehrung des Bindegewebes,
erhohter Anteil kollagener Fasern, Verdnderung der Struktur der kollagenen

Fasern) (1/2/3) im Stenoseblock 1.

7.5.2.  SMA-Gehalt
Anhand der SMA-Firbung wird der SMA-Gehalt und somit der
Myofibroblastengehalt im gesamten Prdparat (Stenoseblock I) bestimmt, der

Gehalt an Myofibroblasten wird semiquantitativ Scores eingeteilt (0/1/2/3).
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Abbildung 30: a-SMA-Score (0/1/2/3), braunliche Farbung in den Abbildungen spiegelt die
Ausprigung der Myofibroblasten wider, 20x Vergroferung, a-SMA-Firbung

7.5.3. Kollagene Fasern
Anhand der EvG-Firbung wird der Gehalt an kollagenen Fasern im gesamten
Préaparat (Stenoseblock I) sowie im Referenzblock IV auBlerhalb der Stenose

bestimmt, der Gehalt wird semiquantitativ Scores eingeteilt (0/1/2/3).

Abbildung 31: kollagene Fasern-Score (0/1/2/3), 20x VergroBSerung, EvG-Fiarbung
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7.5.4.  Elastische Fasern
Anhand der EvG-Fédrbung werden die elastischen Fasern in der Stenoseregion des

Stenoseblockes 1 bestimmt, der Gehalt wird semiquantitativ Scores eingeteilt
(0/1/2/3).

Abbildung 32: elastische Fasern Score (0/1/2/3), 20x VergroBierung, EvG-Fiarbung

7.5.5.  Entziindung im gesamten Bindegewebe

Anhand der HE-Firbung wird die Entziindung im gesamten Bindegewebe im
Stenoseblock I (Lamina propria und Submukosa; Makrophagen, Lymphozyten,
Plasmazellen, Granulozyten) bestimmt. Das Ausmall der Entziindung wird

semiquantitativ gescored (0/1/2/3).
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Abbildung 33: Entziindungsscore (0/1/2/3), 40x VergroBerung, HE-Firbung

7.5.6.  Entziindung im Epithel
Anhand der HE-Fiarbung werden die Entziindungszellen im Epithel im
Stenoseblock I bestimmt, das Ausmal} der Entziindungszellen im Epithel wird

semiquantitativ Scores eingeteilt (0/1/2/3).

7.5.77.  Strahlenschiden
Auspriagung des Strahlenschadens im Stenoseblock I und vergleichend im
Referenzblock (Block IV) auflerhalb der Stenose (0O=kein Befund,

1=Strahlenschaden vorhanden).

Ein Strahlenschaden wird definiert durch pathologische Veridnderungen an den

GefiBlen (Strahlenvaskulopathie, Intimafibrose, Lumenverschluf3).

Abbildung 34: Strahlenschaden: linkes Bild ein unbehandelter Gallengang, rechtes Bild:
Strahlenschiiden in Form einer Intimafibrose bei einem bestrahlten Gallengang (30 Gray);
40x VergroBierung, EvG Firbung
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8. Statistische Auswertung der Daten

Alle Daten werden mit dem Statistikprogramm SPSS (Version 18,0, Inc, USA)
ausgewertet und die Ergebnisse in verbaler, tabellarischer, graphischer und

photographischer Form dargestellt.

Die quantitativen und semiquantitativen Daten sind als Mittelwerte (MW) und
Standardabweichung (SD), qualitative Daten als absolute und relative
Haufigkeiten angegeben. Ein Zusammenhang zwischen den Daten wird durch
Berechnung des Korrelationskoeffizienten nach Spearman geschitzt. Die
Normalverteilung wird anhand des Kolmogorov-Smirnov-Tests getestet. Der
Effekt der LDR-Brachytherapie (0, 15 und 30 Gy) auf die verschiedenen
quantitativen und semiquantitativen Parameter wird durch die Kruskal-Wallis-
One Way Analysis of Variance (ANOVA) on Ranks fiir unverbundene
Stichproben untersucht. Im Falle eines signifikanten Unterschieds erfolgt der

Gruppenvergleich mit dem Tukey Test als posthoc-Test.

Mit multivariaten Korrelationsverfahren wird gepriift, welche Parameter mit einer

Besserung der klinisch-radiologisch fassbaren Stenose einhergehen.

Alle Tests erfolgen zweiseitig mit einem 5 % igen Signifikanzniveau. Ein Wert

von p<0,05 wird als signifikant angesehen.
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V. ERGEBNISSE

1. Uberlebensrate

1.1. P-Reihe (P 101-P 112)
Die ersten 12 Tiere (P-Reihe) dieses Versuchsvorhabens werden 4-mal einer ERC
unterzogen. Von diesen 12 Tieren konnen 4 Tiere per Protokoll behandelt werden.

Die Tabelle 4 gibt eine Ubersicht iiber die Tiere, die nicht ausgewertet werden

konnten.
Anzahl der Tiere Ursache
n=4 Perforation/Krankheit
n=2 Todesursache unbekannt
n=2 Liegedauer nicht eingehalten

Tabelle 3: Tiere der P-Reihe, die nicht in das Protokoll genommen werden konnten mit
Angabe der jeweiligen Ursache

Folgende Mallnahmen werden innerhalb der P-Reihe ergriffen, um eine

Verbesserung der drop-out Rate zu gewihrleisten:
¢ Der Energieeintrag wird gesenkt

Die ersten 5 Tiere erhalten einen Warmeeintrag in Hohe von 2x 1200 J (2x60 W;
20 sec). Von diesen Tieren versterben 2 aufgrund einer Perforation, bei einem
weiteren Tier kann die Todesursache nicht festgestellt werden. 2 Tiere konnen in

den Versuch aufgenommen werden.

Die folgenden 4 Tiere werden mir einem Energieeintrag von 2x 800 J (2x40 W;
20 sec) behandelt. 1 Tier wird aufgrund einer Perforation euthanasiert, bei einem
weiteren Tier liegt zwar keine Perforation vor, jedoch wird dieses Tier aufgrund
einer Kachexie und eines hochgradigen Ikterus euthanasiert. 1 Tier kann nicht in
die Versuchsreihe aufgenommen werden, da die Liegedauer von mind. einer

Woche nicht eingehalten wird. 1 Tier wird in die Versuchsreihe aufgenommen.

Bei 3 weiteren Tiere wird die Stenose mit 2x 600 J (2x30 W; 20 sec) induziert. 1
Tier wird euthanasiert, die Ursache fiir die Verschlechterung des
Allgemeinbefindens des Tieres ist unklar. 1 weiteres Tier wird aufgrund nicht

eingehaltener Liegedauer aus dem Versuch genommen. 1 Tier wird per Protokoll

behandelt.
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1.2. W-Reihe (W 101-W 130)
Folgende MaBnahmen werden nach Abschluss der P-Reihe in der W-Reihe

ergriffen, um eine Verbesserung der drop-out Rate zu gewéhrleisten:
® Der Energieeintrag wird weiter gesenkt

Bei den Tieren der W-Reihe wird die Stenose mit einem Wirmeeintrag von 2x

100 J (2x20 W; 5 sec) induziert.

e Die Anzahl der operativen Eingriffe (somit Senkung des ERC-Risikos und

des Narkoserisikos) wird von 4 auf 3 reduziert.

In der W-Reihe wird der am Tag 14 eingelegte Stent nicht wie in der P-Reihe

entfernt, er verbleibt bis zum Tag 35 im Tierkorper.

Die folgende Tabelle gibt eine Ubersicht iiber die in der W-Reihe (n=30)

eingesetzten Tiere, die nicht per Protokoll behandelt werden kénnen:

Anzahl der Tiere Ursache
n=5 Perforation/Krankheit
n=5 Liegedauer nicht eingehalten

Tabelle 4: Tiere der W-Reihe, die nicht in das Protokoll genommen werden konnten mit
Angabe der jeweiligen Ursache ( Liegedauer nicht eingehalten= <7 Tage)

Folgende Tabelle zeigt in einer Ubersicht die beschriebenen HF-Leistungen:

Tiernummer Leistung Anzahl der Tiere
P 101 -P 105 2x60 W; 20 sec 5 Tiere

P 106 -P 109 2x40 W; 20 sec 4 Tiere
P110-P112 2x30 W; 20 sec 3 Tiere

W 101 - W 130 2x20 W; 5 sec 30 Tiere

Tabelle 5: applizierte HF-Leistungen und die dazugehorige Tierzahl

Fiir die Auswertung stehen 24 Tiere zur Verfiigung. Im Anhang XIV. erfolgt eine
detaillierte Auflistung der in diesem Versuchsvorhaben eingesetzten Tiere.
2. Klinische Untersuchung

Die Schweine zeigen 1-2 Tage nach Strikturinduktion ein geringgradig gestortes
Allgemeinbefinden. Dies &dullert sich in einer herabgesetzten Futter- und

Wasseraufnahme.

Komplikationen in der weiterfithrenden Versuchsphase sind: Fieber, eitrige
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Cholangitiden und Peritonitiden aufgrund einer Perforation und Ikterus. Manche
Tiere zeigen sich zum Versuchsende hin zunehmend apathisch, haben einen
aufgekriimmten Riicken und reagieren bei der Palpation des Abdomens mit einer
erhohten Anspannung. Medikamentdés werden die Tiere mit Analgetika,
Antibiotika, und in einigen Féllen mit Glucocortikoiden (14 von 24 Tieren)
behandelt. Der Einfluss der Glukokortikoidgabe auf die Entziindung wird in
Kapitel IV.6.6.1.2.5 dargestellt.

3. Ergebnisse der Stenosecharakterisierung in vivo:

Kontrastmitteldarstellung

An allen operativen Tagen (0; 14; 35) werden Kontrastmitteldarstellungen des
Gallenganges durchgefiihrt. Die Ergebnisse beziehen sich auf das in Kapitel
II1.7.1 festgelegte Schema zur Auswertung der Daten.

Die radiologische Vermessung zeigt im Gegensatz zur makroskopischen und
histologischen Untersuchung die Entwicklung der Stenose, da hier fiir die
Bewertung der Stenosegradentwicklung Kontrastmitteldarstellungen von Tag 14

(Stenteinlage) und Tag 35 (Euthanasie) vorliegen.

In der folgenden Tabelle sind die Messdaten der Operationstage (0/14/35) mit
Mittelwerten und Standardabweichungen dargestellt, eingeteilt in die
Dosisgruppen (15/30 Gray) bzw. in die Kontrollgruppe (0 Gray). Zusitzlich

werden die jeweiligen Signifikanzen angegeben.
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Parameter Tag 0: Stenoseinduktion Statistik
Dosis in Gray 0 (n=8) 15 (n=8) 30 (n=8)
Diameter Stenose in mm 5,7+23 6,5+0,9 6,3+1,9
Diameter prox. in mm 59+29 6,5+ 1,1 6,0+1,5
Diameter dist. in mm 6,121 6,8 1,3 6,2+14

Tag 14: 14 Tage nach Stenoseinduktion
Diameter Stenose in mm 1,8 £ 1,0 1,7+0,6 1,8 +2,0
Diameter prox. in mm 142 +£5,1 18,3 +10,0 15,1 +4,0
Diameter dist. in mm 7,7+27 93+32 69+34
Stenoseliinge in mm 55+5,7 24 +1,1 4,6 +3,0
% Stenose 86+9 88 +7 85+20
Signifikanz Tag 0-14 p=<0,001 p=<0,001 p=0,001
Einteilung in Grade/Scores
keine <= 0,5 0 | n=0 n=0 n=1
geringgradig >= 0,5 1 | n=1 n=0 n=0
mittelgradig >= 0,75 2 | n=3 n=5 n=3
hochgradig >= 0,9 3 | n=4 n=3 n=4

Tag 35: 21 Tage nach Stenosebehandlung
Diameter Stenose in mm 3,1+1,3 2,7+1,1 2,2+ 1,7 p=0,222
Diameter prox. in mm 11,8 £4,5 15,1 +4,1 11,3+6,4 p=0,143
Diameter dist. in mm 7,0+1,7 8,0+28 8,2+22 p=0,593
Stenoseliinge in mm 5,6+47 3,5+2,6 5,3+4,0 p=0,669
% Stenose 71 +13 82 +5 80+ 18 p=0,114
Signifikanz Tag 14-35 p=0,036 p=0,067 p=0,456
Einteilung in Grade/Scores
keine<= 0,5 0 | n=1 n=0 n=1
geringgradig >= 0,5 1 | n=3 n=1 n=2
mittelgradig >= 0,75 2 | n=4 n=7 n=3
hochgradig >= 0,9 3 | n=0 n=0 n=2
Entwicklung Stenose Tag 14-Tag 35
A Stenose in mm 14+1,5 1,0+1,3 03+1,2 p=0,531
A Stenosegrad (Score) | -1,0+0,9 -0,5+0,8 -0,5+0,5 p=0,403
% A Stenose 15+ 14 6+8 5+9 p=0,402
Grad der Verbesserung
um 0 Grade n=3 n=5 n=4
um -1 Grad n=2 n=2 n=4
um -2 Grade n=3 n=1 n=0

Tabelle 6: Gallengangsdiameter am Tag 0/14/35, Einteilung in die Kontrollgruppe 0 Gray
und Dosisgruppen 15/30 Gray, Gradeinteilung der Stenose:= 1 — (Diameter Stenose /
Diameter proximaler Gallengang), A= Verinderung

Die Ergebnisse der

radiologischen Auswertung am Tag O (Tag der

Stenoseinduktion) zeigen, dass die Tiere ohne Vorerkrankung der Gallenginge

bzw. der Leber in den Versuch gestartet sind. Dies bestidtigen ebenfalls die in

Kapitel IV.5 ausgewerteten leberspezifischen Blutwerte von Tag 0.

Ergebnisse der Stenoseinduktion (Tag 14):

Betrachtet man die Entwicklung der Stenose am Tag 14, so wird deutlich, dass es

aufler bei einem Tier (W 126) bei allen Tieren gelungen ist, eine klinisch relevante

Stenose zu induzieren. Diese Stenoseausbildung ist in allen 3 Gruppen signifikant
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zu Tag 0. Bei 11 Tieren kann am Tag 14 eine hochgradige Stenose gemessen
werden, weitere 11 Tiere haben an diesem Tag eine mittelgradige Stenose. Ein

Tier hat am Tag 14 eine geringgradige Stenose.
Stenoseentwicklung (Tag 14-Tag 35):

Die Entwicklung der Stenose von Tag 14 zu Tag 35 zeigt, dass in der
Kontrollgruppe die Ballondilatation mit anschlieBender Drainage ohne zusétzliche
Bestrahlung zu einem signifikanten Behandlungserfolg gefiihrt hat (p=0,036), der
Diameter nimmt um 15 % zu, im Mittel 1,4 mm, 3 Tiere verbessern sich um 2
Stenosegrade. Zusitzliche Bestrahlung in Form von 30 Gray fiihrt nicht zu einem
solchen Ergebnis. Der Diameter der Stenose verbessert sich in diesem Fall von
Tag 14 zu Tag 35 im Mittel um 0,3 mm, am Tag 35 sind 2 hochgradige Stenosen
nachzuweisen. Unter 15 Gray nimmt der Diameter deutlich zu, im Mittel um
I mm (p=0,067). Wie auch in der Kontrollgruppe sind in der 15 Gray Gruppe
keine hochgradigen Stenosen am Tag 35 nach erfolgter Behandlung
nachzuweisen. Die Verdnderung des Diameters der Stenose in Prozent in den
Dosisgruppen (15/30 Gray) sowie in der Kontrollgruppe (0 Gray) wird in

folgendem Diagramm 1 dargestellt.
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Diagramm 1: radiologische Stenose: Verinderung des Diameters unter Therapie von Tag 14
zu Tag 35 (%) (p=0,158)
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In folgendem Diagramm wird der Diameter der Stenose am Tag 35 unterteilt in

die Dosisgruppen und die Kontrollgruppe dargestellt.
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Diagramm 2: radiologische Stenose (Diameter in mm). Effekt der LDR-Brachytherapie am
Tag 35

Die radiologisch gemessenen Durchmesser der Stenose am Tag 35 korrelieren
hochst signifikant mit dem am explantierten Gallengang gemessenen

makroskopischen inneren und dem dufleren Stenosedurchmesser (p=<0,001).

4. Ergebnisse der Stenosecharakterisierung ex vivo:
makroskopisches Gallengangspriaparat
Die Ergebnisse beziehen sich auf das in Kapitel 1I1.7.2 festgelegte Schema zur

Auswertung der Daten. Folgende Abbildung stellt die Messungen am

makroskopischen Préparat dar.
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Parameter Wert | Einheit

= Strecke (Dia-prox)

Linge 1760 mm

Winkel g2
f=) Strecke (S-innen)

Lange 226 mm

Winkel 2524 °
[ Strecke (S-auflen)

Lange 1082 mm

Winkel ®7m
= Stiecke (S-Linge)

Linge 776 mm

Wirkel 139 °
= Stiecke (Diadist)

Linge 973 mm

Winkel 27028
= Strecke (Lange-distal)

Lange 2087 mm

Winkel 3\ 71 °

Abbildung 35: makroskopische Gallengangsvermessung ex-vivo: 1: Referenzmessung, 2:
Innendurchmesser Stenose (ID), 3: Linge Stenose, 4: Aulendurchmesser Stenose (OD), 5:
Durchmesser distal der Stenose, 6: Durchmesser prox. der Stenose, 7: Linge Stenose-Papille,
Angabe in mm.

In folgender Tabelle erfolgt eine Auflistung aller Messergebnisse der

makroskopischen Gallengangsvermessungen mit zugehdoriger Statistik.

Tag 35: 21 Tage nach Stenosebehandlung Statistik
Anzahl Tiere n=8 n=8 n=8
Dosis in Gray 0 15 30
ID Stenose in mm 3,709 34+1,2 28+14 p=0,228
OD Stenose in mm 11,0+1,9 9,8 +2,0 104 5,0 p=0,561
Linge Stenose in mm 48 +2,5 5,6 +2,7 84+42 p=0,137
Breite prox. in mm 12,63 + 4,37 15,5+ 11,46 10,56 + 5,35 p=0,352
Breite dist. in mm 195+ 6,4 191 +7,0 21,9 +3.3 p=0,565
Stenose-Papille in mm 29,7 +104 26,9 + 16,5 28,2 + 10,6

Tabelle 7: Gallengangsmessungen am makroskopischen Priparat Tag 35, Einteilung in die
Kontrollgruppe 0 Gray und Dosisgruppen 15/30 Gray. Angabe der Mittelwerte und
Standardabweichungen, ID= Innendurchmesser Stenose, OD= AuBendurchmesser Stenose,
Breite prox.: Breite des Gallengangs ca. 1 cm proximal der Stenose, Breite dist.: Breite des
Gallengangs ca. 1 cm distal der Stenose.

Anhand der Messergebnisse des Wertes ,,Stenose-Papille” wird die
Reproduzierbarkeit der Stenosehohe dargestellt. Die Stenose liegt bei den

Gruppen in 28,27 mm # 12,32 Entfernung von der Papille.

Im Bezug auf die Mittelwerte ergibt sich, dass sowohl der innere als auch der
duBere Durchmesser der Kontrollgruppe im Gegensatz zu den Dosisgruppen am
weitesten ist. Die Linge der Stenose ist im Mittel bei der 30 Gray Gruppe am
deutlichsten ausgeprigt. Jedoch ergibt die statistische Auswertung bei allen

Parametern bezogen auf die Dosisgruppen bzw. die Kontrollgruppe keine
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Signifikanzen.

Die radiologisch gemessenen Durchmesser der Stenose am Tag 35 korrelieren
hochst signifikant mit dem am explantierten Gallengang gemessenen

makroskopischen inneren und dem dufleren Stenosedurchmesser (p=<0,001).

5. Blutwerte Ergebnisse

Die Ergebnisse beziehen sich auf das in Kapitel 1I1.7.3 festgelegte Schema zur

Auswertung der Daten.

Parameter Tag 0: Stenoseinduktion
Dosis in Gray 0 (n=8) 15 (n=8) 30 (n=8)
Bilirubin (mg/dl) 0,32 +£0,25 0,4+0,24 0,4+0,2
v-GT (U/N) 55,3+19,2 56,2 +24 4 61,3 +8
GOT/AST (UN) 44 +9.1 48,4 + 26,1 53,3+11,9
GPT/ALT (UN) 495+ 12 46,1 + 17,4 50 +16,7
Leukozyten (G/1) 17,5+5,1 16,6 +4,6 162 +34

Tag 14: 14 Tage nach Stenoseinduktion
Bilirubin (mg/dl) 1,1+£1,.2 1,6 £24 1,2+1,5
v-GT (U/N) 69,5 £299 79,6 + 37,8 82+ 19,6
GOT/AST (UN) 57,3+15,2 63,5+277 53,8 £15,3
GPT/ALT (U/N) 49 + 10,4 49 + 13,6 58,5 +21,5
Leukozyten (G/1) 19,2 + 8,9 17,6 5,6 17+3

Tag 35: 21 Tage nach Stenosebehandlung
Bilirubin (mg/dl) 0,28 £0,21 0,69 +1,1 2,1+19
v-GT (U/N) 63,1+ 28,7 65,4 +£23,6 92,1 +28.,4
GOT/AST (UN) 46,9 + 13,4 524 +18,4 72,3 +£79,8
GPT/ALT (U/N) 50+8,9 41,8 +12,5 443 +24.8
Leukozyten (G/1) 14,01 £2,2 17,9 +£6,9 15,8 +£5,1

Tabelle 8: Blutbild und klinische Chemie am Tag 0/14/35, Einteilung in die Kontrollgruppe
(0 Gray) und Dosisgruppen (15/30 Gray), Angabe der Mittelwerte und Standardabweichung.

Es bestehen keine Signifikanzen zwischen den Werten des Blutbildes bzw. der
klinischen Chemie und den Dosisgruppen bzw. der Kontrollgruppe. Im Weiteren

wird das Augenmerk auf das Bilirubin gelegt.

