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Vorwort

Die vorliegende Dissertation ist im Rahmen meiner Tétigkeit als wissenschaftlicher Mitarbei-
ter am Institut fiir Angewandte Medizintechnik (AME) der RWTH Aachen und der Klinik
fiir Diagnostische und Interventionelle Radiologie der Uniklinik RWTH Aachen entstanden.
Von Seiten der Fakultét fiir Elektrotechnik wurde sie durch das Institut fiir Hochspannungs-
technik (IFHT) der RWTH Aachen betreut. Durch das interdisziplindre Umfeld verfolgt die
Arbeit den Anspruch, sowohl fiir Experten der Medizin wie auch der Ingenieurwissenschaften
verstandlich zu sein. Fachtermini beider Disziplinen sind daher mit einem Pfeil (=) gekenn-

zeichnet und im Glossar ab Seite 131 erklart.

Waéhrend meiner Zeit als wissenschaftlicher Mitarbeiter haben mir sehr viele Menschen aus
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nicht zuletzt die gemeinsame Arbeit bin ich allen sehr dankbar! Einige Personen méchte ich
besonders hervorheben:

Allen voran Herrn apl. Prof. Dr. rer. nat. Dipl.-Ing. Martin Baumann, MME, der seit Be-
treuung meiner Diplomarbeit im Jahr 2009 unentwegt an mich geglaubt und meine Arbeit
unterstiitzt hat. Durch seine besonders wertschitzende Art hat er fiir seine ganze Arbeits-
gruppe eine perfekte Arbeitsatmosphére geschaffen, wie sie sonst nur selten anzutreffen ist.
Von der inhaltlichen Betreuung bis zur Unterstiitzung aller meiner Projekte und Weiterbil-
dungen abseits der Dissertation war er stets ansprechbar und stand immer mit Rat und Tat
zur Seite. Mein besonderer Dank gilt aulerdem Herrn Univ.-Prof. Dr.-Ing. Armin Schnettler,
der mir die Promotion in der Fakultidt meines urspriinglichen Studienfachs ermdglicht hat. Von
seiner Betreuungszusage im ersten Gespréch iiber die Unterstiitzung einer Konferenzreise, die
mir iiberhaupt erst den Austausch mit der sehr spezifischen Fachcommunity eréffnet hat, bis
hin zur Promotionspriifung hat er trotz seines angespannten Zeitplans diese Arbeit umfas-
send betreut. Frau Univ.-Prof. Dr.-Ing. Dorit Merhof, Herr Univ.-Prof. Dr. rer. nat. Michael
Vorldnder und Prof. em. Dr. rer. nat. Giinther Rau haben sich sofort fiir die Promotionskom-
mission bereit erkldrt und somit einen organisatorisch einfachen Ablauf ermoglicht. Auch hier
verliefen alle im Vorfeld gefiihrten Gespréiche mit hohem Interesse und hoher Motivation, was
mir fiir die miindliche Priifung viele Angste nahm. Fiir das Interesse an meiner Arbeit und die
Erfahrung, dass sogar Priifungen Spal machen kénnen, bin ich allen genannten Professoren
sehr dankbar!

Von Seiten der Radiologie habe ich bei allen Fragen jede erdenkliche Unterstiitzung erhal-
ten: Ich danke allen voran Herrn PD Dr. med. Philipp Bruners sowie Herrn PD Dr. med.
Peter Isfort und Herrn Univ.-Prof. Dr. med. Andreas H. Mahnken, MBA, MME, die das



Projekt von medizinischer Seite begleitet haben. Mein besonderer Dank gilt Frau Univ.-Prof.
Dr. med. Christine Kuhl, die meine Forschungsarbeit auch nach meiner Zeit am AME weiter
unterstiitzt hat. Dank der weitreichenden Erfahrungen von Herrn Joachim Pfeffer konnten
Prototypen iiberhaupt erst Realitéit werden und dank Herrn Federico Pedersoli wurden diese
erfolgreich im Tierversuch evaluiert.

Am AME bin ich Herrn Univ.-Prof. Dr. med. Thomas Schmitz-Rode fiir die Moglichkeit an
seinem Institut arbeiten, lehren und promovieren zu diirfen sehr dankbar! Zu einer idealen
Arbeitsatmosphére gehoren natiirlich auch gute Kollegen, und mein ganz besonderer Dank
gilt hier Frau Dr. rer. nat. loana Slabu und Herrn Ulrich Engelmann, die mich beide bis heute
immer zur rechten Zeit mit Hilfbereitschaft, Besonnenheit und Verstindnis unterstiitzen, und
nicht zuletzt auch fiir ein aktives soziales miteinander sorgen. Fachlich und Inhaltlich hatte ich
das Gliick von vielen guten und interdisziplindren Abschlussarbeiten profitieren zu koénnen:
Miriam Menzel, Pierre Aldag, Karolina Kulas, Hannah Meyer, Katharina Kolvenbach, Max
Orth, Johann Liitticke, Ahmed El Mahmoudi und Jula Schmitz.

Bei aller Freude iiber die Arbeitsatmosphire ist der Weg durch das Studium bis hin zum
erfolgreichen Abschluss einer Dissertation kaum ohne eine Familie, die einem jederzeit den
Riicken stirkt, zu bewéltigen: Meine Eltern haben mafigeblich zum gelingen dieser Leistung
beigetragen, und dafiir bin ich ganz besonders dankbar! Abschlieflen freue ich mich iiber eine

verstdndnisvolle Freundin, die mir immer die notige Zeit und Ruhe gegeben hat.

Aachen im August 2017

Andreas Ritter

E-Mail: andreas.ritter@rwth-aachen.de
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Kurzfassung

Mit dem aus der Zellbiologie stammenden Verfahren der Elektroporation (EP) kénnen im
menschlichen Gewebe prézise definierte Volumina irreversibel zerstort oder reversibel zur ge-
steigerten Pharmakaaufnahme verindert werden. Darauf basierend wurden fiir die klinische
Anwendung die tumortherapeutischen Verfahren Elektrochemotherapie (ECT) und Irrever-
sible Elektroporation (IRE) entwickelt. Beide sind nicht-thermische und zugleich minimal-
invasive Verfahren; sie stellen fiir Patienten, bei denen eine chirurgische Tumorresektion aus-
geschlossen oder die systemische Therapie zu belastend ist, eine aussichtsreiche Behandlungs-
alternative dar. Fiir auf EP basierende klinische Verfahren werden im ps-Takt gepulste elektri-
sche Felder mit Feldstarken bis zu mehreren % in unregelméBig geformten Tumorgeometrien
von typischerweise mehreren cm® Volumen generiert. Dafiir werden Platten- oder Nadelelek-
troden am oder im Tumorgewebe platziert.

In dieser Arbeit werden erstmals alle relevanten Komponenten (Feldwirkung auf Zell- und Ge-
webeebene, Elektrodendesign, HV-Pulserzeugung und klinischer Workflow) fiir die patienten-
individuelle Anwendung der IRE und ECT integriert. Es werden verschiedene in-vitro-Modelle
entwickelt, mit denen gezeigt wird, dass - entgegen der gidngigen Literaturdarstellung - nicht
nur Feldstérke und Pulsdauer, sondern auch Zelltyp und Stromfluss einen signifikanten Einfluss
auf die Wirkung der EP haben. Weiterhin wird eine dreidimensionale, multipolare Elektro-
denkonfiguration entwickelt und konstruiert, mit der kiinftig eine Kombinationstherapie aus
IRE und ECT interstitiell an Lebertumoren angewendet werden kann. Mittels Computersimu-
lationen wird die Feldverteilung vorab auf den Tumor des Patienten individuell abgestimmt.
Dadurch kénnen moglichst viele gesunde Gewebebereiche erhalten bleiben, und gleichzeitig
alle Tumorzellen abgetttet werden. Dies steigert die Effektivitéit des Verfahrens und fiithrt fiir
den Patienten zu einer geringeren Belastungen.

Die Simulation der elektrischen Feldverteilung und die objektive Bewertung der Feldwirkung
im Gewebe anhand eines programmiertechnisch umgesetzten Giitemodells sind zentrale Be-
standteile des konzipierten klinischen Workflows. Der Literaturstand der elektrischen Gewebe-
eigenschaften, deren Kenntnis fiir die korrekte Berechnung der Feldverteilung notwendig ist,
wird dabei beriicksichtigt und problematisiert. Um Versuchsreihen am Gewebe- und Tiermo-
dell mit kontrollierten Pulsprotokollen durchfithren zu kénnen und dabei gleichzeitig die bei
der humanen Anwendung der IRE geforderte EKG-Synchronisation zu gewéhrleisten, wird ein
fiir Forschungszwecke prototypischer Elektroporator, bestehend aus Hochspannungsschaltung,
EKG-Analyse und Benutzerinterface, entwickelt.

Sowohl die vorliegenden Ergebnisse der Grundlagenforschung als auch die entwickelten Proto-
typen stoflen bei Fachkonferenzen auf grofles Interesse. Aus der Sicht der Ingenieurwissenschaf-
ten ist die Machbarkeit dieser Therapieform mit den vorliegenden Ergebnissen nachgewiesen.
Der voll funktionale Prototyp stellt dem Mediziner das Werkzeug zur Verfiigung, die geplante

Kombinationstherapie in vivo am Tumormodell zu erproben.
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Abstract

With about 220000 cancer-related deaths per year, malignant tumors are the second most
common cause of death in Germany. In case of operability, surgical resection of the primary
tumor and its metastases is the treatment of choice, but this option is only available for a
minority of patients because of tumor spread and/or comorbidities.

As an alternative to chemotherapy, various minimally invasive endovascular and percuta-
neous tumor treatments have gained clinical acceptance. Widespread treatments are percuta-
noeus thermal ablation procedures like radiofrequency ablation (RFA) or microwave ablation
(MWA), both using different technologies to apply heat to destroy the tumor.

Irreversible electroporation (IRE) and electrochemotherapy (ECT) are two new, innovative
electroporation-based minimally-invasive therapies for the treatment of cancer. Combining
non-thermal properties of IRE with local application of chemotherapy, ECT is an established
treatment modality for superficial malignancies of the skin. Since the application of ECT in
solid organs is a promising approach, this dissertation describes the development of a proto-
type applicator for ECT in solid organs.

For a better understanding of the effects described above, an in vitro model for the medical
application of IRE has been developed. Multiple studies made with this model provide infor-
mation about the required amount of electric field strength to ensure absolute cell death in
correlation to different cell lines.

Using CAD design and FEM computer simulations, a complete new needle-shaped multipolar
probe with telescopic electrodes for percutaneous image-guided IRE as well as ECT in solid
organs has been developed. A fully functional prototype of the applicator contains four ex-
pandable hollow electrodes in a semicircular configuration used for both: interstitial injection
of the chemotherapeutic agent and generation of the electric field.

With the prototype it is possible to place five independent electrodes doing a single stitch
only, which has major advantages for IRE (time of the intervention, accuracy, risk of needle
tract seeding). Results of the first in vivo trials show an excellent accordance of simulated and
measured ablation volumes. The promising results for ECT legitimate the redesign of an mul-
tipole electroporation system to vary tumor coverage per software, even after the electrodes
were positioned. The prototype already covers this concept and a hard- and software design
for this purpose is also included in this dissertation.

To rate the direct effects, a Q factor model with weighting coefficients has been developed
to optimize the geometric and electric parameters dispassionately. In clinical applications,
this will enable the physician to adapt the desired ablation zone to the patient individual 3D
tumor geometry. It is also possible, that an electroporator will correct small deviations in the
intended location of each electrode, by adapting the potential of all electrodes individually.
To conclude, an integrated workflow for a case-specific clinical application has been designed:

Patient-customized electroporation therapy (PACET).
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1 Einleitung

Zu Beginn werden der Stand des Wissens, die hinter dieser Arbeit stehende Motivation und
die Zielsetzung dargelegt. Die abschliefende Struktur erldutert den roten Faden der Arbeit,
indem die einzelnen Kapitel als Teilprojekte der Zielsetzung eingeordnet werden. Fachtermini

sind mit einem Pfeil gekennzeichnet (=) und im Glossar ab Seite 131 erklirt.

1.1 Tumortherapie und Elektroporation

Im Jahr 2012 sind allein in Deutschland 477.950 Menschen neu an Krebs erkrankt. Die Be-
zeichnung Krebs ist ein Sammelbegriff fiir die Gruppe der malignen (bdsartigen) Tumorer-
krankungen. Thr gemeinsames Merkmal ist das unkontrollierte Wachstum von Tumorzellen,
die gesundes Gewebe verdringen und zerstoren kénnen [RKI15].

Mit 220.923 Krebstoten im Jahr 2012 sind maligne Tumoren die zweith&dufigste Todesursache.
Aufgrund der Anderung der demographischen Verhltnisse wird bis 2050 mit einem Anstieg der
Privalenz von Krebserkrankungen um ca. 30 % gerechnet [RKI15]. Das Thema Tumorthera-
pie ist daher nicht nur aktuell, sondern auch durch signifikant steigende Fallzahlen, verbunden
mit Grenzen und Nebenwirkungen der aktuellen Behandlungsmethoden, gesellschaftspolitisch
relevanter denn je. Aktuelle Forschungen versuchen sich dem Thema von biologischer (z.B.
passives Drug Targeting duch zytotoxisch wirksame humane Enzyme) und technischer Seite
(z. B. Radiofrequenzablation, Elektroporation oder aktives Drug Targeting durch magneti-
sche Nanopartikel [Slal5]) anzunehmen. Ein weites, interdisziplindres Forschungsgebiet ist die

tumortherapeutische Anwendung der Elektroporation, in dem diese Arbeit angesiedelt ist.

1.1.1 Klassische Methoden der Tumortherapie

Wird ein Patient mit einer positiven' Krebsdiagnose konfrontiert, gilt es die bestmdgliche
Behandlungsstrategie — bevorzugt eine =kausale Therapie, d. h. das bosartige Gewebe, den
=malignen Tumor, komplett zu téten oder komplett zu entfernen — zu finden:

Die chirurgische =Resektion ist bei malignen Tumoren das Behandlungsverfahren der Wahl,
sofern der Primartumor auf diese Weise vollsténdig entfernt werden kann und der Patient sich
in einem operablen Zustand befindet. Dies ist nur bei einer Minderheit der Patienten der Fall,
beispielsweise weil sich bereits zu viele ==Metastasen gebildet haben.

Die systemische Chemotherapie ist die zweite Sdule der Tumortherapie. Durch die aktuell ein-

gesetzten Chemotherapeutika konnten in den letzten Jahren wichtige Fortschritte im Hinblick

! Eine ,,positive* Diagnose in der Medizin ist meist nicht positiv fiir den Patienten: Dieser Terminus bringt
vielmehr zum Ausdruck, dass ein Befund — hier die Identifikation eines Krebstumors — vorliegt.



1 FEinleitung

auf das krankheitsfreie Uberleben und das Gesamtiiberleben der Betroffenen erzielt werden.
Trotzdem bleibt dieser Ansatz meist nur eine lebensverléngernde bzw. symptomlindernde Maf3-
nahme (Symptomatische Therapie), mit entsprechenden Nebenwirkungen und Einschrinkung
der Lebensqualitét [Cat11].

Der Vollstindigkeit halber sei ebenfalls die Strahlentherapie als dritte Séule genannt [Lil4al,

die aber im Kontext dieser Arbeit nicht relevant ist.

1.1.2 Minimal-invasive Techniken der lokalen Tumortherapie

Fine neue, vierte Sdule der lokalen Tumorbehandlung stellen minimal-invasive Techniken
(=MIC) dar, die derzeit deutlich an Bedeutung gewinnen. Die Entwicklung findet in der Regel
in einem interdisziplindren Umfeld statt (Ingenieurwissenschaften, Biologie und Medizin). Ziel
solcher Verfahren ist es, den Tumor mithilfe chirurgischer Instrumente mit méglichst kleinem
Trauma zu erreichen (z.B. Katheter durch Gefifisysteme) und an Ort und Stelle (lokal) zu
zerstoren. Die derzeit in der Tumortherapie iiblichen MIC-Verfahren sind sog. hyper- und
hypotherme Techniken, bei denen in dem zu behandelnden Areal mittels bildgesteuert einge-
brachter Sonden sehr hohe (Radiofrequenz-Ablation, kurz = RFA; Mikrowellenablation, kurz
MWA) oder niedrige Temperaturen (Kryoablation) erzeugt werden. Temperaturerh6hungen
auf mehr als 43°C fithren zur Denaturierung der Proteine [Sch07; Chol3] und zum =Zelltod
durch =Nekrose [Kew05], analog Temperaturen unter 6°C [Barl0]. Fiir maligne Lebertumo-
ren (hepatozelluldre Karzinome) wird derzeit die RFA als beste Behandlungswahl angesehen
[Wigl2a]. Die Kryoablation wird bevorzugt in der Kardiologie und der Herzchirurgie verwen-
det [Sanl4], im Rahmen von Studien auch an der Leber [Mal06] oder der Niere [El 12].

Grenzen dieser hyper- und hypothermen Ablationsverfahren sind die limitierte Anwendbar-

2 sowie Tumoren in der Nihe grofier Gef:ifie oder anderer leicht

keit bei sehr groflen Tumoren
verletzbarer Strukturen (sog. =vulnerable Strukturen) [Niel2]. RFA und MWA werden vor
allem bei Tumoren der Leber, seltener der Lunge, Niere und Knochen angewendet [Lil4a].
Da diese Verfahren auf einem anderen als in dieser Arbeit behandelten Wirkungsmechanismus
beruhen, wird auf diese im Folgenden nicht weiter eingegangen.

FEin gemeinsamer Vorteil aller minimal-invasiver Verfahren ist deren Kombinierbarkeit mit ei-
ner Echtzeit-Bildgebung: Mit Ultraschall kann der Eingriff iiberwacht und angepasst werden
(z. B. Echtzeitanpassung der Pulsprotokolle), was bei thermischen Methoden nicht méglich ist
[Leell; Lee07]. Insbesondere Kontrastverstirkte Ultraschall-Untersuchungen (CEUS) wurden
schon an der Leber bei IRE-Interventionen erfolgreich getestet [Wigl2b]. Auch die vergleichs-

weise neue Elektrische Impedanz-Tomografie (EIT) wird dafiir als geeignet angesehen [Gra09].

2 Definition der Cardiovascular and Interventional Radiological Society of Europe (CIRSE) beim hepatozel-
luléren Karzinom: Weniger als 5 Lésionen, kleiner als 3 ¢m im Durchmesser [Crol0].
Definierte Behandlungskriterien aus der Patienteninformation des Klinikums Stuttgart, Klinik fiir Diagnos-
tische und Interventionelle Radiologie: ,,Beim boésartigen priméren Lebertumor darf der Tumordurchmesser
fiinf Zentimeter nicht iiberschreiten, und es diirfen nicht mehr als drei Herde pro Leberlappen vorliegen.
Bei Lebermetastasen eines kolorektalen Karzinoms diirfen nicht mehr als fiinf Herde vorliegen, bei einem
maximalen Tumordurchmesser von 5c¢m beim solitiren Herd und 3,5 cm bei mehreren Herden.*[Klil5]



1.1 Tumortherapie und Elektroporation

1.1.3 Auf Elektroporation basierende Verfahren der Tumortherapie

Mithilfe des biologischen Verfahrens der Elektroporation (=EP, vgl. Kap. 2.2.2) kénnen prézise
definierte Gewebebereiche irreversibel zerstort oder zur gesteigerten Aufnahme pharmakolo-
gisch wirksamer Substanzen reversibel veréndert werden (vgl. Kap. 2.2.4). Die aussichtsreichs-
ten klinischen Verfahren der EP sind die Elektrochemotherapie (=ECT) und die irreversible
Elektroporation (=IRE, seltener auch Nonthermal Irreversible Electroporation, kurz NTIRE,
genannt [Phil4])). Beide sind minimal-invasiv einsetzbar und — im Gegensatz zu den im vor-
herigen Absatz genannten Techniken — nicht-thermische? Verfahren [Lac09; Sch07]. Sie stellen
gerade fiir Patienten, bei denen eine chirurgische Tumorresektion ausgeschlossen oder die sys-

temische Therapie zu belastend ist, eine aussichtsreiche Behandlungsalternative dar.

ECT - Elektrochemotherapie

1991 berichtete Mir erstmals, EP in der Tumortherapie eingesetzt zu haben [Mir91a; Mir91b].
Das Verfahren, bei dem reversible EP genutzt wird, um Chemotherapeutika in die Tumor-
zellen einzubringen (vgl. Kap. 2.2.4), wurde Elektrochemotherapie (ECT) genannt und ist in
Abbildung 1.1 schematisch dargestellt: Zunéichst wird auf herkémmliche Art das Chemothe-
rapeutikum ({iblicherweise Bleomycin, inzwischen auch vermehrt Cisplatin [Mir06]) in den
Tumor gebracht, entweder intratumoral, d. h. direkt hinein gespritzt, oder systemisch / intra-
vends, d. h. iiber den Weg des Blutkreislaufs (sog. periphere Venenpunktion).# Die Zeit, bis das
Pharmakon sich in ausreichender Konzentration im Tumor angesammelt hat, wird mit 1 bis
10 min intratumoral bzw. 8 bis 28 min intravents angegeben [Cam14; Hall4]. Uber angepasste
Elektroden nahe dem Tumor (vgl. Abb. 1.2) werden elektrische Spannungspulse abgegeben,
die das notwendige elektrische Feld iiber dem Tumor erzeugt, so dass reversible EP eintritt:
Die Zellmembran wird durch das elektrische Feld temporér destabilisiert. Entstehende Poren
in der Membran erméglichen dem lokal applizierten Therapeutikum die deutlich erhéhte Dif-
fusion (bis zu 1.000 fache Aufnahme bei Bleomycin) in die Zelle (biologisch: den Transfer ins
Zytosol), wo es den Tod der Zielzelle durch =Apoptose herbeifiithrt [OSul4]. Ohne elektrisches
Feld verteilen sich die applizierten Pharmaka hauptséchlich im Koérper und wirken nur in pro-
zentual geringer Menge am Tumor. Durch EP reicht jedoch eine sehr viel geringere Dosis aus,
von der ein Grofiteil in die Zelle gelangt, nur wenig Anteile verteilen sich im iibrigen Korper.
Als Folge erfihrt der Patient deutlich weniger Nebenwirkungen.

Das aktuelle Anwendungsgebiet umfasst maligne Tumoren der Oberhaut (Hautkrebs): Zahl-
reiche Studien belegen dafiir die — im Vergleich zur konventionellen Chemotherapie — gestei-
gerte Wirksamkeit(z. B. [Ser00; Mir03; Mar06; Mik12]). Mit dem ESOPE-Projekt (European
Standard Operating Procedures for Electrochemotherapy) konnte ein standardisiertes Thera-
pieverfahren fiir Hautkrebs basierend auf ECT entwickelt werden [Mir06; Mar06], das auch

3 Thermische Effekte treten bei Temperaturen unter 6°C bzw. iiber 43°C auf [Bar10; Dav10].

4 Eine weitere Moglichkeit bei der Chemotherapie ist es, das Pharmakon lokal iiber das versorgende arterielle
Gefafl einzubringen. Das Vorgehen ist z. B. fiir Tumoren in der Leber iiblich, seltener auch bei Melanomen
(,,schwarzer Hautkrebs*) an den Extremitéiten.
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Abbildung 1.2: ECT wvon Hautkrebs. Links: = nicht-invasiver Finsatz mit Plattenelektroden,
Rechts: = invasiver Finsatz mit einem Nadelelektroden-Array [Ser08].

bei der Adaption auf andere Tumortypen als Ausgangsbasis verwendet wird (z. B. aktuell bei
Brustkrebs [Cam14]). ECT ist fiir diesen Tumortyp klinisch etabliert und wird mit Stand 2014
in 85 européischen Kliniken angewendet [OSuld], seit 2016 auch in der Klinik fiir Dermatolo-
gie und Allergologie der Uniklinik RWTH Aachen.

Fin aktuelles Review zeigt eine Statistik iiber die Anzahl an Publikationen zum klinischen
Einsatz der ECT (vgl. Abb. 1.5), was die Relevanz des Themas belegt [Mik14]. Auch jenseits
wissenschaftlicher Fachartikel wurde die Methode bereits in Nachrichtenmagazinen und in der
Tagespresse vorgestellt [Kunl2; WAZ14; May15]. Das Verfahren wird derzeit fiir die Anwen-
dung an inneren Organen (Leber, Pankreas) [Sha06; Serll; Edh11l; OSul4| (u. A. auch Teil
dieser Arbeit, vgl. Kap. 5) und Brustkrebs [Cam14; Sunl4b] weiterentwickelt.

Fiir EC'T gibt es bereits mehrere klinisch zugelassene Elektroporatoren am Markt, u. A. den
L,ECM 830“ (BTX Instrument Division, Harvard Apparatus, Inc., Holliston, USA), der auch
im Rahmen dieser Arbeit eingesetzt wird. Das Gerét lésst eine weitreichende Parametrisierung
der abzugebenden Pulse zu, bietet aber kaum Informationen iiber den Erfolg der Pulsabga-

be. Der ,,Cliniporator“ (IGEA Medical Devices, Carpi, Italien, Unternehmensgriindung der
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University of Modena, Italien) ist das einzige ECT-Gerdt am Markt, das auch eine visuel-
le Riickmeldung iiber die Qualitdt der Pulse liefert. Das Unternehmen war mafigeblich am
ESOPE-Projekt beteiligt [Mir06]. Weitere am Markt befindliche Gerite wie z.B. der ,Ep-
pendorf Eporator® (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland), ,,Gene Pulser Xcell“ (Bio Rad
Laboratories, Inc., Hercules, USA) oder ,, Axoporator 800A“ (Molecular Devices LLC., Sun-
nyvale, USA) besitzen keine klinische Zulassung und werden als Laborgeriite vermarktet.
Fiir die ECT wurde inzwischen eine breite Datenbasis aufgebaut: Typische Pulsprotokolle
(ESOPE Standard [Mir06]) fiir maligne Tumoren sind acht Pulse mit je ¢, = 100 ps und ei-
ner Periodendauer von T = 1s. Die Spannung variiert je nach Abstand, die zu erreichende
Feldstérke liegt im Bereich 1 bis 1,4 % [Ser08; Mik12; Spul4; Hall4].

Bedingt durch die derzeitige Anwendung an der Hautoberfliche und die im Vergleich zur IRE
geringeren Spannungen ist eine EKG-Synchronisation nicht erforderlich [Mir06]. Keines der
aufgefithrten oder fiir die ECT zugelassenen Gerédte sehen dies vor, so dass sich bei einer
interstitiellen Anwendung zunichst die Frage der Geritetechnik stellt (vgl. Kap. 6). Neben
Plattenelektroden gibt es fiir den klinischen Einsatz der ECT Nadelelektroden bis maximal
30mm Linge [Caml4], die z. B. fiir einen Lebertumor viel zu kurz sind. Daher ist auch die

Neuentwicklung von Elektroden erforderlich (vgl. Kap. 4 und 5).

IRE - Irreversible Elektroporation

Eine neuere Alternative der lokalen Tumorbehandlung ist die irreversible Elektroporation
(IRE). Zunéchst hauptséchlich in der Lebensmittelindustrie angewendet [Bar99; Jey99; Toe07],
stellte erst 2005 die Forschungsgruppe von Rubinsky IRE als Methode der Krebsbekimpfung
vor [Mil05; Dav05; EAd06]. IRE beruht auf dem gleichnamigen Effekt (vgl. Kap. 2.2.4) und
wird genutzt, um die Membranen der Zellen im Behandlungsareal ohne Zusatz von Pharmaka
irreversibel zu schidigen. Je nach Pulsparametern wird der natiirlichen Zelltod, = Apoptose,
oder aber =Nekrose herbeigefiihrt [Ivol0b; Leel0; Joul4].

Die Wirkmechanismen der IRE sind nur unzureichend bekannt und sowohl in vivo [Nealb;
Weil4] als auch in vitro [Jial5] Forschungsschwerpunkt. Es gibt weltweit nur ein einziges nach
dem Medizinproduktegesetz (=MPG) zugelassenes System, das ,NanoKnife“ (AngioDyna-
mics, NY, USA, vgl. Abb. 1.3a). Dieses wird als Black-Boz mit geringen Einstellmoglichkeiten
angeboten, es liegen keine wissenschaftlichen Publikationen des Herstellers zur genaueren
Funktionsweise und -wirkung vor. Das Gerét kann nur mit den herstellereigenen Nadelelektro-
den (vgl. Abb. 1.3b) verwendet werden (Listenpreis Stand 2015 der sog. Aktivator-Elektrode
betrégt 2.780€). Die Anwendung an einem Nierentumor (Sarkom) im CT-Bild zeigt Abbil-
dung 1.3c. Insbesondere die minimal-invasive Technik ist in Abbildung 1.4 bei der Anwendung
an der Leber (Singuldre Lebermetastase eines Mammakarzinoms) sehr gut erkennbar.

Ein aktuelles Review hat eine Statistik iiber die rapide steigende Zahl der durchgefiihrten
klinischen IRE Studien mit jeweils durchschnittlicher Anzahl an Studienteilnehmern, aufge-
schliisselt nach dem Jahr der Veroffentlichung, zusammengetragen, was die Aktualitéit des
Themas belegt (vgl. Abb. 1.5) [Jial5].
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Abbildung 1.3: a) NanoKnife Ablation System von AngioDynamics (Latham, NY, USA).
b) Passende Elektroden des Herstellers.
¢) CT-Bild eines Nierentumors (Sarkom) mit drei Elektroden wie in b). Fir
die Ablation werden die Elektroden jeweils paarweise aktiviert [Tholl].

Abseits der unzureichenden Herstellerangaben geben klinische Patientenstudien jedoch Auf-
schluss iiber das Gerét [Ball0; Chall; Deoll; Tholl; Jould|: Es verwendet typischerweise 90
Pulse zu je {3 = 70 ps und Spannungen im Bereich U, = 1,5kV bis Upee = 3kV. Gene-
rell liegen die optimalen Pulsldngen fiir IRE im Bereich von t3, ,,,;, = 50118 bis t3, 4, = 100 ps
[Ivol0b]. Diese 90 Pulse werden EKG-synchronisiert abgegeben, d. h. ein Puls pro Herzschlag in
einem Zeitintervall, das iiber ein externes EKG-Geriit® via TTL-Triggersignal als sicher einge-
stuft wird. Fiir die Zielfeldstirke zwischen zwei Nadelelektroden wird mindestens E,,;, = 1 %
angegeben. Die Feldstirke wird vom NanoKnife automatisch in Abhéngigkeit des Elektroden-
abstandes, der zuvor im CT-Bild (vgl. Abb. 1.4 rechts und 1.3¢) manuell ausgemessen werden
muss, berechnet, dementsprechend wird die zu erzeugende Spannung angepasst. Daraus re-
sultiert der maximal mégliche Elektrodenabstand von d,,,, = 2,5 cm. Bei Verwendung von
mehr als zwei Elektroden (maximal sechs kénnen angeschlossen werden) sind immer nur zwei
gleichzeitig aktiv [Tholl], d.h. die einzig mogliche Feldgeometrie ist die im Beispiel in Kapitel

2.1.3 gezeigte Feldverteilung zwischen zwei Nadelelektroden. Es ist fiir Tumoren mit einem

® Von AngioDynamics empfohlen und auch an der Uniklinik RWTH Aachen eingesetzt wird das Accusync 72
ECG Trigger Monitor (AccuSync Medical Research Corporation, Milford, CT, USA).
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Abbildung 1.4: Links: Drei NanoKnife-FElektroden wurden durch die Haut (perkutan) in die
Leber gestochen (vgl. =MIC). Rechts: passendes CT-Bild. Quelle: Klinik fiir
Diagnostische und Interventionelle Radiologie der Uniklinik RWTH Aachen.

Volumen von 50 bis 70 cm® ausgelegt [Joul4]. Der Erfolg kann per CT- oder MRT-Scan 24
bis 72 Stunden nach der Behandlung kontrolliert werden [Doll4], was dem derzeit iiblichen
Vorgehen — auch an der Uniklinik RWTH Aachen — entspricht.

Das NanoKnife besteht aus einer DC-Konstantspannungsquelle mit proprietéren, redundan-
ten Schaltkreisen (bekannte Eckdaten sind max. 3kV und 50 A [Joul4]), die den Stromfluss
iiberwachen. Der Stromfluss darf I;je, = 50 A nicht fiir mehr als ¢,,,;, < 1pus iiberschreiten,
sonst sind thermische Effekte nicht auszuschliefflen. In der von Ball verdffentlichten Studie

werden zudem erstmals Eckwerte fiir die notwendige Energie pro Puls® angegeben [Ball0]:

Winin = 0,2] ~70ps - 5A - 500V (1.1)
Winae = 15J = 100ps - 50A - 3000V (1.2)

Welchen Einfluss die Stromstérke auf den Erfolg der IRE hat ist damit nicht vollsténdig
geklirt. Dies bestétigt auch ein Service-Techniker des Herstellers (personliche Information,
11.09.2015). Die Studie von Thomson gibt aufbauend auf Ball [Bal10] die Grenzen von I, =
25 bis ez = 45 A Gleichstrom an [Tholl]. Das NanoKnife protokolliert den Stromfluss
wihrend der Pulsabgabe und zeigt diesen hinterher in einem Zeit-Stromstérke-Diagramm zur
Kontrolle an”.

Grundsétzlich gilt die Wirksamkeit der IRE als belegt: Der Erfolg der Ablation kann mit einem
sog. Redox-Indikator® 15min nach der Behandlung am dann explantierten Organ nachgewie-
sen werden. Dies bedeutet weiterhin, dass 15min die Zeitspanne ist, die von der Elektro-

porierung der Membran bis zum Absterben des Gewebes eingerechnet werden muss [Chall].

6 Vergleichswert Nervenstimulation: 40 bis 70 mA mit ¢, ~ 200 ps.
" Unklar ist jedoch, ob der Wert berechnet oder gemessen wurde.
8 Tetrazoliumchlorid (TTC)
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Abbildung 1.5: Links: Anzahl klinischer IRE Studien sowie Anzahl der Fille je Studie, aufge-
schliisselt nach dem Jahr der Verdffentlichung [Jial5].
Rechts: Anzahl der Publikationen zum klinischen Einsatz von ECT [Mik1/).

Findringlich gewarnt wird vor der Positionierung der IRE-Elektroden in der Nahe von = Stents
aus Metall, was aber gerade bei Patienten mit Pankreas-Tumoren oft der Fall ist [Méan14].
Ende 2014 erhielt das NanoKnife in Deutschland die =OPS-Klassifizierung, so dass hier —
zumindest in einem gewissen Umfang — mit einem klinischen Einsatz gerechnet werden kann.
Bis zu diesem Stichtag waren sieben Systeme in deutschen Kliniken vorhanden® [Glo14], eines
davon an der Uniklinik RWTH Aachen.

1.1.4 Grenzwerte der reversiblen und irreversiblen Elektroporation

Miklavéié et al. haben die EP in Lebergewebe von Ratten in vivo untersucht (Nadelelektroden,
Abstand d = 8 mm, Pulsbreite ¢, = 100 ps, 8 Pulse mit einer Periodendauer 7' = 1) [Mik00a;
Mik0Ob]. Dabei ergaben sich fiir reversible bzw. irreversible EP folgende Schwellenwerte:

v

Erey = 362 £21 — (1.3)
cm
v

Eirrey = 637 =43 — (1.4)
cm

Diese Werte kénnen nicht als allgemeingiiltiger Grenzwert angesehen werden, sondern nur als

grobe Anhaltspunkte, wie noch in Kapitel 3 nachgewiesen wird.