Als Referenzwerte dienen die Werte der Messung am Tag 0: im Mittel 0,39 mg/dl
(= 0,21 mg/dl). Das Minimum betrigt 0,1 mg/dl, das Maximum 0,7 mg/dl.
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Parameter Tag 0: Stenoseinduktion
Dosis in Gray 0 (n=8) 15 (n=8) 30 (n=8)
Bilirubin (mg/dl) 0,32 £ 0,25 0,4 +0,24 0,4+0,2
Tag 14: 14 Tage nach Stenoseinduktion
Bilirubin (mg/dl) 1,1 +£1,2 1,6 £24 12+1,5
Signifikanz Tag 0-14 p=0,111 p=0,196 p=0,129
Tag 35: 21 Tage nach Stenosebehandlung
Bilirubin (mg/dl) 0,28 £0,21 0,69 £+ 1,1 2,1+19
Signifikanz Tag 14-35 p=0,087 p=0,292 p=0,347

Tabelle 9: Serum Bilirubin am Tag 0/14/35, Einteilung in die Kontrollgruppe (0 Gray) und
Dosisgruppen (15/30 Gray), Angabe der Mittelwerte und Standardabweichung und die
statistischen Signifikanzen von Tag 0 zu Tag 14 und von Tag 14 zu Tag 35.

e Bilirubin - Dosis

Bei dem Bilirubingehalt Tag 35 zeigt sich im statistischen Vergleich bezogen auf
die verschiedenen Dosisgruppen bzw. Kontrollgruppe keine Signifikanz
(p=0,224). Auch ist die Entwicklung des Bilirubinwertes nicht signifikant
innerhalb der drei Operationstage. Die Mittelwerte der Gruppen zeigen, dass bei
allen Tieren ein Anstieg der Bilirubinwerte nach Stenoseinduktion erfolgt ist. Die
Kontrollgruppe und die 15 Gray Gruppe zeigen nach Ballondilatation und
Drainage der Stenose eine deutliche Reduktion des Serum-Bilirubins am Tag 35.

In der 30 Gray Gruppe hingegen steigt der Wert von Tag 14 zu Tag 35.

2,50

2,00

1,50

Bilirubin Tag 35 mg/dl

1,00

0,307

0,00-

Dosis

Diagramm 3: Das Diagramm zeigt die Bilirubinwerte (Mittelwert am Tag 35) in
Abhéngigkeit der verschiedenen Dosisgruppen (15/30 Gray) bzw. der Kontrollgruppe. Es
besteht keine Signifikanz.
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¢ Bilirubin - radiologischer Stenosegrad

Der Bilirubingehalt von Tag 14 und Tag 35 ist beziiglich der radiologischen
Stenosegrade nicht signifikant (p=0,233; p=0,115).

Betrachtet man das Wolkendiagramm wird jedoch eine Tendenz deutlich: je hoher

der Stenosegrad desto hoher sind die Bilirubinwerte am Tag 14 vor Behandlung:
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Diagramm 4: Bilirubin Tag 14 bezogen auf den radiologischen Stenosegrad Tag 14

6. Histomorphometrische Ergebnisse

6.1. Effekt der LDR-Brachytherapie auf die Gallengangsstenose

6.1.1. morphometrische Ergebnisse — Bindegewebsmessungen in dem

Stenoseblock 1

6.1.1.1. Stenosefliche - histologischer Stenosegrad

Wie in Kapitel IV.4., IV.5. und diesem Kapitel beschrieben, stehen 3
verschiedene Messmethoden zur Bestimmung des Stenosegrades zur Verfiigung:
der radiologische, der makroskopische und der histologische Stenosegrad (die
Stenosefliche wird durch die stirkere Vermehrung/Fibrosierung des

Bindegewebes von dem nicht stenosierten Bereich im Stenoseblock I abgegrenzt).
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Im nachfolgenden Diagramm werden die Stenoseflichen der einzelnen Tiere
dargestellt. Aus den numerischen Daten erfolgt wie in Kapitel II1.7.4.1
beschrieben, die Einteilung in ein Score-System: O=keine bzw. geringgradige, 1=
mittelgradige, 2=hochgradige Stenose. Der Grad 0 wird durch Fehlen einer
typischen Bindegewebsvermehrung charakterisiert (5 Tiere, 20,8 %). Die Grade 1
und 2 orientieren sich je zur Hilfte an der Haufigkeitsverteilung der iibrigen Tiere,

somit haben 10 Tiere eine Grad 1 (41,7 %) und 9 Tiere Grad 2 (37,5 %) Stenose
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Tiermummer

Diagramm 5: Stenosegradberechnung. Das Wolkendiagramm zeigt alle im Versuch
stehenden Tiere mit dem zugehorigen AusmaB der Stenosefliche (rot= Stenosegrad 2; griin=
Stenosegrad 1; schwarzer Kreis= Stenosegrad 0)

e Stenosefliche — Dosis

In nachfolgender Tabelle zeigt sich, dass die Stenosefldache der 30 Gray Gruppe
deutlich gegeniiber der Kontroll- und 15 Gray Gruppe erhoht ist. Die 15 Gray
Gruppe zeigt die geringste fibrosierte Gewebeflache. Zwischen den Gruppen

besteht im Kruskal-Wallis-Test keine Signifikanz (p=0,065).
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Parameter Tag 35 Statistik

Dosis 0 15 30 Dosis

Stenosefléiche mm? | 0,86 (¥1,9) 0,54 (+0,64) 1,04 (+0,51) p=0,065

Tabelle 10: histologische Stenoseflichen Tag 35, Unterteilung in die Dosisgruppen
(15/30 Gray) und Kontrollgruppe (0 Gray); angegeben ist der Mittelwert und die
Standardabweichung, ebenso die auf die Dosis bezogene Signifikanz.

Im Folgenden wird die Anzahl der Tiere mit den verschiedenen Stenosegraden in
Abhingigkeit von den jeweiligen Dosisgruppen (15/30 Gray) und Kontrollgruppe
(0 Gray) tabellarisch dargestellt:

Parameter

Dosis 0 Gy 15 Gy 30 Gy
Stenosegrad 0 1 2 0 1 2 0) |1 2
Anzahl Tiere |2 5 1 3 3 2 - 12 6
Yo 25 62,5 12,5 37,5 37,5 25 - 125 75

Tabelle 11: Einteilung der Tiere in die verschiedenen Stenosegrade und Dosisgruppen mit
Angabe der Anzahl und dem jeweiligen prozentualen Anteil.

In der 0 Gray Gruppe haben 25 % der Tiere eine Grad 0 Stenose, dieser Grad ist
in der 30 Gray Gruppe nicht vorhanden. Der Stenosegrad 2 ist in der 30 Gray

Gruppe bei 75 % der Tiere nachzuweisen.
e Korrelation Stenosefliiche — Dosis

Im Spearman Test besteht eine Korrelation zwischen dem Parameter

Stenosefldche und den Dosisgruppen bzw. der Kontrollgruppe (p=0,021; r=0,469)
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Diagramm 6: Stenoseflichen (mm?) in Abhiingigkeit der Dosisgruppen (15/30 Gray) bzw.
der Kontrollgruppe (0 Gray).

6.1.1.2. Durchschnittliche Dicke des Bindegewebes im Block 1 -
Stenoseblock

Die Messungen der durchschnittlichen Bindegewebsdicke erfolgen auBlerhalb des

stenosierten Bereiches im Stenoseblock I. Sie richten sich nach den im Kapitel

I11.7.4.2 beschriebenen Schemata.

¢ Durchschnittliche Dicke des Bindegewebe im Block I — Dosis

Parameter Statistik
Dosis 0 15 30 Dosis

Bindegewebe N in mm 0,55 (x0,20) | 0,65 (£0,29) 1,26 (£0,59) | p=0,002*
Signifikanz X X p=0,005*
Signifikanz X X p=0,015%

Tabelle 12: durchschnittliche Bindegewebedicke im Stenoseblock I (N), Unterteilung in die
Dosisgruppen (15/30 Gray) und Kontrollgruppe (o Gray); angegeben ist der Mittelwert und
die Standardabweichung, ebenso die auf die Dosis bezogene Signifikanz und signifikante
Unterschiede innerhalb der Gruppen

Anhand der Werte wird deutlich, dass die Gewebedicken der 30 Gray Gruppe
bezogen auf die 0 und 15 Gray Dosis ungefdhr den zweifachen Wert aufweisen.
Es besteht ein signifikanter Anstieg der Werte gegeniiber der Dosis (p=0,002). Im

lokalen Vergleich zeigen sich signifikante Unterschiede zwischen der O und
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30 Gray-Gruppe (p=0,005) und der 15 und 30 Gray-Gruppe (p=0,0015).

Im Folgenden wird in einem Boxplot die Abhingigkeit der durchschnittlichen
Bindegewebsdicke (Stenoseblock I) von den Dosisgruppen (15; 30 Gray) bzw. der
Kontrollgruppe (0 Gray) dargestellt:

1,50

p=0,015

p=0,005

1,00

0,50

durchschnittliche Bindegewebsdicke in mm

0 15

Dosis

Diagramm 7: Das Diagramm zeigt die durchschnittlichen Bindegewebsmessungen im
Stenoseblock I auBerhalb der Stenose in Abhiingigkeit der Dosisgruppen (15/30 Gray) und
der Kontrollgruppe (0 Gray). Signifikanzen sind mit ihrem Signifikanzniveau angegeben.

6.1.1.3. Maximale Werte des Bindegewebes im Block I - Stenoseblock

In dem Stenoseblock I erfolgt die Ermittlung der maximalen Bindegewebsdicke
anhand der Messung innerhalb der Stenose. Die histologischen Stenosegrade
(bestimmt anhand der fibrosierten Bindegewebsfliche) korrelieren hdochst

signifikant mit den maximalen Bindegewebsmessungen (p=<0,001; r=0,697).
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e Maximale Werte des Bindegewebes — Dosis

Parameter Statistik
Dosis 0 15 30 Dosis

Bindegewebe M in mm 1,53 (+£0,73) 1,81 (£0,79) 2,64 (+0,82) p=0,012*
Signifikanz X X p=0,004*
Signifikanz X X p=0,020*

Tabelle 13: maximale Bindegewebedicke im Stenoseblock I (M), Unterteilung in die
Dosisgruppen (15/30 Gray) und die Kontrollgruppe (0 Gray); angegeben ist der Mittelwert
und die Standardabweichung, ebenso die auf die Dosis bezogene Signifikanz und signifikante
Unterschiede innerhalb der Gruppen.

Die 0 Gray Gruppe hat mit 1,53 mm den niedrigsten Mittelwert bei der
Bindegewebsmessung. Als Folge der Bestrahlung mit 30 Gray kommt es zu einer
deutlichen Verdickung des Bindegewebes (2,64mm). Es besteht ein signifikanter
Zusammenhang zwischen den zwei Parametern (p=0,012). Im lokalen Vergleich
zeigen sich signifikante Unterschiede zwischen der O und 30 Gray-Gruppe

(p=0,004) und der 15 und 30 Gray-Gruppe (p=0,020).

Im Folgenden wird in einem Boxplot die Abhingigkeit der maximalen
Bindegewebsdicke im Stenoseblock I von den Dosisgruppen (15; 30 Gray) bzw.
der Kontrollgruppe dargestellt.

p=0,004

3,00 |

p=0,020

2,00

1,004

maximale Bindegewebsdicke in mm

0,00~

Dosis

Diagramm 8: Das Diagramm zeigt die maximalen Bindegewebsmessungen im Stenoseblock I
in der Stenose in Abhéngigkeit der verschiedenen Dosen (0/15/30 Gray). Signifikanzen sind
mit ihrem Signifikanzniveau angegeben.




Ergebnisse 83

e Maximale Werte des Bindegewebes — histologischer Stenosegrad

Parameter Statistik
Stenosegrad 0 1 2 Stenosegrad
Bindegewebe M inmm | 1,12 (£0,59) | 1,86 (20,66) | 2,91 (£0,83) | p=0,004*
Signifikanz X X p=0,001%*
Signifikanz X X p=0,011*

Tabelle 14: maximale Bindegewebedicke im Stenoseblock I (M), Unterteilung in die
Stenosegrad-Gruppen; angegeben ist der Mittelwert und die Standardabweichung, ebenso
die auf den Stenosegrad bezogene Signifikanz und signifikante Unterschiede innerhalb der
Gruppen.

Die Stenosegrad 0 Gruppe hat mit 1,12 mm den niedrigsten Mittelwert bei der
Bindegewebsmessung. Der Wert Stenosegrad Gruppe 2 ist mit 2,91 mm deutlich
erhoht (p=0,004). Im lokalen Vergleich zeigen sich signifikante Unterschiede
zwischen dem Stenosegrad 1 und 2 (p=0,011) und den Stenosegraden O und 2
(p=0,001).

Im Folgenden wird in einem Boxplot die Abhiédngigkeit der maximalen
Bindegewebsdicke im Stenoseblock I von den verschiedenen Stenosegraden (0; 1;

2) dargestellt:

| p=0,001

3,00

2,00

maximaloe Bindegewebsdicke in mm
3

1

Stenosegrad

Diagramm 9: Das Diagramm zeigt die Bindegewebsmessungen im Stenoseblock I aulerhalb
der Stenose ,,normale Bindegewebe‘ in Abhéngigkeit der verschiedenen Stenosegrade
(0/1/2). Signifikanzen sind mit ihrem Signifikanzniveau angegeben.
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6.1.2. Histopathologische Ergebnisse

6.1.2.1. Fibrosegrad
Die Ergebnisse beziehen sich auf die in Kapitel II1.7.5.1. festgelegten Schemata

zur Auswertung der Daten.
¢ Fibrosegrad — Dosis

Die Bewertung des Ausmalles der Fibrose ergibt eine signifikante Zunahme des

Fibrosegrades in der 30 Gray Gruppe (p=0,023).

Parameter Statistik
Dosis in Gray 0 (n=8) 15 (n=8) 30 (n=8) Dosis
Median FG 1,0 (1,0;2,75) 2,5(1,25;3,0) | 3,0 (3,0;3,0) p=0,023*
Signifikanz X X p=0,010%*
Score FG 1 2 3 1 2 3 112 3

Anzahl Tiere 5 1 2 2 2 4 -1 7

% 62,5 | 125 |25 |25 |25 |50 |- | 12,5 |87)5

Tabelle 15: Fibrosegrade (FG): Unterteilung in die Kontrollgruppe (0 Gray) und die
Dosisgruppen (15/30 Gray); angegeben ist der Median (25./75. Perzentil), die auf die Dosis
bezogene Signifikanz und signifikante Unterschiede innerhalb der Gruppen. Des Weiteren
erfolgt eine Einteilung der Tiere in die verschiedenen Fibrosegrade und Dosisgruppen mit
Angabe der Anzahl und dem jeweiligen prozentualen Anteil.

Der Vergleich des Median in den verschiedenen Dosisgruppen zeigt, dass 30 Gray
mit einer stirkeren Fibrosierung des Gewebes einhergeht. Die Kontrollgruppe
0 Gray zeigt im Vergleich zu den Dosisgruppen die geringsten fibrotischen
Veridnderungen. Die 30 Gray Gruppe liegt mit einem Fibrosegrad-Score von 3
deutlich iiber dem der O Gray Gruppe. Der statistische Vergleich zwischen der 0
und der 30 Gray Gruppe zeigt, dass ein signifikanter Unterschied besteht
(p=0,010).

Betrachtet man den prozentualen Anteil innerhalb der Gruppen haben 62,5 % der
Tiere der Kontrollgruppe einen Fibrosegrad 1-Score, dieser Score ist in der
30 Gray Gruppe nicht vorhanden. In der 30 Gray Gruppe hingegen ist der

Fibrosegrad 3 bei 87,5 % der Tiere nachzuweisen.

Im Folgenden wird in einem Wolkendiagramm die Abhingigkeit des
Fibrosegrades von den Dosisgruppen (15; 30 Gray) bzw. der Kontrollgruppe
(0 Gray) dargestellt. Die Fibrosegrade korrelieren mit den Dosisgruppen bzw. der

Kontrollgruppe (p=0,003; r=0,572).
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Diagramm 10: Fibrosegrad (1/2/3) in Abhingigkeit der Dosisgruppen (15/30 Gray) und der
Kontrollgruppe (0 Gray) (p=0,003).

¢ Fibrosegrad - histologischer Stenosegrad

Parameter Statistik
Stenosegrad 0 (n=5) 1 (n=10) 2 (n=9) Stenosegrad
Median FG 2,0 (1,0;3,0) 1,5 (1,0;3,0) 3,0 (3,0;3,0) p=0,023*
Signifikanz X X p=0,015*
Score FG 1 2 3 1 2 3 112 3

Anzahl Tiere 2 1 2 5 2 3 - |1 9

% 40 (20 |40 |50 |20 |30 |- 11,1 88,9

Tabelle 16: Fibrosegrad (FG): Unterteilung in die Stenosegrad-Gruppen; angegeben ist der
Median (25./75. Perzentil), die auf den Stenosegrad bezogene Signifikanz und signifikante
Unterschiede innerhalb der Gruppen, ebenso erfolgt die Einteilung der Tiere in die
verschiedenen Fibrosegrade und Stenosegrad-Gruppen mit Angabe der Anzahl und dem
prozentualen Anteil.

Bei dem Vergleich des Median der Fibrosegrade zeigt sich in der Stenosegrad-
Gruppe 2 der hochste Fibrosegrad mit einem Score von 3. Der Wert der
Stenosegrad-Gruppe 1 ist am niedrigsten, jedoch ist hier die unterschiedliche
Anzahl der Tiere innerhalb der Gruppe zu beriicksichtigen. Die einzelnen
Gruppen unterscheiden sich signifikant im Kruskal-Wallis Test (p=0,023), der
lokale Vergleich zeigt eine Signifikanz zwischen der Stenosegrad-1 und

Stenosegrad-2 Gruppe (p=0,015). In der Stenosegrad-Gruppe 2 ist bei 88,9 % der
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Tiere ein Score 3 an fibrotischer Verdnderung nachzuweisen. Ein Score 1 ist in

dieser Stenosegrad-Gruppe nicht vorhanden. Der Fibrosegrad korreliert mit den

Stenosegraden (p=0,020; r=0,473).
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Diagramm 11: Fibrosegrad (1/2/3) in Abhéingigkeit der Stenosegrad-Gruppen (0/1/2)
(p=0,020).

6.1.2.2. a-SMA-Firbung

Die Ergebnisse beziehen sich auf die in Kapitel I11.7.5.2. festgelegten Schemata

zur Auswertung der Daten.
¢ a-SMA-Firbung —Dosis

Bei den Ergebnissen der a-SMA-Firbung wird der Einfluss radioaktiver Strahlung
auf die Auspriagung des a-SMA-Gehaltes deutlich.
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Parameter Statistik

Dosis 0 (n=8) 15 (n=8) 30 (n=8) Dosis

Median 0,5 (0,0;2,0) 2,0 (2,0;3,0) 3,0 (1,5;3,0) p=0,008*
X X p=0,014*
X X p=0,004*

Score 0 |1 213 011 2 13 o1 |23

n 4 |1 - 13 -1 4 13 -12 |-]6

% 50125 (- |375|- 112550375 |- |25|- |75

Tabelle 17: a-SMA: Unterteilung in die Kontrollgruppe (0 Gray) und die Dosisgruppen
(15/30 Gray); angegeben ist der Median (25./75. Perzentil), die auf die Dosis bezogene
Signifikanz und signifikanter Unterschiede innerhalb der Gruppen, des Weiteren die
Einteilung der Tiere in die verschiedenen a-SMA-Scores und Dosisgruppen mit Angabe der
Anzahl und dem jeweiligen prozentualen Anteil.

Die Kontrollgruppe 0 zeigt im Vergleich zu den Dosisgruppen den geringsten a-
SMA-Gehalt, die 30 Gray Gruppe weist den hochsten a-SMA-Gehalt auf. Es wird
deutlich, dass bereits eine Bestrahlung in Hohe von 15 Gray die Expression der
Myofibroblasten induziert. Statistisch ergibt sich im Kruskal-Wallis-Test
innerhalb der Gruppen eine Signifikanz (p=0,008). Zwischen der Kontrollgruppe
und der 30 Gray Gruppe (p=0,004) bzw. zwischen der Kontrollgruppe und der
15 Gray Gruppe (p=0,014) bestehen signifikante Unterschiede. Umseitig wird mit
Hilfe eines Balkendiagramms der lokale Vergleich zwischen der Kontrollgruppe

und der 30 Gray Gruppe dargestellt.

Betrachtet man den prozentualen Anteil innerhalb der Gruppen haben 50 % der
Tiere in der Kontrollgruppe (0 Gray) einen a-SMA-Score 0, dieser Score ist in der
30 Gray Gruppe nicht vertreten. 75 % der Tiere in der 30 Gray Gruppe weisen
einen a-SMA-Score 3 auf. Der a-SMA-Gehalt und die Dosisgruppen (15/30) bzw.
der Kontrollgruppe (0 Gray) korrelieren miteinander (p=0,01; r=0,620).
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Diagramm 12: a-SMA-Firbung: Vergleich der Kontrollgruppe und der 30 Gray Gruppe
(p=0,001).

Im Folgenden wird in einem Punktediagramm die Abhédngigkeit der a-SMA-
Farbung von den Dosisgruppen (15; 30 Gray) bzw. der Kontrollgruppe (0 Gray)

dargestellt:
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Diagramm 13: o-SMA-Farbung (0/1/2/3) in Abhéngigkeit der Dosisgruppen (15/30 Gray)
und der Kontrollgruppe (0 Gray) (p=0,01).
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¢ -SMA-Firbung- histologischer Stenosegrad

Parameter Statistik
Stenosegra | 0 (n=5) 1(n=10) 2(n=9) Stenosegra
Median 1,0 (0,0;2,0) 2,0 (1,0;3,0) 3,0 (1,5;3,0) p=0,076
Score 0 |1 2 1310 (1 (2 ]3]0 1 2 3

n 2 |1 2 /-11 12 |4 |3 |1 1 1 6

% 4 (12, |4 (-1 |2 |4 |3 |11, |11, |11, |66,

Tabelle 18: a-SMA:, Unterteilung in die Stenosegrad-Gruppen; angegeben ist der Median
(25./75. Perzentil), ebenso die auf den Stenosegrad bezogene Signifikanz, des Weiteren
erfolgt die Einteilung der Tiere in die verschiedenen a-SMA-Scores und Stenosegrad-
Gruppen mit Angabe der Anzahl und dem jeweiligen prozentualen Anteil.

Die Stenosegrad Gruppe 2 hat mit einem Median von 3 die hochste Ansammlung
der Myofibroblasten, die Stenosegrad Gruppe 0 die geringste Menge im Gewebe,
das heifit mit steigendem Stenosegrad nimmt die Menge an a-SMA zu. Diese
Ergebnisse sind jedoch nicht signifikant (p=0,076). Der Grad der a-SMA-Firbung
korreliert mit den Stenosegraden (p=0,023; r=0,462).

6.1.2.3. Kollagene Fasern im Stenoseblock I
Die Ergebnisse beziehen sich auf die in Kapitel I11.7.5.3. festgelegten Schemata

zur Auswertung der Daten.

¢ Kollagene Fasern — Dosis

Die Bestrahlungsdosis nimmt auf die Menge der kollagenen Fasern im

Stenoseblock Einfluss. Innerhalb der Gruppen besteht eine Signifikanz (p=0,015).

Parameter Statistik
Dosis Gray | 0 (n=8) 15 (n=8) 30 (n=8) Dosis
Median 1,0 (0,25;1,0) 0,5 (0,0;2,0) 2,0 (0,0;3,0) p=0,015%
Signifikanz | x X p=0,014*
Signifikanz X X p=0,026*
Score 0 |1 2 310 |1 2 13 0]1 2 |3

Anzahl 2 |5 1 -4 |1 2 |1 -1 4 |3

%o 251625125 |- 50125125125 (- |12,5|50]| 37,5

Tabelle 19: kollagene Fasern: Unterteilung in die Kontrollgruppe (0 Gray) und die
Dosisgruppen (15/30 Gray); angegeben ist der Median (25./75. Perzentil) und die auf die
Dosis bezogene Signifikanz und signifikante Unterschiede innerhalb der Gruppen, des
Weiteren erfolgt die Einteilung der Tiere in die verschiedenen Scores kollagener Fasern und
Dosisgruppen mit Angabe der Anzahl und dem jeweiligen prozentualen Anteil.

Die Untersuchung der kollagenen Fasern zeigt, dass sich der Median der 15 Gray

Gruppe mit einem Wert von 0,5 deutlich von dem der 30 Gray Gruppe mit einem
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Wert von 2 unterscheidet. Die Kontrollgruppe hingegen zeigt eine leichte
Zunahme der kollagenen Fasern in Bezug auf die 15 Gray Gruppe. Im lokalen
Vergleich ergeben sich signifikante Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe
und der 30Gray Gruppe (p=0,014) (dargestellt im nachfolgenden
Balkendiagramm) bzw. innerhalb der Dosisgruppen 15 und 30 Gray (p=0,026).
Betrachtet man den prozentualen Anteil innerhalb der Gruppen haben 50 % der
Tiere in der Dosisgruppe 15 Gray einen Score 0, in der 0 Gray Gruppe existiert

nicht der Score 3, in der 30 Gray Gruppe ist der Score O nicht vertreten.

kollagene
Fasemn

=

Anzahl

Daosis

Diagramm 14: kollagene Fasern im Stenoseblock I: Vergleich der Kontrollgruppe und der
30 Gray Gruppe (p=0,023).

Wie in dem nachfolgenden Diagramm dargestellt besteht zwischen der
Ansammlung der kollagenen Fasern und der Kontrollgruppe (0 Gray) bzw. der

Dosisgruppen (15/30 Gray) eine positive Korrelation (p=0,006; r=0,546).
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Diagramm 15: kollagenen Fasern (0/1/2/3) in Abhiingigkeit der Dosisgruppen (15/30 Gray)
bzw. der Kontrollgruppe (0 Gray) (p=0,006).

¢ Kollagene Fasern — histologischer Stenosegrad

Zwischen dem Parameter kollagene Fasern und dem Stenosegrad besteht ein

signifikanter Unterschied.

Parameter Statistik
Stenosegrad 0 (n=5) 1 (n=10) 2 (n=9) Stenosegrad
Median KF 0,0 (0,0;0,0) 1,0 (1,0;2,0) 2,0 (2,0;3,0) p=<0,001*
Signifikanz X X p=0,006*
Signifikanz X X p=<0,001*
Signifikanz X X p=0,020*
Score KF 0 1121310 |1 (2 0|1 2 3

Anzahl Tiere |5 -|l-1-111]16 (2 |1 |-]1 5 3

% 100 |- |-1|-1]1069|20 |10 |- | 11,1 | 55,6 | 33,3

Tabelle 20: kollagene Fasern (KF): Unterteilung in die Stenosegrad-Gruppen; angegeben ist
der Median (25./75. Perzentil), die auf den Stenosegrad bezogene Signifikanz und
signifikante Unterschiede innerhalb der Gruppen, ebenso erfolgt die Einteilung der Tiere in
die Scores kollagene Fasern und Stenosegrad-Gruppen mit Angabe der Anzahl und dem
prozentualen Anteil.

Bei den Tieren, die keine Stenose ausgebildet haben, lédsst sich keine vermehrte
Ansammlung kollagener Fasern nachweisen, wohingegen in der 30 Gray Gruppe
die meisten kollagenen Fasern nachzuweisen sind. Die Zunahme des Kollagens

fiihrt zu der Auspriagung des Stenosegrades. Die Signifikanz liegt in diesem Fall
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bei p=0,000. Im lokalen Vergleich zeigen sich signifikante Unterschiede zwischen
den Gruppen, wobei zwischen der Stenosegrad-Gruppe 0 und der Stenosegrad-
Gruppe 2 die hochste Signifikanz besteht (p=<0,001). Zwischen den beiden
Merkmalen besteht eine positive Korrelation (p=<0,001; r=0,786).
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Diagramm 16: kollagenen Fasern im Stenoseblock I: Vergleich des Stenosegrades 0 und 1
(p=0,004).

6.1.2.4. Elastische Fasern
Die Ergebnisse beziehen sich auf die in Kapitel I11.7.5.4. festgelegten Schemata

zur Auswertung der Daten.
e Elastische Fasern — Dosis

Die Hohe der Dosis nimmt keinen Einfluss auf die Ansammlung elastischer
Fasern. Die Kontrollgruppe zeigt im Median denselben Wert wie die

Dosisgruppen. Eine Signifikanz ist nicht gegeben (p=0,772).
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Parameter Statistik
Dosis in Gray | 0 (n=8) 15 (n=8) 30 (n=8) Dosis
Median 1,0 (0,25;2,0) 1,0 (1,0;2,0) 1,0 (1,0;1,0) p=0,772
Score EF 0 |1 2 |3 01 2 3101 213

Anzahl Tiere 2 |3 2 |1 - 15 3 - -7 -1

% 251375125125 |- | 625 (375 |- |- |875|- 1125

Tabelle 21: elastische Fasern (EF): Unterteilung in die Kontrollgruppe (0 Gray) und die
Dosisgruppen (15/30 Gray); angegeben ist der Median (25./75. Perzentil), die auf die Dosis
bezogene Signifikanz. Des Weiteren erfolgt eine Einteilung der Tiere in die Scores elastische
Fasern (0/1/2/3) und Dosisgruppen bzw. Kontrollgruppe mit Angabe der Anzahl und dem
jeweiligen prozentualen Anteil.

Im Spearman Test besteht zwischen der Ansammlung elastischer Fasern und den

Dosisgruppen bzw. der Kontrollgruppe keine Korrelation (p=0,906; r=-0,26).
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Diagramm 17: elastische Fasern (0/1/2/3) in Abhéngigkeit der Dosisgruppen (15/30 Gray)
bzw. der Kontrollgruppe (0 Gray) (p=0,906).

¢ Elastische Fasern — histologischer Stenosegrad

Die Stenosegrade unterscheiden sich im Anteil der elastischen Fasern nicht

signifikant.
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Parameter Statistik
Stenosegrad | 0 (n=5) 1 (n=10) 2 (n=9) Stenosegrad
Median EF | 1,0 (1,0;1,0) 1,5 (1,0;2,0) 1,0 (1,0;1,5) p=0,354
Score EF 0]1 21310 |1 (2 |3 |0 1 2 3

Anzahl -1 --11 14 |4 |1 |1 6 1 1

% - 1100 |- ]-110|40|40 (10| 11,1 | 66,6 | 11,1 | 11,1

Tabelle 22: Unterteilung in die Stenosegrad-Gruppen; angegeben ist der Median (25./75.
Perzentil), die auf den Stenosegrad bezogene Signifikanz, ebenso erfolgt die Einteilung der
Tiere in die Scores elastische Fasern und Stenosegrad-Gruppen mit Angabe der Anzahl und
dem prozentualen Anteil.

Die Stenosegruppe 1 weist den hochsten Gehalt elastischer Fasern auf, die
anderen Gruppen haben mit einem Wert von 1 einen identischen Score elastischer
Fasern. Im Spearman Test besteht keine Korrelation zwischen den zwei

Parametern (p=0,910; r=0,024).

6.1.2.5. Entziindung im gesamten Priparat

Die Ergebnisse beziehen sich auf die in Kapitel I11.7.5.5. festgelegten Schemata
zur Auswertung der Daten. Bei der Entziindung des Bindegewebes handelt es sich
um eine eitrig-fibrinods, lymphoplasmazelluldare Entziindung, die nicht direkt von

einer akuten Entziindung abzugrenzen ist.
¢ Entziindung im gesamten Priparat — Dosis

Zwischen der Entziindung im gesamten Praparat und den Dosisgruppen bzw. der

Kontrollgruppe besteht ein signifikanter Unterschied (p=0,029).

Parameter Statistik
Dosis (Gy) 0 (n=8) 15 (n=8) 30 (n=8) Dosis
Median EG | 1,0 (1,0;1,75) 2,5(1,25;3,0) | 3,0(2,0;3,0) p=0,029*
Signifikanz | x X p=0,020*
Score EG 0 1 2 3 01 (2 |3 |0]1 2 |3

n 1 5 1 1 - 12 2 14 |-11 2 15

% 12,5 1625|125 | 125 |- [ 25|25 |50 |- | 12,525 62,5

Tabelle 23: Entziindung gesamt (EG): Unterteilung in die Kontrollgruppe (0 Gray) und die
Dosisgruppen (15/30 Gray); angegeben ist der Median (25./75. Perzentil), die auf die Dosis
bezogene Signifikanz und signifikante Unterschiede innerhalb der Gruppen. Des Weiteren
erfolgt eine Einteilung der Tiere in die Scores Entziindung gesamt (0/1/2/3) und
Dosisgruppen bzw. Kontrollgruppe mit Angabe der Anzahl und dem jeweiligen
prozentualen Anteil.

Die Kontrollgruppe weist die geringste Entziindung im gesamten Préiparat auf.
Vergleicht man die Mediane der Dosisgruppen mit dem Median der

Kontrollgruppe, wird der Einfluss der Bestrahlung auf das Ausmal3 der
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Entziindung deutlich. Die Kontrollgruppe zeigt einen signifikanten Unterschied zu
der 30 Gray Gruppe (p=0,020). 62,5 % der Tiere in der 30 Gray Gruppen haben
einen Score 3 Entziindung im Bindegewebe, bei der 15 Gray Gruppe sind es
50 %, wohingegen in der 0 Gray Gruppe nur 12,5 % der Tiere einen Score 3

aufweisen.

Im Spearman Test besteht eine Korrelation zwischen den zwei Parametern

(p=0,008; r=0,526)

Im Folgenden wird in einem Wolkendiagramm die Abhingigkeit der Entziindung
im gesamten Pridparat von den Dosisgruppen (15/30 Gray) bzw. der

Kontrollgruppe (0 Gray) dargestellt:

3 o oco0 0000

[

S 2 o © oo

Q

o

o

c

=]

3

c

S

R 00000 o o

wi

0 o
T T T
0 15 30
Dosis

Diagramm 18: Entziindung im gesamten Priparat (0/1/2/3) in Abhingigkeit der
Dosisgruppen (15/30 Gray) bzw. der Kontrollgruppe (0 Gray) (p=0,008).
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¢ Korrelation Entziindung — Dexamethasongabe
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Diagramm 19: Dexamethasongabe (rot= mehrmalige Gabe; blau= einmalige Gabe) in
Abhiingig der Entziindung im gesamten Priparat (0/1/2/3) (nicht ausgefiillte Punkte=keine
Glucocorticoid-Gabe).

Das Diagramm zeigt, dass die einmalige bzw. die mehrmalige Gabe von
Dexamethason keinen Einfluss auf das Ausmal} der Entziindung im Gallengang

nimmt.

6.1.2.6. Entziindung im Epithel
Die Ergebnisse beziehen sich auf die in Kapitel II1.7.5.6. festgelegten Schemata

zur Auswertung der Daten.

¢ Entziindung im Epithel — Dosis

Parameter Statistik
Dosis in Gray | 0 (n=8) 15 (n=8) 30 (n=8) Dosis
Median EE 0,0 (0,0;0,75) | 1,0 (0,25;1,75) 2,0 (0,25;3,0) p=0,030*
Signifikanz X X p=0,015%*
Score EE 0O |1 [2]3]|0 |1 |2 3 0 |1 2 |3

n 6 |2 |-1]-12 |4 1 1 2 1 2 |3

% 5125 -|-125]150 125 (12,5 (25| 12,525 37,5

Tabelle 24: Entziindung im Epithel (EE): Unterteilung in die Kontrollgruppe (0 Gray) und
die Dosisgruppen (15/30 Gray); angegeben ist der Median (25./75. Perzentil), die auf die
Dosis bezogene Signifikanz und signifikante Unterschiede innerhalb der Gruppen. Des
Weiteren erfolgt eine Einteilung der Tiere in den Score Entziindung im Epithel (0/1/2/3) und
Dosisgruppen bzw. Kontrollgruppe mit Angabe der Anzahl und dem jeweiligen
prozentualen Anteil.
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Das Ausmal} der Entziindung im Epithel verhilt sich dhnlich zu dem Ausmal} der
Entziindung im gesamten Prédparat. Auch in diesem Fall weist die Kontrollgruppe
keine Entziindung im Epithel auf. Die 30 Gray Gruppe zeigt mit einem Median
von 2 die hochste Entziindung auf, die geringere Dosis von 15 Gray verursacht
eine Entziindung mit einem Median von 1. Die 30 Gray Gruppe unterscheidet sich
signifikant von der Kontrollgruppe (p=0,015). Im Spearman Test besteht eine
positive Korrelation zwischen der Entziindung im Préiparat und den Dosisgruppen

bzw. der Kontrollgruppe (p=0,006; r=0,541).

Im Folgenden wird in einem Wolkendiagramm die Abhiédngigkeit der
Entziindungszellen im Epithel von den Dosisgruppen (15/30 Gray) bzw. der
Kontrollgruppe dargestellt:
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Diagramm 20: Korrelation zwischen den Entziindungszellen im Epithel (0/1/2/3) und den
Dosisgruppen (15/30 Gray) bzw. der Kontrollgruppe (0 Gray) (p=0,006).

6.1.2.7. Strahlenschiden im Stenosebereich (Block I)

Von 24 Tieren haben 14 einen sichtbaren Strahlenschaden (58,3 %). Ein
Strahlenschaden wird definiert durch pathologische Verdnderungen an den
GefidBBen (Strahlenvaskulopathie, Intimafibrose, Lumenverschluss). 10 Tiere
haben keinen erkennbaren Strahlenschaden (41,7 %). In der O Gray Gruppe ist bei
6 von 8 Tieren kein offensichtlicher Schaden erkennbar (75 %), in der 15 Gray
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Gruppe und in der 30 Gray Gruppe kann man bei je 6 von 8 Tieren einen
deutlichen Strahlenschaden erkennen (75 %). Das Ergebnis ist innerhalb der
Gruppen nicht signifikant (p=0,072). Allerdings zeigen 2 von 8 Tieren der

Kontrollgruppe ,,Strahlenschidden, so dass dieses Kriterium aufgrund der

geringen Spezifitdat mit Einschrinkungen zu bewerten ist.

Abbildung 36: Strahlenschaden, links 0 Gray, rechts 30 Gray (Intimafibrose der GefiBe)

Im Folgenden wird in einem Wolkendiagramm die Abhéngigkeit des
Strahlenschadens auf die Dosisgruppen (15/30 Gray) bzw. die Kontrollgruppe

(0 Gray) dargestellt:
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Diagramm 21: Strahlenschiden (0/1) aus Block I in Abhiingigkeit der Dosisgruppen
(15/30 Gray) bzw. der Kontrollgruppe (0 Gray) (p=0,044).
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6.2. Effekt der LDR- Brachytherapie auf den gesunden Gallengang
auBlerhalb der Stenose

Die folgenden Parameter beziehen sich auf die Tiere der W-Reihe. Die

Schnittfiihrung wurde nach der P-Reihe optimiert, es wurde zusitzlich zu den

Blocken aus der Stenoseregion ein Gewebeblock aus dem nicht stenosierten aber

dennoch bestrahlten Gewebe entnommen und histologisch aufbereitet.

6.2.1. Referenzdicke des Bindegewebes im Block IV auBerhalb der
Stenose

Die Ergebnisse beziehen sich auf die in Kapitel I11.7.4.2. festgelegten Schemata

zur Auswertung der Daten. Die Messungen im Block IV auBlerhalb der Stenose

dienen als Referenzmessungen. Hierfiir erfolgt an drei Stellen pro Pridparat die

Vermessung des Bindegewebes. Der Mittelwert dieser Werte wird fiir die

Auswertung herangezogen.

¢ Referenzdicke des Bindegewebes im Block IV - Dosis

Parameter Statistik

Dosis 0 15 30 Dosis

Bindegewebe RD in mm 0,63 (£0,27) | 0,72 (£0,21) | 0,84 (£0,22) | p=0,373

Tabelle 25: Bindegewebedicke im Referenzblock IV (RD), Unterteilung in die Dosisgruppen
(15/30 Gray) und Kontrollgruppe (0 Gray); angegeben ist der Mittelwert und die
Standardabweichung, ebenso die auf die Dosis bezogene Signifikanz.

Anhand der gebildeten Mittelwerte wird der Einfluss der Bestrahlung auf das
gesunde Gewebe deutlich: mit zunehmender Dosis findet eine geringe Verdickung
des Bindegewebes statt. Diese Erhohung ist jedoch auch in der hochsten Dosis

nicht signifikant (p=0,373).

Im Folgenden wird in einem Wolkendiagramm die Abhéngigkeit der Dicke des
Bindegewebes (Referenzwert aus Block IV) von den verschiedenen Dosisgruppen
(15; 30 Gray) und der Kontrollgruppe (0 Gray) dargestellt. Tendenziell hat die
30 Gray Gruppe einen stirkeren Einfluss auf die Bindegewebszunahme in

Referenzblock IV als die Kontrollgruppe 0 Gray.
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Diagramm 22: Bindegewebsmessungen im Referenzblock IV in Abhingigkeit der
Dosisgruppen (15/30 Gray) und der Kontrollgruppe (0 Gray).

6.2.2. Vergleich aller Bindegewebsmessungen
Im Folgen wird mittels Boxplot ein Vergleich aller Bindegewebsmessungen in

Abhingigkeit der Dosisgruppen (15/30) bzw. der Kontrollgruppe (0 Gray)

angestellt.
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Diagramm 23: Das Diagramm zeigt die Werte aller Bindegewebsmessungen in mm (blau:
maximale Werte, Stenoseblock I; griin: durchschnittliche Werte, Stenoseblock I; grau:
Referenzwerte Block 1IV) in Abhiingigkeit der Dosisgruppen (15/30 Gray) bzw.
Kontrollgruppe (0 Gray).
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6.2.3. Kollagene Fasern im Referenzblock
Die Ergebnisse beziehen sich auf die in Kapitel II1.7.5.3. festgelegten Schemata
zur Auswertung der Daten. Im Referenzblock IV liegen aufgrund einer Anderung

in dem Zuschnitt nur 20 Priaparate (W 101-W 130) vor.

¢ Kollagene Fasern — Dosis

Zwischen dem Parameter kollagenen Fasern im Referenzblock und den
Dosisgruppen (15/30 Gray) bzw. der Kontrollgruppe besteht ein signifikanter
Unterschied (p=0,008).

Parameter Statistik
Dosis in Gray | 0 (n=7) 15 (n=6) 30 (n=7) Dosis
Median KFR | 1,0 (0,0;2,0) 1,0 (1,0;1,25) 2,0 (2,0;3,0) p=0,008*
Signifikanz X X p=0,004*
Signifikanz X X p=0,014*
Score KFR 0 1 2 31001 2 310112 3

n 3 1 3 -1-15 1 -l-1-14 3

% 4291143 429 |- |- (833|167 |- |- |- |57,1]|429

Tabelle 26: kollagene Fasern Referenzblock (KFR): Unterteilung in die Kontrollgruppe
(0 Gray) und die Dosisgruppen (15/30 Gray); angegeben ist der Median (25./75. Perzentil),
die auf die Dosis bezogene Signifikanz und signifikante Unterschiede innerhalb der
Gruppen. Des Weiteren erfolgt eine Einteilung der Tiere in die Scores elastische Fasern
(0/1/2/3) und Dosisgruppen bzw. Kontrollgruppe mit Angabe der Anzahl und dem jeweiligen
prozentualen Anteil.

Der Vergleich des Median zwischen der Kontrollgruppe und der 15 Gray
Dosisgruppe zeigt, dass im Referenzblock auflerhalb der Stenose eine Bestrahlung
in der genannten Hohe den Gehalt an kollagenen Fasern nicht beeinflusst. Hohere
Dosen wie die gewihlten 30 Gray fiihren zu einer Vermehrung kollagener Fasern.
Signifikanzen bestehen zwischen der Kontrollgruppe und der 30 Gray Dosis
(p=0,004) und wie im folgenden Diagramm dargestellt zwischen den
Dosisgruppen (p=0,014). In der 30 Gray Gruppe sind im Referenzblock kein
Score 0 und Score 1 Score kollagene Fasern aufzufinden. Der Score 3 ist in der
Kontrollgruppe und 15 Gray Gruppe nicht nachzuweisen. In der 15 Gray Gruppe

haben 83,3 % der Tiere einen Score 1 kollagene Fasern.

Im Spearman Test besteht eine Korrelation zwischen den kollagenen Fasern im
Referenzblock und den Dosisgruppen bzw. der Kontrollgruppe (p=0,003;
r=0,632).
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Diagramm 24: Vergleich der kollagenen Fasern in den Dosisgruppen (15/30 Gray) bzw. in
der Kontrollgruppe (0 Gray)
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Diagramm 25: kollagene Faser: Vergleich der 15 und 30 Gray Gruppe (p=0,005)
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Im Folgenden wird in einem Wolkendiagramm die Abhéngigkeit der kollagenen

Fasern von den Dosisgruppen (15/30 Gray) bzw. der Kontrollgruppe (0 Gray)

dargestellt:
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Diagramm 26: kollagene Fasern (0/1/2/3) aus Referenzblock IV in Abhingigkeit der
Dosisgruppen (15/30 Gray) bzw. der Kontrollgruppe (0 Gray) (p=0,003).