1.1.5 Vergleich der minimal-invasiven Ablationsverfahren

Wie zuvor erwahnt, sind die auf EP basierenden klinischen Verfahren nicht-thermische Ablati-
onsverfahren: In mehreren Studien wurde nachgewiesen, dass IRE'? von thermischen Effekten?
isoliert betrachtet werden kann [Dav05; Mil05; Lac09; Cho09]. Dies hat mehrere Vorteile ge-
geniiber den bisherigen, thermischen Verfahren (RFA, MWA, Kryoablation):

® Bisher wurden die Kosten fiir die Nutzung des NanoKnifes in der Regel direkt vom Patienten iitbernommen
oder durch ein Forschungsstipendium an einer Universitatsklinik abgedeckt.
"Deckt auch ECT ab, da bei gleichem elektrotechnischen Vorgehen geringere Feldstérken erforderlich sind.
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1. Mit EP-basierten Verfahren kénnen Tumoren auch in der Néhe groferer Geféafle behan-
delt werden, denn die EP ldsst vulnerable Strukturen unbeschédigt: Zellarme Gewebe
(z.B. Wandungen von Gefiafien, Gallenwegen, Hohlorganen) werden durch die EP nicht
nachhaltig beeintréichtigt [Pak10; Niel2]. Die Aussage erscheint logisch und wird von
Medizinern derzeit auch allgemein akzeptiert [Arel3]. Eine Tierversuchsstudie bestétigt

die Annahme [Mao07], belastbare humane Studien fehlen jedoch noch.
2. Meist erfolgt der =Zelltod durch =Apoptose: Apoptose ist Teil des Stoffwechsels jeder

Zelle und wird somit auch natirlicher, kontrollierter Zelltod genannt. Es entsteht keine
Entziindungsreaktion (wie bei =-Nekrose, die bei thermischen Verfahren eintritt) und
ebenso ist gewihrleistet, dass die betreffende Zelle ohne Schidigung des Nachbargewebes
abstirbt [Gisll; OSul4]. Dies fithrt zu einem narbigen Gewebeumbau statt zu einer
Ablationshohle (RFA) oder fliissigkeitsgefiillten Nekrosehohle (MWA) [Lil4a; Joul4].

3. Die technische Umsetzung ist flexibel: Die elektrotechnischen Eckdaten (zu erzeugende
FeldgroBen) lassen sehr flexible Elektroden zu, da kein dauerhafter, hoher Stromfluss
benotigt wird. Diinne, flexible Materialien und Konstruktionen (z. B. Nadelelektroden)
konnen verwendet werden. Die Neutralelektrode muss nicht auflerhalb des Korpers plat-
ziert werden, sondern kann Teil der Elektrodenkonstruktion sein. Auch das Ablationsare-
al kann sehr variabel angepasst werden, nicht nur durch die Elektrodengeometrie selbst,

sondern auch durch eine individuelle elektrische Ansteuerung multipler Einzelelektroden.

4. Ein bestimmter Gewebebereich ist iiber die zuvor genannten Moglichkeiten prézise de-
finiert erreichbar, d.h. das Tumorgewebe kann sehr selektiv zerstért werden und das
umliegende gesunde Gewebe maximal schonen [Hall4]. In der Literatur spricht man

auch von geringen Kollateralverletzungen [OSul4].

5. Der klinische Eingriff ist mittels Computersimulation vorab gut planbar: Die Simulation
der elektrischen Feldverteilung kann vorab am PC mit dem CAD-Modell des patienten-
individuellen Tumors sehr gut vorbereitet und optimiert werden, sofern die elektrischen
Gewebeeigenschaften bekannt sind (vgl. Kap. 8). Grundsitzlich wire dies auch bei ther-
mischen Verfahren moglich, ist aber komplizierter (z. B. ist der Warmetransport durch
das Blut schwierig zu erfassen) [Macl4; Sub15; Niel2].

6. ECT ist schonender fiir den Patienten: Die Studien zeigen, dass Blutungen sofort nach
der Behandlung stoppen und schmerzvolle Verletzungen drastisch abnehmen [Mir06]
(Vergleich zu konventionellen Therapien). Im Vergleich zur RFA oder MWA sind durch
die IRE entstehende = Lésionen kleiner [Lil4al.

7. Die Operationszeit des klinischen Eingriffs ist kiirzer: Die Ablation per IRE oder ECT
ist in der klinischen Anwendung im Vergleich zur RFA oder MWA kiirzer, damit ist
die Narkosedauer des Patienten kiirzer und die Behandlung kostengiinstiger. Aktuell
wirkt sich dieser Punkt nur bedingt aus, da das korrekte Setzen der Elektroden ein
zeitaufwindiger Vorgang ist. Erst durch Echtzeitbildgebung und/oder vorab berechneter

Zugangswegeplanung kann sich dieser Vorteil auswirken.
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Insbesondere der erste und der dritte Vorteil fithren zu neuen Anwendungsbereichen: Wie in
der Einleitung schon angedeutet, sind durch Gefifle bis zum Tumor transportierte Elektro-
den, die vor Ort die IRE ermdglichen, denkbare Operationsstrategien. Ein solcher Eingriff
wire patientenschonender als die Offnung des Bauchraums oder erméglicht iiberhaupt erst
die Therapie von bisher nicht behandelbaren Fillen (z. B. den in Kapitel 1.1.7 gezeigten
Klatskin-Tumor). Die EP birgt daher fiir die Krebstherapie hohes Innovationspotential.

1.1.6 Vergleich von IRE und ECT

Die IRE hat gegeniiber der ECT den Vorteil, dass keine Pharmaka verwendet werden, d.h.
ausschliefllich eine Elektrodenkonfiguration zum Tumor gebracht werden muss. Umgekehrt
miissen bei der ECT zwar auch die Pharmaka in den Tumor gegeben werden — was bei Tumo-
ren an der Haut deutlich einfacher ist, als bei Anwendungen im Korperinneren — hat dariiber
hinaus aber zwei Vorteile:

Fiir eine erfolgreiche Behandlung werden bei der ECT geringere Feldstéirken — und damit
Spannungen — als bei der IRE bendétigt, bzw. bei gleicher Spannung kann ein gréfleres Be-
handlungsareal abgedeckt werden.

Der zweite Vorteil ist biologischer Natur: Vereinfacht ausgedriickt zerstort das durch die ECT
eingebrachte Pharmakon eine Zelle erst bei einer daraufhin auftretenden Zellteilung. Da Tu-
morzellen sich per Definition oft teilen, dabei also mit eingebrachtem Pharmakon sofort ster-
ben, zielt die ECT nicht nur durch die Feldverteilung, sondern auch durch diesen Aspekt sehr
viel selektiver auf das Tumorgewebe ab, als die IRE: Gesunde Zellen kénnen auch mit dem
eingeschlossenen Pharmakon weiterleben und ihre Funktion im Koérper erfiillen. Tumorzellen,
die sich nicht sofort teilen und nach der Behandlung inaktiv am Ort verbleiben, wiirden jedoch
sterben, sobald der Prozess der Zellteilung wieder einsetzt (personliche Information von Luis
M. Mir, Erfinder der ECT, auf der BioEM2015). Dies entspricht der grundlegenden Funkti-
onsweise von Bleomycin als Zytostatikum [Got03].

Dritter Vorteil ist der zuvor bereits angesprochene =-Zelltod durch = Apoptose oder =Nekrose
(vgl. Abb. 1.6): Bei der ECT sprechen die Quellen von Apoptose und minimaler Entziindung
[Mik00a; Lar07; Sad08; Mik14]. Nur vereinzelt wird von teilweise auftretender Nekrose berich-
tet [Ess07; Hall4], was mit hoheren Feldstidrken in der Ndhe von Nadelelektroden zu erkliren
wére oder ggf. auch mit dem Einstich der Nadeln selbst verbunden sein kann.

Bei der IRE variieren die Aussagen [IvolOb; LeelO; Jould]. Esser spricht durchgéngig von
Nekrose bei IRE und Apoptose bei ECT [Ess07]. Trotzdem ist auch bei der IRE das Ergebnis
abhéingig von den Pulsparametern: Apoptose ist reproduzierbar nachgewiesen bei Nanopulsen
mit ¢, = 30 ns und einer Feldstéirke von E = 25 5V [Sch07] sowie mit ¢, = 100 ns bei mehreren
hundert % [Neul0]. Bei vergleichsweise langen Pulsen, d.h. t, = 20ms mit E = 15V tritt
reproduzierbar Nekrose auf [Edd06].

Ein aktuelles Review [Joul4] berichtet etwas vage von Apoptose bei niederer Spannung mit vie-

len Pulsen und Nekrose bei hoher Spannung und wenigen Pulsen. Dies deckt sich grundsétzlich
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Abbildung 1.6: Histologische Schnittbilder von abladiertem Lebergewebe im direkten Vergleich
(Mafstab in der Quelle nicht genannt):
A) = Nekrose, verursacht durch =RFA.
B) = Apoptose, verursacht durch =IRE, erkennbar an den braunen Apoptose-
Markern (TUNEL-Methode) [Joul4]

mit den etwas genauer bezifferten Angaben von Jiang [Jial5]: Die IRE totet erfolgreich Zel-
len bei hohen Feldstirken (1 bis 10 £¥) und langer Pulsdauer (ps bis ms), dies fiihrt aber zu
Nekrose. Hohere Feldstidrken (10 bis 100 1(%) und kiirzere Pulse (< ps) fithren zu Apoptose,
der Zelltod ist aber nicht in jedem Fall gesichert.

Zieht man die in Kapitel 1.1.3 zusammengefassten Unklarheiten bzgl. der Stromstérke hinzu,
wird deutlich, dass die IRE zwar ein aussichtsreiches Verfahren darstellt, aber weitreichende
Grundlagenforschung zum Verstdndnis der Vorgénge erforderlich ist. Trotzdem ist die IRE mit
dem NanoKnife schon vereinzelt in der klinischen Anwendung zu finden. Diese Arbeit befasst
sich daher in den folgenden Kapiteln mit beiden Seiten: Der Grundlagenforschung (vgl. Kap.
3 und 7) und der klinischen Anwendung (vgl. Kap. 4, 5 und 8).

1.1.7 Anwendungsmaoglichkeiten und Fallzahlen

In der Onkologie zielen neu zu entwickelnde Behandlungsmethoden in der Regel auf zwei kli-
nische Anwendungsfiille: 1. moglichst groe Fallzahlen (d.h. eine Verbesserung fiir moglichst
viele Patienten), 2. bisher nicht behandelbare Tumoren mit in der Regel geringen Fallzahlen
(sog. rare diseases). Soweit im Folgenden nicht anders angegeben, stammen die deutschen
Zahlen aus dem derzeit aktuellsten Bericht des Robert Koch-Instituts [RKI15], die weltweiten
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wurden von der WHO publiziert [WHO14]. Im Jahr 2012 sind in Deutschland 477.950 Men-
schen an Krebs neu erkrankt (weltweit 14,09 Mio.), fiir 2016 sind 498.700 Neuerkrankungen
prognostiziert, die Sterbefille lagen 2012 bei 220.923 Patienten (weltweit 8,2 Mio).

Eine der hiufigsten Krebserkrankungen ist Darmkrebs (kolorektales Karzinom, kurz CRC).
Alleine in Deutschland traten 2012 etwa 62.230 Neuerkrankungen (weltweit 1,4 Mio.) und
25.972 Sterbefélle auf. Die derzeitige Langzeitiiberlebensrate liegt bei etwa 50 % [Houl0].
Krebs an der Bauchspeicheldriise (Pankreas) wird mit 16.730 Neuerkrankungen (weltweit
330.372) und 16.120 Sterbefillen angegeben. Einer der hiufigsten Tumoren des Gastroin-
testinaltraktes ist das duktale Adenokarzinom, bei dem nur etwa 20% der Patienten durch
eine chirurgische Resektion heilbar sind [Cat11].

Héufigster Sitz von =-Metastasen ist die Leber. Bei zahlreichen Tumorerkrankungen ist die Le-
bermetastasierung ein iiberlebenslimitierender Faktor des entsprechenden Tumorleidens, was
direkten Einfluss auf die Fallzahlen hat: 8.580 neue Félle von Leberkrebs und 7.670 Todesfille
traten in Deutschland 2012 auf (weltweit 0,782 Mio Neuerkrankungen, 0,746 Mio Sterbefille
[WHO14; Forl2]). Fiir das Organ Leber steigt die =Inzidenz fiir =Sekundédrtumoren wie
=Primértumoren besonders steil an [Salll].

Der Klatskin-Tumor (perihildres Gallengangskarzinom, kurz pCCA, vgl. Abb. 1.7) als Sonder-
form eines Gallengangstumor (Cholangiokarzinom, kurz CCA) ist ein Beispiel fiir eine seltene
Erkrankung. Unter Tumoren an Gallenblase und Gallenwegen (CCA) sind insgesamt 5.300
Neuerkrankungen pro Jahr bei 3.275 Sterbefillen verzeichnet; wie viele davon auf Klatskin-
Tumoren entfallen, ist nicht bekannt. Die Diagnose eines Klatskin-Tumors erfolgt meist erst
bei fortgeschrittenem Tumorstadium, entsprechend schlecht sind derzeit die Prognosen fiir die-
se Patientengruppe [Biic06]: Die 5-Jahres-Uberlebensraten nach chirurgischer Resektion liegt

im einstelligen Prozentbereich, erst neuere, kostenintensive Spezialzentren konnten diese Rate

. Common hepatic
= duct

Abbildung 1.7: Beispiel eines Klatskin-Tumors (Cancer) an der Hepatikusgabel, d. h. wo die
Gallenginge aus den einzelnen Leberlappen zum gemeinsamen Gallengang,
dem Ductus choledochus (common hepatic duct) zusammenlaufen [Nat15].
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auf 40 — 50 % steigern [Vogl4]. Die Uniklinik RWTH Aachen behandelt pro Jahr ca. 25 Pati-
enten mit dieser Erkrankung (durchschnittliche Fallzahl von 2012-14).

Die Literatur zu Anwendungsféllen der IRE befasst sich vorwiegend mit den Krankheitsbildern
Pankreaskarzinom [Bowll; Dunl3; Manl4; Busl4], hepatozelluldres Karzinom (Leberzellen-
krebs) [Chall; Edhll; Pav13; Lilda; Spul4] und CRC [Barl0O; Vogl4] (vgl. auch aktuelle
Reviews [Mik14; Jial5]), woran sich auch diese Arbeit orientiert. Eine IRE von Klatskin-
Tumoren ist bislang in der Literatur nicht aufgegriffen worden, die Konzepte basieren auf

interdisziplindren Kooperationen (vgl. Kap. 4.1) und sind bisher nicht veréffentlicht.

1.1.8 Computersimulation in der EP-basierten Tumortherapie

Mit Computersimulationen auf der Basis von =FEM lassen sich Feldverteilungen, auch von
komplizierten Geometrien, berechnen und visualisieren. Durch leistungsfihigere Hardware und
einfachere, preiswertere Software sind Simulationen heutzutage auch fiir kleinere Forschergrup-
pen auf handelsiiblichen PCs durchfithrbar. Da ein mafigeblicher Faktor einer erfolgreichen EP
der Betrag der elektrischen Feldstérke ist, liegt es nahe, dass auf diesem Gebiet zunehmend
Computersimulationen eingesetzt werden. Als Simulationssoftware wurde in allen zitierten
Quellen Comsol Multiphysics (COMSOL AB, Stockholm, Schweden; vor 2005 FEMLAB) ver-
wendet. Auch alle in dieser Arbeit gezeigten Simulationen sind ebenfalls mit Comsol Multi-
physics (Version 4.0 bis 5.1) erstellt worden.

Larkin veroffentlichte 2007 eine der ersten Simulationen in der EP-basierten Tumortherapie,
die die Feldverteilung von zwei Plattenelektroden fiir die ECT darstellt (vgl. Abb. 1.8).
Anspruchsvoller und vor allem aussagekriftiger werden die Simulationen bei realistischen Geo-
metrien: Abbildung 1.9 zeigt erneut die Elektroden aus Abbildung 1.2, jetzt aber mit entspre-

chenden Simulationsbildern.

1.2 Ankniipfung an die Elektrotechnik

Die Verkniipfung dieses biomedizinischen Themenkomplexes zur klassischen Elektrotechnik
liegt in den Stellschrauben der EP: Elektrische Feldstéirke, angelegte Spannung, Permittivitat
(der Gewebe), Pulsbreite, -lange und -abstand sowie Frequenz und Anzahl der Pulse sind klas-
sische Begriffe der Elektrotechnik, von denen der Erfolg und die Art (reversibel / irreversibel)
der EP mafigeblich abhéngt.

Weiterhin ist das Thema prédestiniert fiir die in den klassischen Ingenieurwissenschaften im-
mer umfangreicher eingesetzten Computersimulationen auf Basis von =FEM: Modelliert man
einen Tumor mit umliegendem Gewebe am PC, d. h. geometrisch identische Areale mit realis-
tischen elektrischen Gewebeeigenschaften, kann man die Verteilung der elektrischen Feldstérke

vorab am PC bestimmen.
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Abbildung 1.8: Fine der ersten Computersimulationen im Bereich der EP-basieren Tumorthe-
rapie: ECT eines Hauttumors mit Plattenelektroden. Zu sehen ist die homoge-

ne Feldverteilung im Tumor, der zwischen den Plattenelektroden eingeklemmt
wird, und das abfallende Feld im gesunden Gewebe (Skin) [Lar07].

1.3 Motivation

Der EP wird als einer tumortherapeutischen Anwendung (ECT, IRE) hohes Potential als
zukiinftige Standardtherapie (= Goldstandard) zugeschrieben. Ein solcher Eingriff, der das
Ziel hat, den Tumor im Patienten komplett abzut6ten, soll patientenindividuell vorab am PC
geplant und optimiert werden: Mittels der bildgebenden Verfahren der Medizin (vorwiegend
CT und MRT) kénnen CAD-Modelle der einzelnen Tumoren am Computer generiert werden,
mit denen per Computersimulation die Verteilung der elektrischen Feldstéirke auf den jeweili-
gen Tumor angepasst werden kann. Dazu passend miissen Elektroden entwickelt werden, die
eine entsprechende Feldgeometrie erzeugen kénnen.

Im Idealfall wird das tumordse Gewebe vollstindig abgetdtet und der Erhalt der gesunden
Gewebebereiche maximiert. Diese Vision kénnte durch EP-basierte Verfahren zudem mit ei-
nem minimalen Patiententrauma und ohne die bei der Chemotherapie sonst {iblichen Neben-
wirkungen erreicht werden. Dariiber hinaus bietet das Verfahren erstmals Heilungsaussichten
fiir Patienten, die derzeit als nicht heilbar angesehen werden (vgl. Fallbeispiele Kap. 1.1.7).
Weitere Motivationsgriinde liegen in den technischen Entwicklungsmoglichkeiten dieser ver-

gleichsweise neuen Methoden und im Marktpotential:
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E < Frev Erev < E < Eimrev E > Eirrev

Abbildung 1.9: Realistische Simulation der ECT fiir Plattenelektroden (=mnicht-invasiver Ein-
satz, links) und einem Nadelelektroden-Array aus sieben Einzelnadeln (=in-
vasiver Einsatz, rechts).

Oben: CAD-Modell der Elektroden.

Mitte: Schnittbild der simulierten elektrischen Feldverteilung im Gewebe, wo-
bei nicht zwischen Tumor und gesundem Gewebe unterschieden wurde.
Unten: Zur besseren Vergleichbarkeit erneute Darstellung von Abb. 1.2 aus der
jeweiligen realen Anwendung der Elektroden [Ser08].
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1.5cm

1.0cm

Abbildung 1.10: Links: LeVeen FElektrode von Boston Scientific (Natick, MA, USA).
Rechts: Abmessungen und vom Hersteller angegebenes Ablationsareal [Bos10).

Innovationspotential

Wie in Kapitel 1.1.3 dargelegt, gibt es am Markt fiir die klinische Anwendung der IRE und
ECT derzeit ausschliefilich Platten- und starre Nadelelektroden. Beides ist fiir die EC'T von
Hauttumoren in Bezug auf die Tumorgeometrie ausreichend. Fiir eine Anwendung an inneren
Organen (interstitiell) sind Plattenelektroden keine Option, da z. B. ein Lebertumor nicht auf
dem Organ platziert ist, sondern sich in der Regel eingefasst in gesundes Lebergewebe befin-
det. Das Einsetzen einer Platte wiirde daher in den gesunden Anteilen grofie Beschidigungen
verursachen. Daher sind derzeit fiir eine solche Anwendung starre Nadelelektroden (vgl. Abb.
1.4) die einzige am Markt erhiltliche Bauform.

Bei der =RFA von Lebermetastasen sind sogenannte Le Veen Elektroden {iblich [Mah04] (Mar-
kenname von Boston Scientific, Natick, MA, USA), in der Literatur auch umbrella-shaped
expandable radiofrequency electrodes genannt: In einer Hohlnadel (GréBenordnung des Durch-
messers 2 - 2,5mm [Bosl0; Bosl3|) sind mehrere Einzelelektroden untergebracht, die sich
am Zielgebiet bogenformig ausfahren lassen (vgl. Abb. 1.10). Diese Bauweise ermdoglicht im
eingefahrenen Zustand einen minimal-invasiven Zugang (=MIC) und expandiert ein Ablati-
onsareal in der Form eines Ellipsoiden [Bos10]. Das Konzept einer Hohlnadel mit bogenférmig
ausfahrbaren, einzelnen Elektroden lasst sich adaptieren und fiir verschiedene Geometriefor-
men beliebig erweitern, wodurch ein hohes Innovationspotential eréflnet wird. Konzepte dazu
werden in Kapitel 4 vorgestellt.

Die zweite Limitierung der interstitiellen IRE nach dem Stand der Technik ist die Ansteue-
rung von maximal zwei Elektroden gleichzeitig. Mehrere gleichzeitig mit unterschiedlichen
Potentialen ansteuerbare, ggf. gebogene Nadelelektroden ermoglichen aus elektrotechnischer
Sicht eine Fiille weiterer Feldausbreitungsgeometrien (im Vergleich zur ,Erdnussform® mit
zwei starren Nadelelektroden, vgl. Kap. 2.1.3) bzw. aus medizinischer Sicht sehr viel variabler
abdeckbare Tumorgeometrien. Eine solche Sonden-Entwicklung wird in Kapitel 5 beschrieben.
Drittens ist das Setzten jeder einzelnen Nadelelektrode ein zeitaufwéndiger Vorgang. Fin Elek-
trodenarray mit nur einem Einstich kann diesen Vorgang bis zu sechsfach beschleunigen (im

Vergleich zur Nutzung des NanoKnifes mit allen sechs Elektroden).

16



1.4 Zielsetzung der Arbeit

Marktpotential

Wie die steigenden Fallzahlen aus Kapitel 1.1.7 zeigen, ist der Markt fiir tumortherapeu-
tische klinische Verfahren sehr grofl, das Wachstum stetig steigend. Selbst seltene Erkran-
kungen (rare diseases) kénnen hohe Umsitze auslosen: Die Uniklinik RWTH Aachen behan-
delt pro Jahr durchschnittlich ca. 25 Patienten mit Klatskin Tumor und erwirtschaftet dabei
knapp 520.000€ DKR Erlose!'! pro Jahr (Durchschnittszahlen aus den Jahren 2012-14). Diese
Umsitze konnten es ermoglichen, auch Einzelschicksale zu behandeln.

Die EP als medizinische Behandlung fiir Tumoren ist derzeit eines der aussichtsreichsten Ver-
fahren (vgl. Kap. 1.1.3) und vergleichsweise neu, d.h. weder einzelne Gerite, noch Herstel-
ler haben den Markt bislang unter sich aufgeteilt. AngioDynamics (Latham, NY, USA) hat
durch sein proprietéres und gerade zugelassenes Produkt NanoKnife einen Vorsprung, eben-
so IGEA Medical Devices (Carpi, Italien) durch seine kooperationsintensive Forschung. Fiir
Medizintechnikunternehmen, die Strategien der Produktentwicklung'? oder der horizontalen
Produktdiversifikation!? anstreben, aber auch Start-Ups mit konkreten Speziallsungen, sind
die Wachstumschancen enorm, sofern sich EP-basierte Verfahren fiir einen Grofiteil aller Tu-

moren als die priméren Behandlungverfahren etablieren.

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Mittels CAD-Design und FEM-Simulation soll eine neuartige Elektrode entwickelt werden,
die erstmals eine interstitielle ECT-Therapie ermoglicht. Daraus hervorgegangen sind 1. ein
klinisch neues, patientenindividuelles Verfahren, das IRE und ECT vereint, und 2. die Not-
wendigkeit eines neuen Elektroporators, dessen Entwicklung ebenfalls abgehandelt wird. Um
die Simulationsgenauigkeit bewerten zu kénnen wird der Literaturstand aus elektrotechnischer

Sicht analysiert und mit den Ergebnissen von eigenen Zellversuchen in Beziehung gesetzt.

1.5 Struktur der Arbeit

Die bearbeiteten Themenfelder sind in Abbildung 1.11 visualisiert und im Folgenden struktu-
riert zusammengefasst. Am Anfang eines jeden Kapitels wird die Einordnung in den Gesamt-
kontext nochmals aufgegriffen.

In Kapitel 2 sind sowohl elektrotechnische als auch biomedizinische Grundlagen aufbereitet,
die zum Versténdnis der Arbeit notwendig sind.

Kapitel 3 geht auf Grundlagenforschungen ein: Es wurden die Uberlebensraten von verschie-
denen Zelllinien unter realitdtsnahen Bedingungen bestimmt sowie weitere Versuchsaufbauten

entwickelt, die das Ziel verfolgen, zukiinftig notwendige Tierversuche zu minimieren.

11 Um [...] eine Basis [...] zu schaffen, wurden verbindliche Kodierrichtlinien (Deutsche Kodierrichtlinien)
zusammengestellt, die wie die [CD- und =-OPS-Kataloge jahrlich aktualisiert werden. Viele Fachgesellschaften
haben fachspezifische Empfehlungen zur Kodierung zusammengestellt, die auf den DKR beruhen.“[Brol0)]

2Nach Produkt-Markt-Matrix von H. Ansoff [Ans65].
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Abbildung 1.11: Pfad durch die Arbeit: Die grauen Felder zeigen die bearbeiteten Themenkom-
plexe und die dazugehorigen Kapitelnummern, die gelben Felder die in dieser
Arbeit erreichten Meilensteine. Das charakterisierte Fernziel, (,Patient-cust-
omized electroporation therapy®), ist griin dargestellt.

Es folgt der Ubergang auf die klinische Anwendung der EP: Dafiir sind sowohl ein Elektropo-
rator, der die Spannungspulse erzeugt, als auch Elektroden, die bei passender Beschaltung die
gewiinschte Feldgeometrie erzeugen, notwendig. Ziel ist es, eine Feldverteilung an eine vorge-
gebene Tumorgeometrie anzupassen: Dafiir werden in Kapitel 4 grundlegende Uberlegungen
zu denkbaren Elektrodendesigns fiir verschiedene Anwendungen skizziert, in Kapitel 5 wird
die konkrete Weiterentwicklung eines solchen Ansatzes vom CAD-Modell bis hin zum funk-
tionalen Prototypen beschrieben. Diese Entwicklung beinhaltet = FEM-Simulationen, die die
Machbarkeit belegen, daraus abgeleitet neue Elektroporationsmethoden und abschliefend ein
Giitemodell zur Optimierung und Evaluierung.

Den néchsten Schritt auf dem Weg zur klinischen Anwendung stellen Tierversuche dar. Die mit
dem Prototypen entwickelten Elektroporationsstrategien sind mit den am Markt erhéltlichen
Geréten jedoch nicht durchfiihrbar, so dass in Kooperation mit dem Institut fiir Hochspan-
nungstechnik die Entwicklung eines eigenen Elektroporators eingeleitet wurde. Die Diskussion
der Notwendigkeit sowie die erzielten Ergebnisse sind in Kapitel 6 zusammengefasst.

Aus den einzelnen Projekten heraus hat sich ein Problemfeld rund um die nur unzureichend
bekannten elektrischen Gewebeeigenschaften ergeben, das in Kapitel 7 diskutiert wird.
Kapitel 8 fiihrt die einzelnen roten Fiden der vorangestellten Projekte inhaltlich zusammen.
Das in der Motivation skizzierte Fernziel, eine patientenindividuelle, minimal-invasive, nicht-
thermische Behandlung am PC vorab zu planen und zu optimieren, wurde PACET getauft:
Patient-customized electroporation therapy. Die methodische Aufbereitung und — soweit nach
derzeitigem Stand mdoglich — Vorbereitung fiir den klinischen Einsatz, schliefit die bearbeiteten
Themenfelder ab. Im letzten Kapitel werden die Ergebnisse der einzelnen Projekte zusammen-

gefasst und mit Blick auf dieses Fernziel diskutiert, was zum abschliefenden Ausblick fiihrt.
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2 Grundlagen

Die interdisziplinére Fragestellung dieser Arbeit erfordert Hintergrundwissen aus den verschie-
denen Fachgebieten: Zunéchst werden aus den Bereichen Elektrotechnik und Physik die theo-
retischen Grundlagen erlautert, auf denen im weiteren Verlauf die Darstellung der biologischen

Grundlagen der =EP und deren Anwendungen aufbaut.

2.1 Elektrotechnische Grundlagen

In der Literatur wird als mafigebliche Grofe fiir die EP die elektrische Feldstéirke E ge-
nannt [Dev00] (genauer: der Betrag der elektrischen Feldstéirke |E| im statischen Fall, vgl.
Kap. 1.1.4). Zwar werden bei der Anwendung Impulsfolgen mit Pulsbreiten von 100 bis 300 ps
verwendet (vgl. Kap. 1.1.6), entsprechend treten hohe Frequenzanteile im Bereich der Flan-
ken auf. Trotzdem ist der Literaturstandard — auch in aktuellen Publikationen [Yar14; Mik14;
Jial5] — die statisch berechnete Feldstirke. Um eine unmittelbare Vergleichbarkeit mit den

Literaturwerten zu gewéhrleisten, wird in dieser Arbeit genauso verfahren. Die iiblichen Ein-
kV

heiten in Publikationen dieses Themas sind % bzw. bei grofleren Feldstirken .
Zunéchst wird auf die Berechnung dieser Grofien sowie auf das Verhalten elektrischer Felder
in Materie eingegangen, d. h. die Abhéngigkeit des E-Feldes von Materialparametern (Permit-
tivitdt €) thematisiert und mit Beispielen aus der Anwendung veranschaulicht.

Um die erforderlichen Feldstidrken zu erzielen, miissen fiir den medizinischen Bereich ver-
gleichsweise hohe Spannungen erzeugt und geschaltet werden, was den abschlieBenden The-

menschwerpunkt dieses Abschnittes darstellt.

2.1.1 Zusammenhang zwischen elektrischer Feldstarke und Spannung

Die Herleitung und Berechnung des Betrages der elektrischen Feldstérke |E | gehort zum Gebiet
der Elektrostatik und héngt insbesondere von der Elektrodengeometrie und den elektrischen
Parametern im Areal der Felderzeugung ab. Die Erlduterungen dieses Kapitels orientieren
sich an den Lehrbiichern FLIESSBACH (Kap. 5 — 8, 30) [F1i04], GiancoL! (Kap. 21 — 23, 24.6)
[Gia06] und JAcksoN (Kap. 1 — 4) [Jac06], KUCHLER (Kap. 2.1, 2.3 - 2.5, 6.2) [Kiic09],
LEHNER (Kap. 1.2 — 1.8, 2.6, 2.8) [Leh10], TipLER (Kap. 21 — 23, 24.6) [Tip06], SCHWAB
(Kap. 4) [Sch02]. Nur Textpassagen, die sich auf ein bestimmtes Lehrwerk beziehen, sind mit

expliziten Literaturangaben gekennzeichnet.
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Elektrisches Feld

Die elektrische Kraft ist (analog zur Gravitationskraft F' = m - g) eine Fernwirkungskraft.
Um die Fernwirkung mathematisch zu beschreiben, wird das Konzept des elektrischen Feldes
eingefiihrt: Um jede Ladung bildet sich ein elektrisches Feld aus, iiber das Kréifte auf ande-
re Ladungen ausgeiibt werden (vgl. Coulomb-Gesetz Anhang A). Das elektrische Feld wird
durch die elektrische Feldstirke E beschrieben. Sie ist definiert als die auf eine positive
Probeladung! ¢ wirkende Kraft F , normiert auf die Probeladung ¢ selbst (vgl. Abb. 2.1):

E =

< |

i (2.1)

Aus dem Coulombgesetz ergibt sich fiir das elektrische Feld einer Punktladung ¢; am Ort 73

=171
dreg |7 — 713

() = e

(2.2)

Fiir eine positive Punktladung ist der elektrische Feldvektor E radial nach aufien gerichtet,
fiir eine negative radial nach innen.

Fiir Felder verschiedener Ladungen gilt erneut das Superpositionsprinzip: E = > E;. In der
Realitdt hat man aber selten einzelne Ladungen, sondern eine kontinuierliche Ladungsvertei-
lung, so dass aus der Summe der Einzelladungen ein Integral iiber die Raumladungsdichte

p(7) wird:

= /
B0 = o [ o) T (2.3)
Das elektrische Feld wird grafisch mit Hilfe elektrischer Feldlinien dargestellt. Die Feldlinien
verlaufen an jedem Ort tangential zu den Feldvektoren und zeigen in Richtung der Kraft, die
auf eine positive Probeladung wirkt (vgl. Abb. 2.1.1). Da die Kraftrichtung in jedem Punkt
eindeutig ist, schneiden sich die Feldlinien nicht. Die Dichte der Feldlinien représentiert die
Feldstérke am jeweiligen Ort. Dieser Sachverhalt ist wichtig fiir die Interpretation der in dieser

Arbeit enthaltenen Grafiken zur simulierten elektrischen Feldstarkeverteilung.

F

F E F g

/AN,
Abbildung 2.1: Krdifte auf Probekérper im E-Feld (links) und Gravitationsfeld (rechts) [Kiic09]

! Eine Probeladung ist eine Ladung, die so klein ist, dass sie die Ladungsverteilungen und deren Felder nicht
signifikant verdndert [Gia06, S. 740].
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Abbildung 2.2: Elektrisches Feld mit Feldlinien [Kiic09]

Potential und Spannung

Da an Elektroporatoren die Spannung eingestellt wird, die Feldstarke aber die relevante Grofie
fiir den Erfolg der EP ist, wird der Zusammenhang dieser beiden Groflen betrachtet: Das
elektrostatische Feld ist ein konservatives Kraftfeld, d.h. die elektrische Arbeit W, die
geleistet werden muss, um eine Ladung ¢ im elektrischen Feld zu bewegen, ist erstens vom

Weg unabhéngig und zweitens entlang eines geschlossenen Weges gleich Null:
W:—fﬁ.dgz—qfﬁ.dgz (2.4)

Damit sind die Voraussetzungen zur Definition eines skalaren Potentials erfiillt.

Das elektrische Potential ® wird als potentielle Energie pro Ladungseinheit definiert:

—

B(F) = By — /E(F) . d§ (2.5)

—

o

Die Wahl des Anfangspunktes ist willkiirlich, wird aber in der Regel zu 7§ = oo definiert,
so dass &g = O(7 = 75) = 0 ist. Mit Gleichung (2.3) lésst sich das elektrische Potential in
Abhéngigkeit der Ladungsdichte p(#) ausdriicken:

B() = — /”(ﬁl dr’ (2.6)

dwe ) |7 — |

Potential und elektrische Feldstéirke enthalten dieselben physikalischen Informationen. Das
elektrische Potential wird in der Elektrostatik jedoch oft als mathematische Hilfsfunktion
zur Berechnung von Randwertproblemen verwendet, da ® im Gegensatz zu E ein skalares
Feld darstellt und so anstelle von drei Funktionen nur eine Funktion betrachtet werden muss.
Daraus ergibt sich, dass die elektrische Feldstirke auch als negativer Gradient von ®(x,y,z)

ausgedriickt werden kann:

E=-V.-& (2.7)
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Der Wert des Potentials hat keine physikalische Bedeutung, messbar ist nur die Potentialdif-

ferenz: Die sogenannte Spannung U zwischen zwei Orten 75 und 77 ist definiert als:

1
Upy = &y — By = /E(ff‘) -d3 (2.8)

—

2

2.1.2 Das elektrische Feld zwischen zwei Plattenelektroden

Sowohl bei der EP von Zellen (in-vitro-Versuchsreihen wie z. B. [Rub08] oder die in Kapitel 3
gezeigten Suspensionsversuche) als auch bei der Anwendung der ECT bei Hauttumoren (wie
z.B. [Lar07], vgl. Kap. 1.1.8) kann die Anwendung mit einem idealisierten Plattenkondensator
naherungsweise modelliert werden.