¢ kollagene Fasern Stenoseblock I — kollagene Fasern Referenzblock IV

Im Spearman Test besteht eine Korrelation zwischen den Parametern kollagene
Fasern im Stenoseblock I und kollagene Fasern im Referenzblock IV (p=0,033;
r=0,477)

6.2.4. Strahlenschiiden im Referenzblock aufBlerhalb der Stenose (Block
IV)

Im Referenzblock IV (auBlerhalb des Stenosebereiches) wird aufgrund der Linge

der Folie Strahlung in das Gewebe abgegeben. Fiir den Einsatz in eine klinische

Folgestudie ist das Vorhandensein eines Strahlenschadens in dem gesunden

Gewebe von groBer Wichtigkeit. Der Schaden wird definiert durch pathologische

Verinderungen an den GefidBlen (Strahlenvaskulopathie, Intimafibrose,

Lumenverschlu3) und verblindet ausgewertet. Von 20 Tieren haben 12 Tiere
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einen sichtbaren Strahlenschaden, &8 Tiere haben keinen erkennbaren

Strahlenschaden.

In der Kontrollgruppe ist bei 5 von 7 Tieren (71 %) kein offensichtlicher Schaden
erkennbar. In der 30 Gray Gruppe ist bei 7 von 7 Tieren (100 %), in der 15 Gray
Gruppe bei 3 von 6 Tieren (50 %) eine Intimafibrose nachzuweisen. Es besteht ein
signifikanter Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und der 30 Gray Gruppe
(p=0,025), eine Dosis in Hohe von 15 Gray hat keinen signifikanten Effekt auf

den Parameter ,,Strahlenschaden®.

B, g 1 i e - i L
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Abbildung 37: Strahlenschaden, links 0 Gray, rechts 30 Gray (Intimafibrose der Gefifie)

Im Folgenden ist im Wolkendiagramm die Abhéngigkeit Strahlenschiden zu den

Dosisgruppen und der Kontrollgruppe dargestellt.

1,007 S8 a0 0000000
=
x
]
o
m
c
o
1
@
=
7]
@
c
Q
=
®
s
n
00 0ooco oco
T T T
0 15 30
Dosis

Diagramm 27: Strahlenschiden (0/1) aus Block IV in Abhéngigkeit der Dosisgruppen
(15/30 Gray) bzw. der Kontrollgruppe (0 Gray) (p=0,004).
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VL DISKUSSION

1. Diskussion der Versuchsvorbereitung

1.1. Das radioaktive Implantat

1.1.1. Die Wahl der Strahlenquelle

Es existieren bedeutende Unterschiede in Bezug auf die Art der Strahlenquellen.
Zu diesen gehoren unter anderem die Halbwertzeit, die Energie und die daraus
resultierende Dosisverteilung im Gewebe und die Eindringtiefe in das Gewebe.
Bei der Wahl, ob man eine LDR- oder HDR-Brachytherapie vollzieht, muss man
die jeweiligen Vor- und Nachteile gegeneinander abwigen. Eine HDR-
Brachytherapie ist bei in der Nihe befindlichen strahlenempfindlichen Organen
kritisch zu betrachten. Auflerdem iiberdeckt diese bei einmaliger Applikation
u. U. nicht ausreichend die kritische Wundheilungsphase. Die Bestrahlungsart
muss von der Eigenschaft des Gewebes abhingig gemacht werden. Mitotisch
aktivere Zellen sind strahlensensibler als Zellen mit niedriger Teilungsrate. Somit
kann man sagen, dass z.B. Zellen der Darmschleimhaut oder des
Knochenmarkes, aber auch Leukidmiezellen wesentlich sensibler auf ionisierende
Strahlung reagieren. Bei malignem Gewebe wird vermehrt eine fraktionierte
Bestrahlung (HDR-Brachytherapie) aufgrund der gerade verlaufenden
Dosisiiberlebungskurve als  Standardverfahren eingesetzt (Potter, 2006,
Manimaran, 2007). Die Hohe der Dosis beeinflusst das Zellsterben. Dabei kommt
es auf den gegenwirtigen Zellzyklus der Zellen an: Befinden sich Zellen in der

G1- Phase, sind sie strahlenresistenter als in der G2- Phase (Sauer, 2003).

Im BetaMod Projekt werden benigne Stenosen im Gallengang und in der Urethra
behandelt. Hierfiir wird eine protrahierte LDR-Brachytherapie gewihlt, die fiir
langsam teilendes Gewebe als sinnvoll zu erachten ist. Es wird ein Strahler mit
einer kurzen Reichweite eingesetzt, um das umliegende Gewebe zu schonen. In
der koronaren Brachytherapie kommen Gamma- und Betastrahler zum Einsatz.
Vergleichsstudien zu deren Einsatz existieren in der Literatur nicht. Bei dem
eingesetzten Betastrahler Phosphor-32 tritt in 6 mm Gewebetiefe keine
Strahlenwirkung mehr auf. Laird et al. gibt an, dass 95 % der Strahlung bereits in

den ersten 3-4 mm absorbiert werden (Laird et al., 1996).
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Bisher gibt es keine vergleichbaren Studien zur Rezidivprophylaxe der benignen
Gallengangsstenose. Die angewandte Low-Dose-Brachytherapie stellt eine sichere

und geeignete Methode dar.

1.1.2. Das Target

Eine genaue Bestimmung des Targets kann den Schaden des umliegenden
Gewebes reduzieren (Dormand et al., 2005). In der vorliegenden Arbeit liegt das
Target der Bestrahlung in 1 mm Gewebetiefe. Ein Vergleich der Studien wird
erschwert, da in diesen unterschiedliche Angaben zum Target gemacht werden. Es
wird oft mit 1 mm, hédufig aber auch mit 2 oder 5 mm Gewebetiefe angegeben
(Silber, 2002, Liu et al., 2009, Dietz et al., 2001). Um aber einen direkten
Vergleich zwischen den Studien anstellen zu konnen, wire das identische Target
entscheidend. 1 mm Gewebetiefe liegt im Gallengang unterhalb der Lamina
propria, in der Lamina muscularis. Aber durch die Koagulation und die daraus
resultierende Schrumpfung des Gewebes ist ein genau definiertes und in allen
Versuchstieren gleiches Target schwer zu realisieren. Es muss bedacht werden,
dass bei einer Dosis von 15 bzw. 30 Gray in 1 mm Gewebe die Kontaktdosis an
der Epitheloberfliche um ein Vielfaches hoher liegt, bei ca. 80 bzw. 150 Gray
liegt. Diese Hohe der Dosis muss bei einem eventuellen klinischen Einsatz

bedacht werden.

1.1.3.  Die Hohe der Dosis

Bei der Wahl der Strahlendosis richtet sich das BetaMod-Projekt nach den
Erfahrungen der Kardiologie. In der Literatur werden Standartdosen von 20 Gray
beschrieben, die zu einer signifikanten Reduktion der Stenosen fiithren (Dietz et
al., 2001, Raizner et al., 2000). Andere Autoren empfehlen Dosen zwischen 14-
26 Gray (Kaluza et al., 2001), 16-25 Gray (Baumgart et al., 2002) oder 15-
25 Gray (Quast et al., 2002). Jedoch ist ein Vergleich dieser Studien schwierig, da
oftmals die Zeitspanne nicht angegeben wird, in der die genannten Dosen
appliziert werden. AuBerdem kommen in diesen Studien verschiedene
Radioisotope zum Einsatz (Silber, 2002). Ferner wird ein Vergleich der Studien
erschwert, da oftmals nur die Aktivitidt der verschiedenen radioaktiven Stents in
Curie und nicht die Dosis, das heiflit pro Masse absorbierte Energie in Gray
angegeben wird. Fiir den 8,5 F Stent (bestehend aus einer 5 cm langen Folie) ist

eine Aktivitdit von 833 kBq fiir 15 Gray angegeben. Diese entsprechen einer
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Aktivitit von 2,24 puCi. (0,83-10° Bq - 2,7-10™") (personliche Mitteilung PD. Dr.
rer. nat. habil. W. Assmann). Guin-Jin He et al. beschreiben im Tierversuch bei
3,4 uCi nach 30 Tagen einen positiven Effekt zur Verhinderung einer Restenose
im Gallengang (He et al., 2006). In der Kardiologie werden Studien beschrieben,
die mit einer Aktivitit von 1,5-3 uCi eine Reduktion der Neointima an

Koronargefiden des Schweines bewirken (Hehrlein, 2002).

In dieser Pilotstudie werden 2 verschiedene Dosen eingesetzt. Da es sich um eine
explorative Orientierungsstudie handelt, werden 30 Gray verwendet, um die
Grenze zu einer toxischen Dosis zu untersuchen. Sie spiegelt die negativen
Auswirkungen einer Strahlentherapie wider. Die 15 Gray Dosis soll die positiven
Wirkungen radioaktiver Strahlung untersuchen. Die applizierte Gesamtdosis ist
auf eine Woche Liegedauer im Tierkorper berechnet. Die ersten Tiere (P-Reihe)
des Versuches werden nach einem anderen Protokoll als die W-Reihe behandelt.
In der P-Reihe wird der Stent nach einer Woche entfernt und gegen eine nicht-
radioaktive Drainage ausgetauscht. Auf diese zusdtzliche ERC mit ihren
interventionellen Risiken und dem zusitzlichen Narkoserisiko wird in der W-
Reihe zum Wohle der Tiergesundheit verzichtet. Das optimierte Studienprotokoll
beldsst den Stent insgesamt 21 Tage im Tierkorper. Die Gesamtdosis ist bei einer
Liegedauer von 21 Tagen hoher als bei 7 Tagen. Bei einer vorherigen Dosis von
15 Gray (0,09 Gray/h) bzw. 30 Gray (0,18 Gray/h) in einer Woche ist die Dosis,
gerechnet auf die 21 Tage auf 33,3 Gray (0,06 Gray/h) bzw. 66,59
(0,13 Gray/h) Gray gestiegen. Das urologische Teilprojekt, welches eine benigne
Striktur der Harnrohre mittels Laserapplikation induziert und bei dem ebenso wie
in der vorliegenden Studie das Ziel besteht, die Wundheilung durch eine lokale
LDR-Brachytherapie zu modulieren, beldsst den Katheter fiir eine Woche im
Tierkorper (3 Gruppen, n=6, 0, 15 und 30 Gray). Da bei beiden Applikatoren
(Stent/Katheter) von demselben logarithmischen Abfall des Phosphor-32
ausgegangen werden kann, wird in der ersten Woche dieselbe Dosis und dieselbe
Dosis pro Zeit in das Gewebe abgegeben. Diese erste Woche (akute Phase) spielt
eine entscheidende Rolle in der Wundheilung. Im Vergleich beider Arbeiten, die
zu dhnlichen Ergebnisse fiithren, wird deutlich, dass die iiber die erste Woche
hinaus zusitzlich applizierte Leistung einen niedrigeren Stellenwert bei dem
Versuch einer Wundheilungsmodulation zu haben scheint (R. Becker, 2011). Da

es sich bei diesem Vergleich jedoch um verschiedene Gewebearten handelt, ist ein
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Ubertrag der Ergebnisse von einem auf das andere Gewebe schwierig.

In der vorliegenden Studie werden 4 Tiere nach dem ersten Studienprotokoll (P-
Reihe) behandelt und ausgewertet. 1-mal wurde ein O Gray Stent, 2-mal ein
15 Gray Stent und 1-mal ein 30 Gray Stent eingesetzt. Die histologischen
Untersuchungen vor Entblindung zeigen im Vergleich zu den nach neuem
Protokoll behandelten Priparaten keinen Unterschied hinsichtlich der erhohten

Gesamtdosis.

Da bisher keine Dosisfindungsstudien auf dem Gebiet der benignen
Gallengangsstenosen existieren, kann durch diese explorative Orientierungsstudie
nur eine Dosiseingrenzung stattfinden. Einzelne Parameter betrachtend scheint die
15 Gray Dosis tendenziell die Dosis zu sein, unterhalb der moglicherweise
positive Effekte entstehen, 15 Gray sollten nicht iiberschritten werden. Zusétzlich
zeigt diese Arbeit den negativen Effekt einer radioaktiven Bestrahlung. In
weiterfiihrenden klinischen Studien muss das Dosisoptimum im niedrigeren

Dosisbereich genauer eingegrenzt werden.

1.14. Der ,,Edge Effekt‘

Dass der radioaktive Stent nicht weiter zur Verhinderung der
Rezidivstenosenbehandlung in der Kardiologie eingesetzt wird, ist zum groften
Teil auf den ,,Edge-Effekt” zuriickzufiihren. Der ,,Edge-Effekt* beschreibt eine
iiberschieBende Wundheilung, also eine Hyperproliferation des Gewebes (Albiero
et al., 2000). Diese resultiert aus einer vorausgegangenen, wenn auch nicht immer
sichtbaren Verletzung des Epithels oder tieferer Schichten, die sich im Bereich
des Dosisabfalls am Ende der Folie befinden. Hier fiihren Gesamtdosen von ca.
2 Gray zu einer Anregung zur metabolischen Aktivitit der Zellen. Der Edge-
Effekt kann dadurch umgangen werden, dass die Folien iiber einen eventuellen
Gewebeschaden hinausreichen (Hehrlein, 2002, Serruys and Kay, 2000). Die in
den Vorversuchen verwendeten 3 cm langen PEEK-Folien werden im
Hauptversuch gegen 5 cm (eine 3 cm, die andere 2 cm) lange PEEK-Folien
ausgetauscht. Somit ist ein eventuell verletztes Areal keinem Dosisabfall
ausgesetzt, und die radioaktive Folie reicht sicher iiber die Verletzung hinaus. Die
Ballonlidnge zur Dilatation der Stenose muss innerhalb dieser 5 cm langen Folie

liegen.
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1.1.5. Das Einsetzen eines radioaktiven Stents im Gallengang

Die Aktivierung der Folie kann zum gréBten Teil in Garching, Forschungsreaktor
Miinchen 2 der TU Miinchen vollzogen werden. In 2 Fillen muss aufgrund von
Wartungsarbeiten im Garchinger Forschungsreaktor auf den Forschungsreaktor
Geesthacht 1, GKSS-Forschungszentrum, Geesthacht ausgewichen werden. Dies

stellt keine Nachteile in der zeitnahen Aktivierung der Folien dar.

Die Strahlenbelastung des Personals ist als vernachldssigbar einzustufen.
Plexiglasabschirmung und Plexiglaszylinder sind einfache Abschirmmethoden,
die den Umgang mit der radioaktiven Strahlung in der klinischen Anwendung
erleichtern. Mit den Strahlendosimetern wird keine erhohte Strahlungsaktivitét
gemessen, was eine Ubertragbarkeit in den humanmedizinischen Bereich méglich

macht.

Das Handling der Schweine mit den radioaktiv beschichteten Stents stellt sich als
weitestgehend unproblematisch dar. Es findet keine messbare Strahlung auflerhalb
des Tierkorpers statt, auch der Kot dieser Tiere strahlt nicht mehr als das
Untergrundniveau. Ausgeschiedene Stents werden anhand eines Strahlendetektors
sicher identifiziert und konnen so sachgerecht entsorgt werden. Am Anfang der
Versuchsreihe wird der Kot der Tiere auf die Aktivitédt hin untersucht, spater wird
der Kot in Plastiktiiten verpackt und durchleuchtet, um evtl. abgegangene Stents

anhand der Rontgenmarkierung zu identifizieren.

Der Einsatz des radioaktiven Stents zeigt, dass die Aktivierung und das Handling

dieser Strahlenquelle in der vorliegenden Studie komplikationslos méglich sind.
2. Diskussion der Versuchsdurchfithrung

2.1. Das Schwein als Versuchstier

Generell ist in einem tierexperimentellen Versuch die Frage zu kldren, ob ein
solcher Versuch nicht durch einen in-vitro Versuch ersetzt werden konnte,
weiterhin ob eine Ubertragung auf den Menschen erfolgen kann. Das chirurgische
Problem in seiner drei-dimensionalen Komplexitdt kann sicher nicht in einem
Zellversuch dargestellt werden. Die Strahlentoxizitdt der Radioaktivitit im
Gallengang ist bisher nicht bekannt und kann dementsprechend nicht in einem in-
vitro Versuch durchgefiihrt werden. Zwar existieren bereits etablierte klinische

Anwendungen der Strahlentherapie bei gutartigen Erkrankungen anderer
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Organsysteme, da aber fiir die spezielle Einsatzform der Low-Dose-Rate
Brachytherapie die Wirksamkeit und der Dosisbereich zur Behandlung von
benignen Stenosen im Gallengang noch nicht nachgewiesen sind, sind

vorausgehende Tierversuche notwendig.

Das Schwein mit seinem Gallengang von &dhnlicher Grée (beim Menschen 6-
7 cm lang, 4-8 mm weit), Funktion, Physiologie und Biochemie erweist sich als
geeignetes Versuchstier und lisst eine Ubertragbarkeit auf den Menschen zu.
Aufgrund der anatomischen Ahnlichkeit des Gallengangs zwischen Mensch und
Schwein ist es moglich, dass Gallengangstents aus der Humanmedizin zum
Einsatz kommen. Juvenile Tiere haben den Vorteil, dass die Tiere noch relativ
leicht und mit zwei Personen leicht zu handhaben sind. Die anatomischen
Verhiltnisse am Gallengang von ca. 3 Monate (ca. 45 kg) alten Schweinen
unterscheiden sich kaum von 5 Monate (ca. 90 kg) alten Tieren. Wie bereits
publizierte Versuche gezeigt haben, kann an Schweinen mit einem Gewicht von
ca. 45 kg eine Stenoseinduktion im Gallengang erzielt werden (Rumalla et al.,
2003). Auch Histologisch ist der Gallengang des Schweins dem des Menschen

sehr dhnlich, was eine Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den Menschen zulisst.

Aufgrund der schnellen Gewichtszunahme der verwendeten Schweine ,,Deutsche
Landrasse* und der daraus resultierenden Groflenzunahme ist eine Versuchsdauer
von 35 Tagen als maximaler Zeitraum zu wihlen. Lingere Follow-ups sind nicht
moglich. Die Durchfithrung der Endoskopie wird schon aus rein
materialtechnischen Griinden bei der enormen Groflenzunahme schwierig, da die
Maul-Magen-Distanz zunimmt und somit auch der endoskopische Totraum.
Jiingere Tiere sind aufgrund des zu filigranen Gallengangs und aufgrund der
GroBe des Magens in Relation zur Flexibilitit der Endoskopiespitze nicht geeignet
(Franz, 2004). Fiir langere Versuchsreihen wiren daher Minipigs geeigneter, da
sie keiner so groBen Groflenschwankung unterliegen. Jedoch sind diese in ihrer

Anschaffung erheblich teurer als die Schweine ,,Deutsche Landrasse*.

Die Gruppenhaltung kann in diesem Fall empfohlen werden. Weibliche und
minnliche Tiere konnen in einer Box gehalten werden. Das tidgliche Handling der
Tiere lasst sich nach einer anfanglichen Gewohnungszeit der Tiere an den
Menschen ohne Probleme und grofleren Stress fiir die Tiere durchfiihren. Die fiir
die Versuchsdurchfithrung erforderliche Vollnarkose der Schweine ist gut

realisierbar, Nebenwirkungen der Anisthesie treten nicht auf.
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2.2, Die Operation

2.2.1. Die Endoskopie

In den Vorversuchen zur Stenoseinduktion konnen hilfreiche Erfahrungen in
Bezug auf die Vorbereitung des Schweins fiir eine Operation incl. der Endoskopie
gesammelt werden. Zu Anfang besteht das Problem, dass die Sicht bei der
Durchfithrung der Endoskopie aufgrund von Futterresten im Magen erschwert
wird. Zur Abhilfe dieses Problems werden die Schweine anstatt auf Stroh auf
Gummimatten eingestallt, um eine Kontrolle {iiber die Futteraufnahme
gewihrleisten zu konnen. AuBerdem erhalten die Tiere 2 Tage vor dem
Operationstag ausschlieBlich fliissige Nahrung in Form von Fresubin, 12 Stunden
vor der Operation werden die Tiere niichtern gehalten. Ein noch gefiillter Magen
fiihrt zum sofortigen Abbruch der Operation. Ein weiteres Kriterium fiir einen
Abbruch der Operation ist eine zu starke, gesundheitsgefihrdende Aufblihung des
Abdomens aufgrund einer zu langen Endoskopiedauer. Hier wird ein Richtwert

von maximal 45 Minuten Endoskopiedauer festgesetzt.

Trotz &dhnlicher anatomischer Verhiltnisse des Gallengangs bei Mensch und
Schwein ist fiir einen erfahrenen Operateur ein intensives Endoskopietraining
vonndten. Schwierigkeiten hierbei bestehen zum einen in der Lageinstabilitit des
Endoskops. Um die endoskopische Untersuchung zu erleichtern, wird in
erschwerten Fillen eine medikamentdse Ruhigstellung der Peristaltik mit einem
Spasmolytikum (Buscopan) gewihrleistet. Zum anderen liegt die bilidre Papille
sehr proximal im Duodenum und ist aufgrund ihrer geringen GroBe oft schwer zu
finden. Der Torus pylorus kann zusitzlich die Endoskopie erschweren
(Hochberger, 2004). Wiederholte endoskopische Untersuchungen am Tier stellten
in dieser Studie kein Problem dar. Wie in der Arbeit von Franz et al. beschrieben,
wird das Zeitintervall zwischen zwei Sitzungen durch die Vertriglichkeit der
Narkose bestimmt (Franz, 2004). Generell sollten solche Versuche immer durch
ein und denselben Endoskopeur durchgefiihrt werden. Da dies aber aufgrund des
zeitlichen Aufwands und klinischer Verpflichtungen nicht immer zu
gewdhrleisten ist, werden die operativen Eingriffe von den 3 erwihnten
Endoskopeuren durchgefiihrt. Allerdings war ein Endoskopeur (JS) bei fast allen

Endoskopien anwesend, was die qualitative Kontinuitit gewahrleistete.

Eine typische Komplikation der Gallengangsstenose ist die eitrige Cholangitis.
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Urséchlich dafiir ist wie beim Menschen die Keimverschleppung aus dem Darm
durch den Eingriff und die unzureichende Gallengangsdrainage. Dieses Risiko
kann durch die Gabe von Antibiotika (Cefuroxim) wihrend und nach der

Operation (Ciprofloxacin) gesenkt werden.

2.2.2.  Die Stenoseinduktion

In der Literatur sind nur sehr wenige Stenoseinduktionsmodelle im Gallengang
beschrieben. Vorwerk et al. verwendet im Hundemodell einen Nd:Y AG-Laser zur
Erhitzung einer Metallspitze am Ende einer Faser (Vorwerk et al., 1989). Von
einer Stenoseinduktion unter Verwendung einer Glasfaser wird in der
vorliegenden Studie abgesehen, da es in zwei Fillen zu einem Bruch der
Glasfasersonde kommt. Ein weiteres Modell wird von Rumalla et al beschrieben.
Diese Arbeitsgruppe verwendet zur Stenoseinduktion eine mono-polare HF-Sonde
mit einer Leistung von 6,8,10,12 W fiir 2 sec. Bei 5 von 7 Behandlungen resultiert
eine Stenose innerhalb von spitestens 21 Tagen. Die induzierten Stenosen fallen
jedoch geringgradig aus, was vermutlich auf die zu niedrig applizierte Leistung
oder den ungeniigenden Kontakt von Sonde und Gewebe zuriickzufiihren ist
(Rumalla et al., 2003). Da keine weitere Literatur zur Stenoseinduktion im
Gallengang existiert, wird in dieser Studie die Stenoseinduktion mithilfe der
beschriebenen mono-polaren HF-Sonde induziert, jedoch wird die Leistung im
Gegensatz zu der beschriebenen Studie deutlich hoher angesetzt. An
Gallengangsgewebe ex-vivo werden erste Versuche durchgefiihrt, um eine
addquate Leistung einzugrenzen. Der Hauptversuch wird mit einer Hohe von
60 Watt, 20 sec. gestartet. Vor Applikation der Hitze wird das Kontrastmittel und
eventuell im Gallengang befindliche Fliissigkeit abgesaugt, um die thermische
und die elektrische Leitfihigkeit zwischen Gewebe und Sonde zu gewihrleisten.
Dieser Energieeintrag stellt sich als zu hoch heraus, es resultieren 2 Perforationen
aus 5 Behandlungen. Daraufhin wird der Energieeintrag auf 40 Watt, 20 sec.
gesenkt: dies resultiert in einer Perforation bei 4 Anwendungen. Sukzessiv wird
die Dosisleistung heruntergesetzt, so dass man die 30 Tiere der W-Reihe mit
einem Energieeintrag von 20 Watt, 5 sec. behandelt, von diesen 30 Tieren zeigen

4 Tiere eine Perforation.

Jedoch muss bedacht werden, dass aus einem geringeren Energieeintrag auch
schwicher ausgebildete Stenosen resultieren. Somit steigt das Risiko, dass ein

Stent vorzeitig abgeht, da ein Halt im Gallengang nicht gewéhrleistet ist. So kann
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die Liegedauer nicht eingehalten werden. 5 von 30 Tiere, bei denen die Stenose
mit 20 Watt, 20 sec. induziert wurde, konnen somit laut Protokoll nicht in den

Versuch aufgenommen werden.

Dieses Projekt zeigt, dass die auf endoskopischem Weg induzierte
Stenoseinduktion mit einer mono-polaren HF-Sonde ein geeignetes Modell ist, um
reproduzierbare benigne Gallengangsstenosen zu induzieren. Applikationsdosen
von 100 J (20 W, 5 sec) fiithren innerhalb von 14 Tagen zu Stenosen. Von den 24
im Versuch eingesetzten Tieren haben 11 Tiere am Tag 14 eine hochgradige
Stenose (45,8 %), 11 Tiere eine mittelgradige und lediglich ein Tier (4,2 %) eine
geringgradige Stenose. Bei einem Tier wird erneut eine Stenose induziert. Hierbei
ist jedoch zu hinterfragen, wie sich eine erneute Stenoseinduktion auf das Gewebe

und die Wundheilung auswirkt.

Das Verfahren kann mit standardisiertem Equipment durchgefiihrt werden,
grofere technische Probleme treten nicht auf. Ein chirurgischer Eingriff (z. B.
eine Laparotomie, um eine Ligatur oder eine Kompression des Gallengangs zu
ermOglichen) ist in der vorliegenden Studie zur Stenoseinduktion nicht notwendig.
Durch die spannungsbegrenzte separate Einstellung von Leistung und Zeit ist ein

definierter Energieeintrag in das Gewebe gewihrleistet.

Das vorliegende erfolgreiche Stenoseinduktionsmodell am Schweinegallengang
kann auch fiir andere Arbeitsgruppen eine Bereicherung sein. Bislang erfolgten
die Beurteilungen oder die Erkundung neuer Stentmaterialien am nativen
Gallengang. Dabei bestand hiufig das Problem, dass die Stents keinen Halt im
Gallengang hatten (Van Os et al., 1999). Mit diesem einfach zu handelnden und
reproduzierbaren Stenosemodell konnten weitere Studien auf diesem Gebiet

folgen und gelingen.

2.3. Die Uberlebensrate

Generell ist die hohe Ausfallrate kritisch zu sehen. Bei dem Umfang dieser
explorativen  Orientierungsstudie  einschlieflich der Etablierung eines
entsprechenden Stenoseinduktionsmodells im Schwein und dem neuartigen
Einsatz einer radioaktiven Strahlenquelle in das Gallengangssystem wurde eine

erhohte Ausfallrate angesetzt.

Trotz der nicht erfolgten Stenteinlage in den Gallengang beschreiben Rumalla et

al. in der Stenoseinduktions-Studie von 2003 keinerlei Komplikationen aufgrund
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einer Cholestase oder Ahnlichem. Die geringe Komplikationsrate ist jedoch eher
auf die geringgradige Stenoseausbildung in dieser Studie zuriickzufiihren
(Rumalla et al., 2003). Die Ausfallrate aufgrund von Krankheit als Folge einer
Perforation oder zu hochgradigen Stenosen kann wie oben beschrieben durch eine
weitere Drosselung des Energieeintrages reduziert werden. Aufgrund der
moglichen Komplikation eines endoskopischen Eingriffs (z. B. eitrige Cholangitis
durch Keimverschleppung) werden die Tiere antibiotisch wihrend und nach der
Operation abgedeckt. Weitere Folgeerscheinungen einer Obstruktion oder
Perforation der Gallengidnge kann durch Gabe von Glucocortikoiden in den
meisten Fillen eingedimmt werden. In der statistischen Auswertung ergibt sich
kein Zusammenhang zwischen der Gabe von Dexamethason und einer

histologisch relevanten Reduzierung der Entziindung.

Trotz der Behandlungsstrategien wie Antibiotika- oder Glucocorticoidtherapie ist
der zeitliche Rahmen der Studie als maximal einzuordnen. Die Versuchsdauer von
insgesamt 35 Tagen ist jedoch fiir die Betrachtung des Verlaufes der
Wundheilung zeitlich sehr eng bemessen, wurde aber zur Schonung der Tiere

nicht hoher angesetzt.
3. Diskussion der histologischen Aufbereitung

3.1. Zuschnitt des Gewebes

Der Gallengang wird fiir die histologische Aufbereitung lings aufgeschnitten.
Vorteil dieses Schnittschemas ist die direkte Aufsicht auf das Pridparat und der
vorherrschenden Gegebenheiten. So kann die Stenoseregion genau festgelegt und
mit Pins markiert werden. Zudem gewinnt man durch diese Schnittfithrung eine
weitere Messmethode, namlich die Vermessung am makroskopischen Gallengang
ex-vivo. Es werden 4 Blocke aus dem Gewebe gewonnen. 3 Blocke in der
Stenoseregion und ein vierter aus dem definitiv unstenosierten, jedoch bestrahlten
Bereich (Referenzblock IV). Der Vorteil des Stenoseblock I ist, dass man an ihm
den Ubergang von stenosiertem zu nicht stenosiertem Gewebe histologisch
nachvollziehen kann. Der Referenzblock IV ist fiir eine eventuell weiterfiihrende
klinische Studie von enormer Bedeutung, da er gesundes Gewebe widerspiegelt,
welches einer Bestrahlung unterliegt. So konnen die Nebenwirkungen einer

Strahlentherapie untersucht werden.
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Bei dieser Zuschnittsmethode wird auf einen zusdtzlichen Parameter zur
Quantifizierung der Stenose verzichtet. Wird der Gallengang quer zur Rohre
aufgeschnitten, kann anhand eines computergesteuerten Messprogrammes der
Umfang des Lumens bestimmt werden und aus diesem eine Stenosegradeinteilung
vorgenommen werden. Jedoch stellt sich diese Methode des Zurechtschneidens
als problematisch dar: es besteht die Gefahr, dass sich der Schnitt nicht 100 %ig
in der Stenose befindet, da die Aufsicht auf die Stenose nicht gewihrleistet ist. Es
kann der Fall sein, dass Schnitte am proximalen oder am distalen Ende der Narbe
ausgewidhlt werden, die nicht das Maximum der Stenose widerspiegeln.
AuBerdem findet die Messung nach Formalinfixierung und Alkoholentwisserung
statt, die das Gewebe wie nachfolgend beschrieben schrumpfen lédsst (R.Becker,
2011). Somit ist die in der vorliegenden Arbeit verwendete Schnittfithrung einem

Rohrenschnitt zu bevorzugen.

3.2. Herstellung des Priparates

Bei der Herstellung der histologischen Prédparate ist zu bedenken, dass das
Gewebe in Ethanol entwissert wird. Alkohol ldsst das Gewebe schrumpfen (ca.
10-15 %) und hérten. Dieser Schritt ist aber notwendig, damit das Gewebe in
Paraffin eingebettet werden kann. Paraffin ist ein homophobes Medium, wiirde
sich also nicht mit einem wissrigen Medium (Lagerung und Fixierung in
Formalin) mischen (Lang, 2006). Diese Nebenwirkung kann Einfluss auf die

morphometrischen Ergebnisse nehmen.

4. Diskussion der statistischen Auswertung

Die Analyse der Daten muss unter dem kritischen Aspekt gesehen werden, dass
eine geringe Fallzahl (3 Gruppen: 0 Gray; 15 Gray; 30 Gray; n=8) die
Interpretation der Ergebnisse beeintriachtigen kann, jedoch ist die Gruppenstirke
auf Grundlage von Fallzahlberechnungen korrekt gewéhlt. Nach dieser sind acht
Tiere in jeder Gruppe erforderlich, um bei einer Standardabweichung von etwa
0.7 mm Gallengangsweite einen Unterschied von wenigstens 1 mm auf einem
Signifikanzniveau von p<0.05 mit einer Power von wenigstens 0.8 zu erfassen.

Unterschiede unter 1 mm werden bei dieser Fallzahlstirke nicht erfasst.

Die zu den jeweiligen Parametern vorgenommenen Korrelationen sind allerdings
kritisch zu hinterfragen. So kann bei einer LDR-Brachytherapie nicht von einem

linearen Effekt der Dosis-Wirkungsbeziehung ausgegangen werden, das heift,
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dass aufgrund einer doppelten Dosisapplikation kein doppelter Strahleneffekt
folgt.

Betrachtet man die Auswertung nach den Stenosegrad-Gruppen muss
beriicksichtigt werden, dass in der Stenosegrad-Gruppe 0 5 Tiere, in der
Stenosegrad-Gruppe 1 10 Tiere und in der Stenosegrad-Gruppe 2 9 Tiere
zusammengefasst sind. Die gewonnenen Ergebnisse miissen somit hinsichtlich
ihrer Aussagekraft kritisch hinterfragt werden. Andererseits war es auch nicht die
primire Intention der Studie, die histologischen Korrelationen einer Zunahme der

Stenose zu untersuchen.
S. Diskussion der Ergebnisse

5.1. Diskussion der Stenosecharakterisierung anhand der
Kontrastmitteldarstellung
Diese Messmethode birgt den Vorteil, dass sie die einzige der drei erwéhnten ist,
die den Verlauf der Stenoseentwicklung zeigt. Die Ergebnisse von Tag 14 zu Tag
35 zeigen den Erfolg der Behandlung. Sie spiegelt eine Methode wider, die bei
der klinischen Bestimmung zur Stenosequantifizierung beim Menschen eingesetzt
wird. Nachteil dieser Methode ist die Ungenauigkeit der Messung aufgrund einer
Uberdehnung durch Kontrastmittel oder einer flauen Kontrastmitteldarstellung.
Storend konnen auch projektionsbedingte Artefakte sein. In der vorliegenden
Studie wird nur eine Ebene angefertigt (ventro-dorsal), eine zweite Ebene wiirde
weitere Informationen zum Ausmall der Stenose geben ist aber aus technischen
Griinden nicht moglich. Innerhalb der Messmethoden (radiologisch,
makroskopisch, histologisch) bestehen Unterschiede bzgl. des Stenosegrades. Der
radiologische Durchmesser am Tag 35 korreliert allerdings hochstsignifikant mit
dem makroskopischen inneren und dufleren Durchmesser, nicht aber mit dem

histologischen Stenosegrad (= der Bindegewebsfliche).

Durch die HF-Koagulation werden in allen Gruppen signifikante Stenosen
induziert ohne Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen. Die
Ballondilatation mit anschlieBender Drainage fiihrt in der Kontrollgruppe zu einer
signifikanten Besserung der Stenose. Dies wird sowohl anhand des absoluten
Stenosedurchmessers deutlich als auch anhand der prozentualen Stenose, die auch

die pristenotische Dilatation des Gallengangs beriicksichtigt. Allerdings verbleibt
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auch nach Dilatation eine signifikante Rest-Stenose im Vergleich zum Tag 0 vor
Stenoseinduktion. Dies verdeutlicht und bestitigt die klinische Situation beim
Menschen, dass Gallengangsstenosen durch einmalige Dilatation und Drainage

nicht behebbar sind.

Die  LDR-Brachytherapie  mit 30 Gray verhindert eindeutig  den
Behandlungserfolg der Ballondilatation: trotz Dilatation dndert sich die Stenose
nur marginal und die meisten Tiere behalten mittelgradige und hochgradige

Stenosen.

Die LDR-Brachytherapie mit 15 Gray verbessert nicht den Behandlungserfolg der
Dilatation. Allerdings wird der Dilatationserfolg im Gegensatz zur 30 Gray Dosis
nicht behindert: auch unter 15 Gray verbessert die Ballondilatation die Stenose

deutlich, der Stenosediameter nimmt im Mittel um 1 mm zu (p=0,067).

In der aktuellen Studie wird somit keine Strahlendosis gefunden, die den Erfolg
der Dilatationsbehandlung verbessert und die Rezidivstenose verhindert. Wiahrend
30 Gray die Situation verschlechtert, haben 15 Gray kaum Effekt. Zukiinftige

Studien sollten bevorzugt eine Strahlendosis unter 15 Gray untersuchen.

5.2. Diskussion der Stenosecharakterisierung anhand des
makroskopischen Gallengangspriparats
Vorteil dieser Messmethode 1ist im Gegensatz zu der radiologischen
Kontrastmitteldarstellung  die  projektionsunabhingige  Vermessung  des
Gallenganges. Sie kann direkt nach der Explantation stattfinden und gibt unter
anderem den Parameter ,,Abstand Papille — Stenose* wider, der nur bei dieser
Vermessungsmethode sichergestellt werden kann und die Reproduzierbarkeit der
Stenoseinduktion dokumentiert. Ein weiterer wichtiger Vorteil ist die Vermessung
der Stenose noch vor der Formalinfixierung und Alkoholbehandlung, was zu
Schrumpfungsprozessen fiihrt. Nachteil dieser Methode am ldngs-er6ffneten
Priéparat ist die nicht genaue Abgrenzbarkeit des wahren Lumens. So werden zwei
Durchmesser angegeben: zum einen der innere Durchmesser, der zwischen der
Verdickung der Wandung vollzogen wird und zum anderen der &ullere

Durchmesser, der die gesamte Breite des Gallenganges in der Stenose beschreibt.

Die makroskopische Vermessung des Gallengangs ist wie die histologische
Auswertung eine Momentaufnahme von Tag 35. Zwischen den Dosisgruppen

bzw. der Kontrollgruppe bestehen keine Signifikanzen. Betrachtet man hingegen
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die Mittelwerte des inneren Durchmessers der Stenose ist in der Kontrollgruppe
tendenziell der weiteste Durchmesser nachzuweisen. Die Bestrahlung in Form der
30 Gray Dosis zeigt im Gegensatz zu 15 Gray den negativen Einfluss radioaktiver
Strahlung auf die Gallengangsstenose. Das Gewebe ist in diesem Fall mutmaflich
starkeren Zugkréften ausgesetzt. Der innere Durchmesser der Stenose ist enger.
Die Wundheilung ist ein multifunktioneller Prozess. Sobald keine Zugbelastung
mehr auf der Wunde liegt und somit die mechanische Belastung abnimmt, gehen
die Myofibroblasten durch Apoptose zugrunde. Myofibroblasten sind maf3geblich
an der Bildung von Kollagenen beteiligt, welche wiederum die Festigkeit einer
Narbe ausmachen (Hinz, 2007). Im Folgenden werden die beteiligten Faktoren der
Narbenbildung eingehend diskutiert. Die Ldange der Stenose fillt in der 30 Gray
Gruppe ausgeprigter aus als in den beiden anderen Gruppen mit 15 und O Gray.
Die makroskopische Vermessung der Linge stimmt allerdings nicht mit der
radiologischen Auswertung der Linge am Tag 35 iiberein. Von den beiden
Messmethoden ist die makroskopische der radiologischen Methode vorzuziehen,

da bei dieser die erwihnte direkte Aufsicht auf das Priparat gewihrleistet ist.

Die Stenose wird bei den 24 Tieren im Mittel 28 mm entfernt von der Papille
induziert. Sie ist in ihrer Lage stabil und somit ist das gewéhlte Induktionsmodell
auch in Bezug auf die Reproduzierbarkeit der Stenosehohe als geeignet

anzusehen.

5.3. Diskussion der Ergebnisse der Blutwerte

Im Punktediagramm der Werte des Tags 14 zeigt sich, dass die Bilirubinwerte bei
hoheren Stenosegraden erhoht sind. Davon kann bei einer Obstruktion der
Gallengédnge ausgegangen werden (Khan et al., 2005). Erst am Tag 14 wird die

Stenose mit der Einlage einer Drainage behandelt.

Rumalla et al. beschreibt, dass 1 von 9 Tieren eine Cholestase entwickelt hat. Die
Bilirubinwerte stiegen innerhalb von 21 Tagen von 0,3 mg/dl auf 3,7 mg/dl.
Dieses Tier wurde mit der hochsten applizierten Energie von 15 J koaguliert
(Rumalla et al., 2003). Nach Induktion der Stenose steigt das Serum-Bilirubin in
allen Gruppen um den Faktor 3 bis 4 an. In der Kontrollgruppe und unter 15 Gray
bewirkt die Ballondilatation der Stenose eine deutliche Reduktion des Bilirubins.
Hingegen nimmt das Bilirubin in der 30 Gray-Gruppe auch nach Dilatation und

Drainage sogar zu. Da das Bilirubin die Effizienz der Stenosebehandlung
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widerspiegelt, zeigt auch dieser Parameter die Effizienz der Behandlung auch
unter 15 Gray LDR-Brachytherapie. Die 30 Gray-LDR fiihrt hingegen zu einem

schlechteren Ergebnis.
5.4. Diskussion der morphometrischen Ergebnisse

54.1. Bindegewebsdicke: Messung im Stenoseblock I

Die Dicke des Bindegewebes und die Stenosefliche werden mithilfe des
Messprogrammes DatInfMeasure technisch erfolgreich ausgemessen. Die
Bindegewebsmessungen im Stenoseblock I sind wichtig fiir die Beurteilung des

Einflusses einer LDR-Brachytherapie auf stenosiertes Gewebe.

Die Ubereinstimmung zwischen der Dicke des Bindegewebes und der
Stenoseflichenberechnung bedeutet, dass durch die jeweiligen Messmethoden
eine zuverldssige Aussage bzgl. der Stenosegradeinteilung getitigt werden kann.

Die Bindegewebsdicke korreliert mit den Stenosegraden.

Der bei He et al. beschriebene Effekt, die Bindegewebsdicke im stenosierten
Gallengang mit Hilfe eines mit Palladium-106 versehenden Stents innerhalb 30
Tagen zu senken, ldsst sich in der vorliegenden Arbeit nicht bestitigen (He et al.,
2006). Die maximale Bindegewebsdicke ist unter der 30 Gray Dosis im Vergleich
zur Kontrollgruppe und 15 Gray Gruppe sogar signifikant erhoht. Dies belegt die
schidigende Wirkung der 30 Gray Dosis. Die LDR-Brachytherapie mit 15 Gray
fiihrt jedoch zu keinem signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe, das heift,
dass eine Strahlendosis von 15 Gray nicht zu einer Zunahme des Bindegewebes
fiihrt. Die Bindegewebszunahme ist ein multifaktorieller Prozess. Generell ist eine
Zunahme des Bindegewebes auf die Umbauprozesse wihrend der Wundheilung
und auf die resultierende Narbenbildung zuriickzufiihren. Kollagene, gebildet von
Fibroblasten, sind die Hauptkomponenten in diesem Gewebe (Dormand et al.,
2005). Diese und weitere Komponente, die zu einer Zunahme des Bindegewebes
fihren und der eventuelle Einfluss der LDR-Brachytherapie auf diese

Komponente werden im Folgenden diskutiert.

5.4.2.  Stenosefliche
Die quantitative Stenosefliche wird zusitzlich fiir die Einteilung in
semiquantitative Stenosegrade genutzt. Bei dieser Festlegung der Stenosefldche

besteht eine Schwankungsbreite, da nicht immer eine genaue Abgrenzung von
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stenosiertem zu nicht-stenosiertem Bereich festgelegt werden kann. Hochgradige
Stenosen lassen sich aufgrund der ausgeprigten Fibrosierung des Gewebes
eindeutiger von nicht stenosiertem Gewebe abgrenzen, der Ubergang des
fibrosierten Bindegewebes ist bei einer geringen Stenosegradausprigung oft nicht

eindeutig festzulegen.

In der statistischen Analyse besteht keine Signifikanz zwischen der Stenosefldache
und den Dosisgruppen bzw. der Kontrollgruppe. Betrachtet man hingegen die
einzelnen Mittelwerte der Stenoseflichenberechnung wird deutlich, dass die
15 Gray Gruppe die geringste Fliche aufweist. Dies liegt darin begriindet, dass
nach Entblindung 3 Tiere der 15 Gray Gruppe zufilligerweise eine Stenosefliche
von 0 mm? haben, da sich keine eindeutige Stenosefliche abgrenzen ldsst. Der
erhohte Mittelwert der 30 Gray Gruppe spiegelt das Ergebnis der
Bindegewebsmessungen wider und zeigt den schidigenden Einfluss der LDR-
Brachytherapie. Die Gewebezunahme beruht auf einem Zusammenspiel mehrerer
Faktoren, u.a. resultiert sie aus der Ausbildung einer Fibrose, die durch eine
vermehrte Bildung und Anreicherung kollagener Fasern entsteht. Aufgrund der
kontraktilen Eigenschaften des Kollagens entsteht die Narbe und somit die
Stenose (Tang et al., 1994). Im Folgenden werden die einzelnen Parameter
diskutiert, die zu der vermehrten Kollagensynthese und dementsprechend zur
Entstehung einer Stenose beitragen. Der Einfluss der LDR-Brachytherapie auf

diese Parameter wird aufgezeigt.