Wie in Abbildung 2.3 dargestellt, verlaufen die elektrischen Feldlinien zwischen den Platten
des Plattenkondensators stets parallel zueinander (Randbereiche werden zunéchst nicht be-
trachtet?). Es liegt ein homogenes elektrisches Feld vor. Somit kann der Losungsansatz auf den
eindimensionalen Fall reduziert werden (X-Komponente). Es folgt aus der Laplace-Gleichung

A.10 gemaf der Herleitung in Anhang A:

0%¢

A= 52,

=0 (2.9)

Mit der Annahme ¢(z = 0) = 0 und ¢(z = d) = U lautet die Losung der Laplace-Gleichung

in kartesischer Form:
() = —% U (2.10)
Nach Einsetzen der Gleichung 2.10 in Gleichung 2.7 folgt:
E(x)=—e, = % = const. (2.11)

Das elektrische Feld zwischen den Platten? ist unabhingig von der x-Koordinate und somit

wie oben angenommen homogen.

R -/;|¢(x=d)

T A A A A
x'[ d[ﬁ

'r+++++++|¢(X:0)

Abbildung 2.3: Elektrisches Feld zwischen zwei planaren Kondensatorplatten®(Feldlinien: rot)

? Randbereiche werden in diesem Beispiel — analog zu den zitierten Literaturbeispielen — nicht betrachtet.
Spiiter in der Anwendung wird jedoch darauf eingegangen (vgl. Kap. 3.3.1).
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2.1.3 Das elektrische Feld zwischen zwei Nadelelektroden

Bei der =IRE kommen meist Nadelelektroden zum Einsatz, daher wird die Herleitung der
elektrischen Feldstirke zwischen zwei kreisformigen Ladungstrigern, die die Nadelelektroden?®
in der Ebene des horizontalen Querschnitts abbilden (vgl. Abb. 2.4), betrachtet.

Diese Anordnung hat — im Vergleich zur Feldausbreitung zwischen zwei Plattenelektroden —
zusitzlich zu der X- eine Y-Komponente. Die Potentiale liegen auch hier auf den Elektro-
den. Die elektrische Feldstérke fiir die dargestellte Schnittansicht ldsst sich mit der Laplace-
Gleichung wie folgt beschreiben:

_ 0 0% _

Um die Berechnung der Losung auf eine Dimension zu beschrénken, kénnen die kartesischen

x- und y-Komponenten zum Betrag r in Polarkoordinaten zusammengefasst werden:

r =22+ y>? (2.13)

Es wird zunéchst nur eine Elektrode betrachtet: Da es sich um eine radial-symmetrische An-
ordnung handelt, wird der Winkel der Polarkoordinaten nicht betrachtet. Es ergibt sich eine

reduzierte Darstellung der Laplace-Gleichung:
Ap(r) =0 (2.14)

Als Losungsansatz fiir das gegebene Problem kann durch das Superpositionsprinzip (N ist die
Anzahl der Elektroden, hier also N = 2) folgende Gleichung aufgestellt werden [Cor07]:

a
o(r) = nz::l Cln— - (2.15)
Nach Einsetzen der Potentiale der beiden Elektroden und Umformungen ergibt sich:
U
Cr=0Cy=— (2.16)
In¢

Hierbei ist analog zu Kapitel 2.1.2 U die Spannung zwischen den Elektroden, d der Abstand
zwischen den Elektroden und a der Radius beider Elektroden. Mithilfe der Gleichung 2.7
ergibt sich schliellich fiir das elektrische Feld folgende Gleichung;:

E(T)_U[ LI } (2.17)

Ind [r—r  r—r

3 Auch in diesem Beispiel werden Randbereiche der Nadelelektroden, also die Randbereiche auf der Z-Achse,
nicht betrachtet: Das Beispiel soll das Prinzip der Feldausbreitung zwischen zwei Nadeln verdeutlichen und
nicht durch z. B. angespitzte Enden unnétig verkompliziert werden. Die Nadelelektroden sind also als unend-
lich ausgedehnte Linienelektroden modelliert.
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Abbildung 2.4: Elektrisches Feld zwischen zwei Nadelelektroden (Feldlinien: rot). Typischer-

weise wird fiir den FElektrodenabstand der eingezeichnete Minimalabstand d
angegeben.
Links: Seitliche Ansicht in der X/Z-FEbene. Die grauen Balken stellen die Na-
deln® dar. Das Feld gleicht in dieser Ebene dem Feld des Plattenkondensators.
Rechts: X/Y-Schnittebene. Schraffiert hinterlegt ist der Bereich hoher elektri-
scher Feldstirken (qualitativ, ,Erdnussform®, E 2 0,5 FEpa.). Als Beispiel-
punkt fir eine Berechnung ist der Punkt R markiert.

Die Feldstérke ist immer am héchsten im Nahbereich der Elektroden. Relevant ist die Feld-
geometrie zwischen den Nadelelektroden (,Erdnussform®, vgl. Abb. 2.4), das als Zielgebiet
definiert wird: Dort befindet sich der Tumor. Der Abstand zwischen den Elektroden spielt ei-
ne wichtige Rolle fiir die Feldverteilung im Zielgebiet: Wird der Abstand grofler, verschmalert
sich der Bereich von hoheren Feldstdrken immer mehr. Wird der Abstand klein gewihlt, ist
der Bereich breiter, es passen aber nur kleinere Tumoren dazwischen. Um erfolgreich zu elek-
troporieren, muss neben der Eingangsspannung auch der Elektrodenabstand beachtet werden,
damit im Zielgebiet (Tumorgewebe) ausreichend hohe Feldstirken anliegen. Dies ist ein gu-
tes Beispiel fiir die interdisziplindre Zusammenarbeit: Die Feldverteilung an eine vorgegebene
Geometrie anzupassen ist eine typische Aufgabe aus der Elektrotechnik, den Bereich des tu-

mordsen Gewebes zu bestimmen, und damit die Geometrie vorzugeben, eine typische aus der
Medizin.

2.1.4 Elektrische Felder in Materie

Fiir die Anwendung der EP ist die elektrische Feldstirke in Gewebe, Zellen oder Zellsus-
pensionen, d.h. in Materie, relevant. Jede Materie ist aus Atomen aufgebaut, die aus positiv
geladenen Atomkernen und negativ geladenen Elektronen bestehen. Je nach Beweglichkeit der

Ladungstriger wird zwischen Leitern und Isolatoren (Dielektrika) unterschieden:
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2.1 Elektrotechnische Grundlagen

Leiter im elektrischen Feld

In einem Leiter (wie den Elektroden) sind Elektronen frei beweglich. Daher weisen Leiter in

elektrostatischen Feldern bestimmte Eigenschaften auf:

e Das Innere eines Leiters ist feldfrei (E = 0): Ein duBeres elektrisches Feld verschiebt
die Elektronen im Leiter so, dass zwischen den Elektronen und den ortsfesten positiven
Atomriimpfen ein gleich starkes, aber entgegengesetzt gerichtetes Feld entsteht, welches
das duBere Feld im Innern des Leiters aufhebt (Abschirmung durch Influenz?).

e Leiteroberflichen sind Aquipotentialflichen: Da das Leiterinnere feldfrei ist, ist das elek-
trische Potential in einem Leiter iiberall gleich (E = —V® = 0 = & = const.).

e Elektrische Feldlinien stehen immer senkrecht auf der Leiteroberfliche, sonst wére die
Oberfliiche keine Aquipotentialfliche (E; = 0, vgl. Kapitel 2.1.5).

e Auf der Oberflache von Leitern bilden sich Flachenladungen aus, so dass das duflere Feld

nicht ins Leiterinnere gelangen kann (E, = Z, vgl. Kapitel 2.1.5).

Dielektrika im elektrischen Feld

Die = Lipiddoppelschicht einer Zellmembran ist funktionsbedingt ein Isolator mit einer Durch-
schlagsfestigkeit von 50 — 160 %5 [Ayr94] bzw. 500 — 1600 16%, so dass einzelne Zellen sowie
daraus aufgebautes Gewebe® zu den Dielektrika zéhlen. In der zitierten Literatur wird Gewe-
be in Simulationen stets als homogenes Dielektrikum behandelt (z. B. [Lar07; Pav08b; Deoll;
Cor13; Mikl14]) und aus Griinden der Vergleichbarkeit werden in dieser Arbeit die gleichen
Annahmen getroffen.

Dielektrika sind Stoffe, die elektrischen Strom nur schwach oder gar nicht leiten, da die Elektro-
nen an die Atomkerne gebunden sind. Wird von auflen ein elektrisches Feld angelegt, kommt es
zur Polarisation des Mediums: Innerhalb der Atome werden die positiven gegen die negativen
Ladungstriager verschoben, so dass induzierte Dipole entstehen (Verschiebungspolarisati-
on), wodurch das elektrische Feld abgeschwécht wird. Dieser Zusammenhang wird durch die
Einfiihrung der dielektrischen Verschiebung D (auch elektrische Flussdichte oder elektri-

sche Erregung genannt) beschrieben. Fiir homogene lineare isotrope Dielektrika gilt [Leh10]:

—

D = eye,E = ¢E (2.18)

Die relative Permittivitit e, ist eine materialspezifische Eigenschaft und beschreibt die
Leitfahigkeit einer Materials fiir elektrische Felder. Zur Berechnung elektrischer Felder in Me-
dien muss in allen Gleichungen, die nur ¢y enthalten, die Dielektrizitdtskonstante des Vakuums

durch € = ¢g ¢, ersetzt werden.

4 Influenz, auch Elektrostatische Induktion genannt, beschreibt die Ladungstrennung in einem Leiter (Ver-
schiebung der beweglichen Elektronen auf der Leiteroberfliche) unter dem Einfluss eines dufleren elektrischen
Feldes. Durch Influenz erzeugte Kréfte wirken immer anziehend.

® Ubliche Einheit fiir die Durchschlagsfestigkeit von Isolatoren, daher zum besseren Vergleich mit angegeben.

6 Jedes Gewebe enthilt grundsitzlich auch frei bewegliche Ionen, welche auch zu einer Leitfihigkeit fithren.
Dies ist Grundvoraussetzung fiir die EP, worauf in Kap. 3 noch eingegangen wird.
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2.1.5 Elektrische Felder an Grenzfliachen

Um die elektrische Feldverteilung der Elektrodenkonfiguration zu berechnen, ist es wichtig,
neben dem Verhalten elektrischer Felder in Medien auch das Verhalten elektrischer Felder an
Grenzflichen (wie dem Ubergang zwischen Elektrode und Gewebe bzw. Leber- und Tumor-
gewebe) zu kennen. Die hier vorgestellten Stetigkeitsbedingungen gelten nur fiir Grenzflichen
zwischen homogenen Medien. Fiir die Brechungen werden die Maxwell-Gleichungen (vgl. An-

hang A) vorausgesetzt, aber zum grundlegenden Sachversténdnis nicht benotigt.

Stetigkeit der Tangentialkomponente von E

Wird mit Gleichung (A.7) das Linienintegral von E léngs eines Rechtecks ausgewertet, dessen
Léngsseiten (Lénge ¢) jeweils auf einer Seite der Grenzflichen liegen und dessen Schmalsei-
ten (Lénge Az) vernachlissigbar klein sind (i bezeichnet den Einheitsnormalenvektor der

Grenzfliache), so ergibt sich:

7{ E-dg=0 220 tiix (By—E)=0 (2.19)
0A
= Fq1¢ = Eot (220)

An Grenzflichen ist die Tangentialkomponente des elektrischen Feldes E; stetig (vgl.
Abb. 2.5: Lange von E; gleich). Fiir Metalloberflichen gilt El = 0 = E5 = 0: Elektrische
Feldlinien stehen daher senkrecht auf Leiteroberflichen (vgl. Kap. 2.1.2).

Stetigkeit der Normalkomponente von D

Wird in Gleichung (A.8) das Oberflichenintegral von D fiir ein Volumenelement ausgewer-
tet, das aus zwei Flidchenelementen (Fliche A) parallel zur Grenzfliche mit vernachléssigbhar
kleinem Abstand Az gebildet, so ergibt sich:

D-dA = Qun 22" Afi-(Dy— D)) = Ac (2.21)
oV

= Doy —Din=0 (222)

Die Normalkomponente der dielektrischen Verschiebung D, macht einen Sprung beim Durch-
gang durch eine Fliche A mit Flichenladungsdichte o # 0 (= D1, # Day). Liegt keine
Oberflichenladung vor (o = 0), ist die Normalkomponente von D stetig (= Din = Day).
Daraus folgt, dass an Grenzflichen von zwei Dielektrika (o = 0) auch die Normalkompo-
nente des elektrischen Feldes E, einen Sprung aufweist (vgl. Abb. 2.5: Liange von E,
ungleich). Aus den Gleichungen (2.18) und 2.22 ergibt sich:

€1 Eln = €2 E2n (223)

Der Vollstiandigkeit halber sei erwéhnt: An Metalloberflichen (o # 0) gilt: E,=0= Eo, = =
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Abbildung 2.5: Vektoren der elektrischen Feldstirke an einer Grenzfliche zwischen zwei
Dielektrika mit unterschiedlicher Permittivitit [Kic09]

2.1.6 Das E-Feld an der Grenzflaiche von gesundem und tumorésem Gewebe

Die Relevanz der Kapitel 2.1.4 und 2.1.5 wird an einem prototypischen Fall erldutert: Welchen
Einfluss auf die elektrische Feldverteilung — und damit auf den Erfolg der =EP — hat die
Permittivitit?

Zu diesem Zweck wird das Modell aus Kapitel 2.1.2 zwischen den beiden Plattenelektroden
mit zwei verschiedene Dieletrika erweitert: Das Verhéltnis der Permittivitdten von tumortsem

€2 und gesundem Lebergewebe €,1 berechnet sich zu (vgl. Kap. 7.1.2) [Laul0; ORo07]:

Tl 12 (2.24)
€r2

Dieser Wert wird im Folgenden als derzeit akzeptierter Literaturstand verwendet und in Kapi-

tel 7.1.1 hergeleitet und genauer diskutiert. Die mit diesem Wert erzeugte Simulation der elek-

trischen Feldstarke \E | zeigt Abbildung 2.6: An der Grenzfliche liegt eine Feldstérkedifferenz

von AE = 153 % vor.

2.1.7 Hochspannungstechnik

Um die zuvor beschriebenen gepulsten elektrischen Felder erzeugen zu kénnen, wird gepulste
Hochspannung’ benétigt, die ein Elektroporator erzeugt. Marktiibliche Geriite fiir den klini-

schen Einsatz erzeugen und schalten Spannungen bis zu 3kV.

Hochspannungserzeugung: Greinacher-Kaskade

Eine géngige Schaltung zur Erzeugung hoher Gleichspannungen aus einer Eingangswechsel-
spannung ist die sogenannte Greinacher-Kaskade, bestehend aus Kondensatoren und Dioden,

die schematisch in Abbildung 2.7 dargestellt ist [Kiic09]. Durch eine gegenseitige Aufladung der

7 Diese Arbeit orientiert sich an den VDE-Normen, die von Hochspannung bei Spannungen iiber 1kV sprechen.
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Abbildung 2.6: Elektrostatische Simulation des elektrischen Feldes |E| an der Grenzfliche von
gesundem und tumorésem Lebergewebe. Modellierung nach [Tvol0c].
Links: Plattenelektroden mit einer Potentialdifferenz von U = 3kV und zwei
homogenen Medien (rot €., grin €.9). Resultierende, simulierte Feldstirken:
E1 =914 (rot), By = 761 = (griin).
Rechts: Feldstirke aufgetragen entlang der Zentralachse (linkes Bild bei y = 0):
Sprung AE = 153 % bei Ubergang von gesundem (x < 11cm, rot hinterlegt)
zu tumordsem (x > 11cm, griin hinterlegt) Lebergewebe.

Kapazitdten kann am Ausgang (4) eine Spannungserhéhung beobachtet werden. Der Trans-
formator wird dabei von einer Wechselspannung gespeist. Die Ausgangsspannung entspricht
dem Scheitelwert der sekundérseitigen Transformatorspannung, multipliziert mit der Zahl der
Dioden. Die Kaskade kann theoretisch unendlich viele Stufen haben und eine extrem hohe
Spannung liefern, ist jedoch in der Praxis durch die in Reihe geschalteten Kapazititen be-
grenzt, die zu einem Spannungseinbruch fiihren.

Die in Abbildung 2.7 gezeigte zweistufige Greinacher-Kaskade kann eine anliegende Spannung
vervierfachen: Liegt anfangs eine negative Spannung an U, an, wird (' auf die Spannung —U
geladen, Knoten (1) liegt weiterhin auf 0V. Bei der Umpolung der Spannung verhindert die
Diode das Entladen des Kondensators C; und die Spannungsénderung von —U zu +U an (0)
wird an (1) als erhdhtes Potenzial von 2U wahrgenommen. Durch die Verbindung der Knoten
(1) und (2) wird auch Cy auf die Spannung 2U aufgeladen. C5 und Cj sind weiter ungeladen.
Bei wiederholter Umpolung liegt an Knoten (1) wieder ein Potenzial von 0V an, Cy ist auf
—U geladen. Durch die Verbindung zwischen Knoten (2) und (3) wird C3 auf 2 U aufgeladen.
Bei erneuter Polungsénderung auf +U an Knoten (0) und somit 2 U an Knoten (1) geschieht
an C'5 das Gleiche wie vorher an (', die Spannung wird erneut hochgeschoben, hier auf 4 U
an Knoten (3). C4 wird damit ebenfalls mit 2U geladen. An Knoten (4), also als Ausgangs-
spannung U,, liegt somit eine Spannung von U, = 4U an, die sich aus der Spannung iiber C

und Cy zusammensetzt [Kiic09].
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ov

Abbildung 2.7: Aufbau einer zweistufigen Greinacher-Kaskade, bestehend aus Dioden und
Kondensatoren [Kiic09]

Hochspannungserzeugung: Impulsiibertrager

Eine zweite Moglichkeit der Umwandlung eines niedrigen Spannungspulses in Spannungen bis
3kV ist der Einsatz eines Ubertragers: Der Aufbau ist, vereinfacht gesehen, eine Kombination
von zwei Spulen, deren Enden eingangs- bzw. ausgangsseitig abgegriffen werden kénnen. Die
beiden Spulen sind um einen Ferritkern gewickelt und so miteinander gekoppelt. Wenn an
einer Spule eine Wechselspannung anliegt und ein Strom fliefit, wird im Ferritkern ein Ma-
gnetfeld aufgebaut. Dieses Magnetfeld erzeugt eine Flussdnderung in der zweiten Spule, was
zu einem Spannungsabfall iiber den Abgreifpunkten fithrt. Uber das Windungsverhéltnis der
Spulen kann das Spannungsverhéltnis, also die Hohe der Ausgangsspannung U, im Verhéltnis
zur Eingangsspannung U, eingestellt werden.

Der Aufbau ist vergleichbar zu einem Transformator®, Ubertrager sind jedoch nicht auf eine
bestimmte Frequenz optimiert (vgl. Netztrafo auf 50 Hz), sondern auf breitbandige Informa-
tionsiibertragung mit méglichst hoher Signalqualitét.

Bei einem idealen Ubertrager wird das Spannungsverhiltnis von Ausgang und Eingang durch
das Windungsverhiltnis eingestellt. Die Form der Ausgangsspannung ist identisch mit der Ein-
gangsspannung, jedoch miissen einige Verluste beriicksichtigt werden (Verluste im Ferritkern;
ohmsche und induktive Verluste in den Spulen, die zu Schwingverhalten und zu Streuungen
fithren).

Abbildung 2.8 zeigt das Ersatzschaltbild eines realen Ubertragers mit Kupferverlusten der
Windungen, den Verlusten im Ferritkern sowie den Induktivitdten der beiden Spulen. Im
rechten Teil ist der ideale Ubertrager mit dem Ubersetzungsverhiltnis i dargestellt, der die
Spannung transformiert [Harl3].

Bei der Berechnung der o. g. Komponenten kommen folgende Gleichungen zum Einsatz [Weil3|:

i = = (2.25)

M=k /L1 Ly (2.26)

8 Der prinzipielle Aufbau ist identisch, die Optimierungen ergeben sich aus Materialwahl, Art der Wicklung,
Qualitdt/Genauigkeit der Fertigung etc..
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Abbildung 2.8: Ersatzschaltbild eines Ubertragers. Im linken Teil sind die durch die Spulen-
wicklungen und den Ferritkern entstehenden ohmschen Verluste sowie die In-
duktivititen der Spulen dargestellt, rechts ist der ideale Ubertrager mit dem
Ubersetzungsverhiltnis i zu sehen [Harl3).

Hierbei ist k der Kopplungsfaktor der beiden Spulen; er nimmt Werte zwischen Null und Eins
an. Das Induktionsverhéltnis ergibt sich auch aus dem Verhéltnis der Windungszahlen. Die
Lastimpedanz muss fiir die Berechnung auf die Eingangsseite transformiert werden, da sie am

Eingang als transformierte Last in Erscheinung tritt [Weil3]:
7' =i*-Z (2.27)

Mit diesen Gleichungen und den material- und aufbauabhéingigen Widerstandseigenschaften
lassen sich die realen Eigenschaften eines Ubertragers nachbilden. Ein solcher Ubertrager ist
auch im klinisch verwendeten Elektroporator ECM 830 verbaut (vgl. Abb. A.1).

Hochspannungsschaltung

Die EP-basierenden Verfahren =IRE und =ECT nutzen kurze Spannungspulse im Bereich
100 ps, d.h. neben der Erzeugung der notwendigen Hochspannung ist die Schaltung dieser
Spannungen zur Impulserzeugung ebenfalls relevant.

Eine einfache und fiir die EP {ibliche Variante der HV-Pulserzeugung, die schon in den ersten
Veroffentlichungen zu diesem Thema verwendet wurde [Neu82], ist das Prinzip der Konden-
satorentladung (vgl. Abb. 2.9): Ein Kondensator C' wird durch eine Spannungsquelle V' auf
eine Spannung U, aufgeladen. Wird der Schalter S umgelegt, entlédt sich der Kondensator
tiber den Lastwiderstand Z. Der parallel geschaltete Widerstand R (mit R << |Z| bestimmt
die Zeitkonstante der Entladung (7 = R - C). Nach der Dauer des Impulses wird der Schalter
zuriickgelegt, der Spannungsabfall iber dem Widerstand ist 0V, und der Kondensator 1adt
sich wieder auf die Ladespannung U, auf.

Die Kondensatorentladung erzeugt keinen perfekten Rechteckimpuls, da die Spannung des
Kondensators exponentiell abféllt, wenn der Widerstand angelegt wird (vgl. Abb. 2.9).

Zur schnellen Schaltung der Last am Kondensator werden iiblicherweise Power-MOSFETSs ein-
gesetzt [Man00] (vgl. Anhang A). Ein fiir die Anwendung ausreichend genaues und {ibliches
Modell [Puc04] ist die Betrachtung als idealer Schalter (vgl. Abb. 2.10), der iiber eine Trig-
gerschaltung (z. B. Mikrocontroller) gesteuert werden kann. Funktionsweise und Spannungs-

verlauf entsprechen im Ubrigen dem vorherigen Beispiel.
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Abbildung 2.9: Links: Pulserzeugung durch Kondensatorentladung: Diese Schaltung generiert

exponentiell abfallende Impulse und besteht aus Spannungsversorgung, Kon-
densator, Schalter und gqf. Widerstand (nach [Puc04]).
Rechts: Spannungsverlauf (hellrot) der Kondensatorentladung (nach [Sch00]).
FEingezeichnet wurden zusditzlich die Schaltungszeitpunkte S1 (Kondensator
wird an den Ausgang geschaltet) und Sy (Schalter zuriick in Ausgangslage,
Kondensator wird wieder aufgeladen, blau skizziert).
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Abbildung 2.10: Hochspannungspulsgenerator: Die Spannungsquelle lidt den Kondensator.
Die Triggerschaltung schaltet den Power-MOSFE'T, so dass der Kondensator
die Last mit einer rechteckformigen Spannung versorgt. Nach [Puc04].

Mit Power-MOSFETs kénnen generell hohere Spannungen als mit normalen integrierten MOS-
FETs geschaltet werden, allerdings ist auch hier die Schaltspannung auf einige hundert Volt
begrenzt. Um die erforderlichen 3kV zu erreichen, muss die Spannung des erzeugten Impul-
ses weiter erhoht werden. Dazu bietet sich der Einsatz des oben beschriebenen Ubertragers
an, der hier als idealer Transformator betrachtet wird und im Schaltungsbeispiel aus Abbil-
dung 2.10 den Widerstand R ersetzt, wobei die Last Z entsprechend an der Ausgangsseite des
Ubertragers angeschlossen wird. Damit wird die Spannung an der Eingangsseite mit einem
linearen Vergréflerungsfaktor an die Ausgangsseite transformiert. Ein realistisches Zahlenbei-
spiel wire eine Kondensatorladespannung von Ug = 300V, die durch einen Ubertrager mit
dem Verhéltnis 1:10 zu einer Spannung am Lastwiderstand von Uz = 3kV transformiert wird.
Eine zweite Moglichkeit, Hochspannungsimpulse zu erzeugen, ist die serielle Verschaltung von
Power-MOSFETS, um die Limitierung durch die Drain-Source-Spannung zu umgehen bzw. zu
erhohen (Schaltungsbeispiel siehe Abb. 2.11). Ein kapazitiver Spannungsteiler hilt am Eingang
(Gate) der einzelnen MOSFETS die Eingangsspannung (Gate-Source-Spannung) konstant und
verhindert damit das Uberschreiten der maximalen Gate-Source-Spannung. Eine Zenerdiode
schiitzt das Gate-Oxid vor Uberspannung und minimiert beim Schalten auftretende Leck-
strome [Bak92].
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Abbildung 2.11: Beispiel fiir die serielle Verschaltetung von MOSFETs zur Erhéhung der ma-
ximal mdglichen Spannung [Bak92].

2.2 Biomedizinische Grundlagen

Im zweiten Abschnitt dieses Kapitels werden die fachlichen Grundlagen aus den Bereichen
Biologie und Medizin im interdisziplindren Kontext erdrtert, wofiir die Kenntnis inshesondere

von elektrischen Feldern des vorherigen Kapitels voraussetzt werden.

2.2.1 Elektrische Gewebeeigenschaften

Wie in Kapitel 2.1.4 gezeigt, hingt die elektrische Feldstéirke von materialspezifischen Para-
metern ab, so dass zunéchst auf die elektrischen Eigenschaften von Gewebe eingegangen wird.
Die Stromdichte, die sich in einem Material bei einem induzierten elektrischen Feld einstellt,

ist abhéingig von den Materialeigenschaften Leitfihigkeit o und Permittivitét e [Sch02]:
J = {0+ jwe)- E (2.28)

Die Einteilung aus Kapitel 2.1.4 in Leiter (¢ > we), Isolierstoffe (0 < we) und Halblei-
ter, deren Leitfahigkeit temperaturabhéngig ist, kann nicht ohne Weiteres auf Bioorganismen
iibertragen werden; Bioorganismen gehdren zu einer Grauzone: Eine Zellmembran ist kein rei-
nes Dielektrikum, sondern hat auch einen leitfihigen Anteil [IvolOc|. Bei einem Zellverbund
bzw. Gewebe sind sowohl o als auch € stark frequenzabhéngig, so dass das Material je nach
Frequenz als Leiter oder Isolator eingestuft wird [Sch02]. Die Leitfihigkeit ergibt sich aus dem
elektrischen Widerstand des intrazelluldren (R;) und extrazelluliren Mediums (R.). Wie in
Abbildung 2.12a zu sehen, werden bei niedrigen Frequenzen die Zellen vom Strom umflossen,
bei hohen Frequenzen flieit der Strom durch sie hindurch. Daraus resultiert, dass der Gesamt-
widerstand fiir Frequenzen bis 10kHz als R, angenommen werden kann, fiir Frequenzen ab
1 MHz die Parallelschaltung aus R, und R; gilt (vgl. Abb. 2.12b). Diese GroBenordnung der
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Frequenz gilt fiir die meisten tierischen Gewebearten [IvolOc|. Da R, > R; ist, wird Gewebe

fiir kleine Frequenzen als Dielektrikum angesehen, fiir grole Frequenzen als Leiter.

Ersatzschaltbild

Aus dieser Uberlegung geht das Ersatzschaltbild fiir lebendes Gewebe in Abbildung 2.13a her-
vor: Das zuvor beschriebene Modell wird um den Kurzschlusswiderstand der Ionenkanéile R,
sowie um den variablen Widerstand Rgp erweitert, der die variable Erh6hung der elektrischen
Leitfdhigkeit durch EP verursachte Phénomene abbildet. Weiterhin beinhaltet der Strompfad
durch die Zellen eine durch die Zellmembran verursachte Kapazitit C,,, die experimentell
ermittelt wurde und mit 0,01 F/m? angegeben wird [Ivol0c].

Der Verlauf der Impedanz iiber die Frequenz mit und ohne EP ist in Abbildung 2.13b zu sehen:
Fiir hohe Frequenzen hat die EP kaum Einfluss auf die Impedanz, bei niedrigen Frequenzen

verringert die EP sie deutlich.

2.2.2 Elektroporation

Die Elektroporation (=EP) ist ein biologischer Effekt, der sich durch Bildung von Poren in
einer Zellmembran auszeichnet, wenn ein ausreichend starkes elektrisches Feld extern an die
Zelle angelegt wird (schematische Darstellung vgl. Abb. 2.14). Als Folge ist die Durchléssigkeit
der Zellmembran fiir ITonen und Makromolekiihle stark erhoht [Ivol0b].

Man unterscheidet zwischen reversibler EP und irreversibler EP: Bei der reversiblen EP
schliefen sich die Poren wieder, sobald kein Feld mehr anliegt. Durch eine zu grofle Feldstérke
und Pulsdauer wird die Zelle irreversibel geschidigt, so dass sie nicht mehr lebensfihig ist
und durch = Apoptose abstirbt (irreversible EP). Dies ist — im Vergleich zum =-Zelltod durch
=Nekrose — einer der wesentlichen Vorteile der EP (vgl. Kap. 1.1.5).

Die Membran wird hier idealisiert als eine Phospholipid-Doppelschicht (=-Lipiddoppelschicht)
aufgefasst: Phosphorlipide sind polar aufgebaute Molekiile, die einen hydrophilen Kopf und
einem hydrophoben Schwanz besitzen. Die vom elektrischen Feld erzeugten Membrandefekte,
auch Nanoporen genannt, haben eine Gréfienordnung von 20 — 120 nm [Haa01], einzelne An-
wendungen berichten von bis zu 178 nm [Cor98a] und 186 nm [Cor98b|. Die Untergrenze einer
solchen Pore liegt bei 6,2 nm, wozu alleine osmotischer Druck ausreicht [Bau98].

Das dynamische Phinomen EP basiert auf der lokalen transmembranéren Spannung an je-
dem Punkt der Lipiddoppelschicht, deren =-Ruhepotential bei Ur = —70mV liegt. Die Dicke
dieser Doppelschicht hat die Gréfienordnung 4-10 nm [Kar05]. Die typische Biomembrandicke
wird mit d = 7nm angegeben [Sau99]. Dieser Wert wird auch von den meisten Reviews zum
Thema EP [Rubl0] verwenden und daher im Folgenden zugrunde gelegt. Daraus resultiert
eine transmembranére elektrische Feldstéirke der Groflenordnung

0,07V ~1 07X kV

=100 — (2.29)

U
E = |l = —
R ‘d‘ 7-10°m m cm
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Abbildung 2.12: Modell des elektrischen Widerstandes einer Zellsuspension / von Gewebe.

a) Grafisch anschauliche Darstellung des Stromflusses durch das Modell bei
niedrigen und hohen Frequenzen.
b) Resultierender Verlauf des Widerstandes in Abhingigkeit der logarithmisch
aufgetragenen Frequenz: Fiir niedrige Frequenzen hat nur der extrazelluldre
Widerstand R, einen Einfluss, fiir hohe Frequenzen die Parallelschaltung aus
R mit dem intrazelluldren Widerstand R; [Tvol0c].

a) b)
I o ReRitRm)
Electroporation
=i _ Re/ARi+HRm//REP))
Sr. S
~ Rel/Ri
J LE+2 IE+3 1E+4 1E+3 1E+6 1E+7

frequency (Hz)

Abbildung 2.13: a) Ersatzschaltbild fiir Gewebe. b) Daraus resultierender Verlauf der Impedanz
iber der logarithmisch aufgetragenen Frequenz; mit und ohne EP [Tvo10c].
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Abbildung 2.14: Schema der EP einer einzelnen Zelle. Links: Zelle in E-Feld.
Mitte: Vergrdferter Ausschnitt der = Lipiddoppelschicht. Schwarz: hydropho-
ber Anteil; weifle Ellipse: hydrophiler Kopf. Die blauen Pfeilspitzen symboli-
steren die Polaritit der einzelnen Lipide bei Modellierung als Dipol.

Rechts: Gleicher Ausschnitt, aber nach Anlegen eines E-Feldes (weitere Aus-
wirkungen zeigt Abb. 2.15).

Die hier errechnete Feldstiarke entspricht dem in der Literatur als Ruhefeldstirke angegebe-
nen Wert [Pak10]. Wird ein externes elektrisches Feld — erzeugt durch einen Spannungspuls —
an einer Zelle, einer Zellsuspension oder einem Zellverbund (Gewebe) angelegt, superponiert
dies eine zusétzliche transmembranére Spannung. Ist die resultierende Feldstérke hoch genug,
fithrt dies zum Effekt der EP [Ivol0b]. Der Effekt ist abhéngig von der Pulsform (iiblicherweise
Rechteckimpulsfolge) und -dauer (vgl. Kap. 2.2.4), es gilt aber als allgemein anerkannt, dass
die Grenzwerte der transmembrandren Spannung fiir das Auftreten von EP ab 0,2 s fiir re-
versible EP [Wea00; Ivol0a; Ben10] bis 1,0V fiir irreversible EP [Wea00; Ben10; Goll10; Hall4]
liegen. Setzt man in Gleichung 2.29 eine Spannung dieser Groflenordnung ein, erhilt man eine
Feldstarke, die in der Groflenordnung der in Kapitel 2.1.4 angegebenen Durchschlagsfestigkeit
liegt (Eg ~ 1500 ¥ mit U = 1V).

Das zu Grunde liegende biophysikalische Phinomen ist dabei noch nicht vollstandig geklart. In
der aktuellen Literatur [Pak10; Sunl4a; Keell; Yarl4] wird der Effekt der EP dadurch erklért,
dass die vom externen elektrischen Feld erzeugte Kraft sowohl auf die polaren (Kopfgruppen)
als auch die apolaren (Fettsiureketten) Anteile der Membrankomponenten wirkt: Das elek-
trische Feld an der Zellmembran entsteht durch die Ionen nahe der inneren und &dufleren
Oberflache der dielektrischen Membran und wirkt ebenfalls auf die von der Membran adsor-
bierten Molekiile. Die in Folge des externen elektrischen Feldes auf die Membranbestandteile
wirkenden Kréfte fithren zu einer Reorganisation der Lipide, vgl. Abbildung 2.14. Diese Po-
renstruktur steigert den transmembranen Transport von Tonen in den Zellinnenraum deutlich
stirker, als es Ionenkanile konnen [Hall4], zudem ermoglicht es das Eindringen von extern
eingebrachten Substanzen. Analog steigt der Transport von intrazelluliren Komponenten aus
der Zelle heraus [Pak10].