5.5. Diskussion der histologischen Ergebnisse

Nachfolgend werden die histologischen Ergebnisse diskutiert. Dabei ist
festzuhalten, dass aus der Literatur keine Scores abzuleiten sind, die die
ausgewihlten Parameter im Gallengang beschreiben. Ein histologisches
Scoresystem ist unabdingbar, um die Auswertungen miteinander vergleichen zu
konnen und sie statistisch darzustellen. Mit Unterstiitzung durch das
Pathologische Institut der LMU Miinchen, Campus GroBhadern, legt man nach
mehrmaliger Durchsicht der Pridparate die semiquantitativen Scores fiir die
einzelnen Parameter fest. Nachteil dieses Scoresystems besteht darin, dass die
Einteilungen subjektiv  getroffen werden. Weiterfolgende histologische
Untersuchungen von unabhingigen und verblindeten Gutachtern konnten die
Aussagekraft des in dieser Arbeit verwendeten semiquantitativen Scoringsystems

untermauern.
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5.5.1. Fibrosegrad

Als eine Fibrose wird eine Kollagenfaservermehrung im Gewebe bezeichnet. Bei
der hier vorliegenden Fibrose handelt es sich um eine sekundére Fibrose. Sie wird
durch exogene Noxen wie in dem vorliegenden Fall durch Koagulation des
Gewebes oder eine Bestrahlung ausgelost. Es erfolgt eine vermehrte Ansammlung
kollagener Fasern in diesem Bereich (Wynn, 2008). Tang et al. untersucht die
Zellpopulation im ligierten Gallengang. In der entstandenen bilidren Fibrose kann
eine Umwandlung der Fibroblasten in Myofibroblasten festgestellt werden, was
zu einer Zunahme der extrazelluldren Matrix fiihrt (Tang et al., 1994). Das besagt,
dass schon die alleinige Ligatur und somit die benigne Schidigung des
Gallenganges zu einer Fibrosierung des Gewebes fiihrt, welches mit den
gewonnenen Ergebnissen libereinstimmt, die Kontrollgruppe weist gegeniiber den
Dosisgruppen den geringsten Fibrosegrad auf. Der Unterschied zwischen der
Kontrollgruppe und der 30 Gray Gruppe ist signifikant. Das bedeutet, dass die
alleinige Stenoseinduktion mit der Einlage eines nicht-radioaktiven Katheters
zwar zu einer Fibrosierung fiihrt, jedoch mit geringer Auspriagung. Es kann also
spekuliert werden, ob die LDR-Brachytherapie in Kombination mit einer zuvor
gesetzten Verletzung einen Einfluss auf das Ausmall der Fibrose hat. Die
Tatsache, dass zwischen der Kontrollgruppe und der 30 Gray Gruppe eine
Signifikanz besteht, jedoch nicht zwischen der Kontrollgruppe und der 15 Gray
Gruppe, zeigt, dass auch die Hohe der Strahlung Einfluss auf den Fibrosegrad
nimmt. Die 30 Gray Dosis demonstriert eine zu hoch applizierte Dosis auf das
Gallengangsgewebe bei vorheriger Stenoseausbildung. Kiinftige Untersuchungen
miissen zeigen, ob zwischen 0 und 15 Gray die gewiinschte Dosis liegt, die zu

einer Reduzierung der fibrosebeeinflussenden Faktoren fiihrt.

Eine weitere Ursache der Fibrose stellt die strahlenbedingte Endothelschidigung
dar. Durch den Austritt von Blutplasma in die GefiBwinde und einer
entziindlichen Immunreaktion mit Einwanderung von Lymphozyten in das
Gewebe wird dieses geschadigt (Trott, 2008b). Die Ergebnisse der
Strahlenschiden aus dem Stenoseblock I zeigen, dass bei 75 % der Tiere, die
bestrahlt wurden, ein Strahlenschaden nachzuweisen ist. Das heifit, dass im

bestrahlten Gewebe aufgrund der Gefiallverletzungen eine Fibrose entstehen kann.

Die strahleninduzierte Differenzierung von Myofibroblasten in postmitotische

Fibrozyten ist ein entscheidender Faktor in der Ausbildung einer Fibrose. Die
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aktivierten Fibrozyten exprimieren vermehrt Kollagene, die zu einer Zunahme des
Bindegewebes fiihren (Herskind et al., 2000, Dormand et al., 2005). Der erhohte
Anteil der a-SMA und kollagene Fasern in den bestrahlten Priparaten bestitigt

dies und wird nachstehend diskutiert.

Makrophagen nehmen nicht nur an der Entziindungsreaktion im Gewebe und an
der immunologischen Reaktionen teil sondern spielen auch eine wichtige Rolle in
der Ausbildung einer Fibrose (Geng et al., 2005, Xu et al., 2003). TGF-f spielt
eine Schliisselrolle als Modulator dieses und weiterer zelluldrer Prozesse wie die
Aktivierung spezifischer Cytokine und Wachstumsfaktoren, die ebenfalls
ursichlich fiir die Ausbildung einer Fibrose sind (Rodemann and Bamberg, 1995a,
Rodemann et al., 1996, Desmouliere et al., 2005). In den mit 30 Gray bestrahlten
Prédparaten ist eine erhohte Entziindungsrate festzustellen, welche ebenfalls im

Folgenden diskutiert wird.

Fiir eine weiterfiihrende Dosisfindungsstudie ist die Aussage Rubins
entscheidend: radioaktive Bestrahlung ist paradoxerweise in der Lage, eine
Fibrose zu verhindern und zu induzieren (Rubin et al., 1999). Die 30 Gray Dosis
fordert signifikant die Fibrose, die 15 Gray Dosis tendenziell. Fiir zukiinftige

Untersuchungen sollten 15 Gray unterschritten werden.

5.5.2. a-SMA Firbung

a-SMA wird von Myofibroblasten gebildet und dient als Marker zum
histologischen Nachweis der Myofibroblasten. Eine Kontraktion der Wunde ist
ein gewoOhnliches und notwendiges Ereignis bei der Heilung einer Wunde im
Gallengang. Myofibroblasten spielen dabei eine wichtige Rolle: Fibroblasten
werden bei der normalen Wundheilung zu Myofibroblasten umgewandelt. Diese
ermoglichen die Expression von Kollagenen. Ist die Wundheilung abgeschlossen,
treten  Riickkopplungsmechanismen in Kraft, die die Aktivitit der
Myofibroblasten herunterfahren und zur Apoptose fithren. Funktioniert dieser
Riickkopplungsmechanismus  nicht, kommt es zu einer dauerhaften
Myofibroblastenaktivitit (Martin et al., 2000). Je mehr SMA im Gewebe

nachzuweisen ist, desto stiarker ist die Kontraktur (Tomasek et al., 2002).

Die Ergebnisse zeigen, dass die Kontrollgruppe mit 0,5 die geringste Menge an a-
SMA aufweist. Die Dosisgruppen liegen mit 2 bzw. 3 deutlich iiber der
Kontrollgruppe, dieser Unterschied ist statistisch signifikant. Die 30 Gray Gruppe
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unterscheidet sich signifikant von der Kontrollgruppe, was erneut die schidigende
Wirkung der hohen Strahlenapplikation demonstriert. Zwischen der
Kontrollgruppe und der 15 Gray Gruppe besteht ebenfalls ein signifikanter
Unterschied. Das besagt, dass durch die angewendete LDR-Brachytherapie eine
Reduzierung der Myofibroblasten nicht erreicht wird. Dieses Ergebnis steht im
Gegensatz zu den Ergebnissen der Arbeitsgruppe He et al. Sie postuliert eine
Senkung der a-SMA Expression nach der Behandlung (30 Tage) einer benignen
Gallengangsstenose mit Palladium-103 gegeniiber einer Kontrollgruppe. Durch
die Bestrahlung konnte in diesem Fall die Myofibroblastendifferenzierung
verhindert werden. Sie bewirkte die Apoptose der Myofibroblasten und somit die
Verhinderung der Restenosierung des Gallengangsgewebes. Jedoch wird in dieser
Studie nicht die Hohe der Dosis sondern nur die Aktivitit angegeben, die einen

Vergleich zu der vorliegenden Studie nicht zulésst (He et al., 2006).

Fibroblasten differenzieren sich in in-vitro Versuchen an humanem Bindegewebe
bei Dosen von >5 Gray innerhalb von ca. 21-25 Tagen nahezu vollstindig zu
irreversibel postmitotischen Fibrozyten. Diese Zellen produzieren vermehrt
Kollagen. Dies bestitigt zum einen die Arbeitsgruppe von Rodemann (Bumann et
al., 1995, Rodemann and Bamberg, 1995a, Burger et al., 1998, Herskind et al.,
1998, Hakenjos et al., 2000), zum anderen die Arbeitsgruppe von Begg (Russell et
al., 2000, Lara et al., 1996). Das Zell-Kompartiment der Fibroblasten ldsst sich
wie bereits beschrieben zum einen in das Progenitorzellkompartiment und zum
anderen in das Funktionskompartiment unterscheiden. Postmitotische
Funktionsfibrozyten (PMF) entstehen einerseits durch terminale
Differenzierungsteilung aus den Progenitorfibroblasten MF III, andererseits aus
einer Differenzierungsteilung des Progenitorfibroblasten MF II zu MF III. Bei
dieser Teilung entwickeln sich unterschiedliche Anteile der Myofibroblasten, die
durch die Expression des o-SMA charakterisiert werden konnen (Rodemann,
2006) (Rodemann 2011, personliche Mitteilung). Diese Myofibroblasten halten
sich in Abhidngigkeit des gewebespezifischen physiologischen oder
pathophysiologischen Status im Gewebe auf, bis sie in das terminale Stadium der
postmitotischen Funktionsfibrozyten iibergehen. Die Ausdifferenzierung in das
terminale Stadium ist deutlich dosis-und vermutlich auch dosisratenabhingig.
Nicht veroffentlichte Befunde der AG Rodemann zeigen, dass niederdosierte

Bestrahlung mit Rontgenstrahlung  (0,2-1,0 Gray) das  Auftreten von
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Myofibroblasten minimieren kann (Rodemann, 2006). Strahlenexpositionen im
Hochdosisbereich (>10 Gray) steigern den Anteil von Myofibroblasten und deren
Verweildauer bis zum Differenzierungsschritt in die postmitotischen
Funktionsfibrozyten (Rodemann 2011, personliche Mitteilung). Die Ergebnisse
der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die Myofibroblasten am Tag 35 im Gewebe
nachzuweisen  sind.  Dies  konnte  durch  das  strahleninduzierte
Differenzierungsgeschehen der  Progenitorfibroblasten (MF) zu den
postmitotischen Funktionsfibrozyten (PMF) zuriickzufiihren sein. Die in dieser
explorativen Orientierungsstudie angewendete Strahlenexposition liegt im
Hochdosisbereich (15/30 Gray). Da sich die Kontrollgruppe signifikant von den
Dosisgruppen unterscheidet, kann tendenziell von einer Einflussnahme der
Bestrahlung auf den Myofibroblastengehalt ausgegangen werden. Brenner et al
beschreibt, ebenfalls in einer in-vitro Studie, dass die Brachytherapie nicht die
gesamte Population der glatten Muskelzellen eliminiert. Bei einer Dosis von 8-
13 Gray iiberleben 0,01-1 % der Zellen. Diese besitzen das Potential, zu einem
spiateren Zeitpunkt eine Restenosierung herbeizufithren. Jedoch muss der
Vergleich zwischen den in-vitro Studien und der hier vorliegenden in-vivo Studie
kritisch gesehen werden, da man nicht ohne weiteres von in-vitro Studien auf die
Komplexitidt der verschiedenen Einflussfaktoren eines Organismus schlieen

kann.

Wie sich ein ldngerer Nachbeobachtungszeitraum auf den Anteil der
Myofibroblasten im Gewebe auswirkt, ist nur schwer vorauszusagen. Dass jedoch
ohne eine zusitzliche Strahleneinwirkung der Myofibroblastengehalt im Gewebe
erhoht ist, belegen auch andere Studien. Geng et al. postuliert, dass der
Myofibroblastengehalt 3 Wochen nach einer Verletzung des Gallenganggewebes
ohne zusitzliche Strahleneinwirkung am hochsten ist und iiber einen ldngeren

Zeitraum aufrechterhalten wird (bis zu 6 Monate) (Geng et al., 2005).

Welchen Einfluss die Bestrahlung in bereits entziindlich infiltriertem Gewebe auf
die SMA-Expression hat, ist bislang nicht vollstindig geklart. TGF-$, welches
eine zentrale Rolle in der Entziindungskaskade inne hat, ist ebenfalls maf3geblich
an der Umwandlung der Myofibroblasten beteiligt (Hinz et al., 2001b, Velnar et
al., 2009). Fiir nachfolgende Studien wire es von Interesse, das inflammatorische
Cytokin TGF- B1 zu bestimmen, welches Riickschliisse auf die ablaufende Phase
der Wundheilung geben konnte (Berndt et al., 1995, Desmouliere et al., 2005).
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Auch ist der Einfluss der mechanischen Reizung, in diesem Falle die
Ballondilatation der Stenose am Tag 14, auf die eventuell noch nicht
abgeschlossene Wundheilung nach der Stenoseinduktion und insofern auf das

Ausmall der Myofibroblasten, nicht vollstindig geklart (Trott, 2008a).

Die Verhinderung der Narbenbildung durch eine gezielte antiproliferative
Bestrahlung in Form einer LDR-Brachytherapie ist unter anderem ein Ziel dieser
praklinischen Studie. Die Ergebnisse zeigen, dass die Gesamtdosis, die Dosisrate
und die Dauer der Strahlenbehandlung fiir den Einsatz zur Behandlung benigner
Gallengangsstenosen noch gefunden werden muss. 30 Gray zeigen die toxische
Eigenschaft der Bestrahlung, jedoch fiihren die gewihlten 15 Gray ebenfalls nicht
zu dem gewiinschten Riickgang der Myofibroblasten. Eventuell kann nach einer
langeren Nachbeobachtungszeit (wie bereits in der Literatur beschrieben
wenigstens 6 Monate nach Stenoseinduktion) und einer geringeren Dosis als
15 Gray eine zuverldssige Aussage iiber die erfolgte Wundheilung getroffen

werden und somit der Bestrahlungserfolg nachgewiesen werden.

5.5.3. Kollagen

Dieser Parameter steht in einem engen Zusammenhang zu den zwei bisher
diskutierten Parametern: dem Fibrosegrad und der a-SMA Firbung, die den
Gehalt der Myofibroblasten widerspiegelt. Eine vermehrte Ansammlung von
Myofibroblasten fiihrt zu einer vermehrten Kollagenanreicherung im Gewebe,

welche schlieBlich in einer Fibrose miindet (Denham and Hauer-Jensen, 2002).

Die Ausbildung der kollagenen Fasern é&ndert sich signifikant mit der
Brachytherapie und die nimmt signifikant zu mit den Stenosegraden. Wiederum
ist bei diesen Ergebnissen festzustellen, dass in der 30 Gray Gruppe im Gegensatz
zu der Kontrollgruppe eine signifikant erhohte Kollagenanreicherung im Gewebe
nachzuweisen ist. Dies belegt erneut die schiddigende Wirkung der erhohten
Dosis. Die 15 Gray Gruppe zeigt die geringste Kollagenansammlung im Gewebe,
die Kontrollgruppe liegt gering (nicht signifikant) tiber diesem Wert. Da jedoch
eine vermehrte Ansammlung von o-SMA nachweislich zu einer vermehrten
Kollagenexpression fiihrt und die a-SMA Expression in der 15 Gray Gruppe
signifikant gegeniiber der Kontrollgruppe erhoht ist, liegen die Effekte von der

15 Gray Dosis im Bereich der Ungenauigkeit des semiquantitativen Nachweises.

Der Anteil kollagener Fasern steigt auch ohne Strahleneinwirkung
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pathologischerweise im Gallengang aufgrund einer vorausgegangenen Verletzung
(Geng et al., 2005). In der Gallengangsfibrose ist nach Tang et al. die Ausprigung
von Kollagen Typ I in dem fibrotischen Gebiet auffillig (Tang et al., 1994).
Weitere immunhistochemische Kollagenanfirbungen konnen zu einer
Unterscheidung der in dem stenosierten und bestrahlten Areal vorhandenen

Kollagentypen fiihren.

5.5.4. Elastische Fasern

Bei der Betrachtung der elastischen Fasern wird deutlich, dass weder die
Bestrahlung noch das Ausmal3 der Stenose einen Einfluss auf die Ansammlung
der elastischen Fasern hat. Die Kontrollgruppe weist den gleichen Wert wie die
Dosisgruppen auf. Leider kann keine Literatur gefunden werden, die die
Datenlage der Expression elastischer Fasern nach Bestrahlung im Gallengang

beschreibt, ihre Bedeutung bleibt unklar.

5.5.5. Entziindung gesamt und Entziindungszellen im Epithel

Ziel dieses Projektes ist es, die Einwanderung von Entziindungszellen in das
stenosierte Gebiet durch den Einsatz der LDR-Brachytherapie zu vermindern und
somit eine gesteigerte Narbenbildung vermeiden zu konnen. Rubin et al.
beschreibt eine Verminderung der Makrophagenaktivitdt nach Bestrahlung. Die
Strahlenschiadigung der Makrophagen und die daraus resultierende Unterdriickung
von Signalketten bewirken eine Verminderung der Entziindungsreaktion (Rubin et
al., 1998). Auch das Vorlauferprojekt ,,RadBioMat* belegt diesen Effekt. Hier ist
das Ausmal} von Plasmazellen, Makrophagen und Heterophile in den radioaktiv
bestrahlten Geweben (15 Gray) nach 3 bzw. 5 Wochen geringer als in nicht
bestrahlten Gewebe (Held, 2007).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit spiegeln ein anderes Bild wider. Die
Entziindung, sowohl im gesamten Priparat als auch im Epithel nimmt in den
bestrahlten Gallengingen im Vergleich zu der Kontrollgruppe zu. Bei dieser
Entziindung sind neutrophile Granulozyten, Makrophagen, Lymphozyten und
Plasmazellen nachzuweisen. Die Mediane der verschiedenen Gruppen
vergleichend hat die Kontrollgruppe einen Wert von 1, die Dosisgruppe 15 Gray
einen von 2,5 und die 30 Gray Gruppe einen Wert von 3. Die Kontrollgruppe
unterscheidet sich signifikant von der 30 Gray Gruppe, was erneut die toxische

Dosis aufzeigt. Das Ausmall der Entziindung deutet darauf hin, dass die
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Bestrahlungsdosis unerwiinscht proinflammatorisch wirkt. Trott et al. gibt
Bestrahlungsdosen in Hohe von 2-6 Gray an, die einen antiinflammatorischen

Effekt induzieren sollen (Trott and Kamprad, 1999).

Eine generell gesteigerte Entziindung in allen Pridparaten kann mit einer
Entziindungsreaktion infolge der Gallengangsverletzung durch die Heater-Probe,
durch die erfolgte Ballondilatation, die Fremdkorpereinwirkung des Stents und die
standige Aussetzung reizender Gallefliissigkeit begriindet werden. In der Studie
um Xu et al. wird der Mechanismus einer bilidren Stenose nach einem Trauma
beschrieben. In diesem Fall wird ebenfalls eine erhohte Expression entziindlicher
Mediatoren nachgewiesen, die ihr Peak 1-3 Wochen nach Verletzung haben (Xu
et al., 2003). Auch die Versuchsdauer spielt eine Rolle bei der Erfassung der
Entziindung. Erst 6 Monate nach Einwirkung einer exogenen Noxe (Trauma)
kommt es laut Xu et al. zu einem Abfall der Makrophagen und inflammatorischen

Cytokinen im Gewebe (Xu et al., 2003).

Das Ziel, die Einwanderung der entziindlichen Mediatoren zu verhindern, kann in
dieser explorativen Orientierungsstudie nicht realisiert werden. Vermutlich
befindet sich die 15 Gray Dosis nicht in dem gewiinschten anti-inflammatorischen
Bereich. Der genaue Wirkungsmechanismus der Bestrahlung auf die Komplexitit
der Entziindungsreaktion ist jedoch bisher nicht genau belegt. Weitere

Dosisfindungsstudien miissen folgen.

5.5.6. Strahlenschéiden

Die Priparate werden verblindet hinsichtlich der Gefd3veranderungen untersucht.
Hier wird das Hauptaugenmerk auf die durch einen Strahlenschaden resultierende
Vaskulopathie und Intimafibrose gelegt. Das Ausmall der Strahlenschiden ist
abhédngig von der Intensitidt und der Dauer der applizierten Strahlung (Thomas,
2003). Durch den Austritt von Blutplasma in die Gefilwédnde und eine daraus
resultierende entziindliche Immunreaktion mit Einwanderung von Lymphozyten
in das Gewebe wird dieses geschiddigt und kann urséchlich fiir eine entstehende
Fibrose sein (Trott, 2008b). Das heif3t, dass im bestrahlten Gewebe aufgrund der

GefiBverletzungen eine Fibrose entstehen kann.

Bei der verblindeten mikroskopischen Untersuchung kann keine definitive
Unterscheidung getroffen werden, um welche Strahlendosis es sich handelt (15

oder 30 Gray). Jedoch kann bei 75 % der bestrahlten Gewebe ein Strahlenschaden
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nachgewiesen werden. Das heiflt, dass sich durch die GefidBBverletzungen eine
Fibrose ausbilden kann, was die Signifikanz des Fibrosegrades bezogen auf die
Dosisgruppen bzw. Kontrollgruppe bestitigt. Auf der anderen Seite ist nicht in
allen Fillen eine definitive Unterscheidung zwischen bestrahlten und
unbestrahlten Gewebe eindeutig auszumachen. So kann nur bei 6 von 8 Tieren ein
definitives  Nichtvorhandensein radioaktiver Intimaschddigung in der
Kontrollgruppe nachgewiesen werden. Dies zeigt, dass die Spezifitit des

Parameters ,,Strahlenschiden‘ nicht sehr hoch ist.

Dosen zwischen 6 und 40 Gray fiihren in 100 % der bestrahlten iliakalen Gefal3e
und in 51 % der bestrahlten Koronargefifle zu Strahlenschiden des Gewebes.
Hierbei bestehen die Strahlenschidden aus einer nekrotisierenden Vaskulitis der bis
zu ca. 2 mm entfernten Arteriolen (Fajardo L-G et al., 2002). Dies bestitigt die
vorliegende Untersuchung. Fiir den Einsatz einer klinische Studie ist die Frage zu
kldren, ob die erwihnten Strahlenschiden der Gefidle reversibel sind. Fajardo et
al. gibt hier einen Zeitraum von 6 Monaten fiir die Heilung der Vaskulitis nach
Strahlenexpression in 46 % der Féllen an (Fajardo L-G et al., 2002). Hierbei ist
jedoch die Vergleichbarkeit der beschriebenen Gewebearten kritisch zu

hinterfragen.

5.6. Diskussion: Einfluss der LDR-Brachytherapie auf Normalgewebe

Im Folgenden wird der Einfluss der LDR-Brachytherapie auf den nicht
stenosierten, aber dennoch bestrahlten (16 von 24 Tieren) Gallengang diskutiert.
Hierzu stehen die Daten von 20 W-Tieren zur Verfiigung: 7 Tiere unbestrahlt, 6

Tiere unter 15 Gray und 7 Tiere unter 30 Gray.

Einschrinkend muss festgestellt werden, dass dieser Referenzblock dem
prastenostischen Gallengang entstammt, der somit, im Gegensatz zum

poststenotischen Gewebe, der chronischen Cholestase ausgesetzt war.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass bereits eine Dosis von 15 Gray
im Bereich eines gesunden Gallengangs weder einen Einfluss auf die Dicke des
Bindegewebes noch auf den Kollagengehalt hat. Ebenso werden Strahlenschiden
im Gegensatz zu der 30 Gray Gruppe nicht hdufiger beobachtet als im nicht-

bestrahlten Gewebe
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5.6.1. Bindegewebe

Die Ergebnisse der Bindegewebsmessungen im Referenzblock IV auBlerhalb der
Stenose zeigen, dass sich die Mittelwerte der drei Gruppen (Kontrollgruppe,
15 Gray und 30 Gray Gruppe) leicht voneinander, aber nicht signifikant
unterscheiden. Die Bestrahlung hat keinen Einfluss auf die Dicke des

Bindegewebes im unverletzten Gallengang.

5.6.2. Kollagen

Die Untersuchungen der kollagenen Fasern in dem Referenzblock IV zeigen, dass
sich eine Bestrahlung in Hohe von 30 Gray signifikant auf die Anreicherung
kollagener Fasern im Normalgewebe auswirkt. Es besteht kein signifikanter
Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und der 15 Gray Gruppe, jedoch
innerhalb der Dosisgruppen. Bei der strahlentherapeutischen Behandlung einer
benignen oder auch malignen Stenose soll das umgebende gesunde Gewebe
moglichst geschont werden. Die gleichen Werte in der Kontrollgruppe und in der
15 Gray Gruppe zeigen, dass die Dosis in diesem Fall tendenziell in die richtige

Richtung weist. 15 Gray fiihren nicht noch zu einer Anreicherung von Kollagen.

TGF-B scheint in diesem Zusammenhang ein wichtiges Cytokin zu sein, auch in
der Bestrahlung von Normalgewebe zu sein (Rodemann and Bamberg, 1995b).

Daher wire die Bestimmung in nachfolgenden Studien sinnvoll.

5.6.3.  Strahlenschiden

Mit Hilfe der LDR-Brachytherapie soll in diesem Falle die Wundheilung der
benignen Stenose gefordert werden. Ein zusitzlicher Schaden ist bei einem
solchen Einsatz im Hinblick auf den Einsatz in einer klinischen Studie zu
vermeiden. 30 Gray erzeugen bei 7 von 7 Tieren einen vaskuldren
Strahlenschaden. Diese Dosis muss vermieden werden. Unter 15 Gray wird ein
Strahlenschaden in 3 von 6 unverletzten Gallengdngen gefunden. Dies ist
vergleichbar mit Strahlenschiden in 2 von 7 Gallengingen der nicht bestrahlten
Tiere und muss als Ausdruck der ungeniigenden Spezifitit des Parameters

gewertet werden.

In kiinftigen Studien sollten somit unter einer Strahlendosis von 15 Gray keine

strahlungsbedingten Schiden am unverletzten Gallengang zu erwarten sein.
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6. Schlussfolgerung und Ausblick

Bisher liegen keinerlei Erfahrungen bei der Verwendung einer LDR-
Brachytherapie zur Behandlung einer narbigen Gallengangsstenose vor. Ziel des
BetaMod-Projektes ist es, in einer randomisierten, kontrollierten und verblindeten
Studie die wundheilungsmodulierende Wirkung eines lokal integrierten
Betastrahlers (Phosphor-32) in der Behandlung der benignen Gallengangsstenose
zu untersuchen. Partialziel ist die Induktion einer narbigen benignen
Gallengangsstenose durch monopolaren Hochfrequenz (HF)-Strom. Die
radiologisch vermessene Stenoseausbildung am Tag 14 zeigt, dass dieses Teilziel
erfolgreich umgesetzt wurde. Der erhohten Perforationsrate wird durch

entsprechende Drosselung der applizierten Energie entgegengewirkt.

Die Ballondilatation der benignen Stenose am Tag 14 kann erfolgreich
durchgefiihrt werden. Die Einlage der Stents (0 Gray/15 Gray/30 Gray) erfolgt
unter Strahlenschutzaspekten komplikationslos. Die Liegedauer der Stents von
mindestens einer Woche kann in 7 Fillen (von der gesamten Tierzahl=42) nicht
eingehalten werden, was zu einem Ausschluss der Tiere fiihrt. Dies kann an der

Modellwahl des Stents oder an einer nicht ausreichenden Stenose liegen.

In dieser explorativen Orientierungsstudie werden drei verschiedene
Messmethoden herangezogen, die Ausprigung der Stenose in-vivo und ex-vivo zu
quantifizieren. Jede dieser Messmethoden hat ihre individuellen Vor- und
Nachteile. Der radiologische Stenosegrad korreliert mit dem makroskopischen
Stenosegrad. Die Stenose wird durch die Ballondilatation und Drainage
signifikant verbessert, allerdings verbleibt eine signifikante Rest-Stenose. Die Re-
Stenose kann durch die LDR-Brachytherapie nicht verbessert werden, weder mit
15 Gray noch mit 30 Gray. Dies ist mit allen drei Messmethoden belegbar. Unter
30 Gray nimmt der histologische Stenosegrad tendenziell aber nicht signifikant
zu. 15 Gray fithren nicht zu einer Verschlechterung der radiologischen,

makroskopischen oder histologischen Stenose.

Die Untersuchung der histopathologischen Merkmale in der 30 Gray Gruppe
spiegelt die schidigende Wirkung radioaktiver Bestrahlung im Gallengang wider:
die Gewebefibrose, das vermehrte Auftreten von o-SMA, der erhohte
Kollagengehalt und die vermehrte Entziindung zeigen die toxische

Strahlenwirkung. Bei den entscheidenden Parametern, die die Wundheilung
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charakterisieren (Fibrose, a-SMA und Entziindung) zeigen 15 Gray verglichen mit
der Kontrollgruppe keinen positiven Effekt. Der Gehalt der a-SMA ist sogar
signifikant gesteigert, allerdings im Kontrast zu einer (nicht-signifikanten)
Senkung des Kollagengehalts. Dies bedeutet, dass die 15 Gray Dosis nicht die
Parameter unterdriickt, die fiir eine erfolgreiche Umsetzung des Projektziels
sprechen wiirden. Weitere histologische bzw. immunhistologische Firbungen
konnen durchgefiihrt werden um einen tieferen Einblick in die Komplexitét der

Wundheilung zu bekommen.

Die Untersuchungen der Referenzblocke aullerhalb der Stenose, die lediglich der
Strahleneinwirkung  unterliegen, zeigen  einen strahlungsabhéngigen
Gewebeschaden unter 30 Gray, nicht aber unter 15 Gray. Die Intimafibrose der
Gefille zeigt die Nebenwirkungen der Strahlentherapie von 30 Gray im gesunden
Gewebe. Nach vorliegenden Ergebnissen sind Strahlenschiden bei einer Dosis

<15 Gray nicht zu erwarten.

Die Strahlenschutzaspekte bzgl. des Handlings in dem vorliegenden Tierversuch
konnen eingehalten werden und ermdglichen eine potenzielle Anwendung in einer
klinischen Studie. Dies muss das Ziel weiterer Studien sein. 15 Gray fithren weder
zu einer Verbesserung noch zu einer Verschlechterung der klinischen oder
histologischen Stenose. Fiir einen positiven Effekt muss ein Dosisbereich unter

15 Gray untersucht werden.
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VII. ZUSAMMENFASSUNG

suntersuchung zur Wundheilungsmodulation durch lokal integrierte

Betastrahler am Gallengangsstenosemodell - Schwein‘¢

Hintergrund: Postentziindliche narbige Stenosen der ableitenden Gallengénge sind
meist ein chronisches Behandlungsproblem. Derzeitige  mechanische
Behandlungsmethoden wie die endoskopische Dilatation und die Drainage fithren
oftmals nicht zum gewiinschten Therapieerfolg. Eine LDR-Brachytherapie mit
einem geeigneten kurzreichweitigen Betastrahler konnte eine neuartige
Behandlungsstrategie darstellen, um die Rezidivbildung der Gallengangsstenose
zu verhindern. In der vorliegenden tierexperimentellen explorativen
Orientierungsstudie wird der dosisabhingige Einfluss der LDR-Brachytherapie
auf die Wundheilung der benignen Gallengangsstenose untersucht. Voraussetzung
hierfiir ist zum einen die Etablierung eines Tiermodells zur Induktion einer
narbigen benignen Gallengangsstenose zum anderen die Entwicklung eines
geeigneten Applikators fiir die Durchfiihrung der LDR-Brachytherapie im
Gallengang.

Methode: Bei 42 Schweinen ,,.Deutsche Landrasse® wird am Tag 0 eine
endoskopisch retrograde Cholangiographie durchgefiihrt. Nach Sondierung des
Gallengangs wird mit einer monopolaren 10 F Hochfrequenz (HF)-Sonde eine
narbige benigne Stenose im distalen Drittel des D. choledochus induziert. Von
den ersten 12 Tieren konnen 8 Tiere nicht eingeschlossen werden (Perforation
(n=4), Stentdislokation (n=2), Tod wg. Cholangitis (n=2)). Daraufhin erfolgt eine
grundlegende Designinderung mit Reduktion der HF-Energie (20 W, 5 sec) und
Reduktion der Anzahl der Endoskopien von 4 auf 3, nach der die folgenden 30
Tiere untersucht werden. Am Tag 14 findet die radiologische Evaluation des
Stenosegrades, die Ballondilatation der Stenose und anschlieBend die
randomisierte, kontrollierte und verblindete Einlage einer Kunststoffdrainage
(,,Stent®) statt (3 Gruppen= Kontrollgruppe 0 Gray; LDR-Dosis 15 und 30 Gray).
Die 30 Gray Dosis wird eingesetzt, um die toxische Strahlenwirkung aufzuzeigen.
Die Stents verbleiben 21 Tage im Tierkorper. Am Tag 35 werden die Stents
entfernt und die Stenose wird abschlieBend radiologisch evaluiert, es folgt die

Entnahme des Gewebes mit anschlieBender histologischer Autbreitung
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(Farbungen: HE, EvG, o-SMA). Zur Beurteilung der Stenose werden die
radiologischen und die makroanatomischen Vermessungen dokumentiert sowie
histomorphometrische  (Bindegewebsmessungen) und  histopathologische
Untersuchungen (Fibrosegrad, o-SMA, kollagene und elastische Fasern,
Entziindung im Bindegewebe und Epithel und Strahlenschiden) durchgefiihrt. Die
statistische Auswertung erfolgt mit einem One Way ANOVA und wird mit einem

Post Hoc Test spezifiziert.

Ergebnisse: 18 Tiere konnen wegen Nichteinhaltung der Liegedauer (n=7),
Perforation (n=7) oder Tod (n=4) nicht in die Per-Protocol Auswertung
aufgenommen werden. An Tag 14 haben 45,8 % der verbleibenden 24 Tiere (3
Gruppen, n=8) eine hochgradige und 45,8 % der Tiere eine mittelgradige
Gallengangsstenose ausgebildet. Die Ballondilatation mit anschlieBender
Drainage bewirkt eine signifikante Reduktion der Stenose, allerdings verbleibt
eine signifikante Rest-Stenose. Unter der LDR-Brachytherapie wird der
Dilatationserfolg abgeschwicht: er ist unter 15 Gray noch deutlich, unter 30 Gray
aber nicht mehr signifikant nachweisbar. Das Ausmall der an Tag 35
verbleibenden Rest-Stenose ist tendenziell unter 30 Gray hoher, allerdings weder
radiologisch noch makroskopisch oder histomorphometrisch signifikant durch die
Brachytherapie beeinflusst. Histopathologisch sind unter 30 Gray an Tag 35
Fibrose, Kollagengehalt, a-SMA und die Dichte an Entziindungszellen in der
Stenose signifikant im Vergleich zur Kontrollgruppe als Ausdruck einer
gewebeschidigenden Strahlenwirkung gesteigert. Die 15 Gray Dosis fiithrt zu
einer geringfiigigen numerischen, aber nicht signifikanten Steigerung von Fibrose
und Entziindung, dariiber hinaus einerseits zu einer nicht-signifikanten Reduktion
des Kollagengehalts, andererseits zu einer signifikanten Vermehrung von a-SMA
als Hinweis auf eine Vermehrung der Myofibroblastenmenge in der Stenose. Die
Intimafibrose der kleinen und mittleren Gefile als Hinweis auf einen
Strahlenschaden in der Stenose ist in beiden bestrahlten Gruppen deutlich
ausgepragt im Vergleich zur Kontrollgruppe. Im gesunden Gallengangsgewebe

zeigen 15 Gray im Gegensatz zu 30 Gray hingegen keine schiadigende Wirkung.

Schlussfolgerung: Innerhalb des BetaMod-Projektes konnen mehrere Teilziele

verwirklicht werden. Die Etablierung eines Tiermodells zur Induktion einer
fibrotischen Stenose im D. choledochus ist gelungen und kann zur Evaluation

neuer experimenteller Therapien genutzt werden. Erstmals wurde gezeigt, dass
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eine lokale LDR-Brachytherapie im Gallengang unter Verwendung eines klinisch
iblichen Kunststoffstents mit integrierter Phosphor-32 haltigen Folie praktikabel
und auch unter Strahlenschutz-Aspekten sicher durchfiihrbar ist. Die Ergebnisse
zeigen, dass eine LDR-Brachytherapie mit den in dieser Studie gewihlten Dosen
(15 und 30 Gray) in einer klinischen Studie nicht zu empfehlen ist. Wéhrend
30 Gray eindeutig gewebeschiddigend sind, sind aber bereits unter 15 Gray
schidigende Effekte nicht mehr zu sehen. Fiir kiinftige Studie sollte eine Dosis

unter 15 Gray untersucht werden.
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VIII. SUMMARY

“Investigation of the effects of B-particle—emitting stent assisted LDR-

brachytherapy on wound healing in a biliary restenosis pig model”

Introduction: Postinflammatory benign strictures of the biliary tract represent a
chronical treatment problem. Current methods of mechanical treatment like
endoscopic dilatation or stenting usually do not lead to the desired success. LDR-
brachytherapie with a special designed B-particle-emitting stent could offer a new
treatment approach for prevention of bile duct restenosis. In the present
exploratory animal study the dose-dependent influence of the LDR-brachytherapy
on wound healing is investigated. Prerequisites for the current study were to
establish a large animal model of benign bile duct stenosis by intraductal thermal
injury with endoscopic retrograde cholangiography and to develop an innovative

LDR-brachytherapy device.

Methods: On day O endoscopic retrograde cholangiography is performed in 42
pigs with a side-viewing endoscope (Olympus). A 10 F monopolar probe is
inserted in the D. choledochus and thermal injury is applied for inducing of a
benign stenosis. 8 of the first 12 animals cannot be included (perforation (n=4),
stent dislocation (n=2), death because of Cholangitis (n=2)). As a result, the
design is changed by reducing the HF-energy (20 W, 5 sec) and reducing the
number of endoscopies from 4 to 3. On the basis of this change the next 30
animals are investigated. On day 14 the stenosis is evaluated with a baseline
cholangiogram. Afterwards, ballondilatation of the stenosis is performed and a
special stent is inserted in a randomized, controlled and blinded fashion (3
groups= control group 0 Gray, LDR-dosis 15 and 30 Gray). The 30 Gray group
shows the toxic effect of radiation. The stent remains in the animal for 21 days.
On day 35 the development of restenosis is evaluated by cholangiography and the
bile duct is harvested and prepared for histological staining (HE, EvG, a-SMA).
Cholangiography and macroscopical analyses are documented and
histomorphometric (measuring the connective tissue) and histopathological
studies (fibrosis, kollagens, a-SMA, inflammation in connective tissue and
epithelia and radiation injury) are performed. The statistical evaluation of the

differences between the test groups is made by variance analysis (One way
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ANOVA) and specified with a post hoc-test.

Results: 18 animals need to be excluded from the per-protocol evaluation because
of perforation (n=7), stent dislocation (n=7) or death (n=4). Therefore 24 animals
are evaluated (3 groups n=8). On day 14 45.8 % of the animals have developed a
high-grade biliary stenosis and 45.8 % have developed an intermediate-grade
stenosis. The balloon dilatation followed by drainage causes a significant but not
complete reduction of the stenosis. The success of the dilatation is reduced by the
LDR-brachytherapy: under 15 Gray it is clearly but under 30 Gray only little
detectable. The extent of the remaining stenosis on day 35 tends to be higher in
the 30 Gray group, though it is neither influenced radiologically nor
macroscopically nor histomorphometrically by the brachytherapy. On day 35 in
the 30 Gray group fibrosis, collagen content, a-SMA and the density of the
inflammatory cells in the stenosis increased significantly compared to the control
group as an expression of radiation damage. The 15 Gray dose leads to a minor
increase of fibrosis and inflammation and to a non-significant reduction of the
collagen content as well as to a significant increase of a-SMA as an indication of
the increase of the quantity of myofibroblasts in the stenosis. The intimal fibrosis
of the smaller vessels indicating radiation damage is significantly more
pronounced in the stenosis in those two irradiated groups than in the control
group. 15 Gray unlike 30 Gray do not show any harmful effects in the healthy

tissue of the bile duct.

Conclusions: In this pilot study some subgoals can be achieved: An animal model
for induction of a fibrotic stenosis in D. choledochus could be established and can
now be used to evaluate new experimental therapies. For the first time a local
LDR-brachytherapy with an innovative application device consisting of a special
Phosphor-32-foil was performed successfully always observing the aspects of
radiation protection. The results show that brachytherapy with doses of 15 and
30 Gray cannot be recommended for a clinical study. 30 Gray definitely damage
the tissue, whereas damaging effects cannot be seen in the 15 Gray group. In

future studies a dose of less than 15 Gray should be investigated.
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XIII. BEZUGSQUELLENVERZEICHNIS

1.1.

1.2.

Narkosemittel

Azaperon (Stresnil®, 40 mg/ml) Janssen-Cilag GmbH

Ketaminhydrochlorid (Ketamin Inresa 10ml, 50 mg/ml) Inresa

Arzneimittel GmbH

Midazolamhydrochlorid (Midazolam-ratiopharm®, 5 mg/ml) ratiopharm
GmbH

Propofol (Propofol 2 %, MCT Fresenius, 20 mg/ml) Fresenius Kabi
Deutschland GmbH

Isofluran (Forene®) Abott GmbH & Co. KG

Sonstige Medikamente
Natriumchlorid (Isotone Kochsalzlosung 0,9 % Braun, 9 mg/ml) B.
Braun Melsungen AG

Fluorescein Alcon® 10 %, Alcon Pharma GmbH, 79108 Freiburg,
Deutschland

Kontrastmittel Iomeprol (Imeron®) Bracco Imaging Deutschland GmbH

Metamizol-Natrium-Monohydrat (Novaminsulfon-ratiopharm® 2,5,

0,5 g/ml) ratiopharm GmbH

Fentanylcitrat (Fentanyl®)-JANSSEN 0,5 mg, 50 ug/ml) JANSSEN
CILAG GmbH

Piritramid (Dipidolor 15 mg/2ml, 7,5 mg/ml) JANSSEN CILAG GmbH

Pancuroniumbromid (Pancuronium Inresa 4 mg/2ml, 2 mg/ml) Inresa

Arzneimitte] GmbH

Cefuroxim-Natrium (Cefuroxim Hikma 1500 mg Trockensubstanz)

Hikma Pharma GmbH

Dexamethasondihydrogenphosphat (Dexa-rathiopharm 40 mg

Injektionslosung
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1.3.

Kaliumchlorid, 1M-Kaliumchlorid-Losung, Baxter Deutschland GmbH,

UnterschleiBheim, Deutschland

Operationsmaterialien
Ethicon® Perma-Hand Seide, (1(4 Ph.Eur.), schwarz, geflochten, nicht

resorbierbar) Johnson-Johnson Intl.
Suprolene, (0 USP (3,5 metric), griin, nicht resorbierbar) Resorba

Venenverweilkaniile Introcan Safety®-W, Fa. B. Braun AG,
Melsungen, Deutschland

Endotrachealtuben

Riischelit® Super Safety Clear, 5.0-7.5, Riisch GmbH, 71394 Kernen,
Deutschland

Mallinckrodt® MLT Tube 5.0-7.5, Mallinckrodt Medical, Atlone,

Ireland

Einmalspritzen 100 Sterican®, div. Grofen, Fa. B. Braun AG,
Melsungen, Deutschland

diverse chirurgische Instrumente

Dreiwegehahn Diskofix®, C Pressure/ blau LL steril, Fa. B. Braun AG,

Melsungen, Deutschland

EKG Elektroden mit Gel Skintact®, Leonhard Lang GmbH, 6020

Innsbruck, Osterreich

Laryngoskop-Spatel MclIntosh, P.J.Dahlhausen & Co. GmbH, 50996
Koln, Deutschland

Laryngoskopgriff LED, , P.J.Dahlhausen & Co. GmbH, 50996 Koln,
Deutschland

Absaughandstiick Medi-Vac Yankauer Suction Handle REF KEX 80,
Cardinal Health, Inc.; Medizinisches Lager Klinikum GroBhadern

Absaugschlauch, Medi-Vac REF NEX 610, Cardinal Health, Inc.;
Medizinisches Lager Klinikum Grof3hadern
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1.4.