Je nach Dauer, Hohe und Anzahl der Spannungspulse (bzw. resultierender Feldstérke) variiert
der Einfluss auf die Zelle. In Abbildung 2.15 sind typische Verinderungen der (a) Zellmem-

bran bei Anlegen eines elektrischen Feldes dargestellt: Es kommt zunéchst zu einer (b) lokalen

35



2 Grundlagen

133113101
f1teetttt

TR
Tt

13 1
{t ettt

13312-11101
{HR-Atet

ke A
& | A

Abbildung 2.15: Anderungen der Zellmembran bei reversibler EP: a) Normalzustand, b) lokale
Membrankompression und Verdiinnung, c) freie Fluktuation erlaubt Eindrin-
gen eines ungeladenen Molekiils in die Membran, d) hydrophobe Pore, gilt als
Vorstufe zu e), der hydrophilen Pore, der typischen Pore fiir Elektroporation.
f) Pore involviert ein Membranprotein, g) ,Fuf-in-der-Tiir “Interaktion; ein
langes, geladenes Molekiil tritt durch eine hydrophile Pore [Wea00].

== ==

Membrankompression und damit zu einer Verdiinnung der Phospholipid-Doppelschicht. (c)
Es konnen auch kleinere, ungeladene Molekiile in die Membran eindringen. (d) Hydropho-
be Porenbildung ist eine weitere Folge. Diese Poren schlieBen sich entweder nach kurzer Zeit
(GroBenordnung einige Sekunden [Jial5]) oder entwickeln sich (e) zu einer ldngerlebigen hy-
drophilen Pore (GréBenordnung Stunde [Jial5]), welche als typisch fiir die Elektroporation
gilt. Durch diese Poren kénnen Pharmazeutika oder andere geladene Molekiile in die Zel-
le geschleust werden. Variationen von Poren in der Membran kénnen ein Membranprotein
beinhalten (f). (g) stellt den Zeitpunkt dar, in dem ein langes, geladenes Molekiil in die hy-
drophile Pore eindringt und aufgrund seiner Linge die Membran daran hindert, sich wieder
zu schliefen. Die Pore bleibt so lange getilnet bis sich das Molekiil vollstdandig in der Zelle
befindet, oder wieder ausgetreten ist (auch , Fuf-in-der-Tiir “-Interaktion genannt) [Wea00].
Die genannten Zeitfenster sind in Abbildung 2.16 genauer dargestellt: Die Membrandefekte
(Poren) der reversiblen EP bestehen in der Gréfienordnung von Sekunden, die komplette Wie-
derherstellung kann bis zur einer Stunde andauern. Bei der irreversiblen EP verschlieBlen sich
die Poren nicht nach Abschalten des Feldes, sondern bilden in den néichsten Sekunden die
notwendigen Defekte aus, die zum =-Zelltod fiihren. Das Zellsterben kann sich iiber mehrere
Stunden erstrecken. Beide Varianten der EP sind mit Spannungspulsen im Bereich von Milli-
sekunden erzielbar [Jial5].

Die Wirkweise und damit die Anwendung héngt — bei fest definierter Geometrie des Problems
und homogener Feldstéirkeverteilung wie in Abbildung 2.14 symbolisiert — im Wesentlichen von
dem Betrag der elektrischen Feldstéirke |E | und der Impulsdauer ¢ ab. Die Grenzwerte werden
oft als nominell feste Schwellwerte angegeben [Mik00a; Dev00], obwohl sie nach eigenen Er-

kenntnissen (vgl. Kap. 3) von Problemstellung und Material (hier: Zelltyp / Gewebe) abhéngig
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sind. Die in Abbildung 2.17 klassifizierten Bereiche basieren daher qualitativ auf [Dev00] und
zeigen, welche Grolenordnungen fiir die elektrische Feldstérke und die Impulsbreite benétigt
werden, um reversible bzw. irreversible EP zu erreichen. Bei Feldstédrken von mehreren lc%
und einer Impulsbreite im Bereich ¢ = 20 ms und mehr tritt eine nicht mehr vernachlissigbhare
Hitzeentwicklung auf, so dass ab dieser Gréflenordnung nicht mehr der Effekt der EP, sondern
die durch einen Stromfluss verursachte Hitzeentwicklung (Joulesche Erwdrmung) fiir den Tod
der Zellen verantwortlich ist (vgl. Radiofrequenzablation in Kap. 1.1.2) [Dav10].

Typische Einstellungen und Einheiten der EP liegen bei £ = 1 % und ¢ = 100 ps fiir das
Einbringen von Pharmazeutika in Zellen, £ = E)OCLH1 und t = 20ms verwendet man zum
Einbringen von grofien Molekiilen und Genen in Zellen [Dev00]. Bei diesen Gréfienordnungen
wurde die Wirmeentwicklung gepriift und als unkritisch angesehen (vgl. Abb. 2.18).

Vor diesem Hintergrund kénnen nun auch die Zahlenwerte aus Beispiel drei (Kap. 2.1.6) inter-
pretiert werden: Die angegebene Differenz der elektrischen Feldstirke von AE = 153 l(% kann
fiir den Erfolg der EP entscheidend sein. Bei simulierten Feldverteilungen mit gesundem und
tumordsem Gewebe, also mit verschiedenen Dielektrika, sollte daher die direkte Umgebung

der Grenzflichen genauere Beachtung finden.

2.2.3 Impulsfolgen der Elektroporation

Die im Anwendungsgebiet der EP eingesetzten Signale sind Impulsfolgen mehrerer Rechteck-
impulse. Ubliche Pulsbreiten sind ¢; = 100 ps = 100 - 10~%s, die Impulsfolgefrequenz variiert
in der Groflenordnung f; = 1Hz bis fo = 100 Mhz (vgl. Abb. 2.19).

Im Vergleich zur Dauer der steigenden und fallenden Flanken, die ein Wechselfeld bewirken,
ist die Zeit ohne bzw. mit vollstéandig ausgepriagtem Feld sehr lang, so dass die vergleichsweise
kurze Zeit des nichtstationdren Feldes vernachlissigt werden kann. Dadurch konnen fiir diese
Anwendungsfille die im Anhang beschriebenen vereinfachten Maxwellschen Gleichungen fiir
statische Anwendungen verwendet werden. Dies ist in der Literatur zu EP-basierten Anwen-
dungen {iiblich (vgl. z.B. [Dev00; Lar07; Deoll; Pav13; Jial5]), so dass auch hier aus Griinden

der Vergleichbarkeit auf die Berechnung zeitvarianter Felder nicht weiter eingegangen wird.

2.2.4 Anwendungsgebiete der Elektroporation

Der biologische Effekt FElektroporation kann wie gezeigt fiir viele verschiedene Methoden be-
nutzt werden, angefangen vom gezielten Einbringen definierter Substanzen bis zur beabsich-
tigten Zerstorung von Zellen (ausfiihrlicher Uberblick siehe [Mir14]). Dazu ist es sinnvoll, die
Elektrodengeometrien auf die Problemstellung so anzupassen, dass die Spannungsimpulse ein
elektrisches Feld iiber den Zellen im Zielgebiet aufspannen. Die notwendige Anzahl der Span-
nungsimpulse hingt von der Anwendung ab und reicht von einem einzelnen Impuls bis hin
zu langeren Impulsfolgen, die ggf. auch wiederholt werden kénnen. Es werden Spannungen im
Bereich von wenigen Volt bis hin zu mehreren Kilovolt genutzt [Dev00].

Die erste wissenschaftliche Erkenntnis zu dem Effekt der EP schreibt man J.A. Nollet und
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Abbildung 2.16: Zeitfenster fir a) reversible und b) irreversible EP [Jial5]
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Abbildung 2.17: Einfluss der elektrischen Feldstirke und Impulsbreite auf Wirkweise und An-
wendung der EP. Die Grafik basiert qualitativ auf [Dev00] und wurde um
Ubergangsbereiche statt fester Grenzwerte erweilert.
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Abbildung 2.18: Gemessene Temperaturerhohung bei typischem EP-Puls (t = 100ns) [Cho09]
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Abbildung 2.19: Beispiel fir typische Pulsfolge bei der Elektroporation

seinem 1749 veroffentlichten Buch , Recherches sur les causes particulieres des phénoménes
électriques. “ [Nol49] zu. In der aktuellen Literatur wird aber der 1982 publizierte Gentrans-
fer in Bindegewebszellen von Méusen (LT K~ -Zellen) meist als erste erfolgreiche, produktive
Anwendung der EP genannt. [Ivol0b] Neumann et al. nutzten dabei eine Kondensatorentla-
dungsschaltung, wie in Abbildung 2.9 gezeigt [Neu82].

Abbildung 2.20 zeigt einige iibliche Beispiele der Anwendungen: Dazu gehéren das Einsetzen
von Proteinen in die Zellmembran (a) oder das Einbringen von kleinen (b) und grofien (c)
Molekiilen in die Zelle selber. Méglich ist auch eine Fusionierung von zwei oder mehr Zellen zu
einem Zellcluster. Je nach Spannung und Pulsdauer ist auch eine Zerstorung der Zellmembran
moglich, was zum Zelltod fiithrt [Puc04].

Elektroporation in der Biologie und in der Lebensmittelindustrie

In der Geniibertragung ist es eine gebriduchliche Methode, modifizierte Gene an Viren zu
heften, welche dann in die Zellen gelangen und den DNA- oder RNA-Strang abgeben. Diese
Methode hat aber einige Nachteile, z. B. vermindert die Immunabwehr des Koérpers, dass iden-
tische Viren ein zweites Mal in die Zellen gelangen. Somit ist eine wiederholte Geniibertragung
mit dem gleichen Virustyp nicht mehr méglich. Auch sind nicht alle Arten von DNA fiir die
Anhaftung an Viren geeignet. Ebenso ist die Anzahl der DNA-Strénge, die eingebracht wer-
den konnen, limitiert. Eine Abhilfe schafft hier die EP, mit deren Hilfe DNA-Strange ohne
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Abbildung 2.20: Anwendungsgebiete der EP. Nachdem die Zelle dem elektrischen Feld ausge-
setzt war, ist ihre Zellmembran pords. Das wird ausgenutzt um a) Proteine in
die Zellmembran einzusetzen, b) kleine oder ¢) grofle Molekiile in die Zelle zu

bringen, d) Zellen zu fusionieren oder e) die Zelle irreversibel zu schidigen.
a) bis d) bezeichnet man als reversible EP. Basierend auf [Puc04).

den Gebrauch von Viren in die Zellen eingebracht werden kénnen. Auch die anderen Nachteile
werden so umgangen. Erfolgreiche Anwendungen finden bisher ex vivo statt, die modifizierten
Zellen werden anschlieflend wieder in den lebenden Organismus zuriickgegeben. Auch in vivo
wurde die Geniibertragung und Gentherapie bereits erfolgreich getestet [Dev00; Lil4b].
Auch zur Vermessung von roten Blutkdrperchen, den Erythrozyten, kann EP verwendet wer-
den: Durch Anlegen eines elektrischen Feldes wie in Abbildung 2.14 an einen einzelnen Ery-
throzyt verdndert dieser seine Form. Vermisst man diese Formverédnderung, erh&lt man eine
Aussage iiber dessen Zustand und das Flieverhalten des Vollblutes [Bau0l; Bau02].

In der Lebensmittelindustrie sind Einsatzbereiche der EP ebenfalls bereits etabliert: Mit
hoheren Feldern von 10-20 % werden Mikroorganismen abgetotet. Mit dem zusétzlichen Ein-
satz von Permanganaten oder Peroxiden kann die Haltbarkeit von Lebensmitteln verlangert
werden [Haa99]. Zudem wird EP in der Weinkelterei angewandt, um den Gérprozess durch
Offnen der Zellen zu beschleunigen [Sac10]. Die Sterilisation von Trinkwasser und anderen
Fliissigkeiten durch diese Methode wird derzeit erforscht [Liul3].

Elektroporation in der Medizin

Neben den hier relevanten Anwendungsmoglichkeiten in der Tumortherapie (vgl. Kap. 1.1.3)
gibt es weitere Beispiele fiir den Einsatz von EP in der Medizin, deren Status gréfitenteils
noch préklinisch bzw. prototypisch ist:

Bei der Elektroinsertion wird ein Wirkstoff in die Zellmembran eingesetzt. Je nach eingesetz-
ten Wirkstoffen konnen gesunde Zellen so gegen ,Killer-Zellen“ geschiitzt werden. Konkrete
Forschungen zielen auf die Therapie von AIDS ab [Dev00].

Die sogenannte Elektroenkapsulation bezeichnet das Einbringen von nichttoxischen Molekiilen
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in die Zelle selber. Diese Therapie wird insbesondere im vaskulédren und kardiologischen Bereich
angewendet: Hier kénnen Substanzen in die Zelle gebracht werden, die es z. B. Erythrozyten
ermoglichen, mehr Sauerstoff zu transportieren, oder aber der Transport eines Therapeutikums
zur Operationsstelle nach einer Herzoperation wird unterstiitzt, um eine erneute Stenose zu
verhindern [Dev00].

Die intraokulare Therapie wird bei Menschen mit einem Glaukom eingesetzt (Griner Star).
Hierbei leidet der Patient unter einem stark erhohten Augeninnendruck, der auf Dauer zur
Erblindung fiihren kann. EP wird zusammen mit einem die Zellvermehrung hemmenden Stoff
angewendet, um den Augeninnendruck zu senken. Auch hier wurden mit dieser Technik bereits
Fortschritte erzielt [Dev00].

Die Behandlung von Leukémie ist ein weiterer Forschungsschwerpunkt [Ram14].

In der vaskuldren Therapie wird EP ebenfalls mit einem antiproliferativen (zellwachstums-
hemmenden) Wirkstoff eingesetzt. Dazu wird ein Katheter an die zu behandelnde Stelle vor-
geschoben und mit einem Ballon verschlossen, anschliefend wird das Medikament freigesetzt
und die elektrischen Impulse werden abgegeben. Diese Form der Behandlung ist sehr erfolgver-
sprechend bei Arteriosklerose und Thrombosen, aber auch nach Operationen zur Pravention
einer Restenose [Dev00)].

Eine weitere Anwendung ist das transdermale (durch die Haut) Einbringen von Arzneistoffen
und Genen in Zellen. Dazu muss die &uflerste Schicht der Haut (stratum corneum) iiberwunden
werden. Das Ziel ist die Injektion eines Medikaments durch EP, ohne bzw. mit moglichst gerin-
ger Irritation der Haut. Fiir diese Anwendung wird mit sehr hohen elektrischen Feldern (20 1(%
und hoher) gearbeitet. Unmittelbar nach der EP kénnen Arzneistoffe und Gene nachweisbar
leichter durch die Haut ins Gewebe diffundieren [Dev00].

2.2.5 EKG-Synchronisation

Wird =IRE oder =ECT nicht an der Haut, sondern im Koérperinneren angewendet, ist fiir die
patientensichere Abgabe der Pulse die Kenntnis der momentanen Herzaktivitdt unerlisslich.
Das Herz ist ein Muskel, der getriggert durch eine elektrische Erregung eine synchronisierte
Kontraktionsfolge aufweist. Uber das herzeigene elektrische Leitungssystem aus spezialisierten
Herzmuskelzellen lduft die Erregung zu den ibrigen Herzmuskelzellen. Diese elektrischen Span-
nungsidnderungen am Herzen kann man an der Kérperoberfliche messen, der zeitliche Verlauf
dieser Spannungsmessung wird Elektrokardiogramm (EKG) genannt. Es lasst Riickschliisse auf
die aktuelle Herzaktivitdt zu. Ein prototypischer Verlauf ist in Abbildung 2.21 dargestellt, die
wichtigsten Abschnitte (P-Welle, QRS-Komplex, T-Welle) sind entsprechend gekennzeichnet.
Fiir die Grundlagen (Aktionspotential, Refraktérzeit, Herz-/ Kreislaufphysiologie, Entstehung
und Ableitung des EKGs) sei auf die medizinische Fachliteratur verwiesen [Sil03].

Externe elektrische Signale kénnen die Abfolge der Kontraktionen im Herzmuskel storen,
insbesondere eine Storung in der sogenannten vulnerablen Phase (vgl. Abb. 2.21) ist lebens-
gefihrlich: Hier sind Teile des Herzmuskelgewebes (Myokard) noch unempfindlich bzw. nicht

beeinflussbar (refraktir), wiahrend andere bereits wieder erregbar sind. Kommt es in dieser
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2 Grundlagen

Phase zu einer externen Erregung, kann dies durch ein Kreisen dieser Erregung im Myokard
zu Kammerflimmern und damit zum kompletten Pumpversagen des Herzens fiihren. Sind je-
doch alle Herzmuskelzellen noch absolut refraktir, was vor der vulnerablen Phase der Fall ist,
so kann ein externes Signal das Herz nicht stéren. Am EKG kann die vulnerable Phase mit
Beginn der T-Welle erkannt werden [Sil03].

Bei der Anwendung der EP an inneren Organen (=-interstitiell oder =intraabdominal) ist
daher die Synchronisation der Spannungspulse, die bei marktiiblichen Elektroporatoren bis zu
3kV betragen, mit der Herzaktivitat zwingend erforderlich. Studien von Thomson [Tholl],
Mali [Mal08] und Deodhar [Deoll] belegen die Notwendigkeit.

Fiir die Sicherheit der Patienten sollten die Spannungspulse der EP nur dann abgegeben wer-
den, wenn alle Herzmuskelzellen noch absolut refraktéar sind. Mali et al. sehen diesen Zeitpunkt
zwischen Beginn der R-Zacke und Beginn der T-Welle [Mal08], Deodhar et al. sehen als den
spatesten Zeitpunkt die Mitte der abfallenden T-Welle an [Deoll]. Nach Riicksprache mit
Kardiologen der Uniklinik RWTH Aachen wird der gesamte QRS-Komplex bis Beginn der
T-Welle als sicher angenommen, die T-Welle selbst wird, genau wie von Mali et al., als kri-
tisch angesehen, was sich auch mit der zuvor angegebenen physiologischen Literatur deckt.
Zusammengefasst zeigt Abbildung 2.21 die in dieser Arbeit als fiir die Pulsabgabe sicher an-
genommenen Phase im Verlauf des EKGs.

Abnormitdten des Herzrhythmus konnen am RR-Intervall detektiert werden: Bei starken
Schwankungen sowie Abweichungen von durchschnittlichen Werten sollte die Behandlung ab-
gebrochen werden (z. B. schaltet das NanoKnife bei einer Herzfrequenz von iiber 120 bpm sofort
autonom ab) [Mal05].

Sicherste
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Zeit fiir
den Puls Phase
[ S—— s S— ]
i ' ! RR-Intervall
R : >R
]
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i T : T
Q .
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S Level ¥
>
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Abbildung 2.21: Prototypisches EKG zweier Herzschlige mit grundlegenden Abschnittsbe-
zeichnungen (P-Welle, QRS-Komplex, T-Welle). Markiert sind die fiir IRE-
Spannungspulse als sicher geltenden Intervalle. Basierend auf [Mal08; Bar09].

42



3 Elektroporation auf Zellebene

Zellversuche sind im Bereich der Elektroporation bereits etabliert und erscheinen auf den ers-
ten Blick als ausreichend beforscht. Wie in den Grundlagen dargelegt, sind Fragestellungen
bzgl. der tumortherapeutischen Anwendung der EP offen, deren Betrachtung zunéchst auch
auf Zellebene moglich ist. Versuche in der Zellkultur sind im Vergleich zu Tierversuchen deut-
lich einfacher zu realisieren, u. a. da hier keine ethischen Aspekte zu beriicksichtigen sind und
deutlich geringere Kosten anfallen. Die Versuchsreihen wurden in Kooperation mit und in
den Laboren der Klinik fiir Allgemein-, Viszeral- und Transplantationschirurgie der Uniklinik
RWTH Aachen durchgefiihrt.

In diesem Kapitel werden die offenen Fragestellungen erortert, daraus hervorgehend das Profil
der Anforderungen an die Versuchsaufbauten beschrieben, sowie fertige Setups und durch-
gefiihrte Versuchsreihen gezeigt. AbschlieBend werden die Ergebnisse unmittelbar zusammen-

gefasst und diskutiert.

3.1 Motivation und Zielsetzung

In den Kapiteln 1.1.4 und 2.2.2 wurden bereits Grenzwerte fiir die reversible und irreversible
EP als ein Schwerpunkt fiir den Forschungsbedarf angesprochen: Gelten diese Grenzwerte fiir
jede Art von Gewebe bzw. jede Art von Tumorgewebe (vgl. Abb. 2.17)?7 Ist das elektrische
Verhalten z.B. einer Fettleber identisch zu gesundem Lebergewebe? Selbst fiir ein einziges
Organ betrachtet, gibt es nicht das eine Tumorgewebe, sondern verschiedene Tumorarten, die
sich u.a. in der zelluliren Zusammensetzung, dem Bindegewebsanteil oder der Vaskularisie-
rung, unterscheiden. Die sog. Zelllinien kann man einzeln erwerben und kultivieren, so dass
man mit jeder Zelllinie getrennt identische Versuchsreihen durchfithren kann.

Ziel dieses Teilprojekts ist es, herauszufinden, ob alle Zelllinien die identischen Grenzwerte
fiir eine erfolgreiche IRE aufweisen oder ob relevante Unterschiede erkennbar sind. Eine der-
artige Vergleichsstudie fiir mehr als eine Tumorzelllinie, bei der nur ein einziger Parameter

reproduzierbar gedndert wird, wurde bislang nicht durchgefithrt bzw. publiziert.

3.2 Materialien und Methoden

Zellversuche mit dem Hintergrund der tumortherapeutischen Anwendung der EP sind in drei
verschiedenen Varianten durchfiithrt worden: Zellsuspensionen, In-vitro-Gele und Zellmono-

layer. Deren Vor- und Nachteile sind in Tabelle 3.1 aufgefiihrt und werden in den jeweiligen
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3 Elektroporation auf Zellebene

Unterkapiteln ndher erldutert. In der Literatur sind iiberwiegend Versuche an Zellsuspensio-
nen beschrieben [Mil05; Pav05; Mov11; Iwal4; Jialb], In-vitro-Gele und Versuchsreihen an
Monolayern sind in der aufgefithrten Literatur nicht enthalten.

Als Material fiir die Elektroden hat sich 1.4571 Edelstahl’ bewihrt und wurde in allen hier
beschriebenen Versuchsreihen verwendet: Dieser Typ weist erhohte Besténdigkeit fiir Chloride
bzw. gegen Korrosion und Lochfral auf, hohe Temperaturstabilitit (im Autoklaven sterili-
sierbar), ist fiir den Lebensmittelkontakt vorgesehen und wird daher auch nach Datenblatt
hauptséchlich in der medizinischen und pharmazeutischen Industrie verwendet [Deul5b].

Im Rahmen der Vorversuche wurde auch mit Elektroden aus Aluminium experimentiert, aber
diese hatten sich bei den Versuchen optisch verfirbt, d. h. die Aluminiumoxid-Oberfliche wur-
de von den Chlorid-Ionen der Versuchslosungen angegriffen. Damit kann ein Einfluss auf die
Versuche nicht ausgeschlossen werden, so dass auch bei Zellversuchen fiir die Elektroden 1.4571
Edelstahl bevorzugt wurde.

Isolierende Schichten und andere funktionale Bauteile wurden entweder aus PVC oder RGD720
(Kunstharz 3D Druck) gefertigt.

Als Elektroporator wurde das ECM 830 electroporation system (BTX Instrument Division,
Harvard Apparatus, Inc., Holliston, USA) beschafft und eingesetzt.

Zum Testen der jeweiligen Setups wurden Fibroblasten (Zelllinienbezeichnung: L929) ver-
wendet, da diese Zellen das giinstigste Standardmaterial der Zellkultur darstellen. Fiir die
eigentlichen Versuchsreihen wurden drei verschiedene Pankreas?-Tumorzelllinien miteinander
verglichen: BxPc3, MiaPaCa2 und Pancl. Leider konnten im Rahmen der hier beschriebenen
Versuchsreihen nicht wie urspriinglich geplant humane Pankreaszellen — d. h. nicht tumorose
(,gesunde*) Vergleichszellen — bereitgestellt werden.

Als Zellmedium?® wurde eine 330 millimolare Glukoselésung verwendet, die in eigenen Vorver-
suchen die besten Resultate lieferte (vgl. Anhang C) und auch von anderen Arbeitsgruppen
bei vergleichbaren Versuchsreihen verwendet wird [Gar07; Iwal4; Jial5).

Um die Zellviabilitdt, d.h. die Uberlebensrate der Zellen, zu bestimmen, wurde mit zwei
in der Zellbiologie iiblichen Fiarbemethoden gearbeitet, die auch in Publikationen zum The-
ma EP oft genannt werden [Gar07; Iwal4; Jialb5]: Bei der Trypanblau-Féirbung dringt der
Farbstoff in die defekte Zellmembran ein und firbt tote Zellen, so dass diese unter dem
Durchlichtmikroskop als blau erscheinen, lebende Zellen bleiben weif-grau. Die zweite Me-
thode ist eine Fluoreszenzfirbung mit Fluoresceindiacetat und Ethidiumbromid. Das Fluore-
scein wird von der intakten Membran lebender Zellen zuriickgehalten und erscheint bei UV-
Anregung griin. Ethidiumbromid dringt durch die defekte Zellmembran toter Zellen ein, diese

erscheinen bei UV-Anregung rot. Zellen lassen sich durch diese leuchtende rot/griin-Ansicht

! Fiir experimentelle Aufbauten aus Metall, die in Tierversuchen eingesetzt werden, wird grundsitzlich dieser
Edelstahl in der wissenschaftlichen Werkstatt des Helmholtz-Instituts der RWWTH Aachen verwendet.

2 Die Klinik fiir Allgemein-, Viszeral- und Transplantationschirurgie hat ein bevorzugtes Interesse an IRE-
Forschung bzgl. der Pankreas, so dass aus diesem Grunde diese Zelllinien ausgew#hlt wurden.

3 Ein moglichst realistischer Versuchsaufbau sollte eine Osmolalitiit (d. h. eine Konzentration osmotisch aktiver
Teilchen in einer Losung, bezogen auf die Masse des Losungsmittels) haben, die der des menschlichen Kérpers
entspricht. Diese beinhaltet Werte zwischen 260 und 320 mosm/kg H20 [Puc01].
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3.3 Durchfiihrung und Ergebnisse

Tabelle 3.1: Varianten der durchgefiihrten EP Zellversuche

Struktur Vorteile Nachteile
Zell- Fliissigkeit (i.d.R. Einfache Umsetzung. Ortsbezogene Aussagen
suspension Né&hrmedium), in Ubliches Verfahren in  nicht maglich.
der sich Zellen frei fachbezogener Litera-
bewegen. tur.
In-vitro- Auch 3D-Zellcluster  Ortsbezogene Komplizierte und langwie-
Gel genannt: Zellen ver-  Aussagen in drei rige Vorbereitung, pro-
teilen sich in Gel, Dimensionen moglich.  blembehaftete Versuchs-
das dann aushértet. durchfithrung.
Mono- Einschichtige Zellen  Ortsbezogene Aussa- Monolayer befindet sich an
layer in einer Petrischale.  gen in zwei Dimensio-  Grenzfliche zw. Elektrode
nen moglich. Einfache und Feldausbreitung, d. h.
Vorbereitung, da in homogenes Feld iiber dem
der Zellkultur {ibliches Monolayer nur mit kompli-
Verfahren. ziertem Aufbau moglich.

sehr schnell auszdhlen, die Durchfithrung ist jedoch deutlich aufwéndiger und zeitintensiver
als die Trypanblau-Farbung. Auflerdem wird ein UV-Fluoreszenzmikroskop bendtigt. Da die
Trypanblau-Farbung fiir die Zellen schonender ist (nur ein Farbstoff, Zeit von Farbung bis
Anfertigung der Fotos deutlich kiirzer) und die Auszéhlung fiir im Versuch eingewiesene Per-
sonen nur unwesentlich linger dauerte, wurde diese in den umfangreicheren Versuchsreihen
bevorzugt (verwendet wurde ein DM IL LED F1 von Leica Microsystems, Deutschland).
Zur Ausziéhlung der Zellen wurden unter dem Durchlichtmikroskop sofort nach der Farbung
Fotos angefertigt. Monolayer wurden direkt im Kulturgefif§ (Petrischale) abfotografiert, Zell-
suspensionen vorher in eine Neubauerkammer (iibliche Zahlkammer fiir manuelle Auszihlung
in der Zellbiologie) gegeben. Die Auszéhlungen erfolgten spéter am PC, wobei jeweils bis zu
vier Personen unabhéngig die Auszidhlung iibernahmen, die Fotos jeweils unsortiert erhielten
und keine Kenntnis iiber die Versuchsdaten der Fotos besafien (Einfachblindstudie).

Das Logos Biosystems LUNA-FL Dual Fluorescence Cell Counter, ein Gerét zur automati-
schen Ausziéhlung einer Zellsuspension (laut personlicher Mitteilung des Herstellers fiir diese
Art der tot/lebend Auszéhlung geeignet), wurde erprobt, erbrachte jedoch — im Gegensatz zur

manuellen Auszidhlung in der Neubauerkammer — keine reproduzierbaren Ergebnisse.

3.3 Durchfiihrung und Ergebnisse

Im Folgenden sind alle durchgefiihrten Zellversuchsreihen und die dazu hergestellten Aufbau-
ten zusammengetragen. Aufgrund der verschiedenen Versuchsreihen und unterschiedlichen
Projektstadien wurde zugunsten der Ubersichtlichkeit auf die sonst iibliche Trennung von
Durchfithrung und Ergebnissen verzichtet. Zunéchst werden verschiedene Setups fiir Mono-

layer abgehandelt, danach vergleichende Versuchsreihen mit Zellsuspensionen fiir verschiedene
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3 Elektroporation auf Zellebene

Zelllinien, die erfolgreich durchgefiihrt werden konnten. Zuletzt wird auf den Entwicklungs-
stand der neuartigen Tumorgele eingegangen. Die fiir diese Arbeit relevanten Ergebnisse wer-
den im letzten Abschnitt zusammenfassend bewertet. Studien an Monolayern und In-vitro-
Gelen befinden sich noch im Versuchsstadium, so dass die bei der Versuchsdurchfithrung auf-

getretenen Probleme abschlieend diskutiert werden.

3.3.1 Monolayer

Der Begriff Monolayer ist eine in der Zellbiologie iibliche Bezeichnung fiir Zellschichten in
Kulturgefiflen, die aus genau einer Zellschicht bestehen: Im Gegensatz zu einem Multilayer
liegen die Zellen nicht iibereinander, sondern ausschliefilich nebeneinander. Die verwendeten
Kulturgefifie werden Petrischalen genannt und sind in der Regel durchsichtig: Die Auswir-
kungen der Versuchsreihe sind im Durchlichtmikroskop nur durch den Boden der Petrischale
sichtbar, ein Herauslésen des Monolayers wire nicht ohne Beeintréchtigung der Zellen moglich.
Als Folge davon sind die Zellen ortsfest und eine Auswertung der Zellviabilitdt in Relation zur
Lage der Elektrode oder Richtung des Feldes wird moglich.

Vorversuche und Anforderungen

Abbildung 3.1a zeigt den ersten Versuchsaufbau sowie die mit diesem Aufbau verbundenen
Probleme: Uber dem Monolayer liegt keine homogene Feldverteilung an, da sich der Monolayer
nicht zwischen den Elektroden (modelliert als Plattenkondensator) befindet, sondern in der
Randebene (vgl. schwarze Markierung in Abb. 3.1c). Da in der Mitte dieser Randebene das
Feld deutlich abféllt (vgl. Abb. 3.1d), sind die dort befindlichen Zellen nur dieser geringeren
Feldstérke ausgesetzt, so dass keine EP eintritt und die Zellen die Behandlung iiberleben.
Grundsétzlich funktioniert die EP jedoch: Betrachtet man den Zellbereich nahe der Elektrode
(3.1b), so kann man eine Trennlinie zwischen den toten Zellen und lebenden Zellen identifi-
zieren: Die toten Zellen lagen zwischen den Elektroden, waren also dem Feld ausgesetzt, die
lebenden Zellen lagen auflerhalb des Feldeinflusses unter der Elektrode. Es war moglich, die
Feldstarke so weit zu erhohen, dass auch die Zellen in der geometrischen Mitte zwischen den
Elektroden abgetttet wurden, eine fundierte Aussage iiber den Zusammenhang von Feldstéarke
und Zellviabilitét ist so jedoch nicht moglich. Die Versuchsprotokolle der Versuchsreihen sind

in Anhang B gelistet. Daraus ergeben sich drei zusétzliche Anforderungen:
1. Der Monolayer muss zwischen den Elektroden liegen.

2. Der Boden unter dem Monolayer muss fiir die Auswertung mittels Durchlichtmikroskopie

transparent sein.

3. Die Gefiile, in denen die Zellen kultiviert werden, miissen sterilisierbar sein.*

4 Dies war bisher nicht notwendig, da Petrischalen sterilisiert angeliefert und als Einmalartikel verwendet
werden. Stellt man geeignete Schalen selbst her oder bearbeitet handelsiibliche Petrischalen, miissen diese
danach fiir folgende Zellversuche zwingend sterilisiert werden.
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Abbildung 3.1: a) Erster Aufbau fiir Versuchsreihen mit Zellmonolayern wihrend der Ver-
suchsdurchfiihrung. Der Elektrodenabstand ist d = 5mm.
b) Mikroskopbild von L929-Zellen nach EP mit U = 600V bzw. E = 1,2 %
und anschlieffender Trypanblau-Firbung (blaue Zellen sind tot). Die gestri-
chelte Linie symbolisiert die Lage der Elektrode aus a).
¢) Feldverteilung im Plattenkondensator, der schwarze Strich symbolisiert die
Lage des Zellmonolayers bzw. der Petrischale.
d) Simulation der Feldverteilung in der Ebene des Zellmonolayers (schwarzer
Strich in c). Im mittleren Bereich zwischen den Elektroden ist das Feld deutlich
abgeschwdcht.
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Abbildung 3.2: Zweiter Aufbau fiir Versuchsreihen an Monolayern: Passend gefertigte Flek-
troden (Flichenmafl 10 x 4mm?) werden durch rechteckiq gefriste Locher im
Boden einer handelsiiblichen Petrischale (d = 35mm) gesteckt.
Links: Werkstattzeichnung mit Bemaffung fiir die Frisung (Einheit: mm);
Rechts: fertiger Aufbau.

Neu konstruierte Versuchsaufbauten

Nach diesen Anforderungen sind zwei Aufbauten konstruiert worden, die sich im Vorversuchs-
stadium befinden: Abbildung 3.2 zeigt eine handelsiibliche Petrischale, in die zwei rechteckige
Locher gefrist wurden. Durch diese Locher konnen passend gefertigte Elektroden eingebracht
werden, so dass der Steg zwischen den Lochern nicht mehr am Randbereich des Plattenkonden-
sators liegt. Die Konstruktion ist wasserdicht (Zellmedium ist zu keinem Zeitpunkt entwichen).
Abbildung 3.3 zeigt ein nach diesen Anforderungen konstruiertes Kulturgefa$, hergestellt aus
Silikon, mit passenden Elektroden. Ziel ist es, die Zellen auf dem Steg anwachsen zu lassen.
Silikon ist grundsétzlich geeignet, da es keine toxische Wirkung auf die Zellen hat. Auflerdem
ist es transparent genug, um tote Zellen sicher von lebenden unterscheiden zu kénnen.

Bei beiden Aufbauten haben sich dennoch Probleme mit dem Zellwachstum ergeben: Bei
der ersten Variante vermehren sich die Zellen nur in den Auflenbereichen und wachsen nicht
auf dem Steg zwischen den Loéchern an. Mdogliche Griinde sind eine minimale Wélbung des
Bodens der Petrischale, die durch die Bearbeitung des Materials (Friasung, Einklemmung
im Schraubstock) zustande gekommen sein konnte. Eine weitere Erklarung ist die scharfe
Schnittkante, von der sich die Zellen laut Erfahrungen der Biologisch-technischen Assistenten
(BTAS) fern halten. Auch auf dem Silikonsteg des zweiten Aufbaus wachsen die Zellen nicht an.

Losungsversuche wie die Beschichtung mit Agarosegel sind Gegenstand weiterer Forschung.

Sonderfall: Isoliertes Setup

In den meisten Publikationen (z.B. in der Quelle der Referenzgrafik Abb. 2.17 [Dev00], aber
auch in aktuellen Reviews [Jial5]) wird die Stromstérke als relevanter Faktor nicht erwé&hnt.
Daher wurde ein Setup entwickelt, das es erméglicht, an einen Zellmonolayer eine ausreichend
hohe Feldstérke anzulegen, dabei aber keinen Stromfluss durch die Zellen erzeugt.

Abbildung 3.4 zeigt das CAD-Modell sowie den fertigen Aufbau bei der Versuchsdurchfiihrung:

Uber der Petrischale (Durchmesser 35 mm, Material Polystyrol, Permittivitét schwankt je nach
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Elektrode Elektrode

Silikon

Abbildung 3.3: Dritter Aufbau fiir Versuchsreihen an Monolayern: Aus Silikon gegossenes Kul-
turgefafy (Innenmaf 60 mm x 45 mm ) mit erhéhtem Steg (d = 5mm) zwischen
zwei Elektroden (10 mm? ). Rechts: CAD-Modell, links: fertiger Aufbau.

Quelle zwischen €,1 = 2,5 (Scripte Uni Kassel, Uni Frankfurt) und €,1 = 2,7 [Baul3]), héngt
zentriert eine Elektrode (Durchmesser 5mm) mit einer entsprechenden Gegenelektrode auf
der AuBenseite der Petrischale. Der Elektrodenabstand entspricht somit der Dicke des Bo-
dens der Petrischale (dy = 1,01 mm) plus der Abstand zwischen Petrischale und Elektrode
(de = 5mm). Die maximale Spannung des Elektroporators ist U,q, = 3kV. Daraus ergibt
sich eine Feldstarkeverteilung von F,q.1 =~ 25,6 % in der Petrischale und F,,4.2 =~ 0,88 % in
der Glukoselgsung (e,2 = 80 [Yooll]). Fiir do = 1,5 mm ergibt sich eine Feldstarkeverteilung
von E,,q..1 ~ 28,6 % in der Petrischale und F,, ;.2 =~ 0,97 % in der Glukoseldsung.

Wiirden die Zellen durch die Wirkung des elektrischen Feldes infolge der EP absterben, so
miisste im Bereich zwischen den Elektroden ein kreisformiger Verbund {iberwiegend toter
Zellen zu sehen sein. Die Versuche wurden mit Fibroblasten (1.929) und Pancl Zellen durch-
gefithrt, auch das Zellmedium wurde variiert (RPMI-1640, 330 mmol Glukoselosung). Puls-
protokolle: #; = 100 ps, t; = 300 s, jeweils 70 Impulse mit einem Intervall von 7" = 0,1s. Die
Zellviabilitat wurde sowohl mit Trypanblau als auch der Fluoreszenzfirbung getestet, ohne
dass Abweichungen auftraten: Im Bereich der Elektroden konnte bei keinem Versuch eine ver-
ringerte Zellviabilitdt im Vergleich zu den Aulenbereichen nachgewiesen werden.

Im Rahmen einer weiteren Versuchsreihe mit 1.929-Zellen wurde zusédtzlich ein elektrischer
Stromfluss mit einer dritten Elektrode erzeugt (vgl. Abb. 3.5). Mit diesem Setup wurden drei
Versuchsvarianten durchgefiihrt: 1) Die Zellen wurden einem elektrischen Feld ausgesetzt, das
alleine durch die obere und untere Elektrode erzeugt wurde (exakt wie zuvor schon beschrie-
ben). 2) Im Medium wurde durch die beiden oberen Elektroden ein Stromfluss eingekoppelt.
Die durch diese beiden Elektroden erzeugte Feldstérke ist durch den vergleichsweise grofien
Abstand deutlich geringer. 3) Das Medium erfuhr durch alle drei Elektroden gemeinsam einen
Stromfluss und eine kombinierte Feldstdrke. Nur im letztgenannten Fall sind Zellen abge-
storben, und zwar ausschliefilich in dem Bereich zwischen der oberen und unteren Elektrode.
AuBerhalb davon konnte keine verringerte Zellviabilitit beobachtet werden, auch nicht zwi-
schen den beiden oberen Elektroden (vgl. Abb. 3.5, rechtes Bild).
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Elektrode
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Elektrode

Abbildung 3.4: Aufbau fiir Versuchsreihen mit hoher Feldstirke, aber ohne Stromfluss.
Links: CAD-Modell; Rechts: Aufbau im Labor bei Versuchsdurchfithrung.

electric cable (+)

-ﬁ

electrode (-)

dead cells

living cells

Abbildung 3.5: Links: CAD-Modell des Aufbaus aus Abb. 3.4, aber mit zusdtzlich eingebrach-
ter dritter Elektrode (rot) zur Finkopplung eines Stromflusses [El 16].
Rechts: Mikroskopbild der toten L929-Zellen zwischen den Elektroden bei 300V
und 3mm Elektrodenabstand. In den Bereichen auflerhalb der mittleren, grau-
en Elektroden konnte keine verringerte Zellviabilitit beobachtet werden [El 16].
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3.3 Durchfiihrung und Ergebnisse

3.3.2 Zellsuspension

Nach den in Anhang C beschriebenen Vorversuchen hat sich der in Abbildung 3.6 gezeigte
und insbesondere in der Handhabung verbesserte Aufbau bewéhrt: Die isolierende Schicht zwi-
schen den Elektroden (Auenmaf: 100 x 20 x d, mm?, Material: RGD720) wurde in mehreren
Ausfiithrungen gefertigt (vgl. Abb. 3.7) und fungiert damit als variabler Elektrodenabstand-
halter (Abstand entspricht der Dicke d; mit dy = 2mm, dy = 4mm, d3 = 6 mm, dy = 8mm).
In den Abstandhaltern befindet sich zudem ein Reservoir fiir die Zellsuspension (rechteckiger
Ausschnitt, Mitte), dessen Volumen in allen vier Modellen unveréndert bleibt (0,7 ml).

Die Elektroden aus 1.4571 Edelstahl (100 x 20 x 5mm3) werden mit zwei isolierenden PVC-
Platten (100 x 20 x 3mm?) von auflen mit Schnellspannern zusammengehalten und dichten
das Reservoir ab.

Zur Durchfiihrung wurde das Reservoir mit 0,5 ml Zellsuspension befiillt (330 mmol Glukose-
Losung mit 10% Zellen/ml), die dann mit 70 Impulsen mit einer Pulsbreite von ¢ = 100 s und
einem Intervall von T = 0,1s elektroporiert wurde. Insbesondere die Reproduzierbarkeit ist
bei derartigen Versuchsreihen wichtig: Jeder einzelne Versuch wurde (mit neuer Suspension)
insgesamt viermal durchgefiihrt, die Schwankungen sind als Fehlerbalken im Ergebnisgraph
dokumentiert (Abb. 3.8). Eine weitere Versuchsreihe wurde als Vergleichsgruppe herange-
zogen, die dem gleichen Ablauf unterzogen wurde, nur ohne Feldexposition: Die Referenz-
Suspension wurde in das Reservoir gegeben, kurze Zeit spéter entnommen, gefarbt und aus-
geziéhlt (durch den angeschlossenen Elektroporator lagen beide Elektroden auf gleichem Po-
tential). Die Uberlebensrate dieser Vergleichsgruppe wurde als 100 % Viabilitit definiert®.
Der Suspension wurde sofort nach der EP ein Probevolumen von 10l entnommen. Diese Pro-
be wurde dann mit Trypanblau gefiarbt und unter dem Mikroskop in der Neubauerkammer
fotografiert (im Ergebnisgraphen sofort nach EP genannt, real dauert dieser Vorgang ca. fiinf
Minuten). Zwei Stunden nach der Behandlung wurden erneut 10ul entnommen, gefirbt und
fotografiert. Die Auszéhlung als solche erfolgte anhand der Fotos (vgl. Anhang C, Passagen
11 bis 14 wurden ausgezihlt).

Variation der elektrischen Feldstarke

In dieser Versuchsreihe wurde das beschriebene Setup aus Abbildung 3.6 mit einem Elek-
trodenabstand von di = 2mm verwendet. Es wurden jeweils 0,5ml einer Zellsuspension
mit den drei genannten Tumorzelllinien verwendet. Variiert wurde die angelegte Spannung
(0,100, 200, 400, 800 [V]), aus der sich gemifl E = % (vgl. Gleichung 2.11) entsprechende
Feldstérken ergeben (0,500, 1000, 2000, 4000 [%]) Die Ergebnisgraphen zeigt Abbildung 3.8,

die Zahlenwerte der Einzelversuche sind in Anhang D hinterlegt.

5 Bei allen Arbeiten in der Zellkultur sterben stets Zellen alleine durch Vorgéinge wie z. B. Pipettieren. Bereits
in der Glukosel6sung, die fiir alle Versuchsreihen verwendet wurde, sind tote Zellen enthalten. Daher miissen
in der Zellkultur die Versuchsreihen immer auf eine unbehandelte Kontrollgruppe normiert werden.
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3 Elektroporation auf Zellebene

Abbildung 3.6: Aufbau fiir die EP von Zellsuspensionen. Beschreibung von auflen nach innen
(symmetrisch): Zwei Schnellspanner (links und rechts, blau), Isolator (PVC,
schwarz), Elektroden (1.4571 Edelstahl), Isolator und Elektrodenabstandhalter
mit Reservoir fir Zellsuspension (Mitte, RGD720, do = 4mm). Die Elektroden
werden mit 6,3 mm Laborsteckern mit dem Elektroporator verbunden. Aufen-
maf des Gesamtaufbaus ohne Schnellspanner: 100 x 18 mm?.

Abbildung 3.7: Verschiedene Abstandhalter fiir den Versuchsaufbau in Abb. 3.6. Dicke der
einzelnen Modelle von vorn nach hinten: dy = 2mm, do = 4mm, d3 = 6 mm,
d4 = 8mm. Das Volumen des Reservoirs betrdgt jeweils 0,7 ml
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3.3 Durchfiihrung und Ergebnisse
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Abbildung 3.8: Ergebnisse der Versuchsreihen mit einem festen FElektrodenabstand wvon

dy = 2mm und drei Pankreas-Tumorzelllinien (BzPc3, Pancl, MiaPaCa20),
normiert auf die nicht-elektroporierte Gruppe (0V)
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3 Elektroporation auf Zellebene

Variation des Abstandes

Bei dieser Versuchsreihe wurde der Elektrodenabstand variiert (dy = 2mm bis dy = 8 mm,
vgl. Abb. 3.7), aber die Feldstirke bei E = 500 % fixiert. Dafiir wurde die Spannung ent-
sprechend dem Abstand angepasst (0, 100, 200, 300, 400 [V]). Das weitere Vorgehen ist mit der
vorherigen Versuchsreihe identisch. Die Ergebnisgraphen zeigt Abbildung 3.9, die Zahlenwerte

der Einzelversuche sind in Anhang D hinterlegt.

3.3.3 In-vitro-Gel

Aus Agarose konnen Gele hergestellt werden, die Zellen umschlieflen und sie wie eine Art
Trégermaterial ortsfest positionieren. Nach der Durchfithrung des Versuchs kann man das Gel
in Scheiben schneiden um so einzelne Layer unter dem Mikroskop auszuwerten. Das Prin-
zip wird auch 3D-Zellcluster genannt. Im Gegensatz zur Zellsuspension ist bei einem solchen
Versuchsaufbau nicht nur eine Aussage iiber die Zellviabilitéit aller Zellen moéglich, sondern
zusétzlich eine Ortsinformation zu jeder Zelle vorhanden, d. h. die Position der Zellen relativ
zu den Elektroden. Im Vergleich zu Monolayern schien diese Variante aufgrund des Zellwachs-
tums mehr Erfolg zu versprechen: Das Uberleben das Wachstum der Zellen wurde in den Gelen
iiber einen 14-tidgigen Beobachtungszeitraum qualitativ fiir BxPc3-Zellen nachgewiesen.

Fiir die Herstellung solcher Gele wurden Trégerrohrchen aus Polyetheretherketon (PEEK) ge-
fertigt, einem biokompatiblen Kunststoff, der auch fiir die Sterilisation im Autoklav bei iiber
120°C geeignet ist [Kurll]. In diese vorher autoklavierten Rohrchen wurde ein Gemisch aus
Agarose (Konzentration von 0,3 %, 0,5% und 0,7 %) zusammen mit Zellmedium (Verhéltnis
50:50) gegossen (komplettes Protokoll vgl. Anhang E).

In Vorversuchen zur Zellwachstumskontrolle hat sich die 0,5 % Agarose-Konzentration bewéhrt,
da sich 0,3 % als zu wenig fiir den Herstellungsprozess erwiesen hat (Dehydration) und 0,7 %
als zu fest, um eine homogene Mischung aus Zellen und Gel zu erhalten.

Diese Tumorgele wurden mit 0,2 mm dicken Nadelelektroden (vgl. Abb. 3.10 links) oder 1 mm
dicken NanoKnife-Elektroden bei einer Feldstédrke von E ~ 1,5 % (300 V bei d = 2mm) elek-
troporiert. Die NanoKnife-Elektroden wurden aufgrund ihrer Gesamtldnge nicht von Hand
gehalten, sondern an einem Gestell fixiert. Der Abstand wurde mit einem Deckel, in den pas-
sende Locher gebohrt worden waren, eingehalten (vgl. Abb. 3.10 rechts).

Mit den diinneren Elektroden konnte eine EP nicht erfolgreich durchfiihrt werden. Dies deckt
sich zunéchst mit der Aussage des IRE-Reviews von Jiang [Jial5]: Bei der Verwendung von
diinneren Elektroden werden groflere Spannungen bené6tigt, wenn man den gleichen EP-Effekt
erzielen will. Da diese Aussage bei den hier verwendeten Grofienordnungen aus dem Blickwin-
kel der Theorie verwundert und auch Miklav¢ic et al. mit unterschiedlichen Elektrodendurch-

messern grundsitzlich gleiche Ergebnisse in Gewebe erzielten® [Mik00a], ist die eigentliche

6 Gleiche EP-Ergebnisse in Bezug auf die Feldstérke; ein Unterschied im Durchmesser der Elektroden hat
zwangsliaufig Auswirkungen auf die Feldgeometrie: Der Bereich hoher Feldstérken ist zwischen den Elektroden
kleiner, je diinner die Elektroden sind. Diese Aussage deckt sich mit [Jial5]. Demnach miisste wie in [Mik00a]
die EP grundsétzlich funktionieren, nur der Bereich toter Zellen schmaler sein als bei dickeren Elektroden.
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55



3 Elektroporation auf Zellebene

Abbildung 3.10: Versuchsaufbau mit In-vitro-Gel bei Durchfiihrung im Labor. Links: 0,2 mm
dicke Akupunkturnadeln; rechts: 1 mm dicke NanoKnife-FElektroden.

Ursache wahrscheinlich mechanischer Natur: Die diinnen Nadeln wurden von Hand eingesto-
chen und festgehalten, so dass schon kleinste Bewegungen das Einstichloch vergréfiern und
so die galvanische Kontaktfliche verringern. Luft als Isolator wiirde eine Feldverteilung deut-
lich mehr beeintréchtigen als ein um den Faktor 10 gednderter Elektrodendurchmesser. Bei
den fiir die irreversible EP erforderlichen Spannungen wurden zudem Knistern und teils auch
Lichtblitze beobachtet, was diese Theorie untermauert.

Bei den dickeren NanoKnife-Elektroden fillt der Effekt weniger ins Gewicht, da die Kon-
taktflache generell grofler ist und zudem mehr Volumen (Gel) beim Einstechen verdrangt
wird, so dass der Kontakt zur Elektrode zumindest weitestgehend erhalten bleibt. Versuche
mit den Elektroden des NanoKnifes funktionierten grundsétzlich, konnten aber aufgrund von
Kontaminationen nicht qualitativ ausgewertet werden.

Der Ansatz der In-vitro-Gele wurde wegen der erforderlichen prizisen Positionierung, wofiir
ein geeigneter mechanischer Aufbau hétte konstruiert werden miissen, im Rahmen dieser Ar-

beit nicht weiter verfolgt.

3.4 Zusammenfassung und Diskussion

Die Fragestellungen dieses Kapitels haben sich bei der Abhandlung des Standes des Wissens
ergeben und sind thematisch — etwas abseits der konkreten Zielsetzung (vgl. Kap. 1.4) —
der Grundlagenforschung zugeordnet. Daher wird diese Diskussion der Elektrodenentwicklung
vorangestellt und innerhalb des Kapitels gefiihrt:

Es wurden drei verschiedene Varianten der Zellkultur (Suspension, Monolayer, In-Vitro-Gel)
evaluiert. Fiir die Fragestellung, ob die Grenzfeldstéirke der irreversiblen EP fiir jede Tumorart
gleich ist, lieferten Zellsuspensionen in Glucoselosung die besten Ergebnisse |[Rit14b]. Mit
einem optimierten Aufbau wurde darauthin eine umfangreiche Versuchsreihe durchgefiihrt.

Die relevanten Erkenntnisse, die aus allen beschriebenen Versuchen dieses Kapitels gewonnen
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werden konnten, lassen sich wie folgt zusammenfassen:

1. Die Grenzfeldstéirke, bei der durch irreversible EP alle Zellen vollstindig abgetotet wur-
den, ist kein fester Wert, sondern unterscheidet sich sogar fiir verschiedene Tumorzell-
linien des gleichen Organs: Es ist eine Abhingigkeit der Uberlebensrate (Zellviabilitiit)
von der Zelllinie klar erkennbar [Rit15c; Koll5].

2. Diese Grenzfeldstirke liegt unabhingig vom Elektrodenabstand fiir Zellsuspensionen
zwischen 1 1(% und 4 l(% [Rit15¢c; Kollh; Mah16; El 16]. Alle Messwerte liegen iiber dem
Grenzwert aus [Mik00a] fiir Gewebe (vgl. Kap. 1.1.4).

3. Fiir die EP ist ein Stromfluss erforderlich: Es konnte nachgewiesen werden, dass bei
Feldstiarken von bis zu FE,,.. ~ 900 % ohne Stromfluss keine EP auftritt, selbst bei
untypisch langen Pulsen von bis zu 300 ps [Rit15c; Ald13]. Erst als ein Stromfluss dazu-
geschaltet wurde, konnte ausschliellich im Einflussbereich beider Effekte eine erfolgreiche
EP nachgewiesen werden [Mah16; El 16].

Dariiber hinaus haben die konstruierten Aufbauten das Potential, weitere Fakten zu sichern:

1. Vergleich mit ,,gesunden® Zellen: Bislang standen nur Tumorzelllinien zur Verfiigung,

ein Vergleich dieser Typen mit humanen Pankreaszellen ist ein sinnvolle Erweiterung.

2. Schwellwerte eingrenzen: Die Ergebnisse zeigen eine qualitative Tendenz, keine genauen
Grenzwerte. Die Spannungsintervalle zwischen 2 l(% und 4 IC‘—X] miissen verringert werden.
Ein undokumentierter Versuch (MiaPaCa20 Zellen, EP mit 1,5 -, wie bei 2 - alle

Zellen tot) hat angedeutet, dass die Schwellwerte weiter eingegrenzt werden kénnen.
3. Auch Grenzwerte fiir die reversible EP koénnen mit dem Setup untersucht werden.”

4. Variation des Abstandes bei einer hoheren Feldstérke: Abgesehen von einem Ausreifler
(MiaPaCa2 bei do = 0,4 cm) entsprechen die Ergebnisse den Erwartungen, der Wert der
Aussage ist jedoch begrenzt®. Die Versuchsreihe sollte mit einer Feldstirke wiederholt

werden, bei der die Zellviabilitéit reproduzierbar 50 % betréigt.

5. Einfluss der Stromstérke: Die Stromstérke wird erst in neueren Publikationen themati-
siert (z. B. [Joul4]) und kann ggf. mit der Variation des Elektrodenabstandes erfasst wer-
den: Der Elektroporator ist eine DC-Konstantspannungsquelle, so dass sich bei Anderung
des Abstandes auch der Gesamtwiderstand #ndert, demzufolge auch die Stromstérke.
Wie grof die Anderung ist und ob dies einen Einfluss auf die Zellviabilitéit hat, sollte
daher zusammen mit Punkt 3 untersucht werden.

Unter Beriicksichtigung von Abbildung 2.12 (bei einer Pulsbreite von 100 ps liegt man
im Frequenzbereich von 10% Hz) sowie der Tatsache, dass bei einer Zellsuspension der

Anteil an Zellen deutlich geringer ist als in Gewebe, &ndert sich der Gesamtwiderstand

7 Wobei dann physiologische Medien wie S-MEM verwendet werden sollten

8 Die verringerte Zellviabilitit fiir MiaPaCa2-Zellen bei da = 0,4 cm wird als Durchfiihrungsfehler angesehen.
Diese Versuchsreihe hétte wiederholt werden miissen, worauf aber aufgrund des sonst eindeutigen Gesamtbil-
des und der begrenzten Aussagekraft der Versuchsreihe bei dieser Feldstirke verzichtet werden konnte.
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3 Elektroporation auf Zellebene

der verschiedenen Suspensionen maximal in Groflenordnung der Messgenauigkeit. Bei
einer Anderung der Spannung wird damit auch die Stromstérke geéindert.

Wird die Spannung soweit erhoht, dass EP eintritt, sinkt die Impedanz der Suspension
(vgl. Abb. 2.13). Bei gleichbleibender Spannung wiirde die EP einiger weniger Zellen zu
einer Erh6hung der Stromstérke fithren. Dies kénnte eine Kettenreaktion in Bezug auf
die EP der weiteren Zellen auslésen, wenn die Stromstérke einen Einfluss haben sollte.
Im Aufbau des Versuchs gemafl Abbildung 3.5 sind theoretisch Strom und Feldstérke ge-
trennt ansteuerbar. Mit einer steuerbaren Stromquelle kénnte man bei gleicher Feldstérke
den Einfluss der Stromstéirke genauer erfassen.

Durch das Protokollieren des zeitlichen Verlaufs der Stromstérke wahrend des Versuchs
(wie es das NanoKnife bei einer IRE-Anwendung anzeigt?) kénnen weitere zentrale
Grundlagen der Funktionsweise der EP ermittelt werden. Von therapeutischen Inter-
esse ist an dieser Stelle insbesondere, welche minimale Stromstéirke notwendig ist und

ob es zwischen der minimalen und maximal mdglichen Stromstirke!© ein Optimum gibt.

Neben den weiterfithrenden Versuchsreihen an Zellsuspensionen sollten auch die weiteren Kon-
zepte fiir Monolayer und In-vitro-Gele zur Versuchsreife gebracht werden, um ortsbezogene
Informationen zu erhalten: Hat die Richtung des Stromflusses oder der Feldstérke einen Ein-
fluss auf die EP? Sind in Feldstirkebereichen, in denen ca. 50 % der Zellen absterben, unter-
schiedliche Zellviabilitdten nahe der negativen und nahe der positiven Elektrode erkennbar?
Die In-vitro Gele haben dariiber hinaus das Potential, ein grofieres Phantom verschiedener
Geometrieformen zu erstellen und damit auch auflerhalb von Computersimulationen die Feld-
verteilung verschiedener Elektrodenanordnungen zu untersuchen.

AbschlieBend ist die Ubertragung auf den klinischen Kontext zu priifen. Der erforderliche
Stromfluss (I > 0) ist vorhanden: Gewebe enthilt Ionen, die zu einer Leitfahigkeit und damit
einem Stromfluss fithren. Die Stromstédrke muss sogar begrenzt werden, damit keine thermi-
schen Effekte auftreten (vgl. Kap. 1.1.3) [Ball0; Tholl]. Die Obergrenze der Stromstérke ist
damit bereits geklart, unbekannt ist bislang die minimal nttige Stromstérke. Daraus ergibt
sich die Frage, ob im Rahmen der Grenzen weiteres Optimierungspotential besteht.

Sobald die Schwellwerte weiter eingegrenzt wurden, sollten IRE Tierversuche angesetzt wer-
den, um die Ubertragbarkeit — entweder exakte Zahlenwerte oder Proportionalitéten — auf den
jeweiligen Tumortyp zu priifen. Sollte dies gelingen, sind fiir sémtliche Tumortypen anderer
Organe oder Gewebearten breite Zellversuchsreihen sinnvoll. Der Nachweis, dass fiir eine sol-
che Datenerhebung ein in-vitro-Modell ausreicht, wéire von grolem Wert.

Weitere Versuchsreihen zum Einfluss des Zellmediums und dessen Leitfdhigkeit durchzufiihren
ist vorerst nicht sinnvoll, da andere Forschungsgruppen dieses Thema spezifischer untersuchen
[Pav02; Pav05; Gar07; Failb; Sil16].

¥ Das NanoKnife misst laut Hersteller den Gewebewiderstand und berechnet u.a. daraus die Spannung, mit
der gepulst wird. Wahrend der IRE zeigt es die Stromstérke iiber der Zeit an. Ob es sich dabei aber um
eine berechnete Grofle handelt, die sich aus dem vor den einzelnen Impulsen gemessenen Wert ergibt, oder
tatsdchlich um eine Echtzeitmessung, ist nicht bekannt.

0T Gewebe treten iiber Iz = 45 A thermische Effekte ein. [Ball0; Tholl]
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Kapitel 4 beschreibt Konzepte fiir die Entwicklung neuartiger Elektroden, die iiber den der-
zeitigen Stand der Technik hinaus gehen: Es enthilt Modelle zur Nutzung von Endoskopen
und Kathetern sowie Simulationsbeispiele moéglicher Realisierungen, die von starren Nadel-
elektroden abweichen (vgl. Kap. 1.3). Die Konzepte zielen auf die Verwendung als =IRE
Elektroden ab, sind aber auch fiir die ==ECT geeignet, wenn die Zugabe von Chemotherapeu-
tika gewéhrleistet werden kann.

Weiterhin sind alle hier vorgestellten Geometrien in Umfang und Ausdehnung variabel, d. h.
im Vorfeld einer Operation mittels Computersimulationen genau auf den Tumor des einzelnen
Patienten anpassbar. Ein solches Vorgehen féllt unter das aktuelle Schlagwort personalized

Medicine und wird in Kapitel 8 vertieft.

4.1 Cholangiokarzinome

Es gehort zu den Standardverfahren einer chirurgischen Klinik, mit Endoskopen den Gallen-
gang zu untersuchen bzw. zu behandeln (Endoskopische retrograde Cholangiopankreatikogra-
phie, kurz ERCP bzw. endoskopisch retrograde Cholangiographie, kurz ERC'). Dies beinhaltet
z.B. das Legen eines medizinischen Implantats zum Offenhalten von Gefdfien oder Hohlorga-
nen (=Stent) [Wit08] beim Klatskin-Tumor. Abbildung 4.1 zeigt das Verfahren am Modell:
Ein ERC-Endoskop mit eingebauter Beleuchtung und Kamera fihrt einen Katheter in den
Gallengang hinein, um dort einen Stent zu platzieren. Abbildung 4.2 zeigt klinisches Bildma-
terial eines dort platzierten Stents. Die Abmessungen eines solchen Geféfles betragen 3 bis
6 mm im Durchmesser bei einer Gefafiwanddicke der Gréflenordnung 0,5 mm [Kau86).

Ziel dieser Konzepte ist es, die bekannten Verfahren ERCP und IRE zu kombinieren und da-
mit erstmals die M6glichkeit zu schaffen, minimal-invasiv IRE im Geféafsystem durchfiithren zu
konnen. Bisher wurden mit dem NanoKnife (vgl. Kap. 1.1.3) nach aktuellem Kenntnisstand
keine Cholangiokarzinome (Gallengangstumoren) behandelt, so dass mit einem solchen Kon-
zept fiir Patienten mit dieser Diagnose — insbesondere im fortgeschrittenen Tumorstadium —
erstmals eine Heilung in Aussicht gestellt werden konnte.

Die Entwiirfe sind in Kooperation mit der Klinik fiir Allgemein-, Viszeral- und Transplanta-

tionschirurgie in einer Erfindungsmeldung der Uniklinik RWTH Aachen vorgestellt worden.
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Abbildung 4.1: Links: Modell des Gallengangs (Ductus choledochus) mit nachgestellter Ope-
ration [Slal1]: ERCP Sonde/Endoskop (schwarz, an der Austrittsstelle des
Katheters sind Kameraobjektiv und Beleuchtung zu sehen) legt einen = Stent
an der Gabelung des Gallengangs ab, wo typischerweise der Klatskin Tumor
sitzt. Der mit dieser Technik platzierte Stent wird dann mit einem Ballonka-
theter entfaltet (rechts zu sehen) [Docl10)].

Abbildung 4.2: Bilder eines inoperablen hildren Gallengangskarzinoms. Die Aufnahmen wur-
den fiir eine bessere Darstellung im Druck stark aufgehellt.
a) Darstellung der Tumorausdehnung mit endoskopisch retrograder Cholan-
giografie (ERC).
b) Wiedereriffnete Gallenginge drei Monate nach Stentimplantation [Wit08].
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Abbildung 4.3: Simulation einer konzeptionellen ERS-Sonde fir die Anwendung der IRE in

Gefifisystemen. Das Gefdfs ist als Réhre mit 5mm Durchmesser und 0,5 mm
Wanddicke modelliert. Der Ausschnitt der Elektroden wurde jeweils vergrifiert
hervorgehoben, oben mit zwei Elektroden, unten mit vier. Simuliert wurde die
Feldverteilung bei Anlegen von 3kV.
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Ring-, Streifen- oder Punkt-Elektroden auf Katheter

Um Cholangiokarzinome erfolgreich mit IRE behandeln zu kénnen, sind auf einem ERCP-
Katheter integrierte Elektroden in Form von Ringen, Streifen oder Punkten méogliche Kon-
struktionsvarianten. Um die Elektroden direkt an die Gefidwand oder die Tumoroberfliche
zu pressen und sie auch im Strom von Fliissigkeiten in Position zu halten, ist das Aufbringen
der Elektroden auf einen Ballon-Katheter, wie er zum Aufspreizen des Stents benutzt wird
(vgl. Abb. 4.1 rechts), denkbar. Die sichere Platzierung der Elektroden kann angiographisch
kontrolliert werden. Das Konzept ist auch fiir Arterien und Venen sowie gutartige Stenosen
libertragbar, hier aber zunichst fiir Cholangiokarzinome spezifiziert.

Der erste konzeptionelle Entwurf ist als Simulation in Abbildung 4.3 zu sehen: Zwei sowie vier
Elektroden sind an die Gefdflwand angelegt, d. h. alle Elektroden befinden sich im Gefifl auf
einer Ebene. Die Simulation zeigt, dass es mit einer solchen Sonde méglich ist, eine Feldver-
teilung zu erreichen, die nach dem Prinzip der IRE-Tumoren an dieser Position abtoten kann.
Dies wiirde insbesondere fiir Tumoren innerhalb des Gallengangs gelten (vgl. Feldverteilung
in Abb. 4.3 unter der Geféfiwand), aber auch bei einem diinnen Tumor im direkten Umfeld

auflerhalb des Gallengangs funktionieren (vgl. Feldverteilung in Abb. 4.3 iiber der Gefafiwand).

Frontal ausfahrbare Nadelelektroden

Eine zweite Variante adressiert Tumoren, die das Gefafl komplett verschlieflen (wie Abb. 1.7
veranschaulicht): Aus dem Katheter nach vorne ausfahrbare Nadelelektroden bohren sich in
das Tumorgewebe hinein, das an der Spitze des Katheters das Gefafl blockiert. Durch die
idealerweise eingeleitete = Apoptose wiirden die abgestorbenen Zellen abtransportiert und

das Gefifl wire wieder funktionsfihig.

Seitlich ausfahrbare Nadelelektroden

Ein drittes Konstruktionsbeispiel stellt eine — dhnlich der mechanischen Funktionsweise der
LeVeen Elektrode aus Abb. 1.10 — ausfahrbare Elektrode dar, die durch das Gefafl sticht
und danach den elektrisch aktiven Teil auflerhalb des Gefifles platziert. Die zweite Elektrode
liegt, wie in Variante eins, auf dem Katheter innerhalb des Gefifles. Wie in Abbildung 4.4 zu
sehen, ist durch ein solches Konzept ein im Vergleich zu Variante eins deutlich gréflerer Bereich
auflerhalb des Gefifies mit einer fiir IRE geeigneten Feldstérke abgedeckt. Auch das Einbringen
von mehreren solcher nach auflen gerichteten, ausfahrbaren Nadelelektroden — ohne Elektrode
innerhalb des Gefafles — ist eine Bauform, die fiir sich ringférmig um das Geféfl schliefende

Tumoren geeignet eignet.

Zusammenfassung

Unter der bislang begriindeten Annahme, dass die IRE keine negative Auswirkung auf Gefiafle
selbst hat, lieBen sich nach diesen Konzepten Tumoren inner- oder auflerhalb von Geféaflen

abtoten, ohne letztere zu beschiddigen [Mao07]. Einstichstellen sind beim zuletzt aufgefithrten
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Abbildung 4.4: Simulation einer konzeptionellen ERS-Sonde analog zu Abb. 4.3, hier jedoch
mit Gegenpol-Elektrode auflerhalb des Gallengangs.

Konzept unvermeidbar, aber, wie an Einstichstellen von Spritzen zu sehen, unproblematisch:
Die Elektroden sind deutlich diinner als Spritzennadeln konzipiert und eher mit einer Aku-
punkturnadel vergleichbar, so dass das Geféfl durch seine Elastizitit die Einstichstelle sofort

wieder verschlief3t.

4.2 Hepatozellulares Karzinom

Hepatozellulidre Karzinome (Lebertumoren) befinden sich meist innerhalb des Organs, umhiillt
von gesundem Gewebe, und kénnen in erster Ndherung als Kugel modelliert werden. Ein sol-
cher Tumor liefle sich per IRE mit einer sphérischen Feldausbreitung abtéten. Nach dem
derzeitigen Stand der Technik (NanoKnife, Kap. 1.1.3) werden dazu aber einzeln angesteuer-
te, starre Nadelelektroden mit anderen Feldgeometrien verwendet (vgl. Kap. 2.1.3).
Zielsetzung der Arbeit war es, ein Elektrodenarray aus verschieden angeordneten und geboge-
nen Nadeln in ein kugelférmiges Modell zu integrieren, so dass die elektrische Feldausbreitung
moglichst das gesamte Volumen des Kugelmodells abdeckt. Dafiir wurden aus verschiedenen
CAD-Modellvariationen Computersimulationen erzeugt. Das im Ergebnis am besten geeignete
Modell ist in Abbildung 4.5 zu sehen, Weiterentwicklung, Simulationsergebnisse und Optimie-
rungen sind in Kapitel 5.1.2 beschrieben.

Die beabsichtigte mechanische Funktionsweise soll vergleichbar mit der LeVeen-Elektrode (vgl.
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Abbildung 4.5: Links: CAD-Modell der ersten Version einer IRE-Elektrode zur Erzeugung
sphirischer Felder in einem Lebertumor (rot), umgeben von gesundem Gewebe
(Auflenraum). Zu sehen sind eine Zentralelektrode und vier daraus ausfahrba-
re Satellitenelektroden. Das Modell wurde mit SolidWorks (Dassault Systémes,
Vélizy- Villacoublay, Frankreich) erstellt.
Rechts: Konstruktionszeichnung mit variablen Geometrieparametern fir die
Optimierung. Die eigentliche FElektrode (Metall) ist grau gefirbt, weiff sind
isolierte Elektroden bzw. nicht-leitende Teile des Gesamtaufbaus.