1.5.

Operationsgeriite
Erbe VIO 300D, Bipolar, Elektromedizin GmbH, Waldhornlestrasse 17,
72072 Tiibingen, Deutschland

Knickstabiler Fiihrungsdrat NITINOL®, MTW Endoskopie, 46476
Wesel, Deutschland

Inflator mit Manometer, 30 bar, 3-Wege Hochdruck-Hahn, MTW
Endoskopie, 46476 Wesel, Deutschland

Doppelpigtail-Endoprothese, Polyethylen, 8,5F, MTW Endoskopie,
46476 Wesel, Deutschland

Duodenoskop (Olympus TJF 160), Olympus Deutschland GmbH,
Medizinische Endoskopie, 20097 Hamburg, Deutschland

C-Bogen EXOSCOP 8000, Ziehm Imaging GmbH, 90451 Niirnberg,
Deutschland

OCT-System, Fa LightLab, St. Paul, MN 55117, USA

probe-based Confocal Laser Endomicroscopy Cellvisio®, Fa. Mauna

Kea Technologie, 75010 Paris, Frankreich

Pulsoxymeter Ohmeda BIOX 3700e, Louisville, CO, USA

Chemikalien und Reagenzien

Roti-Histol, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Ethanol, alle Alkohole werden in der Hausapotheke der Ludwig-

Maximilians-Universitdt/Innenstadt hergestellt

Hiamalaunlosung, Hausapotheke der Ludwig-Maximilians-

Universitit/Innenstadt
Eosin Farblosung, Sigma-Adrich Chemie GmbH, Steinheim
Resorcin-Fuchsin nach Weigert, Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe

HCI1 Alkohol (Ethanol 70 % + 1Tr. HCIl), Alkohol s.o. / HC1 Merck
KGaA 69271 Darmstadt

Eisenhiamatoxylin (Lsg. A+B), Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe
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1.6.

1.7.

1.8.

Van Gieson Pikrofuchsin, Morphisto GmbH 60314 Frankfurt am Main

Immunhistologie
Mikrowelle 750W Target Retrieval Solution, Firma Dako,
Cat.No.S1699

Protein Block, Firma Dako, Cat.No.X0909

DAB+ Chromogen, Firma Dako, Cat.No. K3467

Hematoxylin Gill’s Formula, (Firma Vector, Cat.No.H-3401)

Kaisers Glyceringelatine, Firma Merck, Cat.No.1.09242.0100
Laborverbrauchsmaterialien

Klingen A35 und N35, Firma Feather bezogen iiber die Firma pfm AG,
50996 Ko6ln, Deutschland

Objekttriger Superfrost plus OT, Menzel GmbH & Co. KG, 38116

Braunschweig, Deutschland
Deckgliser, Menzel GmbH & Co. KG, 38116 Braunschweig, Deutschland

Einbettkassetten, Menzel GmbH & Co. KG, 38116 Braunschweig,
Deutschland

Paraffin Paraplast Plus, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Scalpell Feather Disposable Scalpel, Firma Feather bezogen iiber die
Firma pfm AG, 50996 K&ln, Deutschland

Kisten fiir OT 222x171x33 100St./Kasten, Carl Roth GmbH & Co. KG,

Karlsruhe, Deutschland

Laborgerite — GroBigeriite

AusgieBstation EG 1160, Firma Leica, 35578 Wetzler, Deutschland

Einbettautomat Hypercenter XP, Firma Shadon, jetzt Firma Fisha
Scientific GmbH, 58239 Schwerte, Deutschland

Firbeautomat Histolab Products Combined Slide Stainer 4009, Firma
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1.9.

Vogel GmbH & Co. KG, 35396 Giellen, Deutschland

Microtom, Leica 2035 Jung Biokutt, Firma Leica Mikroskopsystem
GmbH, Nusslich, Deutschland

Wasserbad HI 1210, Firma Leica, 35578 Wetzler, Deutschland

Leica Mikroskop DM IRBE, Fa. Leica Microsystems, 35578 Wetzlar,
Deutschland

Sonstiges
Fresubin®Original, Schokolade, Fresenius Kabi Deutschland GmbH,
61346 Bad Homburg v.d.H., Deutschland

Schweinepelettfutter ssniff, ssniff Spezialititen GmbH, 59494 Soest,
Deutschland

Vermessungsprogramm, freeware, Datinf®measrure, DatIlnf GmbH,

Tiibingen
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XIV. ANHANG

1. Detaillierte Auflistung der Tiere

Tiernummer Gray Stenoseinduktion Daten der Untersuchung per Protokoll ;iChtk . Per | Anmerkung
TOtOKO!

P 101 0 2x60W;20 sec 22.09.08 nicht per | verstorben; Ursache
Protokoll unklar

P 102 30 2x60W;20 sec 22.09.08 nicht per | verstorben;
Protokoll Perforation

P 103 15 2x60W;20 sec 23.09.08 nicht per | verstorben;
Protokoll Perforation

23.09.08
P 104 0 2x60W;20 sec 07.10.08 per Protokoll
16.10.08
27.10.08

23.09.08
P 105 30 2x60W;20 sec 06.10.08 per Protokoll
16.10.08
28.10.08

24.09.08
P 106 15 2x40W;20 sec 07.10.08 per Protokoll
16.10.08
28.10.08

24.11.08
P 107 30 2x40W;20 sec 09.12.08
16.12.08
08.01.09

nicht per | Liegedauer nicht
Protokoll eingehalten

24.11.08
P 108 15 2x40W;20 sec 09.12.08
16.12.08
23.12.08

nicht per | Euthanasie;
Protokoll Ikterus/Kachexie

P 109 0 2x40W;20 sec 24.11.08 nicht per | Euthanasie;
25.11.08 Protokoll Perforation

25.11.08
08.12.08 nicht per | Liegedauer nicht

15.12.08 Protokoll eingehalten
07.01.09

P 110 0 2x30W;20 sec

P11l 30 2x30W;20 sec 25.11.08 nicht per | Euthanasie; Ursache
Protokoll unklar

25.11.08
P 112 15 2x30W;20 sec 08.12.08 per Protokoll
15.12.08
07.01.09

23.03.09
W 101 0 2x20W;5 sec 06.04.09 per Protokoll
20.04.09
11.05.09

23.03.09
06.04.09
27.04.09

W 102 30 2x20W;5 sec per Protokoll

23.03.09
06.04.09
27.04.09

W 103 15 2x20W;5 sec per Protokoll

W 104 30 2x20W;5 sec 25.05.09 nicht per | Euthanasie;
08.06.09 Protokoll Perforation

25.05.09 nicht per | Liegedauer nicht
08.06.09 Protokoll eingehalten
29.06.09

W 105 15 2x20W:5 sec

25.05.09

W 106 0 2x20W;5 sec per Protokoll
08.06.09

29.06.09

25.05.09
W 107 0 2x20W;5 sec 08.06.09 per Protokoll

29.06.09

26.05.06 nicht per | verstorben; Ikterus,
09.06.09 Protokoll Cholangitis
22.06.09

W 108 30 2x20W;5 sec

26.05.09 nicht per | Euthanasie;

oY 10 15 2x20W:5 sec 09.06.09 Protokoll Perforation
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Tiernummer

Stenoseinduktion

Daten der Untersuchung

per Protokoll

nicht
Protokoll

per

Anmerkung

W 110

2x20W:5 sec

21.09.09

05.10.09

28.10.09

per Protokoll

W11l

2x20W:5 sec

21.09.09

05.10.09

28.10.09

per Protokoll

W 112

2x20W;5 sec

21.09.09

05.10.09

28.10.09

per Protokoll

W 113

30

2x20W;5 sec

21.09.09

05.10.09

26.10.09

per Protokoll

W 114

30

2x20W:5 sec

21.09.09

05.10.09

26.10.09

per Protokoll

W 115

2x20W;5 sec

22.09.09

05.10.09

26.10.09

per Protokoll

W 116

2x20W;5 sec

22.09.09

06.10.09/15.10.09

27.10.09

per Protokoll

W 117

2x20W:5 sec

22.09.09

06.10.09

27.10.09

per Protokoll

W 118

30

2x20W;5 sec

22.09.09

06.10.09

27.10.09

per Protokoll

W 119

2x20W:5 sec

09.11.09

23.11.09

14.12.09

per Protokoll

W 120

30

2x20W:5 sec

09.11.09

23.11.09

14.12.09

per Protokoll

W 121

2x20W;5 sec

09.11.09

23.11.09/30.11.09

14.12.09

nicht
Protokoll

per

Liegedauer
eingehalten

nicht

W 122

2x20W;5 sec

10.11.09/16.11.09

30.11.09

18.12.09

per Protokoll

W 123

30

2x20W;5 sec

10.11.09

nicht
Protokoll

Euthanasie;
Perforation

W 124

2x20W:5 sec

16.11.09

30.11.09

18.12.09

nicht
Protokoll

Liegedauer
eingehalten

nicht

W 125

2x20W;5 sec

18.01.10

01.02.10

22.02.10

per Protokoll

W 126

30

2x20W;5 sec

18.01.10/19.01.10

01.02.10

22.02.10

per Protokoll

W 127

2x20W;5 sec

18.01.10

01.02.10/05.02.10

22.02.10

nicht
Protokoll

Liegedauer
eingehalten

nicht

W 128

30

2x20W:5 sec

18.01.10

23.01.10

nicht
Protokoll

per

Euthanasie;
Peritonitis

W 129

30

2x20W;5 sec

19.01.10

02.02.10/08.02.10

23.02.10

nicht
Protokoll

per

Liegedauer
eingehalten

nicht

W 130

30

2x20W;5 sec

19.01.10

02.02.10/08.02.10

23.02.10

per Protokoll

Tabelle 27: Ubersichtstabelle aller im Versuch eingesetzten Tiere.




Anhang 167

2. Daten der radiologischen Auswertung

Die folgenden drei Tabellen zeigen die Daten der radiologischen Auswertung

aufgeteilt in die drei Operationstage.

Qual
Tiernummer | Radioaktivitat | Massstab | Dist. | Heater | Prox. | Stenosegrad
P104 0 13,2| 5,4 2,5 3,1 keine
wio01 0 13,2 | 10,7 10,1 | 12,5 keine
W106 0 13,2 | 5,5 5,5 4,8 keine
W107 0 13,2 6,1 6,5 6,5 keine
Wwiiil 0 50,0 3,3 3,4 3,7 keine
w112 0 13,2 | 6,6 5,6 6,2 keine
w122 0 50,0 | 6,2 6,4 5,9 keine
W125 0 13,2 | 5,2 5,4 4,6 keine
P106 15 13,2 | 8,0 7,5 7,8 keine
P112 15 50,0 8,3 6,4 7,3 keine
w103 15 50,0 | 6,4 5,5 5,3 keine
W110 15 13,2 8,1 6,4 6,6 keine
w115 15 13,2 | 6,1 6,7 5,9 keine
W116 15 13,2 | 5,6 6,9 5,9 keine
w117 15 13,2 | 4,7 51 51 keine
W119 15 13,2 6,9 7,5 7,8 keine
P105 30 50,0 | 7,8 10,0 9,2 keine
W102 30 50,0| 4,4 4,9 5,4 keine
w113 30 50,0 | 5,3 3,5 4,9 keine
w114 30 13,2 | 4,5 5,2 5,4 keine
w118 30 13,2 | 5,7 6,3 5,5 keine
W120 30 13,2 7,4 7,6 4,5 keine
W126 30 50,0 | 7,9 6,4 6,8 keine
W130 30 13,2| 6,9 6,4 6,3 keine

Tabelle 28: Tag 0: Messdaten der radiologischen Auswertung. MafBistab= Fiihrungsdraht
oder Endoskop; Dist: Diameter ca. 1 cm distal der Stenose in mm, Heater: Messung in der
Heaterposition vor Hitzeapplikation Diameter in mm, prox: Diameter ca. 1 cm proximal der
Stenose in mm
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Mass- Stenose- % Qual.

Tiern. | R stab | Dist. | Stenose | Prox. lange Stenose | Stenosegr. | Score
P104 | O 13,2 13,8 2,1 12,1 18,7 0,83 mittel 2,0
w101 | O 13,2 9,4 3,9 | 14,0 2,9 0,72 gering 1,0
W106 | O 13,2 7,5 1,5| 22,4 7,5 0,93 hoch 3,0
W107 | O 13,2 6,0 1,3 19,6 4,0 0,93 hoch 3,0
W1i1i1 | O 13,2 | 6,2 0,6 | 10,8 4,3 0,95 hoch 3,0
Wi1i2 | 0 13,2| 6,5 2,2 | 10,5 1,1 0,79 mittel 2,0
w122 | 0 13,2| 6,4 1,4 7,2 1,7 0,80 mittel 2,0
W125 | 0 13,2 | 6,2 1,3 | 16,9 4,2 0,92 hoch 3,0
P106 | 15| 13,2 | 14,4 1,3 | 16,6 4,2 0,92 hoch 3,0
P112 | 15| 13,2 | 12,2 2,3 18,3 3,7 0,87 mittel 2,0
w103 | 15| 13,2 | 6,8 2,71 19,6 2,1 0,86 mittel 2,0
w110 | 15| 13,2 | 5,9 1,8 7,4 1,7 0,76 mittel 2,0
w115 | 15| 13,2 | 10,7 1,4 13,1 1,7 0,89 mittel 2,0
wiieée | 15| 13,2 7,1 1,1 7,1 1,7 0,85 mittel 2,0
w117 15| 13,2 | 6,4 1,3 27,2 3,0 0,95 hoch 3,0
w119 | 15| 13,2 | 11,0 1,5| 36,8 1,0 0,96 hoch 3,0
P105 | 30| 13,2 | 10,1 4,1 19,8 5,4 0,79 mittel 2,0
w102 | 30| 13,2 | 0,0 0,0| 18,6 3,6 1,00 hoch 3,0
w113 | 30| 13,2 | 7,5 26| 12,5 1,2 0,79 mittel 2,0
w114 | 30| 13,2 | 5,8 0,0 | 19,7 5,8 1,00 hoch 3,0
w118 30| 13,2 10,1 2,3 15,6 9,6 0,85 mittel 2,0
W120 30| 13,2| 6,4 0,6 | 11,6 5,5 0,95 hoch 3,0
W126 30| 13,2 | 9,7 5,2 8,9 1,1 0,42 keine 0,0
W130 | 30| 13,2 | 5,6 0,0 | 14,3 1,00 hoch 3,0

Tabelle 29: Tag 14: Messdaten der radiologischen Auswertung. R= Radioaktivitit;
MaBstab= Fiihrungsdraht oder Endoskop; Dist: Diameter ca. 1 cm distal der Stenose in mm,
Stenose: Diameter der Stenose in mm, prox: Diameter ca. 1 cm proximal der Stenose in mm ;
Stenoselénge in mm, % Stenose= 1-(Stenose/Prox.) Score= <= (,5: keine Stenose: Score 0; >=
0,5: geringgradig: Score 1; >= 0,75: mittelgradig: Score 2; >= 0,9:hochgradig: Score 3
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Mass- Stenose- % Qual.

Tiern | R stab | Dist | Stenose | Prox lange Stenose | Stenosegrad | Score
P104 | O 13,2| 6,6 1,9 7,5 16,6 0,75 mittel 2,0
w101 | O 13,2| 9,5 4,7 | 17,8 3,2 0,74 gering 1,0
W106 | O 13,2| 5,3 1,9 15,0 5,6 0,87 mittel 2,0
W107 | O 13,2 5,5 2,4 6,6 6,4 0,64 gering 1,0
Wili1l (O 13,2 | 6,8 53| 15,0 1,3 0,65 gering 1,0
Wi1i2 | 0 13,2| 7,8 36| 6,5 4,8 0,44 keine 0,0
w122 | 0 13,2 | 9,2 3,1| 14,7 2,9 0,79 mittel 2,0
W125 | 0 13,2 | 5,3 2,3|11,6 4,0 0,80 mittel 2,0
P106 | 15 13,2 4,2 | 15,7 7,2 0,73 gering 1,0
P112 | 15 13,2 12,4 2,1 15,8 5,7 0,87 mittel 2,0
w103 | 15| 13,2 | 9,5 3,0 | 15,3 1,4 0,80 mittel 2,0
w110 | 15| 13,2 5,5 1,3 8,4 3,2 0,85 mittel 2,0
w115 | 15| 13,2 8,0 3,9 20,2 1,3 0,81 mittel 2,0
w116 | 15| 13,2 | 6,1 1,7 110,0 1,3 0,83 mittel 2,0
W117 | 15| 13,2| 4,5 3,5| 19,4 1,4| 0,82 mittel 2,0
w119 | 15| 13,2 | 9,8 1,8 16,3 6,6 0,89 mittel 2,0
P105 | 30 1,7 9,2 1,8 | 14,8 12,2 0,88 mittel 2,0
W102 | 30| 13,2 | 8,6 1,3112,9 4,2 0,90 mittel 2,0
Wi113 | 30| 13,2 (12,0 2,5| 6,3 1,2 0,60 gering 1,0
Wi114 30| 13,2 | 6,9 1,122,0 5,9 0,95 hoch 3,0
W118 | 30 13,2 7,7 3,2112,4 0,74 gering 1,0
W120 | 30| 13,2| 5,2 1,8 11,0 6,7 0,84 mittel 2,0
W126 | 30| 13,2 10,2 5,7 | 10,7 1,8 0,47 keine 0,0
W130 | 30| 13,2 | 6,2 0,0| 0,0 1,00 hoch 3,0

Tabelle 30: Messdaten der radiologischen Auswertung. R= Radioaktivitit; MaBstab=
Fiihrungsdraht oder Endoskop; Dist: Diameter ca. 1 cm distal der Stenose in mm, Stenose:
Diameter der Stenose in mm, prox: Diameter ca. 1 cm proximal der Stenose in mm ;
Stenoselénge in mm, % Stenose= 1-(Stenose/Prox.) Score= <= (,5: keine Stenose: Score 0; >=
0,5: geringgradig: Score 1; >= 0,75: mittelgradig: Score 2; >= 0,9:hochgradig: Score 3
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Die folgende Tabelle beschreibt die Verdnderung der Stenose von Tag 14 zu Tag

35.

Tiernummer | Radioaktivitat | A Stenose mm | A % Stenose | A Stenosegrad
P104 0 -0,22 -0,08 0
wio01 0 0,80 0,01 0
W106 0 0,40 -0,06 -1
W107 0 1,10 -0,30 -2
Wwii1 0 4,73 -0,30 -2
w112 0 1,43 -0,35 -2
w122 0 1,65 -0,01 0
W125 0 0,98 -0,12 -1
P106 15 2,86 -0,19 -2
P112 15 -0,22 -0,01 0
W103 15 0,30 -0,06 0
W110 15 -0,50 0,09 0
w115 15 2,42 -0,08 0
Wi116 15 0,60 -0,02 0
W117 15 2,20 -0,13 -1
w119 15 0,30 -0,07 -1
P105 30 -2,27 0,08 0
w102 30 1,30 -0,10 -1
w113 30 -0,11 -0,19 -1
w114 30 1,10 -0,05 0
w118 30 0,90 -0,11 -1
W120 30 1,21 -0,11 -1
W126 30 0,50 0,05 0
W130 30 0,00 0,00 0

Tabelle 31: Verinderung der Stenose von Tag 14 zu Tag 35
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3. Daten der makroskopischen Auswertung
Tiernummer R Linge Dist. S-ID S-OD S- Prox. Stenose % Qual. Score
Stenose- Léinge Stenosegrad

P104 0| 223 )|103,45104)| 3,1 |17,8| 0,75 gering 1
w101 | 0 | 25,8 [ 13,6 | 4,9 | 14,3| 4,8 | 19,7 | 0,75 | mittel | 2
W106 0| 41,1 123 |3,0| 9,0 4,4 | 28,5| 0,89 mittel 2
W107 020997 23108 78 |17,6| 0,87 mittel 2
w111 0| 50,2 |139,39|134)| 2,7 |29,1| 0,87 mittel 2
W112 0245 (229,28 94| 92 |14,1| 0,80 mittel 2
w122 O | 288 70 (35| 9,3 2,4 |10,5| 0,67 gering 1
w125 | 0 | 23,8 [ 10,0 4,6 | 11,3 3,7 | 18,7 | 0,75 | mittel | 2
P106 15| 9,6 10,7 | 4,4 | 12,0 | 11,0 | 23,5 | 0,81 mittel 2
P112 15| 9,9 11,2 3,5 8,9 6,9 | 31,0 | 0,89 mittel 2
W103 15| 4,9 106 |12,3| 64 | 44 |18,8| 0,88 mittel 2
W110 15| 26,1 (11,0| 2,3 | 8,2 4,2 | 12,3 | 0,81 mittel 2
W115 15| 38,8 /10,858 11,8 4,0 (11,0 0,47 keine 0
w116 |15 38,4 | 8,1 3,1 9,1 | 6,8 | 24,7 | 0,87 | mittel | 2
w117z |15 439 | 7,8 [2,8]10,1] 1,9 [18,2] 0,85 | mittel | 2
W119 15| 43,6 (13,1 3,2 (11,6 | 59 |13,1| 0,76 mittel 2
P105 30| 18,1 | 6,1 | 2,5]| 6,8 8,6 | 25,5| 0,90 hoch 3
W102 30| 7,8 11,1)3,1 9,3 | 15,5|28,0| 0,89 mittel 2
w113 (|30 26,4 [175[2,4] 9,7 [ 11,2]17,9] 0,87 | mittel | 2
W1i1i4 30| 33,5 |11,51,2| 6,9 88 |21,5| 0,94 hoch 3
w118 |30 40,5 [11,1[3,1[11,7] 4,8 [20,0] 0,85 | mittel | 2
W120 30| 30,9 | 16,8 2,7 12,7 | 11,1 22,6| 0,88 mittel 2
W126 30| 34,0 | 23,2 |5,8|21,2| 3,7 |19,7| 0,70 gering 1
W130 30| 34,6 | 7,1 |1,5] 5.2 3,7 1 20,1| 0,93 hoch 3

Tabelle 32: makroskopische Auswertung Tag 35: R= Radioaktivitit; Dist: Breite ca. 1 cm
distal der Stenose in mm, S-ID= innere Breite der Stenose in mm; S-OD: duflere Breite der
Stenose in mm, prox: Breite ca. 1 cm proximal der Stenose in mm; S-Linge= Stenoseléinge in
mm, % Stenose= 1-(Stenose/Prox.), Score= <= 0,5: keine Stenose: Score 0; >= 0,5:
geringgradig: Score 1; >= 0,75: mittelgradig: Score 2; >= 0,9:hochgradig: Score 3
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