Kap. 1.3) sein: Zunédchst sticht man eine Sonde in den Tumor (rot) hinein, diese beinhal-

tet mehrere einzeln ausfahrbare Satellitenelektroden (ai,71). Abweichend von der LeVeen-

Elektrode ist am Kopf der Sonde zudem eine Zentralelektrode (L) angebaut (elektrisch aktive

Elektroden sind in Abb. 4.5 jeweils grau gekennzeichnet).

Neben der angelegten Spannung wurden Geometrieparameter wie Langen, Kriitmmungsradien,
Abstande (vgl. Abb. 4.5 rechts) und Anzahl der Elektroden auf die Kugelform und den ma-
ximal mdoglichen Ausbreitungsradius des Feldes optimiert. Das Modell ist im Rahmen eines
DFG-Projektes (MA-4030/3-1, BR-3912/1-1) in Kooperation mit der Klinik fiir Diagnosti-

sche und Interventionelle Radiologie bis zu einem funktionalen Prototypen weiterentwickelt

worden, was Inhalt des folgenden Kapitels ist.
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abgestimmte klinische Methode

Dieses Kapitel beschreibt die Entwicklung einer Sonde fiir die Anwendung der =ECT an inne-
ren Organen am Beispiel der Leber. Das Projekt erhielt die Bezeichnung =-interstitielle ECT,
kurz iECT. Nach einer Anforderungsanalyse wird das in Kapitel 4.2 erarbeitete Konzept
als Computersimulation vorgestellt und damit die grundsétzliche Machbarkeit nach Daten-
lage des Literaturstandes belegt. Die Betrachtung moglicher Abweichungen der elektrischen
Gewebeeigenschaften von den Literaturwerten wird separat in Kapitel 7 behandelt. Basie-
rend auf dem CAD-Modell wurde ein funktionaler Prototyp aufgebaut, der in Tierversuchen
am Schweinemodell erprobt werden wird. Die Entwicklung wurde im Rahmen eines DFG-
Projektes (MA-4030/3-1, BR-3912/1-1) in Kooperation mit der Klinik fiir Diagnostische und
Interventionelle Radiologie durchgefiihrt.

Im weiteren Verlauf wird die klinische Anwendung vorbereitet: Neben der Sonde ist auch der
methodische Ansatz, eine kombinierte Anwendung von ECT und IRE, ein Novum. Dabei wird
insbesondere die zweite in Kapitel 1.3 genannte Abweichung vom Stand der Technik deutlich,
die gleichzeitige bzw. individuelle Ansteuerung von mehreren Elektroden. Aus dieser Anfor-
derung hat sich die Notwendigkeit ergeben, einen neuen Elektroporator zu entwickeln, dessen
Beschreibung sich in Kapitel 6 anschliefit. Abschlieflend wurde ein Giitemodell entwickelt, mit
dem die Geometrieparameter der Elektrode in Bezug auf ein ideal kugelférmiges Tumorvolu-
men optimiert werden konnten. Kiinftig soll damit vor allem der klinische Eingriff selbst vorab
am PC geplant, bewertet und patientenindividuell optimiert werden kénnen (personalized me-

dicine). Das entwickelte klinische Konzept dazu wird in Kapitel 8 vorgestellt.

5.1 Entwicklung der Sonde

5.1.1 Anforderungsanalyse und Losungen

Der Aufbau wurde in Kapitel 4.2 grundlegend vorgestellt, das CAD-Modell in Abbildung 4.5
gezeigt (die im Folgenden angegebenen Mafibezeichnungen beziehen sich auf diese Abbildung).

Die Anforderungen an eine Sonde mit diesem Aufbau sehen wie folgt aus:

e Vordefiniert ausfahrbare Elektroden: Die Satellitenelektroden miissen im eingefahrenen
Zustand geradlinig in der Sonde liegen und sich beim Ausfahren in einem vordefinierten

Kriimmungsradius biegen (r1,79). Hierfiir sind sogenannte Formgedéchtnislegierungen
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wie Nitinol geeignet. Nitinol wird héufig in der Medizintechnik eingesetzt, vor allem fiir
=Stents [Lacll; Rinl3]. Die Biokompatibilitdt ist damit gewé#hrleistet.

e Applikation von Chemotherapeutika in das Tumorgewebe: Die entwickelte Sonde soll
erstmals die ECT am Lebertumor ermoglichen, d. h. nicht nur die elektrische Feldver-
teilung muss beachtet werden, sondern auch die Zugabe von Chemotherapeutika soll
gewihrleistet werden. Um dies zu erreichen, sollen die Satellitenelektroden aus einem
hohlen Metallrohrchen gefertigt werden und fungieren so zusétzlich als Spritzennadeln.
Die Sonde vereint damit die Funktion einer Elektrode mit der eines Applikators.

e Elektroden sollen in das Gewebe moglichst leicht einfithrbar sein: Auf die Zentralelek-
trode wird eine kegelformige Spitze aus einem nicht leitenden Kunststoff aufgesetzt, die
Satellitenelektroden werden — wie normale Spritzennadeln — angespitzt.

e Der Prototyp ist héndisch zu fertigen: Geometrien und Gréfien miissen ohne Industrie-
strafle, spezialisierte Roboter o.4. von Hand aufbaubar sein. Zusammen mit den am
Projekt beteiligten Oberdrzten wurde fiir den ersten Prototyp daher ein Durchmesser
der Zentralelektrode von dz = 5mm gewahlt. Der Durchmesser der darin enthaltenen
vier Satellitenelektroden soll dg = 0,9 mm betragen. Dies sind Groflenordnungen, die im
Tierversuch funktional getestet werden kénnen, obwohl absehbar ist, dass fiir den spéter
angedachten klinischen Einsatz die Sonde diinner aufgebaut sein muss und ggf. mehr
Satellitenelektroden enthalten sollte. Beides stellt bei den Moglichkeiten industrieller
Fertigung keine uniiberwindbare Hiirde dar (vgl. z. B. LeVeen Elektrode [Bos10] oder
den ERS-Katheter aus Abb. 4.2).

e Elektrisch einzeln ansteuerbare Elektroden: Um die Feldgeometrien moglichst variabel
zu gestalten, sollen alle fiinf Elektroden einzeln elektrisch ansteuerbar sein, d.h. auf

beliebige Potentiale gelegt werden koénnen.

5.1.2 Machbarkeitsanalyse mit Computersimulationen

Das finale CAD-Modell aus Abbildung 4.5 wurde mittels Simulation der elektrischen Feld-
verteilung entwickelt (vgl. auch Kap. 4.2): Verschiedene Geometrieformen und Anordnungen
der Satellitenelektroden (in Relation zur Zentralelektrode) wurden erprobt, um eine Feld-
verteilung zu erzielen, die einen sphérischen Tumor moglichst ideal abdeckt. Dazu wurde in
SolidWorks (Dassault Systemes, Vélizy-Villacoublay, Frankreich) das jeweilige CAD-Modell
erstellt und mit Comsol Multiphysics (COMSOL AB, Stockholm, Schweden) die elektrische
Feldstirkeverteilung simuliert. Als Schnittstelle wurde das LiveLink™ for Solid Works® Plugin

aus Comsol verwendet, um Anderungen in der Geometrie bidirektional zu synchronisieren.

Modellbildung und Parameter

Die Materialzuweisung der einzelnen Doménen erfolgt in Comsol (Lebertumorgewebe ent-
spricht der roten Kugel, gesundes Lebergewebe dem Auflenraum) mit den in Kapitel 2.1.6 ver-

wendeten Werten. Die Gréfienordnung des anvisierten Tumorvolumens (50 cm® < Vi < 65 cm?
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bei einem Radius von 2cm < rp < 2,5cm) liegt im Bereich von per konventioneller IRE be-
handelten Tumoren (57 cm® + 51 [Dol14]).

Als Potential wurde @y = 0V (in den Simulationsbildern als — gekennzeichnet) und 4 > 3kV
(als + gekennzeichnet) vorgegeben: Die Zentralelektrode liegt immer auf ®g, die Satelliten-
elektroden liegen wahlweise auf ®¢ oder @ .

Abschlieflend wurde der Betrag der elektrischen Feldstérke berechnet und in mehreren Ebenen
visualisiert. Dies entspricht grundsétzlich dem Vorgehen in der Literatur (vgl. Kap. 1.1.8), ist
aber durch den Einsatz eines vollwertigen CAD-Programms zusammen mit Comsol LiveLink™
for SolidWorks® deutlich miichtiger und flexibler.

Abstraktion

Neben dem als Kugel modellierten Tumor sind in der Simulation weitere Vereinfachungen
angenommen worden: Die nicht-leitende Spitze der Zentralelektrode sowie die angespitzten
Satellitenelektroden sind in den Simulationen nicht enthalten, da der Einfluss auf die Feld-
verteilung im &dufleren Kugelvolumen und Auflenraum als bedeutungslos abgeschitzt werden
konnte: Erstens verursachen in der Realitdt nicht exakt zu treffende Eintrittsstellen im Ge-
webe sehr viel hohere Abweichungen der Feldverteilung. Zweitens sind in dieser Phase der
Forschung kurze Berechnungszeiten wichtiger, als jedes Detail genau nachzubilden. Drittens
ist nahe den Elektroden die Feldstidrke am gréfiten und damit ohnehin deutlich hoher als die

Grenzfeldstarke fiir das Auftreten von irreversibler EP.

Ergebnisse

Abbildung 5.1 zeigt drei Schnittbilder der Simulationsergebnisse. Auf eine 3D-Darstellung wur-
de aus Griinden der Komplexitit verzichtet. Relevant ist der Abfall der Feldstirke im Auflen-
raum, weniger relevant sind die exakten Werte nahe den Elektroden: Wo sind die Uberginge
von irreversibler zu reversibler EP bzw. zum Ausbleiben einer EP? Um das Farbspektrum
fiir die Visualisierung des Abfallens im Fernfeld besser auszunutzen, ist die dargestellte Ober-
grenze der Feldstirke auf 2 1(% gesetzt. Die Bereiche fiir irreversible und reversible EP sind
in der Legende qualitativ nach [Mik0Oa] und [Dev00] markiert, exakte Grenzwerte fiir diese
Gewebetypen liegen derzeit nicht vor (vgl. Kap. 1.1.3). Der rote Bereich entspricht Feldstéirken
von 2 l(% und mehr, in diesem Areal wird daher in jedem Fall irreversibel elektroporiert. Bei
Feldstarken unter 0,4 l(% (blau) kann davon ausgegangen werden, dass keine EP (auch keine
irreversible) mehr auftritt. Im Fokus der Darstellung ist der Randbereich, in dem reversi-
ble EP angewendet wird (hellblau/tiirkis bis orange/hellrot): Ein Tumor in der Form einer
idealen Kugel und einem Durchmesser von 5cm wird von dieser Konfiguration bei diesen
angelegten Spannungen in der oberen Halbkugel komplett und in der unteren Halbkugel na-
hezu komplett abgedeckt. Die Sonde hat genug Freiheitsgrade, um auch die nicht abgedeckten
Gebiete zu erreichen, z. B. durch weiteres Ausfahren der Satellitenelektroden oder durch er-

neutes, tiefer angesetztes Elektroporieren: Dazu wiirden die Satellitenelektroden einfahren, die
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Abbildung 5.1: Simulation der elektrischen Feldverteilung der iECT-Sonde (dz = 5mm) in
einem kugelférmigen Lebertumor (CAD-Modell vgl. Abb. J.5). Die angelegten
Potentiale sind g =0V (-) und &, = 3kV (+).
A) Y-Z-Ebene (x = 0): Die Bereiche fir irreversible und reversible EP
sind in der Legende qualitativ markiert. Der FElektrodendurchmesser betrdgt
dz = 5mm, der Tumordurchmesser 5cm (schwarzer, dimner Kreis).
B,C) Schnittbilder der markierten X-Y-Ebenen (zp = Omm; z; = —18 mm).
Der rote Kreis in C entspricht dem Umfang der angeschnittenen Kugel in der
FEbene z1.

Sonde einige Millimeter tiefer eingeschoben und dort die Satellitenelektroden wieder ausfah-
ren werden. Denkbar wiren auch lingere Satellitenelektroden, diese wiirden dann aber auch
mehr gesundes Gewebe im AuBenraum beschéadigen. AbschlieBend muss der Arzt beurteilen,
welche Prioritaten in welchen Bereichen zu setzen sind. Um den Eingriff bewerten und opti-
mieren zu kénnen, wurde ein Giitemodell entwickelt, das durch gewichtete Berechnungen eine
Bewertung und Optimierung erméglicht (vgl. Kap. 5.2.3). Im Vergleich zur Darstellung der
Computersimulation ist eine Bewertung auf Basis einer berechneten Grofie nicht nur intuitiver

durchzufiihren, sondern auch objektiver.
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5.1.3 Variation der Potentiale

Die hier vorgestellte Elektrodenkonfiguration fiir die Anwendung an inneren Organen unter-
scheidet sich in wesentlichen Punkten vom Stand der Technik: Erstens handelt es sich nicht
um starre, geradlinige Nadelelektroden. Zweitens sollen mehr als zwei Elektroden gleichzeitig
beschaltet werden. Dies fiithrt zu deutlich komplexeren Varianten der Feldgeometrie und damit
zu deutlich mehr Variabilitédt in der erreichbaren Tumorabdeckung.

Dariiber hinaus kann die Geometrie auch noch iiber den Tausch der angelegten Potentiale
weiter angepasst werden: Die Ausgangsbelegung ist das Potential ®y an der Zentralelektrode
und das Potential @, an allen Satellitenelektroden. Bei diesem Kugelmodell ist eine achsen-
symmetrische Feldausbreitung in der X-Y-Ebene die Folge. Legt man jedoch an eine der vier
Satellitenelektroden das Potential ®¢ wie an der Zentralelektrode an, erhélt man die unsym-
metrische Feldausbreitung in Abbildung 5.1B, C: Das Feld links der Y-Achse (II. und III.
Quadrant) deckt die Randbereiche des Kreises besser ab, ldsst andererseits aber einen unpo-
rierten Bereich (|E| — 0) zwischen Zentral- und linker Satellitenelektrode. Rechts der Y-Achse
(I. und IV. Quadrant) ist das Feld in den Randbereichen des Kreises fiir eine EP zu schwach,
zwischen den Elektroden aber ausreichend stark.

Der kugelférmige Tumor soll moglichst grofiflichig mit fiir EP ausreichender Feldstérke ab-
gedeckt werden, ohne die Geometrie der Elektroden zu verdndern. Daher ist es beabsichtigt,
eine solche Polung rotieren zu lassen, d. h. jeweils einmal das Potential &y an jeder Satelliten-
elektrode anzulegen und insgesamt vier Mal das Pulsprotokoll ablaufen zu lassen.

Zur Verdeutlichung, welche Feldgeometrien alleine durch wechselndes Anlegen zweier Poten-
tiale &g und ¥, moglich sind, zeigt Abbildung 5.2 die Feldverteilung bei fiinf moéglichen
Polungsvarianten. Zusétzlich sind unsymmetrische Tumorausbreitungen mit der Einfithrung
weiterer Potentiale realisierbar, z. B. &5 =0V, ®; = 2kV und ¢, = 3kV. Konkrete Optimie-
rungen an echten Tumormodellen sind mit der Simulationsumgebung Comsol durchfithrbar
(vgl. Kap. 8), ergeben aber erst Sinn, wenn die beabsichtigte Funktionsweise der Sonde auch
praktisch nachgewiesen ist (Tierversuch) und offene Fragestellungen bzgl. der EP an Tumor-

gewebe (genauere Grenzwerte, elektrische Gewebeeigenschaften, vgl. Kap. 7) geklért sind.

5.1.4 Prototyp

Aus der CAD-Zeichnung (Abb. 4.5) wurde ein funktionaler Prototyp gefertigt, der die in Ka-
pitel 5.1.1 aufgestellten Anforderungen erfiillt. Abbildungen 5.3 und 5.4 zeigen die Sonde in
der Gesamtansicht sowie Detailansichten der Front. Die mechanische Funktionsweise geht aus
Abbildung 5.5 hervor: Mit je einer Hand hilt man die Sonde und deren Zuleitungskopf, durch
leichten Druck bzw. Zug kénnen die Satellitenelektroden aus- bzw. eingefahren werden.

Der Sonden-Katheter besteht aus einem 25 cm langen Rohr aus 1.4301 Edelstahl [Deulba] (wie
auch in anderen Medizinprodukten verwendet [Inf09], z. B. chirurgischer Nadeldraht von Zapp
Precision Metals GmbH, Schwerte). Der Durchmesser betriagt dz = 5mm. Auf der Front (in
den Abbildungen links, braun) ist eine kegelférmige Spitze aus Polyetheretherketon (PEEK,
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Abbildung 5.2: Simulation der elekirischen Feldverteilung wie in Abb. 5.1B fiir zo = —7mm
und Variation der Potentiale

biokompatibel und wiederholt sterilisierbar [Kurll]) angebracht, die das perkutane Einste-
chen erleichtert, ohne dabei Einfluss auf die Feldverteilung zu nehmen. Die Zentralelektrode
ist der vordere, nicht isolierte Teil des innen hohlen Sonden-Katheters (37,5 mm). Im Inneren
davon verlaufen Fiithrungsschienen aus Kunststoff fiir die vier Satellitenelektroden (vgl. Abb.
5.4 weil}).

Die Satellitenelektroden sind aus einem dg = 0,9 mm dicken Nitinol Rohr (SE 508 C, Form-
gedédchtnislegierung) hergestellt. Durch Wiarmebehandlung in einer Glithform wurde der su-
perelastischen Ruheform der Rohre die in Abbildung 5.7 gezeigte Geometrie eingeprigt. Die
Front ist analog zu Spritzennadeln angespitzt, so dass sich die Elektroden leicht in das Gewebe
hinein ausfahren lassen. Alle vier Satellitenelektroden sind mit handelsiiblichem Krankenhaus-
verbrauchsmaterial an Spritzen angeschlossen (gelbe Anschlussstiicke in Abb. 5.3), die durch
die Elektroden hindurch das Chemotherapeutikum an der Front applizieren.

Der elektrisch nicht aktive Teil der fiinf Elektroden ist mit transparentem Teflonschlauch
isoliert. Die iibrigen Mafle werden nach der Optimierung durch das im weiteren Verlauf ein-
gefiihrte Giitemodell genannt (vgl. Kap. 5.2.3 und Abb. 5.7).

Der Prototyp wurde der Uniklinik RWTH Aachen in einer Erfindungsmeldung vorgestellt.

5.1.5 Ex-vivo-Versuchsreihe zur Evaluierung der Sonde

Es wurde eine Versuchsreihe an totem Lebergewebe (explantierte Rinderleber) durchgefiihrt,

um herauszufinden, ob die beabsichtigte Behandlung unerwiinschte thermische Schidigungen
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Abbildung 5.3: Prototyp der entwickelten iECT-Sonde. Oben: Gesamtansicht mit Spritzen und
Zuleitungsschliuchen (1) fiir das Chemotherapeutikum, elektrische Zuleitungen
(2), mit Teflon tiberzogener Sonden-Katheter aus Edelstahl (3) mit integrier-
ten Satellitenelektroden, Zentralelektrode (ca. vordere 4cm) und aufgesetzter
Spitze aus Kunststoff (4). Unten Vergréferung der Front mit ausgefahrenen
Satellitenelektroden aus Nitinol (5) und deren Fiihrungsschienen / Offnungen
(6). Letztere sind in Abb. 5.4 genauer zu sehen.

Abbildung 5.4: Ansicht wie in Abbildung 5.3 unten, jedoch mit eingefahrenen Satellitenelek-
troden. Zu erkennen sind die Fiihrungsschienen (weif3) und die Spitze einer
Satellitenelektrode.
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am Gewebe verursacht. Eine EP kann an totem Gewebe prinzipiell nicht nachgewiesen wer-
den, durch Hitze verursachte Beschéddigungen sind jedoch optisch klar erkennbar. Weiterhin
sollte die Handhabbarkeit des Prototyps an realem Lebergewebe erprobt werden. Die Versuche
wurden mit dem Prototyp aus Abbildung 5.3 und dem dafiir beschafften Elektroporator ECM
830 (BTX Instrument Division, Harvard Apparatus, Inc., Holliston, USA) durchgefiihrt.

Der Versuchsaufbau ist in Abbildung 5.6 zu sehen. Versuche mit Spannungen iiber U = 2250V
wurden — auch bei kiirzeren Impulsbreiten — durch einen Spannungsiiberschlag wihrend der
ersten 20 Impulse abgebrochen; der ECM 830 zeigt dann ,,arc detected“ an und schaltet ab. Bei
U = 2250V wurden 70 Impulse mit je ¢ = 100 pus und 7" = 200 ps erfolgreich auf die Elektrode
gegeben, wihrend sie an verschiedenen Positionen in der Leber steckte. Anschliefend wurde
das Gewebe an den Elektroden-Einstichstellen aufgeschnitten und auf thermische Verédnderung
hin untersucht.

Die Handhabung des Prototyps hat sich in der Versuchsreihe bewéhrt: Das Einstechen der
Sonde in die Leber sowie das Ausfahren der Satellitenelektroden innerhalb des Gewebes wa-
ren problemlos moglich, damit ist der Prototyp auch fiir kommende Tierversuche geeignet.
Auch die Erwartung, keine durch thermische Effekte verursachten Verbrennungen im Gewebe
vorzufinden, insbesondere nahe den Elektroden, wurde erfiillt. Qualitativ konnten auch keine
Temperaturverdnderungen an den Einstichstellen festgestellt werden. Damit kann die Ursache
flir das Abtoteten von Gewebe in kiinftigen Tierversuchen — zumindest fiir Spannungen bis
U = 2250V — direkt auf Effekte der EP zuriickgefiihrt werden.

5.2 Entwicklung der klinischen Anwendung

Die hier vorgestellte Elektrodenkonfiguration kann sowohl als =IRE- wie auch als =ECT-
Elektrode eingesetzt werden. Es kann nach aktuellem Stand des Wissens zusammen mit den
Ergebnissen der zuvor geschilderten Untersuchungen davon ausgegangen werden, dass das
abgetotete Gewebeareal grundsétzlich eine Geometrie aufweist, die der berechneten Feldver-
teilung der Simulationsbilder entspricht (vgl. Abb. 5.1). Der experimentelle Nachweis dieser
These ist der erste Schritt auf dem Weg in die klinische Anwendung.

5.2.1 Kombinationstherapie aus IRE und ECT

Wird nur elektroporiert (IRE), miisste das Areal von totem Gewebe im orangen/gelben Bereich
der Abbildung 5.1 enden. Wenn in die Randbereiche zusétzlich Chemotherapeutika appliziert
werden (ECT), sollte sich das Areal von totem Gewebe bis hin zu den tiirkisen/blauen Gebie-
ten ausbreiten.

Es ist medizinisch umstritten, ob es sich bei dieser Methode um eine Kombinationtherapie aus
IRE und ECT handelt, oder nur um ECT. Nach personlicher Aussage von Luis M. Mir (BioEM
2015) sterben bei der ECT mit Nadelelektrodenarrays im direkten Umfeld der Nadelelektro-
den auch Zellen durch irreversible EP (vgl. Abb. 1.9), da in diesen Bereichen das Feld am
stiarksten ist und IRE-Charakter hat. Entsprechend sieht er die hier vorgestellte Behandlung
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Abbildung 5.5: Schematische Darstellung der Funktionsweise des entwickelten Prototypen:
Durch Verschieben des Zuleitungskopfes werden die Satellitenelekiroden ein-
(oben) bzw. ausgefahren (unten).

Abbildung 5.6: Versuchsaufbau: Prototyp eingestochen in einer explantierten Rinderleber

73



5 iECT - Neuartige Sonde und darauf abgestimmte klinische Methode

ausschliefllich als ECT an. Allerdings sind bei der ECT diese IRE-Felder unerwiinschte Neben-
effekte und treten in vergleichsweise kleinen Gebieten auf. Ziel ist das moglichst grofifiichige
Abtdten mit reversibler EP und Chemotherapeutika.

Die hier vorgestellte Methode zielt jedoch darauf ab, den inneren Bereich des Tumors (ca. 80 %
des Durchmessers) mit IRE abzuttten, und durch die Kombination mit ECT den Wirkradius
zu erweitern (AuBenbereich), so dass in dieser Arbeit und von den kooperierenden Arzten die

Auffassung vertreten wird, es als Kombinationstherapie aus IRE und ECT anzusehen.

5.2.2 Studiendesign zur Evaluierung der Sonde und der Methode

Ziel der Studie ist der experimentelle Nachweis im Tierversuch, ob sich 1. eine mit den Simu-
lationsbildern iibereinstimmende Geometrie des abgetéteten Gewebes ergibt, und 2. ob sich
durch Zugabe von Chemotherapeutika das Areal wie im vorherigen Absatz geschildert ver-
groflern lasst. Den Kooperationspartnern liegt dazu ein genehmigter Tierversuchsantrag vor.
Am Grofitiermodell (Schwein) soll die Sonde in der Leber an verschiedenen Positionen Gewe-
be abtdten, jeweils mit und ohne Chemotherapeutika. In dieser Evaluierung wird nicht mit
einem Tumormodell gearbeitet, um die Versuchsreihe moglichst frei von weiteren Variablen
zu halten und sich auf die beiden o.g. Ziele zu konzentrieren. Auch Fragestellungen bzgl. der
Permittivitiat von Tumorgewebe sind damit zunédchst ausgeklammert. Ein Tumormodell mit
der Fragestellung, ob sich Tumoren gezielter mit 1. der Sonde und 2. der Kombination aus
ECT und IRE abtoten lassen, ist mittelfristiges Forschungsziel eines nach Abschluss dieser
Versuchsreihe zu planenden Folgeversuches.

Der Aufbau der Studie orientiert sich an [Niel2], die Evaluierung wird primér an CT-Bildern
wie in [Doll4] erfolgen. Ein zusétzlicher Vergleich von pathologischen Gefrier- oder Paraf-
finschnitten mit Schnittbildern der Simulation ist ebenfalls beabsichtigt, aufgrund der nicht
trivialen Identifizierung der korrekten Ebene in der Leber des Versuchstieres (1. orthogonal
zum Sonden-Katheter; 2. korrekte z-Koordinate) aber nur eine zusétzliche optionale Auswer-

tungsmethode.

5.2.3 Entwicklung eines Giitemodells

Die Definition eines Giitebegriffes dient dazu, die Elektrodenanordnung im Hinblick auf eine
optimale Elektroporation des Tumorgewebes (und somit eine optimale Behandlung fiir den
Patienten) zu bewerten. Mit Hilfe der Giite konnen spéter verschiedene Elektrodenkonfigura-
tionen quantitativ miteinander verglichen und hinsichtlich ihrer Geometrieparameter optimiert
werden.

Das Giitemodell soll bewerten, wie viel Prozent eines Tumors mit einem ausreichend grofien
Feld fir irreversible EP (IRE) abgedeckt werden, wie viel Prozent des verbleibenden Tu-
morareals einem ausreichend groflen Feld fiir die reversible EP (ECT) ausgesetzt ist, und

wie grof§ das Volumen von gesundem Gewebe ist, das zusétzlich abgettet wird. Der Idealfall
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wire, dass 100 % des gesamten Tumorgewebes zerstort wird und das gesunde Gewebe kom-
plett erhalten bleibt. Selbst wenn dieser Idealfall abgebildet werden kann, wird der Arzt in
der Praxis die Parameter so wihlen, dass ein Randbereich an gesundem Gewebe unmittelbar
um das Tumorgewebe als Sicherheitsabstand ebenfalls mit abgetdtet wird. Wichtungsfakto-
ren sollen daher das Giitemodell an die jeweilige Aufgabenstellung anpassbar machen. Dabei
wurde beriicksichtigt, dass das Gewebe bei der IRE in jedem Fall zerstort wird, wihrend bei

der ECT gezielter das Tumorgewebe abgetttet wird.

Modellbildung

Fiir das Giitemodell werden drei Volumenbereiche definiert: Tumorgewebe Vr, gesundes
Gewebe Vg und um das Tumorgewebe herum ein Randbereich Vi der Breite R, Im
Falle des abstrahierten Kugelmodells (vgl. Abb. 4.5, Radius Rx = 25 mm) wird der Randbe-
reich als innere Kugelschale der Breite Ry = 5 mm definiert. Damit lassen sich die Volumina

berechnen zu:

4
Vi = g7 (Ri — R,)? ~ 33510 mm? (5.1)

4
Ve =57 (R — (Rk — Ra)’) ~ 31940 (5.2)

Die Variable p definiert den Anteil des Randbereiches in Prozent, der unporiert bleiben darf.
Fiir die folgende Optimierung wurde ein Wert von p = 5% angenommen. Zudem soll aus den
in Kapitel 1.1.6 genannten Argumenten der Randbereich nicht irreversibel elektroporiert wer-
den, da er per Definition auch gesundes Gewebe enthilt. Die Grenzwerte fiir reversible (1.3)
und irreversible (1.4) EP wurden [Mik0Oa] entnommen (vgl. Kapitel 1.1.3). Um die Auswir-
kungen des Fehlers der numerischen Berechnung mit COMSOL auf die elektrische Feldstéirke
zu beriicksichtigen, werden entsprechend auf- bzw. abgerundete Ober- und Untergrenzen ver-

wendet. Die Giitekriterien sind damit wie folgt definiert:

100 % von Vp muss mit E > E,.q, ~ 400 % abgedeckt sein.
(100 — p) % von Vi miissen mit E > Fye,q =~ 400 % abgedeckt sein.

. Vi soll Ejpreps = 700 % > FE > Breyt = 400 Clm ausgesetzt sein.

O I

. In V7 sollte nicht mehr als F < E,e— ~ 300 % auftreten.

Die Giite G wird als rationale Zahl zwischen Null und 100 definiert (0 < G < 100). Die
maximale Giite G = 100 wird im o.g. Idealfall erreicht, wenn zudem (100-p) % des Randbe-
reiches reversibel elektroporiert wurden. Alle Abweichungen werden gewichtet vom Maximum
abgezogen. Ergibt sich rechnerisch eine Giite G < 0, so wird G zu Null gesetzt.

Die vollstdndige Zerstérung des Tumors ist das primére Ziel der Behandlung, daher wird die
Giite als Null definiert (G = 0), wenn nicht der gesamte Tumor elektroporiert wird (vgl. Kri-
terium 1). Bleiben mehr als p % des Randbereichs unporiert, wird die Giite ebenfalls als Null

definiert (vgl. Kriterium 2). Wird der Randbereich irreversibel elektroporiert, soll die Giite
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etwas geringer ausfallen (vgl. Kriterium 3), da der Randbereich auch gesundes Gewebe enthilt
und somit die ECT gegeniiber der IRE die geeignetere Methode ist (vgl. Kap. 1.1.6). Zudem
sollte die Feldstdrke gerade im Randbereich auf das Niveau reversibler EP abgefallen sein,
da 1. genau in diesen Bereich das Chemotherapeutikum appliziert wird und 2. hinter dem
Randbreich das gesunde Gewebe liegt, d. h. bis zu dieser Grenzfliche (Vg|Vg) die Feldstirke
im Idealfall weiter auf £ < FE,.,_ abgefallen sein sollte. Eine hohere Giite soll auch mit ei-
ner geringeren Schidigung des gesunden Gewebes auflerhalb des Randbereiches einhergehen
(vgl. Kriterium 4). Die Giite wird ebenfalls als Null definiert, wenn zwar der gesamte Tumor
zerstort, dafiir aber innerhalb des gesunden Gewebes mindestens das vierfache Tumorvolumen
irreversibel oder mindestens das zehnfache Tumorvolumen reversibel elektroporiert wird.

Zur Berechnung der Giite miissen somit fiinf Volumina bestimmt werden:

. Vrunp : unporierter Anteil des Tumorvolumens Vr (vgl. Kriterium 1)

. VRunp : unporierter Anteil des Randbereichs Vg (vgl. Kriterium 2)

1

2

3. VRirrev : irrev. elektroporierter Anteil des Randbereichs Vi (vgl. Kriterium 3)

4. Vg, irrev : irrev. elektroporierter Anteil des gesunden Gewebes Vi (vgl. Kriterium 4)
5

. Varev :rev. elektroporierter Anteil des gesunden Gewebes Vi (vgl. Kriterium 4)

Mit diesen Volumina wurde die Giite GG zu folgender Formel definiert, wobei IV die prozentuale

Anzahl der Raumpunkte in dem jeweiligen Volumen beschreibt:

0, falls Ny ynp > 0 oder N?V'i'}‘;’”’ >p%
G — (5.3)

VR,un ¢ NG,'L'rrev NG,rev NR,iT're'u
100 — (100 Ygme 4 05 Joirmer 0 NMooer o Migrer ) - gongt

Die Wichtungsfaktoren (grau) lassen sich je nach Problemstellung und Beschaffenheit von

Tumor bzw. umliegendem Gewebe individuell anpassen.

Umsetzung

Die Umsetzung des Giitemodells erfolgt mit Comsol und einem C-++ Programm (Source-
code ist in Anhang F abgedruckt): Comsol errechnet die elektrische Feldstérke fiir einzelne
Kontrollpunkte mit Abstand 1 mm im dreidimensionalen Raum und schreibt diese in eine
Textdatei. Das C++ Programm liest diese Datei aus und ermittelt anhand vorher definierter
Geometrieparameter, welcher Punkt in welchem Volumen (V, Vg, Vi) liegt. Die Raumpunk-
te werden entsprechend Kapitel 5.2.3 zugeordnet (Viunp, VRunp, VRirrevs VG,irrevs Varev)s
anhand der Anzahl an Raumpunkten je Volumen die prozentualen Werte berechnet (N7 ynp,
NRunp> NRjirrevs NG irrevs VNrev)-

Der Fehler auf die von Comsol berechneten elektrischen Feldstdrken konnte durch den Ver-
gleich von analytischer und numerischer Berechnung auf Schnittlinien eines vereinfachten Mo-

dells auf ca. 1,3% eingegrenzt werden. Weiterhin wurde der Fehler durch Verwendung der
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Elementgrofe ,,Extra fein“ mit Hilfe der Standardabweichung der Differenz (,,Extrem fein“ —
,Extra fein“) sowie der Fehler durch das verwendete Punktraster von 1 mm betrachtet. Insge-
samt konnte dabei der Fehler auf < 5% abgeschétzt werden (detaillierte Fehlerrechnung siehe
[Men12]).

Optimierung der Elektrode

Um das Giitemodell zu evaluieren, wurden damit die Geometrieparameter der zuvor entwi-
ckelten Sonde auf das Kugelmodell optimiert. Mit der daraus resultierenden Parameterstudie
wurde zudem der Einfluss der jeweiligen Geometrieparameter auf die Giite untersucht: Ab-
weichungen, wie sie bei der Fertigung der Elektroden oder der spéteren medizinischen An-
wendung auftreten, sollten die Giite nicht wesentlich &ndern. Wenn z. B. der Einstich oder die
Kriimmung einer Satellitenelelektrode nicht mehr als 0,1 mm abweichen darf, ohne dass die
Giite stark abfillt, wére die Sonde nicht praxistauglich.

Die Optimierung wurde mit dem Programmcode aus Anhang F durchgefiihrt. Die Geome-
trieparameter und Volumengréflen sind anpassbar, aber ausschliellich fiir eine kugelformige
Geometrie ausgelegt. Eine zweite Version fiir beliebige Geometrien (z. B. reale CAD-Modelle
aus medizinischen Bilddaten) existiert bereits und wird aktuell evaluiert.

Mit dem Giitemodell wurden die Geometrieparameter auf das Kugelmodell optimiert, die
idealen Mafle sind in Abbildung 5.7 dargestellt. Exakte Zahlenwerte der Giitebestimmung je
Parameter und Wert sind in Anhang G gelistet. Abweichungen um wenige Millimeter der

einzelnen Parameter haben einen vernachlissigbaren Einfluss auf die Giite (AG < 1).
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L, =37,5mm

L2 = 43,25 mm

D,=17,08 mm

d=5mm

Abbildung 5.7: Mafle des mit dem Giitemodell optimierten Prototyps
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6 Entwicklung eines experimentellen
Elektroporators

Die multipolare Ansteuerung der im vorherigen Kapitel gezeigten iECT-Sonde erfordert die
Entwicklung eines neuen Elektroporators, der die notwendigen elektrischen, experimentellen
und klinischen Anspriiche erfiillt. In diesem Kapitel ist die Entwicklung der einzelnen Kom-
ponenten aufgefiithrt: Ausgehend von der Anforderungsanalyse werden im weiteren Verlauf
zunéchst die Hochspannungserzeugung und -schaltung beschrieben, die in Kooperation mit
dem Institut fiir Hochspannungstechnik (IFHT) entwickelt wurden. [Kull4; May14] Die zwei-
te Komponente beinhaltet die Ansteuerung der Elektroden, bei der mit dem Institute for

Networked Systems (iNets) zusammengearbeitet wurde. [Liit15]

6.1 Anforderungsanalyse

Derzeit erhéltliche Elektroporatoren kénnen in zwei Kategorien eingeteilt werden: EKG-ge-
triggerte Geréte fiir eine Intervention an inneren Organen und Geréte ohne EKG-Triggerung
fiir Hauttumore und Labornutzung. Stellvertretend sind in der Einleitung zwei Modelle be-
schrieben worden (vgl. Kap. 1.1.3): Das AngioDynamics NanoKnife bietet EKG-Triggerung,
ist aber nicht frei konfigurierbar und kann auch nicht mit anderen als den herstellereigenen
Nadelelektroden betrieben werden (proprietirer Anschluss mit Chip-Dongle, vgl. Abb. 1.3).
Der Harvard Apparatus ECM 830 ist frei konfigurierbar (Amplitude, Pulsbreite, Pulsabstand,
Anzahl Pulse) und ist fiir die klinische Anwendung der ECT an Hauttumoren sowie Labor-
nutzung geeignet (das Modell wurde auch bei den Versuchen in Kapitel 3 eingesetzt).

Fiir die im Verlauf der Entwicklungsarbeiten erforderlichen Tierversuche' muss ein Elektro-
porator zwei notwendige Bedingungen erfiillen: 1. Alle Elektroden der Sonde miissen einzeln
auf definierte Potentiale gelegt werden und 2. die Pulserzeugung muss durch ein EKG-Signal
triggerbar sein. Diese Anforderungen werden von keinem kommerziellen Produkt erfiillt. Die
erste Entwicklungsstufe sieht zwei Potentiale vor (®¢ oder ®. ). Mehr als zwei ist zwar die Ziel-
setzung, soll aber erst in einem Folgeprojekt nach Fertigstellung umgesetzt werden. Zunéchst
steht die grundlegende Funktionsweise (Pulserzeugung, Steuerung) im Mittelpunkt.

Bei der Entwicklung wird vorausgesetzt, dass das EKG-Signal als analoges Spannungssignal

! Versuche am Tier — und erst recht Versuchsreihen am Menschen — kénnen nur nach vorheriger Zustimmung
der zustindigen Ethik-Kommission durchgefiihrt werden. Basis fiir dieses Votum ist ein Antrag, in dem
dargelegt werden muss, dass auflerhalb der zu untersuchenden Parameter jegliche unnétige Gefdhrdung des
Tiers ausgeschlossen wird.
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in Echtzeit vorliegt. Das EKG-Signal wird aus bis zu fiinf Ableitungen von klinischen Gerdten
wie dem Accusync 72 ECG Trigger Monitors erzeugt. In der Entwicklungsphase wird zunéchst
ein einfacher EKG-Sensor verwendet (EKG-BTA von Vernier Software & Technology, LLC,
Beaverton, OR, USA; das Gerét wird in der medizinischen Ausbildung verwendet, aber ist
nicht fiir die Krankenversorgung zugelassen), der grundsétzlich genau wie medizinisch zuge-
lassene Geréte einen analogen Spannungsverlauf ausgibt, aber im Fehlerfall kostengiinstig zu
ersetzen ist (ca. 150€ gegeniiber ca. 10.000€ fiir das Accusync 72).

Folgende Anforderungen sind zu erfiillen:

e Mindestens fiinf einzelne, variabel (d.h. mit ®y oder ®.) zu beschaltende Anschliisse
e Mit einer Spannungsquelle bis zu 3kV nutzbar (wie ECM 830 und NanoKnife)

e Pulsbreite, Pulsabstand und Anzahl Pulse einstellbar (wie ECM 830)

e Flankensteilheit nicht schlechter als die des Vergleichmodells (ECM 830)

e Analoger Eingang mit A/D Wandler zur EKG-Messung

o EKG-Signalanalyse zur Triggerung der Pulse (vgl. Kap. 2.2.5)

e Zusitzlicher Eingang zur Nutzung einer externen Triggerung (z.B. Accusync 72 ECG
Trigger Monitors, vgl. Kap. 1.1.3) statt der intern berechneten Triggerzeitpunke

e Aufnahme und Speicherung des Signalverlaufs von EKG, externer und interner Trigge-

rung (d. h. Nutzungsmoglichkeit als reiner Rekorder, ohne Elektroporatorfunktionalitét)

e Userinterface zum Einstellen der o.g. Parameter, Anzeige des EKG-Verlaufs mit Trig-

gerung in Echtzeit sowie notwendige Bedienelemente

e Handelsiibliche Anschliisse fiir Elektroden (hier: 4 mm Biischelstecker)

6.2 Hochspannungsimpulserzeugung

Es wurden zwei Prinzipien zur Erzeugung rechteckiger Spannungspulse mit Multisim 13.0
(National Instruments, Austin, Texas, USA) simuliert und evaluiert (vgl. Abb. 6.1): Die erste
Variante basiert auf dem Prinzip einer Kondensatorentladung mit anschlieSender Spannungs-
transformation. Ein Kondensator wird aufgeladen und mittels eines als Schalter eingesetz-
ten MOSFETs an die Primirseite eines Ubertragers geschaltet. An der Ausgangsseite des
Ubertragers erscheint das auf die gewiinschte Spannung hochtransformierte Signal.

Die zweite Schaltungsvariante nutzt Power-MOSFETSs, um eine Kondensatorladung auf den
Ausgang zu schalten. Um eine hohere Ausgangsspannung zu ermoglichen, werden mehrere
MOSFETsS in Reihe geschaltet (vgl. Kap. 2.1.7 und Abb. 2.11).

Beide Schaltungen liefern in der Simulation gute Ergebnisse. Die Kondensatorentladung mit
Ubertrager erfordert eine Betriebsspannung von wenigen hundert Volt, wihrend die verschalte-
ten MOSFETSs eine Betriebsspannung in Hohe der gewiinschten Ausgangsspannung benétigen.
Dagegen liefert die MOSFET-Schaltung eine bessere Flankensteilheit der Pulse (< 1ps) als
die Transformatorschaltung. Leider sind im realen Schaltungsaufbau die Eigenschaften ei-

nes Transformators aufgrund von individuellen Bauteileigenschaften in der Simulation nicht
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realitdtsnah modellierbar, daher muss mit vorab nicht bestimmbaren Unregelméfigkeiten im
Signalverlauf gerechnet werden.

Da die Notwendigkeit der Entwicklung in der Pulserzeugung begriindet ist und fiir die Hoch-
spannungserzeugung ein handelsiibliches Netzteil verwendet werden kann, wurde aufgrund der

Vorteile fiir die Umsetzung der zweite Aufbau gewahlt.

6.2.1 Bestimmung der Bauteile und Schaltungsaufbau
Gewebelast Rg, Cg

Der Ersatzwiderstand des Gewebes wurde mit COMSOL Multiphysics 4.4 (COMSOL AB,
Stockholm, Schweden) bestimmt: Das aus Kapitel 5 erstellte Modell wurde mit den elektri-
schen Eigenschaften fiir Tumorgewebe bei einer Pulsfrequenz von f = 5kHz (entspricht einer
Impulsbreite und -abstand von je 100 ps) geméfl [Mik06] ergénzt. Bei einer Simulation wurde
zwischen den positiven und negativen Elektroden ein Impedanzwert von Z = 498 2+ 5 0,8 m{2
ermittelt. Dieser Wert kann als Parallelschaltung eines Widerstandes und einer Kapazitidt mit
den Werten Rg = 5009 und Cg = 100fF abstrahiert werden (Rq || jQ#CG) Diese Parallel-
schaltung wird in der Simulation als Ersatzimpedanz des Tumorgewebes verwendet. In der
Hardwarerealisierung wurde Cg vernachlissigt, da dieser kapazitive Anteil in der Simulation
keinen Einfluss gezeigt hat, aulerdem wurde aufgrund von Bauteilnormierungen (E6-Reihe)
ein Widerstand mit Rg = 470 () eingesetzt.

MOSFETs

Durch die Zielvorgabe einer maximalen Spannungsamplitude von 3kV miissen die MOS-
FETs eine entsprechend hohe gemeinsame Sperrspannung aufweisen. Ein fiir diesen Fall gu-
ter Kompromiss aus Schaltungsaufwand und Bauteilanforderung ist eine vierstufige Variante,
somit muss die Sperrspannung eines einzelnen MOSFETSs mindestens Vpgs = 750V betra-
gen. Gewihlt wurde der 2SK3878 von Toshiba Semiconductor & Storage Products (Tokyo,
Japan) mit Vpgs = 900V. Dieser schaltet ab einer minimalen Gate-Source-Spannung von
Vasmin = 3,0V, das Maximum liegt bei Vg maez = 30 V. [Tosl3]. Die MOSFETS sind zwi-
schen Drain und Source jeweils mit einem Biaswiderstand R = 10 M$2 parallel geschaltet,
der das Drain-Source-Potenzial im Sperrzustand einstellt. Um eine schnelle Entladung zu
ermdglichen, befindet sich zwischen den Gate- und Sourceanschliissen der oberen drei MOS-
FETs je eine Zenerdiode mit einer Riickwértsspannung von 18 V. Da der 2SK3878 nicht in
der Bauteilbibliothek der verwendeten Simulationssoftware NI Multisim 13.0 vorhanden ist,
wurde er, dem {iiblichen Vorgehen am Institut folgend, in der Simulation der dhnliche Typ
2SK3747 von ON Semiconductors (Phoenix, Arizona, USA) [ON 13] verwendet.

MOSFET Treiber-Schaltung

Um die MOSFETSs zuverléssig und schnell zu schalten, wurde die Treiberschaltung aus Abbil-
dung 6.2 verwendet, die das Ausgangssignal des Microcontrollers auf Vgg = 18V verstérkt.
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Abbildung 6.1: Vergleich zwei simulierter Schaltungen zur Erzeugung von Spannungspulsen
mit bis zu 3kV. Jeweils gleich ist die Treiberschaltung, die Pulserzeugung V,c

und die Gewebelast.
Oben: Kondensatorentladung mit Spannungstransformation 500V auf 3kV.
Unten: Kondensatorentladung mit 4 in Reihe geschalteten Power-MOSFETs.
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Abbildung 6.2: Schaltplan der Treiberschaltung

Der nicht-invertierende 1.5 A Dual High-Speed Power MOSFET Driver TC4427A von Micro-
chip Technology Inc. [Micl4] sorgt zusammen mit dem 10k am Eingang bei nicht anliegen-
dem Signal (z. B. bei Einschalten der Mikrocontroller-Einheit) fiir ein Sperren der MOSFETs.
Sowohl die Spannungsquelle LM7818 [STM14], die die Eingangsspannung von 21V auf kon-
stant 18 V transformiert, als auch der MOSFET-Treiber sind mit passenden Kapazitéiten nach
Datenblatt beschaltet.

Gatekapazitaten C der MOSFETs

Zur Bestimmung der Gatekapazitdten (C in Abb. 2.11) sind die Eingangskapazititen der
MOSFETs zu beriicksichtigen, die als Cjgg = 2200 pF und Crss = 45pF im Datenblatt
angegeben sind [Tos13]. Die Kapazitit am oberen MOSFET berechnet sich mit der Schalt-
spannung der Treiberschaltung Vgg = 18V, der maximalen Sperrspannung pro MOSFET
Vbs = % -3kV =750V und der effektiven Gate-Source-Kapazitat Cggerr (bei der die Kapa-
zitét der Z-Diode vernachldssigt wurde) zu [Bak92]:

Vos  _ ( Vbs ). Vas

C= CGS,eff : W Crss + —— CRss m

~ 100 pF 6.1
Vas Vas (6.1)

Spannungserzeugung

Fiir die Hochspannungsversorgung wurde das Mittelspannungs-Netzgerit MCN 350-2000 von
FuG Elektronik GmbH, Schechen, Deutschland verwendet. Es liefert eine Ausgangsspannung
von Uy = 2kV bei einem maximalen Strom von 150 mA. Die Schaltung wurde zwar auf 3kV
dimensioniert und simuliert, aber im Rahmen dieser Arbeit nur mit den 2kV dieses Netzgerétes

getestet.
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6 Entwicklung eines experimentellen Elektroporators

Ladekapazitat C;, und -widerstand Ry,

Die Zeitkonstante der Entladung wird aus dem maximalen Spannungsabfall bestimmt, der
nach 100 ps am Lastwiderstand (hier: Gewebelast) vorliegen soll. Bei einem maximalen er-

laubten Spannungsabfall von 10 % iiber dem Lastwiderstand folgt [Harl13]:

. 100 pis

Ut =100ps) = Upaz - € 7 = Upaz - 0,9 = Upae - € Fo (@6 1CL) (6.2)

Der Ladewiderstand wird als Limitierung der Spannungsquelle mit einem Maximalstrom von
Lmar = 150mA zu R;, = 20kQ bestimmt. Daraus berechnet sich die Ladekapazitit unter
idealen Bedingungen zu mindestens C, = 2uF. Die Zeitkonstante fiir den Entladevorgang
T = Ry - Cr, = 40 ms kann damit im Vergleich zu einem 100 ps Impuls als ausreichend lange

angesehen werden.

Kompletter Aufbau und Funktion

Abbildung 6.1 (unten) zeigt den Schaltungsaufbau, wobei C' = Cgs Cg3 =2C und Cgpe = 3C
gilt. MOSFET 1 wird von der Triggerschaltung geschaltet, an den tibrigen MOSFETSs wird
iiber den kapazitiven Spannungsteiler die notwendige Gate-Source-Spannung eingestellt. Ein
Microcontroller (ATMEGA32) erzeugt ein Trigger-Testsignal mit einer Frequenz von f = 1 Hz
und einer Pulsbreite von ¢, = 100 ps.

Im Hardwareaufbau ist der variable Austausch von Elementen wie Widerstinden oder Zenerdi-
oden zwischen Gate und Source vorgesehen, um die Schaltung unter verschiedenen Konfigura-
tionen zu untersuchen. Zusétzlich ist zu Testzwecken der Einbau eines Kondensators zwischen
dem Drainanschluss des obersten MOSFETs und Ground vorgesehen. Damit soll untersucht
werden, ob mogliche Spannungsspitzen iiber den MOSFET'Ss geglittet werden kénnen. Weiter-
hin kann durch eine Variation der Gatekapazititen eine Anderung der Gate-Source-Spannung
Vs untersucht werden.

Zur Entladung des Kondensators nach dem Abschaltvorgang wurden zwei Widerstéinde mit
jeweils 22 k(2 bei maximal 50 W Leistung parallel geschaltet und zur besseren Warmeableitung
auf ein Kiihlblech montiert.

Zur Messung und Darstellung der Spannungsverldufe wurde das Oszilloskop TDS 1012 B von
Tektronix (Beaverton, Oregon, USA) verwendet. Als Tastkopfe kamen fiir die Messung der
niedrigen Spannungspegel der P2220 von Tektronix mit einer Teilung von 1:10 zum Einsatz.
Die Messung der hohen Spannungspegel wurde mit dem Tastkopf P6009 von Tektronix mit
einem Teilerverhéltnis von 1:100 durchgefiithrt. Zur Messung von Differenzspannungen, die
nicht zu Ground gemessen werden sollen, wird das Oszilloskop mit einem Trenntransformator
des Typs E25818 der Mangoldt Transformatorenfabrik KG (Aachen, Deutschland) betrieben.
Der Aufbau wurde mit zwei, drei und vier Power-MOSFETSs (entsprechend mit angepassten

Bauteilen und Spannungen) getestet.
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Abbildung 6.3: Oszilloskopgrafen der steigenden (links) und fallenden Flanke (rechts)

Messwerte

Die Treiberschaltung verzégert das Signal des Mikrocontrollers um ca. 0,05 s (gemessen an
steigender und fallender Flanke). Die Zeitverzogerung zwischen dem Ausgangssignal der Trei-
berschaltung und dem tatsichlichen Schalten der MOSFETSs betrigt < 300 ns. Beides ist im
Vergleich zum Zeitfenster (=~ 200 ms, vgl. Kap. 2.2.5) zu vernachléssigen.

Die avisierte Flankensteilheit von < 1ps, bis 95% der Zielspannung erreicht sind, konnte
bestétigt werden (steigende Flanke 110ns, fallende Flanke 660ns, vgl. Abb. 6.3). Wihrend
des Verlaufs eines Impulses sinkt dessen Spannung um 9% ab, das Uberschwingen liegt bei
lediglich 250 V. Nach 25 ps ist die Amplitude des Schwingvorgangs geringer als das Rauschen.
Ein Uberschwingen nach der fallenden Flanke tritt nicht auf. Allerdings entsteht etwa 2 ps
nach Beginn der fallenden Flanke eine Spannungsspitze von &= 400V fiir etwa 1 j1s, eine weite-
re Spannungsspitze von &= —50V entsteht nach weiteren 10 ps. Diese Spannungspitzen sind bei
wechselnder Betriebssspannung unregelméflig und treten nur am Lastwiderstand und nicht am
Drainanschluss von MOSFET 4 auf, so dass die Ursache im Aufbau der Spannungsversorgung
liegt und fiir die Evaluation der Schaltung nicht weiter betrachtet wird.

Die Gate-Source- Spannungen Vage, Vags und Viggy betragen 10 V und sind somit ausreichend
fiir ein optimales Schaltverhalten (> 8 V [Tos13]), auch die Maximalspannung von 30V wird
nicht iiberschritten (Uberschwingen nach der fallenden Flanke bis max. —5V).

Durch die zu den MOSFETs parallel geschalteten Biaswiderstdnde (10 M) wird der Grenz-
wert der Drain-Source-Spannungen (< 900V [Tos13]) nicht iiberschritten: Wahrend des Schalt-
vorgangs werden alle Drainpotenziale auf 0V gezogen, zu keinem Zeitpunkt wihrend der fal-

lenden Flanke fallt eine héhere Spannung als 500V iiber einem einzelnen MOSFET ab.

6.2.2 Vergleich mit klinischem Elektroporator

Zur besseren Einordnung der Messwerte wurde der Hardwareaufbau mit dem kommerziell
erhiltlichen und im klinischen Umfeld genutzten ECM 830 verglichen, der ebenfalls auf dem
Prinzip der Kondensatorentladung beruht, aber nach der eingangs erwéhnten Variante 1 (mit

ausgangsseitigem Ubertrager) aufgebaut ist (vgl. Anhang A).
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Abbildung 6.4: Kombinierte Darstellung der Oszilloskopgrafen eines Impulses mit 100 s, ge-
messen am ECM 830 (grau) und an der MOSFET-Schaltung (schwarz).

Abbildung 6.4 zeigt den unmittelbaren Vergleich eines 100 1s Impulses mit 2kV bei ange-
schlossener Last, erzeugt mit dem ECM 830 und dem eigenen Aufbau: Die steigende Flanke
beider Schaltungen ist nahezu gleich steil. Wihrend die Spannung des ECM 830 ein deutliches
Uberschwingen aufweist, liegt der Impuls des eigenen Aufbaus zu Beginn auf dem gewiinschten
Wert von 2 kV. Die Amplitude sinkt jedoch im Verlauf des Impulses ab, wihrend der ECM 830
eine annidhernd konstante Ausgangsspannung bis zum Ende des Impulses liefert. Beziiglich der
fallenden Flanke weist der eigene Aufbau einen deutlich steileren Verlauf auf, jedoch treten

danach die zuvor beschriebenen Spannungsspitzen auf.

6.3 Steuerung und Benutzerinterface

Die zweite Komponente beinhaltet eine per Mikroprozessor gesteuerte Triggerung fiir die HV-
Pulse, die eine optionale EKG-Synchronisierung beinhaltet. Dafiir wurde ein UDOO Quad-
Entwicklerboard (SECO USA INC, Burlington, USA) zusammen mit passendem 7" Touch Pa-
nel ausgewihlt [SEC14|, das zwei Prozessoren vereint: Ein Arduino Due gewihrleistet eine ge-
naue EKG-Signalaufnahme sowie die Triggerpulsabgabe, auf einem Cortex-A9 ARM-Prozessor
15uft ein Linux-System, das die Signalverarbeitung und die grafische Benutzerinteraktivitat

ermoglicht.

6.3.1 Konzeption der Software

Die Struktur der entwickelten Software besteht aus fiinf Modulen, die im Folgenden erldutert
und in Abbildung 6.5 grafisch dargestellt sind. Die Software auf dem Arduino wurde in der
C-ghnlichen Sprache Processing implementiert, die Software auf dem Linuxsystem in C++
mit Hilfe der Klassenbibliothek ).

Arduino: Liest die Sensorwerte des EKG-Sensors ein (Analog-Digital-Wandlung) und gibt

die Triggerpulse auf bis zu acht Ausgingen ab, so dass jede Elektrode einzeln ansteuerbar ist.
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Abbildung 6.5: Struktur und Komponenten der entwickelten Software

GUI: Die GUI ist die Benutzerschnittstelle. Sie nimmt Befehle des Benutzers entgegen und
leitet sie an die entsprechende Komponente weiter.

Worker: Der Worker ist fiir die Signalverarbeitung zusténdig. Er empfingt die Abtastwerte
vom Arduino und verarbeitet sie. Ist ein Triggerzeitpunkt erkannt, sendet er eine entsprechende
Nachricht an den Arduino. Alternativ zum Empfang des EKG-Signals vom Arduino kann dieses
aus einer Datei erzeugt werden, die der Rekorder zur Verfiigung stellt. Die Abtastwerte der
Signale werden zur Darstellung und zur Aufnahme an den EKG-Monitor bzw. den Rekorder
geschickt. Bei einer manuellen oder Timer-gesteuerten Abgabe der Triggerpulse sorgt der
Worker fiir die Benachrichtigung des Arduino.

EKG-Monitor: Der EKG-Monitor stellt den EKG-Verlauf, die Ausgabe der Algorithmen und
das Ergebnis der Triggerung grafisch dar. Die Werte stellt der Worker bereit. Das Ergebnis der
Triggerung kommt von der Trigger-Bestatigung des Arduino. Steuerbefehle, wie Zoom oder
Darstellungsbereich, kommen von der GUI.

Rekorder: Der Rekorder dient der Aufnahme der Signale und dem Export in eine Datei. Diese
kann anschliefend als Simulationsdatei dem Worker zur Verfiigung gestellt werden oder von
externen Programmen ausgewertet werden (z. B. MATLAB). Die mdoglichen Ubergiinge sind
das Starten/Stoppen der Signalaufnahme durch den Worker und verschiedene Steuerbuttons
des Rekorders.

6.3.2 EKG-Aufnahme

Fiir die EKG-Aufnahme wurde im Rahmen dieser Arbeit das Modell EKG-BTA (Vernier Soft-
ware & Technology, Beaverton, OR, USA) [Ver10] verwendet. Dieses misst das EKG nach einer
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Abbildung 6.6: Links: UDOO-Quad mit Gehduse und Aufsteckboard, rechts: GUI

modifizierten Einthoven-Ableitung [Sil03], bei der zwei Elektroden an den Armbeugen und
die Referenzelektrode an ein Handgelenk, nicht am Fufigelenk, angebracht werden. Der Sensor
verfiigt {iber einen Verstirker, der das Signal um das 1000-fache auf einen Ausgangsspannungs-
bereich von 0 bis 5V verstédrkt. Die elektrischen Anschliisse sind auf einen BT631A-Stecker
(British Telecom Analog) gefiithrt und kénnen iiber eine Adapterbuchse des Herstellers (BTA-
ELV [Verl6]) abgegriffen werden (vgl. Abb. 6.6). Die Analog-Digital-Wandler des UDOO-
Boards haben ebenfalls einen Spannungsbereich von 0 bis 5V und sind mit 10 bit (2! = 1024
Werte) quantisiert.

Der Vernier-Sensor wurde aufgrund des einfachen Setups bei der Entwicklung genutzt. Eben-
falls vorgesehen sind Anschliisse fiir kliniktaugliche EKG-Gerite mit Brustwandableitung (ein
Siemens Megacart 96575782 und der Accusync 72 ECG Trigger Monitor® des NanoKnifes

stehen zur Verfiigung).

6.3.3 EKG-Synchronisation

Ziel der EKG-Synchronisation ist die Abgabe der Elektroporationspulse zwischen Beginn der
Q-Welle und dem Beginn der T-Welle (vgl. Kap. 2.2.5). Der QRS-Komplex, als charakteristi-
sche Komponente am Anfang dieser Phase, eignet sich gut fiir eine algorithmische Erkennung.
Kohler et al. [K6h02] haben Methoden der QRS-Erkennung zusammengestellt. Dabei wird
u. a. mit Ableitungen und digitalen Filtern (z.B. [Pan85; Ahl85]), Wavelet-Transfomationen

% Das Gerit wurde mit der Schaltung aus Anhang H um einen analogen Ausgang von 0 bis 5V ergiinzt.
3 Das Geriit hat einen analogen Ausgang, wobei die Nullinie des EKGs bei 0V liegt und der Wertebereich bei
+ 2,5V, entsprechend wurde der Ausgang mit der Schaltung aus Anhang H um 2,5V angehoben.
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([Bah97; Di 95]), neuronalen Netzen ([Hu93; Str92]), Hidden Markov Modellen ([Coa90]), Hil-
bert Transformation ([Nyg83]) oder Matching Filtern ([Mal05]) gearbeitet.

Nicht alle diese Methoden eignen sich fiir die QRS-Erkennung zur EKG-Synchronisation bei
der IRE, da sie zum Teil auf nachgelagerte Analyse von EKG-Daten ausgelegt sind. Bei der
interstitiellen TRE ist jedoch eine instantane Auswertung des EKG-Signals erforderlich. Alle
durch digitale Filter erzeugten Verzogerungen miissen so klein sein, dass zwischen der Ausga-
be des Triggersignals und dem Beginn der T-Welle noch ausreichend Zeit fiir die Abgabe der
EP-Pulse ist. Die in der Software genutzten instantanen Algorithmen basieren auf Mali et al.
[Mal05]: Zur Rauschunterdriickung durchlduft das Signal zunéchst eine Vorfilterung. Aus dem
gefilterten Signal werden anschlieBend die QRS-Komplexe extrahiert. Dieser Vorgang lisst
sich in eine Erkennungsphase und eine Entscheidungsphase unterteilen. Die Erkennungsphase
soll mogliche Kandidaten fiir QRS-Komplexe detektieren. In der Entscheidungsphase wird ge-
priift, ob der QRS-Komplex zu diesem Zeitpunkt plausibel ist. Alle benotigten Schwellwerte
werden zu Beginn in einer Lernphase initial geschétzt. Das Ergebnis ist schlief$lich ein binéres
Triggersignal, dessen steigende Flanke den Startzeitpunkt zur Pulsabgabe der EP darstellt.
Insgesamt sind gem#fl der Anforderungen vier geeignete Methoden in der Software implemen-
tiert und stehen {iber die GUI zur Auswahl: 1. Eine Implementierung auf Basis der Methode
von Ahlstrom und Tompkins [AhI85], die mit der Summe von erster und zweiter Ableitung
arbeitet, 2. eine Methode von Pan und Tompkins [Pan85], die mit einem gleitenden Integra-
tionsfilter arbeitet, 3. eine Weiterentwicklung von Mali et al. [Mal05] mit einer Kombination
aus Mustererkennung und einer Summe der Ableitungen, dhnlich der ersten Methode, 4. die
Summe der Ableitungen ersetzt durch das Integrationssignal von Pan und Tompkins [Pan85].
Wie in den angegebenen Literaturquellen wird auch hier mit einer Abtastfrequenz von 250 Hz

gearbeitet.

6.3.4 Evaluation

Die vier ausgewiihlten Algorithmen zur QRS-Erkennung wurden mit verschiedenen Methoden
evaluiert, zundchst auflerhalb des Zielsystems: Fiir eine zuverldssige Bewertung von EKG-
Algorithmen sind ausreichend viele Testdaten erforderlich [K6h02], dazu wurden synthetisch
erzeugte EKG-Daten und EKG-Daten einer Standarddatenbank herangezogen (verwendet
wurde die Long-Term ST Datenbank [Jag03] wie bei [Mal05]). Die Evaluierung dieser Da-
ten erfolgte in MATLAB.

Die auf dem Zielsystem implementierten Algorithmen wurden stichprobenartig mit einer gerin-
gen Anzahl an Probanden (Echtzeitmessung des EKGs mit dem Vernier EKG-Sensor) getestet,
wobei sich die mit MATLAB ermittelten Ergebnisse bestétigt haben.

Die systembedingte Zeitverzogerung (Rechenzeit sowie die Kommunikationszeit der beiden
Prozessoren iiber eine serielle Verbindung) wurde ebenfalls gemessen (vgl. Anhang H): Sie

betrigt stets < 1 ms und wird damit fiir die Anforderungen als ausreichend klein beurteilt.
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7 Elektrische Gewebeeigenschaften

Eingangsparameter fiir patienten-individuelle Computersimulationen sind neben der Geome-
trie des zu behandelnden Gewebeareals dessen elektrische Materialparameter (vgl. Kap. 2.1.6).
In diesem Kapitel wird der Literaturstand dargestellt und diskutiert, sowie der Einfluss von

Parameterschwankungen auf die Simulationsgenauigkeit in Kapitel 5 gezeigt.

7.1 Zusammenfassung des Literaturstandes

Standardliteratur fiir elektrische Gewebeparameter aller Art sind die Verdffentlichungen von
Gabriel et al. 1996, der die bis dahin veroffentlichte Literatur zusammengefasst [Gab96a]
und mit eigenen Messungen ergénzt hat [Gab96b]. Daraus hervorgegangen sind Datenbanken
[Nat07; Has15], die fiir sémtliche in dieser Arbeit zitierten Quellen genutzt wurden. Enthalten
sind jedoch nur Werte fiir gesunde Gewebetypen. Seit 1926 ist aber bekannt, dass sich die

Permittivitédt von gesundem und tumordsem Gewebe unterscheidet. [Fri26]

7.1.1 Zahlenwerte
Lebergewebe

In Abbildung 7.1 sind die Verldufe der Leitfihigkeit und der Permittivitdt von Lebergewebe
iiber der Frequenz dargestellt [Nat07]. Die Permittivitdat der kleinsten Frequenz (f; = 10 Hz)
liegt bei €, 1.eber.10 = 15.100.000 und wird fiir den statischen Fall angenommen. In [Has15] steigt
die Permittivitét bis 0 Hz weiter auf ¢, = 30.100.000, in [Mik06] wird fiir den Gleichstromfall
ein Wert von 15.000.000 — 50.000.000 angegeben. Diese Groflenordnungen fiir ¢, sind aber
generell kritisch zu beurteilen (vgl. Kap. 7.1.3), weshalb hier zunéchst auf die von Gabriel bei
der kleinsten Frequenz angegebene Permittivitit zuriickgegriffen wird [Gab96b]. Geht man
von einer Frequenz von f5 = 5kHz aus (¢, = 100 ps), liegt die entsprechende Permittivitit bei
€r Leber5k =~ 42.700 [Has15].

Laufer et al. haben die Permittivitdt von gesundem und tumordsem Lebergewebe bei einer
minimalen Frequenz von fs = 976,6 Hz gemessen und mit €, reper, 11 = 82.000 £ 20.000 fiir
gesundes und €, rymor,1x = 99.000 & 60.000 fiir tumordses Lebergewebe angegeben [Laul0].

Fiir tumoroses Lebergewebe sind keine Messwerte bei niedrigeren Frequenzen bekannt.
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Abbildung 7.1: Leitfihigkeit und relative Permittivitdt von Lebergewebe logarithmisch aufge-
tragen iber der Frequenz [Has15].

Abweichungen von gesundem und tumorésem Gewebe

O’Rourke et al. haben die Permittivitdt von explantierter Human- und Schweineleber bei
915 MHz und 2,45 GHz vermessen und kommen zu dem Schluss, dass tumortses Gewebe eine
19 bis 30 % hohere Permittivitéat besitzt als gesundes Gewebe [OR007]. Dies deckt sich nach
Laufer fiir niedrige Frequenzen (< 2kHz), bei Frequenzen > 10kHz wird jedoch das Per-
mittivitdtsverhéltnis von tumordsem zu gesundem Lebergewebe kleiner als eins (bis zu 0,88)
angegeben [Laul0].

In der zitierten Literatur zu =-EP, =IRE und =ECT werden leider beinahe durchweg keine
konkret verwendeten Werte genannt, sondern nur auf Gabriel et al. verwiesen. Eine Ausnahme
stellt eine E-Feld-Simulationsstudie zu Brustkrebs dar, in der die Permittivitat fiir gesundes
Brustgewebe mit €, Brustiobular = 200 bZW. €, Brust,duktar = 52 und die Permittivitét fiir Brust-
krebsgewebe mit €, prustkrebs,iobutar = 1000 bzw. €, Brustkrebs,duktal = 260 angegeben ist. Das

Verhiltnis liegt hier also bei ?fw =5 [Sunl4b].

7.1.2 Abschdtzungen nach Literaturstand

Tabelle 7.1 zeigt die Werte der Permittivitit €, von gesundem, tumorésem und zirrhotischem®
Lebergewebe im direkten Vergleich, einschlielich einer Abschéitzung der unbekannten Permit-
tivitdtsverhéltnisse: Auf Basis der zuvor zitierten Literatur wird eine Abweichung von 20 %
als sinnvoller Wert angenommen, entsprechend wurde in Formel 2.24 das Verhiltnis der Per-

mittivitdten zu 1,2 gesetzt und in allen Simulationen verwendet.

! Beide Literaturquellen haben auch das Krankheitsbild = Leberzirrhose untersucht, so dass es hier ebenfalls
zum Vergleich fiir spitere Arbeiten mit aufgenommen wurde.
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Tabelle 7.1: Permattivitdt €, von gesundem, tumordsem und zirrhotischem ex vivo Lebergewebe
im direkten Vergleich (* angenommene Werte)

f €r, Leber €r, Leber €r, Tumor €r,Tumor  €r,zirrhotisch

in kHz  [Hasl5] [LaulO; ORo07] [LaulO; ORo07] €, reber  [LaulO; ORo07]
0,01 15.100.000 - - 1,20%* -

0,976 86.700 82.000 £2.000  99.000 £6.000 1,21 10.000 £1.000
3,9 48.000 52.000 £1.000  58.000 £2.000 1,12 59.000 £ 300

5 42.700 - - 120 -

7,8 36.600 38.000 £900 39.000 £1.000 1,03 45.000 + 200
195 5.270 6.500 =100 5.100 =100 0,78 6.200 =300
915.000 46,8 48,11 £7,67 57,09 + 3,00 1,19 51,60 +2,69
24GHz 43,1 45.79 £7,53 54,88 + 3,10 1,20 50,16 + 2,36

7.1.3 Diskussion des Literaturstandes

Insbesondere die extrem hohen Permittivititen bei niedrigen Frequenzen (e, >> 10°) lassen
aus elektrotechnischer Sicht Zweifel an der Validitdt der Messungen aufkommen, daher er-
scheint es notwendig, die Messmethodik genauer zu hinterfragen.

Die dargestellten Messreihen sind an explantiertem Gewebe (ex vivo) vorgenommen worden.
Haemmerich et al. zeigen, dass sich die elektrischen Gewebeeigenschaften von Schweineleber
nach Explantation verindern: Abbildung 7.2 zeigt den spezifischen Widerstand von Leber-
gewebe in den ersten 12 Stunden nach Entnahme. Schon in den ersten Minuten nach der
Explantation nimmt der Wert stark zu [Hae02].

Wang et al. haben elektrische Gewebeeigenschaften 15 Minuten bis 24 Stunden nach Explan-
tation untersucht und kommen zum FErgebnis, dass die Permittivitéit bis 10 Stunden nach
Entnahme anndhernd konstant bleibt. Ein direkter Vergleich zu in vivo gemessenen Werten
fehlt jedoch. Auffillig ist zudem, dass die grofiten Schwankungen im Zeitfenster 15 bis 60
Minuten liegen [Wanl15]. O’'Rouke et al. haben ebenfalls Messungen in vivo und ex vivo vor-
genommen?, und kommen auf Abweichungen der Permittivitiiten von ca. 25% fiir gesundes
und ca. 15 % fiir tumorsses Lebergewebe [OR007].

Aktuell vertreten die involvierten Forschungsgruppen die Auffassung, dass sich die Permit-
tivitdt von Lebergewebe (bei korrekt vorgenommenen Messungen nach Gabriel [Gab96a]) in
vivo und ex vivo nicht nennenswert unterscheiden: Dies wurde auf der BioEM 2015 kommuni-
ziert [Pey15] und von Gabriel personlich ausdriicklich bestéitigt. Die Gruppe um Peyman fiihrt

derzeit umfangreiche Messungen an gesundem und tumordsem Lebergewebe durch [Peyl15].

2 Angaben zur Grofle des Zeitintervalls zwischen Explantation und Messung werden nicht gemacht, es heit
,» The protocol for measuring the dielectric properties of in vivo and ex vivo human liver tissue was approved by
the Institutional Review Board after it was reviewed by the University of Wisconsin—-Madison (UW) Human
Subjects Committee.“[OR007]
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7 Elektrische Gewebeeigenschaften
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Abbildung 7.2: Spezifischer Widerstand von Lebergewebe nach Explantation: Dargestellt sind
die Kurven fiir verschiedene Frequenzen, links bis zu 10 Minuten nach Fxplan-
tation der Proben, rechts bis zu 12 Stunden spditer [Hae02].

Alle Literaturwerte basieren auf Messungen mit Sinus-Signalen; ob die Werte fiir Rechtecksi-
gnale — wie bei der EP iiblich — iibernommen werden koénnen, ist ebenfalls zu kléren.

Geplante eigene Messungen, gemeinsam mit Prof. K.P. Koch, Hochschule Trier, Fachbereich
Elektrotechnik?, wurden vorerst zugunsten der weiteren Fokussierung auf Zellversuche zuriick-

gestellt, u. a. auch wegen der zunéchst abzuwartenden Ergebnisse von Payman.

7.2 Parameterstudie zum Einfluss der Permittivitat auf die Giite

Mit dem in Kapitel 5.2.3 vorgestellten Giitemodell wurde bereits ein objektives Bewertungs-
kriterium eingefiihrt, anhand dessen der Einfluss der Permittivitdt auf den Erfolg der In-
tervention untersucht werden soll. Ausgehend von einer Permittivitéit fiir Lebergewebe von
€r Leber,5k = 42.700 [Has15] wurde das Verhéltnis Z:‘;ﬁ zwischen 1,02 und 1,22 variiert, wo-
bei die Giite zwischen 90,4482 und 90,4628 geschwankt hat (einzelne Werte des Giitemodells
sieche Anhang I). Es ist also davon auszugehen, dass der Erfolg der Behandlung mit Simulati-
onsanalysen auch mit dem derzeitigen Literaturstand ausreichend genau vorhergesagt werden

kann.

3 Es wurde eine Testmessung mit dem Messgerit Interface 1000 von Gamry Instruments, Warminster, PA, USA
durchgefiihrt und ein entsprechender BMBF-Antrag fiir eine Etablierung der Messreihen in vivo eingereicht.
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8 PACET - Patient-customized
electroporation therapy

Das tibergeordnete Fernziel des Projektes besteht in der Etablierung einer patientenindivi-
dualisierten Tumortherapie auf der Basis von Elektroporation. Wahrend in den vorherigen
Kapiteln Grundlagenforschung sowie Elektroden- und Geréteentwicklung beschrieben sind,
werden diese Elemente abschliefend in ein Gesamtkonzept zusammengefiihrt: Einen integrier-
ten Workflow mit dem Titel ,,Patient-customized electroporation therapy“.

Eine IRE wird bereits heute stets patentenindividuell geplant: Zeitnah zur Intervention werden
CT- oder MRT-Bilder des betroffenen Gewebeareals angefertigt, anhand dessen der behandeln-
de Arzt Zugangswege und Elektrodenpositionierung plant. Diese Bilder stehen iiblicherweise
im DICOM-Format auf dem PACS-System! der jeweiligen Klinik zur Verfiigung.

Die grundsétzliche Idee dieses Workflows basiert auf der computergestiitzten Planung einer
Intervention. Dafiir ist ein patientenindividuelles CAD-Modell des Tumors samt umliegendem
gesunden Gewebe notwendig, das aus den vorab aufgenommenen CT- oder MRT-Bildern (vgl.
Abb. 8.1 Schritt A) angefertigt werden kann. Dieser Prozess nennt sich Segmentierung (vgl.
Abb. 8.1 Schritt C) und ist mit entsprechender Software in kurzer Zeit (< 30 min) machbar.
Die Anforderung an die Software betreffen nicht alleine die Segmentierung selbst, denn das ist
bereits eine gingige Funktion — teils sogar automatisiert — moderner klinischer Befundungs-
software?. Aufwiindig ist die Generierung des CAD-Modells der segmentierten Doménen, da
derzeit kaum eine Software den direkten CAD-Export unterstiitzt.

Sofern die individuelle Bestimmung von elektrischen Gewebeparametern messbaren Einfluss
auf die Simulationsgenauigkeit hat, ist die Messung der Parameter im aktuellen Workflow
vorgesehen (vgl. Abb. 8.1 Schritt B). Sollte die Forschungsgruppe um Peyman aktuelle Li-
teraturwerte verifizieren (vgl. Kap. 7.1.3), geben die Ergebnisse aus Kapitel 7.2 Grund zur
Annahme, dass der Schritt entfallen kann.

Das CAD-Modell des Patientengewebes wird in einer Simulationssoftware importiert (bei-

spielhafte Darstellung vgl. Abb. 8.2). Ein entsprechend geschulter Mitarbeiter hat dann die

Y Picture Archiving and Communication System; An der Uniklinikk RWTH Aachen wird Intellispace PACS der
Philips Medical GmbH (Hamburg, Deutschland) eingesetzt.

2 7. B. Intellispace Portal der Philips Medical GmbH (Hamburg, Deutschland), syngo.via der Siemens Health-
care GmbH (Erlangen, Deutschland) oder Visage Imaging von Pro Medicus Limited (Richmond, Australia).

3 Auf eine solche Anwendung spezialisiert ist ScanIP v6.0 von Simpleware Ltd. (Exeter, UK), mit dessen
Demoversion der Prozess prototypisch durchgefiihrt wurde: Anhand von Patientenbildern im DICOM-Format
wurde ein Lebertumor segmentiert, als STL-Datei exportiert und in Comsol Multiphysics importiert. Die
Machbarkeit konnte damit gezeigt werden. Aufgrund der Lizenzvereinbarung diirfen mit der Demoversion
generierte Ergebnisse nicht verdffentlicht werden.
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8 PACET - Patient-customized electroporation therapy

Aufgabe, mit CAD-Modellen verschiedener Elektroden die Feldverteilung auf das Tumorgewe-
be moglichst optimal anzupassen (vgl. Abb. 8.1 Schritt D,F). Dabei miissen auch Restriktionen
in Bezug auf die verwendete Elektrode und deren mégliche Zugangswege (z. B. kann eine starre
Nadelelektrode nicht durch Knochen platziert werden) in diese Planung mit einflieBen (vgl.
Abb. 8.1 Schritt E). Dieser Schritt erfordert Fachkenntnisse aus allen drei Bereichen (Medizin,
Biologie, Elektrotechnik) und ist entsprechend aufwéndig. Eine spitere Automatisierung ist
denkbar (vgl. Ausblick Kapitel 9), aber aufgrund der Komplexitéit und des Forschungsstandes
bewusst hintenangestellt.

Nach den Ergebnissen der Simulation fithrt der behandelnde Arzt dann die Intervention am
Patienten durch. Abschliefend werden iiblicherweise zur Kontrolle erneut Bilder im CT oder
MRT angefertigt (vgl. Abb. 8.1 Schritt G,H).
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Intended clinical workflow
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Abbildung 8.1: PACET-Workflow, erarbeitet von Projektbeteiligten am Institut fiir Angewand-
te Medizintechnik (blaw), der Klinik fiir Diagnostische und Interventionelle Ra-
diologie (rot) und der Hochschule Trier, Fachbereich Elektrotechnik (grin). Die
Aufgabengebiete der einzelnen Institutionen sind entsprechend farblich codiert.
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8 PACET - Patient-customized electroporation therapy

Abbildung 8.2: CAD Modell einer Leber (rot) mit Tumor (grau) in Comsol Multiphysics 4.4.
Deutlich sichbar ist die unregelmdffige Form des Tumors.
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9 Zusammenfassung und Ausblick

Eine Tumortherapie auf der Basis von Elektroporation (EP) hat in den Augen zahlreicher
Kliniker das Potential, zukiinftig andere Therapieformen als primére Methode abzulsen: Die
Wirksamkeit ist grundsétzlich nachgewiesene, Elektrochemotherapie (ECT) an Hauttumo-
ren und Irreversible Elektroporation (IRE) an Lebertumoren sind bereits im klinischen Ein-
satz. Die Vorteile — insbesondere die Kombination aus minimal-invasivem Einsatz und nicht-
thermischem Verfahren — lassen ein breites Anwendungsspektrum zu, es kénnen sowohl oft
auftretende Tumorarten (z.B. Leberkrebs, Bauchspeicheldriisenkrebs) wie auch seltene For-
men (z.B. Klatskin-Tumor) mit einem auf EP basierenden Verfahren behandelt werden. Die
Moglichkeiten der Therapieformen reichen von der patientenschonenderen Behandlung bis hin
zur erstmals gegebenen Methode, bestimmte Tumorarten bzw. -lokalisationen iiberhaupt the-

rapieren zu kénnen.

Zusammenfassung der erreichten Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine neuartige Elektrodenkonfiguration von der Modellbildung
bis hin zum funktionalen Prototypen entworfen und aufgebaut. Die mit Hilfe von Computersi-
mulationen entwickelte Sonde ermdglicht die interstitielle Anwendung der EP fiir verschiedene
Tumorgeometrien auf minimal-invasiven Zugangswegen, wobei fiinf wesentliche Neuerungen

mit daraus resultierenden Vorteilen kennzeichnend sind:

1. Die Vorteile der klinischen Verfahren ECT und IRE werden erstmals bewusst kombiniert
und gezielt in einer einzigen Kombinationstherapie angewandt. Dadurch wird entweder
der Ablationsradius vergroflert oder die notwendige Feldstérke fiir ein definiertes Areal
verringert. Zudem steigt der durch Apoptose zerstorte Gewebeanteil, wihrend sich der
durch Nekrose zerstorte Anteil verringert.

2. Das Array besteht u.a. aus vier gekrimmten Nadelelektroden. Gegeniiber den derzeit
bei der IRE eingesetzten starren Nadelelektroden resultieren daraus weitere Freiheits-
grade in der Feldgeometrie. Das Konzept ist auf mehr als vier Satellitenelektroden zur
Genauigkeitssteigerung iibertragbar.

3. Die einzelnen Elektroden konnen individuell auf unterschiedliche Potentiale gelegt wer-
den. Zusammen mit Punkt zwei entstehen gegeniiber dem aktuellen Vorgehen — aus-
schlief8lich zwei gleichzeitig beschaltete Elektroden — génzlich neue Variationsmoglichkeiten
der Feldgeometrie, womit wiederum eine sehr viel genauere patientenindividuelle Tumor-

abdeckung moglich ist.
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9 Zusammenfassung und Ausblick

4. Die Sonde vereint das felderzeugende Elektrodenarray und die lokale Injektion von Phar-
maka in einem Instrument. Es sind weder zusitzliche invasive Techniken (z. B. weitere
Platzierungen von Spritzenkaniilen an die Stellen der beabsichtigten ECT) noch andere
Zugangswege notwendig.

5. Das Elektrodenarray wird mit einem Einstich eingefiihrt, die Satellitenelektroden werden
erst im Tumor ausgefahren. Aus diesem Konzept ergeben sich gleich mehrere Vorteile:

e Die relative geometrische Lage der einzelnen Elektroden ist mit dieser einen Plat-
zierung festgelegt. Die relative Ortslage zueinander ist bei einzeln einzubringenden
Nadeln wegen moglicher Abweichungen auf dem perkutanen Zugangsweg vorab
nicht exakt definierbar.

e Diese Methode hat einen enormen Zeitvorteil fiir die klinische Anwendung: Pro
Elektrode werden derzeit etwa 30 min zum korrekten platzieren bendétigt, was sich
bei einer IRE zu mehreren Stunden Vorbereitungszeit summieren kann.

e Die Strahlenbelastung fiir den Patienten sinkt erheblich, da die Elektroden perkutan
im CT gesetzt und pro Positionskontrolle neue CT-Bilder angefertigt werden (mit
Korrekturen sind etwa fiinf CT-Aufnahmen pro Nadel {iblich, in schwierigen Fillen
auch deutlich mehr).

e Das Risiko der Stichkanal-Metastasierung verringert sich deutlich, da es gegeniiber
dem aktuellen Vorgehen (2-6 Stichkanile) nur einen einzigen Stichkanal gibt, in
dem Metastasen entstehen konnen. Zudem wird durch den Aufbau und das Behand-
lungskonzept von Fachérzten das Risiko der Metastasierung dieses einen Stichkanals

als geringer bewertet.

Die Simulationsergebnisse belegen, dass die entwickelte Sonde nach aktuellem Stand der For-
schung fiir die beabsichtigte Kombinationstherapie aus IRE und ECT geeignet ist. Der aufge-
baute Prototyp hat sich fiir das Zielgewebe in ex-vivo-Versuchsreihen bewahrt und die genann-
ten Vorteile (soweit in diesem Rahmen moglich) untermauert [Rit11; Rit12; Brul3; Rit14a].
Der Einsatz als reine IRE-Elektrode ist ebenfalls moglich, es bleiben die o.g. Vorteile eines
einzigen Stichkanals und der variableren Feldgeometrie.

Zusétzlich wurde ein Giitemodell entwickelt, mit dem eine Intervention auf der Basis von Si-
mulationsergebnissen nach objektiven Kriterien beurteilt und optimiert werden kann [Rit13;
Rit15a; Rit15b; Rit17a]. Mit diesem Modell wurde der Prototyp exemplarisch auf einen ideal
sphérischen Tumor optimiert und damit der Programmecode erprobt.

In einer Tierversuchsstudie konnte an der Schweineleber nachgewiesen werden, dass 1. die
simulierte Feldgeometrie dem tatsdchlichen TRE-Ablationsareal entspricht und 2. die entwi-
ckelte Kombinationetherapie aus IRE und ECT ein fast doppelt so groflies Ablationsareal
erzeugt [Rit17b; Pedl7].

Das Novum der gezielt wechsel- und steuerbaren Potentiale ist mit kommerziell verfiigharen
Geriéten derzeit nicht durchfithrbar: Die im Handel erhéltlichen Elektroporatoren arbeiten mit
zwei Potentialen. Auch die durch Simulationen belegten Vorteile der variablen Potentialwech-

sel sind mit diesen Geréten nicht moglich. Deshalb wurde mit der Entwicklung eines eigenen
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Elektroporators fiir Forschungszwecke begonnen, mit dem eine EKG-getriggerte IRE mit mehr
als zwei verschiedenen Potentialen und beliebigen Potentialwechseln als neuer Parameter des
Pulsprotokolls mdglich wird.

Es wurde ein Schaltungsaufbau realisiert, mit dem ein fiir die Anwendung iiblicher Span-
nungspuls (t, = 100ps, 7' = 1s, Uy = 2kV ) erzeugt werden kann. Durch die im Vergleich
zu einem marktiiblichen Gerét steilen Flanken (< 0,1 ps) sind auch kiirzere Pulse sehr prézise
zu erzeugen. Die Zeitverzogerung des gesamten Schaltungsaufbaus belduft sich auf deutlich
unter 500 ns, dieser Wert wird bei der iiblichen Impulsdauer von 100 s als ausreichend klein
angesehen. Die Schaltungssimulation stimmt im Rahmen der Bauteilgenauigkeit mit den ge-
messenen Werten der realen Schaltung iiberein.

Mit einem UDOO-Entwicklerboard wurde fiir die Steuereinheit eine geeignete Hardware aus-
gewdhlt: Das System aus zwei Prozessoren erlaubt sowohl eine genaue EKG-Signalaufnahme
und Triggerpulsabgabe als auch eine komplexe Signalverarbeitung und grafische Benutzer-
interaktivitdt. Die Rechen- und Kommunikationszeit der beiden Prozessoren ist fiir die An-
forderungen ebenfalls ausreichend klein (< 1ms).

Die fiir den Patienten sichere Zeit zur Abgabe der Spannungspulse liegt beim EKG zwischen
dem Beginn der Q-Welle und dem Beginn der T-Welle. Der charakteristische QRS-Komplex
innerhalb dieser Phase eignet sich zur algorithmischen Erkennung. In der Literatur sind zahlrei-
che QRS-Erkennungsalgorithmen dokumentiert. Aufgrund der Anforderungen zur instantanen
Erkennung mit geringer Rechenkomplexitéit wurden vier Algorithmen identifiziert, modifiziert
und implementiert. Zusétzlich wurde eine Entscheidungsphase entwickelt, welche einen er-
kannten QRS-Komplex mit der aktuellen Herzfrequenz auf Plausibilitéit priift. Eine weitere
Entscheidungsphase mit vorhersagender Komponente schitzt zur Eliminierung von Filter-

verzogerungen den nichsten QRS-Komplex auf der Basis vergangener QRS-Komplexe.

Die Genauigkeit der Simulationsergebnisse héngt von der Genauigkeit der Berechnung selbst
sowie von der Genauigkeit der Eingabeparameter ab: Erstere wurde anhand einer Fehlerrech-
nung auf < 5% eingegrenzt. Die in der Literatur genannten Werte der elektrischen Gewebe-
eigenschaften sind kritisch zu sehen und Gegenstand laufender Forschungsarbeiten. Mit dem
entwickelten Giitemodell wurde eine Parameterstudie durchgefiihrt, in der das Verhéltnis der
Permittivitéit von gesundem und tumordsem Lebergewebe in realistischen Grenzen verdndert
wurde. Danach ist davon auszugehen, dass die Werte ausreichend verlésslich sind, um bereits
heute eine IRE vorab per Computersimulation planen zu kénnen. Da die Grenzfeldstérken fiir
reversible und irreversible EP bislang nicht ausreichend genau definiert sind und zudem im
Rahmen dieser Arbeit nachgewiesen werden konnte, dass die Grenzwerte sich auch nach dem
Tumortyp unterscheiden [Rit14b; Rit15c; El 16], ist derzeit eine weitere Genauigkeitssteige-

rung des Giitemodell oder der Simulationen nicht sinnvoll darstellbar.

Abschlieflend wurde mit klinischen Anwendern ein Workflow entwickelt, wie eine mit Compu-
tersimulationen unterstiitzte, EP-basierte patientenindividuelle Tumortherapie in eine klini-

sche Routine iiberfithrt werden kann.
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Ausblick

Der Prototyp wurde bislang an gesunder Schweineleber erfolgreich evaluiert, der Nachweis
aller Vorteile im Tumormodell — insbesondere die erwartete geringere Wahrscheinlichkeit der
Stichkanal-Metastasierung — steht noch aus. Eine Tierversuchsstudie mit einem iiberarbeiteten
Prototypen ist von entsprechendem Fachpersonal bereits in Planung.

Um die Simulationsgenauigkeit zu steigern, sind die Eingabeparameter wie z. B. elektrische
Gewebeeigenschaften je nach Tumor- und Gewebetyp (vgl. fiir Lebergewebe [Peyl5]) sowie
Grenzwerte von reversibler und irreversibler EP deutlich préziser zu bestimmen. Im Idealfall
kann der Nachweis erbracht werden, dass Grenzwerte auf Zellebene auf Grenzwerte in huma-
nem Gewebe iibertragbar sind, so dass diese Daten durch deutlich einfacher durchzufiihrende
Zellversuche abstrahiert werden kénnen. Anschliefend kann das Giitemodell entsprechend an-
gepasst und weiter differenziert werden.

Der entwickelte Prototyp hat — insbesondere bei einer industriellen Fertigung — weiteres Op-
timierungspotenzial: Miniaturisierung, Integration von mehr Elektroden und Perforierung der
Elektroden fiir eine gleichméfigere Verteilung der Pharmaka sind mittelfristig realistische Op-
tionen.

Obwohl EP-basierte Tumortherapien bereits klinisch etabliert sind, ist ein Abgleich von simu-
lierter Feldgeometrie, tatséichlich im Gewebe auftretende Feldstidrken und auftretendes Ablati-
onsareal in dieser Ursache-Wirkungs-Kette bislang nicht durchgefiihrt bzw. publiziert worden.
FEine passende Messmethodik, mit der die tatsédchlich im Gewebe auftretenden Feldstéarken
tiberpriifen werden koénnen, wiirde einen liickenlosen Nachweis ermdoglichen.

Auch in den Pulsprotokollen liegt weiteres Entwicklungspotenzial: Nanopulse im Bereich von
4ns mit Feldstdrken von mehreren % zeigen dhnliche Wirkungen an Zellmembranen, wie
derzeitige IRE-Pulsprotokolle [Koh14]. Die Kombination von Niederspannungs- und Hoch-
spannungspulsen wird auch bereits erprobt [Hoj08; And08; Pav08a].

Weitere Ansétze sind das Elektrodenmaterial (z. B. phase change materials, kurz PCM ) [Arel3],
Gene-Transfer als Abwandlung der ECT [Lil4b] oder das Einbringen von anderen therapeu-
tisch wirksamen Substanzen (z.B. [Turll; Par12; Crel5]).

Langfristiges Ziel ist die Etablierung des skizzierten klinischen Workflows mit automatisierter
Feldanpassung: Ist eine passende Elektrode ausgewihlt, z. B. mit Hilfe eines vorab etablier-
ten Expertensystems, wird diese in den Tumor platziert. Wahrend der Intervention kann ein
MR-Bild mit bereits eingesetzter (MR-tauglicher) Elektrode erzeugt werden, das an den Elek-
troporator geschickt wird (die Infrastruktur dafiir ist bereits jetzt Stand der Technik). Dieser
nimmt automatisiert Segmentierung und Feldoptimierung vor. Nach abschlieender Kontrolle
durch einen Arzt wiirde das Gerét die IRE selbststéndig durchfiihren, wobei die Feldverteilung

im MR gleichzeitig gemessen und mit der vorherigen Simulation abgeglichen wird [Kral5].
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Sofern nicht anders angegeben, basieren die Erlduterungen auf [Sau99; Sil03; Doc15].

Apoptose Auch programmierter = Zelltod (programmed cell death, kurz: PCD) genannt. Durch
Genexpression kontrolliert gesteuert, kann durch innere oder duflere Ausloser in Gang
gesetzt werden, d.h. die Zelle kann die Apoptose selbst einleiten. Somit ist die Apo-
ptose Teil des Stoffwechsels der Zelle. Der energieverbrauchende Prozess (ATP) fiihrt
zur Bildung von Apoptosekorpern. Die Zellreste werden ohne Entziindung durch phago-
zytierende Zellen konsumiert, d. h. es ist gewéhrleistet, dass die betreffende Zelle ohne
Schidigung des Nachbargewebes zugrunde geht (vgl. =Nekrose). 3, 5, 9-11, 33, 62, 128,
129

ECT Elektrochemotherapie, medizinische Anwendung der reversiblen =EP in der Tumorthe-
rapie, Erklarung siehe Kap. 1.1.3. 3, 30, 41, 59, 65, 72, 92

Endoskop Ein in Medizin und Technik verwendetes Gerét zum Betrachten und ggf. auch
Verdndern von schwer zugénglichen Hohlrdumen, von altgriechisch éndon ,,innen* und

skopein ,beobachten“. 59

EP Elektroporation, biologischer Effekt, der durch Anlegen eines elektrischen Feldes sog. Na-
noporen in der Zellmembran erzeugt, vgl. Kap. 2.2.2 und 2.2.4. 3, 19, 21, 27, 33, 92, 125,
126

FEM Finite-Elemente-Methode, verbreitete numerische Losungsmethode im Bereich wissen-
schaftlich-technischer Aufgabenstellungen. Mit der FEM konnen physikalische Vorgénge
simuliert werden (beispielsweise elektrische Feldverteilung), deren Verlauf sich nicht oder
nur sehr aufwéndig mit anderen Mitteln bestimmen lésst. Die Methode ist die Basis vieler
Computersimulationsprogramme wie Comsol Multiphysics (COMSOL AB, Stockholm,
Schweden). 13, 18

Goldstandard Bislang uniibertroffenes Verfahren und damit Zielvorgabe, speziell in der Me-

dizin das jeweils beste therapeutische Handeln beziiglich einer Krankheit. [Tim10] 14

interstitiell Interstitiell bedeutet ”dazwischenliegend”, im Kontext dieser Arbeit ist meist der
Raum zwischen Korperzellen (,interstitieller Raum*) im Korperinneren gemeint. Der
Begriff wird auch verwendet, wenn der Raum zwischen den funktionstragenden Geweben

(dem Parenchym) liegen (, interstitielles Bindegewebe*). 42, 65
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intraabdominal Innerhalb des Bauchraums (Abdomen) gelegen, d. h. im Bereich des Rumpfes

zwischen Brustkorb und Becken, von lateinisch: abdomen - Wanst, Bauch. 42

invasiv Der Begriff invasiv wird in der Medizin verwendet, um diagnostische oder therapeuti-
sche Maflnahmen zu charakterisieren, die in den Kérper eindringen, d. h. seine Integritét
verletzen (z.B. Spritze). Analog nicht-invasiv: dringt nicht in den Koérper bzw. durch
die Haut ein (z. B. Ultraschall-Untersuchung). Von lateinisch: invadere - einbrechen, ein-
dringen. 4, 15, 128

Inzidenz Die Inzidenz (lat. incidere ,vorfallen®) ist eine epidemiologische Mafizahl und damit
Fachausdruck aus der medizinischen Statistik. Es ist die Anzahl der Neuerkrankungen
unter bestimmten Kriterien, d.h. einer bestimmten Krankheit bei einer Bevolkerungs-
gruppe definierter Grofe (iiblicherweise 100.000 Einwohner) wéhrend eines bestimmten

Zeitraums (iiblicherweise ein Jahr). 12

IRE Irreversible Elektroporation, medizinische Anwendung der irreversiblen =EP in der Tu-
mortherapie, Erklarung siehe Kap. 1.1.3. 3, 11, 23, 30, 41, 59, 72, 92

kausale Therapie Urséchliche Behandlung, d.h. Beseitigung der Krankheitsursache. Im Ver-
gleich dazu werden bei der symptomatischen Therapie die Symptome behandelt, nicht
aber die Ursache. 1, 127

Leberzirrhose Eine Leberzirrhose ist eine chronische Erkrankung der Leber, die mit einer
Zerstorung der Léppchen- und Gefialarchitektur durch eine entziindliche Fibrose ein-
hergeht. Funktionell ist die Leberzirrhose durch Leberversagen (Leberinsuffizienz) und
portale Hypertension (Erhohung des Druckes in der Portalvene (Eingangsgefiafl zur Le-
ber) auf iiber 12 mmHg, normal: 3-6 mmHg) bei reduzierter Durchblutung der Leber

gekennzeichnet. Von griechisch kirrosis - gelb-orange. 92

Lipiddoppelschicht Eine Lipiddoppelschicht besteht aus amphiphilen Lipiden, die einen hy-
drophilen und hydrophoben Anteil (meistens Kohlenwasserstoffketten) besitzen. Im po-
laren Losungsmittel bildet sich eine Doppelschicht, bei der der hydrophobe Anteil nach
innen und der hydrophile Anteil nach aufien zeigt. Im apolaren Losungsmittel kehrt sich

die Lage entsprechend um (sogenannte inverse Lipiddoppelschicht). 25, 33, 35

Lasion ,,Schidigung®, ,, Verletzung“, , pathologische Verinderung“oder , Stérung®, von latei-

nisch: laesio - Verletzung. 9

maligne bosartig, z. B. malignes Tumorgewebe. 1

Metastase Synonyme: Tochtergeschwulst, Tumorabsiedelung, Filia/Filiae. Metastasen sind

von einem Primértumor rdumlich getrennte, gleichartige Tochtergeschwiilste, die durch
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Abbildung 9.1: Vergleich von minimal-invasiver und konventioneller Chirurgie am Beispiel

MIC

einer Gallenblasenresektion: Links mithilfe eines Laparoskops, rechts offene
Operation mit sehr viel grofferem Hautschnitt. [Gre06]

Verschleppung von lebensfihigen Tumorzellen entstehen. Den Prozess der Metastasen-
bildung bezeichnet man als Metastasierung. Von griechisch metdstasis ,, Wanderung®. 1,
12, 128, 129

Minimal-invasive Chirurgie, umgangssprachlich ,, Schliissellochchirurgie*, bezeichnet als
Oberbegriff operative Eingriffe mit kleinstmoglichem Trauma, d. h. kleinstméglicher Ver-
letzung von Haut und Weichteilen. Im Vergleich zur konventionellen offenen Operation
(vgl. Abb. 9.1) ist das Ziel dieser Intervention, postoperative Schmerzen, Narbengroéfien
und die Dauer des Krankenhausaufenthaltes zu reduzieren. Die Linge der Hautschnitte
liegt in der Groflenordnung von 5 — 10 mm, iiber diese Zugéinge wird mit speziellen In-
strumenten (z. B. Endoskope, Sonden, Elektroden) die Operation durchgefiihrt.
Speziell in der =-Onkologie hat sich die minimal-invasive Chirurgie als Alternative
zur klassischen Operation fiir die Stadienerkennung von Tumoren bereits durchgesetzt.
Bei der =kausalen Therapie hingegen spielt die MIC derzeit keine grofie Rolle: Das
Primérziel ist nicht die Verbesserung des Patientenkomforts, sondern gréfitmaogliche Ra-
dikalitét, d. h. groftmogliche Prognoseverbesserung bzw. vollstdndige Heilung. Minimal-
invasive =>Resektion, d. h. die komplette Entfernung des betroffenen Gewebes, ist daher
in der Onkologie auch heute noch die absolute Ausnahme. [Sch01] 2, 7, 16

MPG Medizinproduktegesetz, § 1 Zweck des Gesetzes: ,,Zweck dieses Gesetzes ist es, den Ver-

kehr mit Medizinprodukten zu regeln und dadurch fiir die Sicherheit, Eignung und Leis-
tung der Medizinprodukte sowie die Gesundheit und den erforderlichen Schutz der Pa-
tienten, Anwender und Dritter zu sorgen.“ Das MPG bezeichnet in Deutschland und
Osterreich die nationale Umsetzung der européischen Richtlinien 90/385/EWG fiir akti-
ve implantierbare medizinische Gerite, 93/42/EWG fiir Medizinprodukte und 98/79/EG

129



Glossar

fiir In-vitro-Diagnostika. Ein medizinisches Gerét muss zunéchst ein (einem Zulassungs-
verfahren dhnelndes) Konformitétsbewertungsverfahren durchlaufen, bevor es klinisch
eingesetzt werden darf. Der Begriff Medizinprodukte umfasst nicht die Arzneimittel
(§2 Abs. 5 Nr. 1 MPG). 5

Nekrose Auch akzidenteller = Zelltod (accidental cell death, kurz: ACD). Ergebnis einer Zell-

schiadigung, z.B. durch mechanische Verletzung, Toxine, Hypoxie, Hypothermie oder
Krankheitserreger. Bei der Nekrose tritt der Zellinhalt unkontrolliert in die Umgebung
der Zelle aus. Es kommt — im Gegensatz zur = Apoptose — zu einer Entziindungsreaktion.
2,5, 9-11, 33, 125, 129

nicht-invasiv Siehe =-invasiv. 4, 15

Onkologie Wissenschaft, die sich mit der Erkennung und Therapie von Krebs befasst. Von

altgriechisch onkos ,, Anschwellung “und logos ,Lehre®. 11, 127, 128

OPS Das Bundesministerium fiir Gesundheit stellt sog. OPS (Operationen- und Prozedu-

renschliissel) fiir Medizinprodukte aus. ,,Diagnosen und Operationen/Prozeduren wer-
den mit Hilfe von Codes erfasst, die in Katalogen (ICD-10 und OPS) zusammengestellt
sind. Die Verschliisselung ist die Arbeit, die der behandelnde Arzt auf der Station oder
im Op. (nach den Vorgaben des Gesetzgebers) zu erledigen hat.*“[Brol0]

Der Prozess der OPS-Klassifizierung ,,ist der erste Schritt zur Sicherstellung der Kos-
tenriickerstattung fiir neue Medizintechnologien in Deutschland. Die Gewi#hrung ei-
nes OPS ist daher ein wichtiger Schritt zur universellen Akzeptanz einer Medizintech-
nik.“[Glo14] 8, 17

Primdrtumor Der Begriff Primértumor beschreibt bei einem bosartigen Tumor den Ursprungs-

ort, d.h. den Ort, in dem die Neubildung dieses Gewebes zuerst aufgetreten ist, bevor
sie ihre Metastasen gestreut hat. Dieser urséichliche Prim&rtumor kann nicht in allen
Krankheitsfillen diagnostiziert werden. Die Unterscheidung zwischen Primér- und Se-
kundéartumor kann bei Metastasen auf Grundlage des histopathologischen Befundes ge-

troffen werden. 1, 12

Resektion In der =Onkologie gebréuchlicher Begriff fiir die komplette Entfernung des befal-

lenen und ggf. des gefiahrdeten Gewebes. 1, 127

RFA Bei der Radiofrequenzablation bzw. Hochfrequenzablation handelt es sich um ein Verfah-

130

ren, bei dem in einem vorher definierten Bereich des Korpers Gewebe durch die Zufuhr
von grofler Hitze zerstort werden soll. Klassisches Beispiel ist die lokale Zerstérung einer
bosartigen Raumforderung. Die erwiinschten Zerstérungsgebiete nennen sich Hitzene-
krosen. Antrieb fiir die starke Hitzeentwicklung ist eine Form von Hochfrequenzstrom,
in etwa dhnlich dem Verfahren beim Verdden von Gefifien im Rahmen einer Operation.
2,11, 16



Glossar

Ruhepotential Das Ruhepotential bzw. Ruhemembranpotential (RMP) ist eine Spannungs-
differenz, die durch eine ungleiche Verteilung von Kalium- und Natrium-Ionen zwischen
Intra- und Extrazelluldrraum infolge einer ionenspezifischen Permeabilitéit der Zellmem-
bran entsteht. Die Aufrechterhaltung des Ruhepotentials ist ein aktiv physiologischer
Prozess. Je nach Zelltyp betrédgt die als Ruhemembranpotential bezeichnete Spannungs-
differenz zwischen —100 und —50 mV', bei den meisten Nervenzellen rund —70 mV" (Zell-

inneres ist negativ geladen). 33

Sekundartumor Als Sekundértumor bezeichnet man sowohl ein wiederauftretendes Krebsge-
schwiir (Tumor) nach vermeintlich geheilter Krebserkrankung als auch eine Metastase.
12

Stent Als Stent bezeichnet man ein feines, dehnbares Rohrchen aus Metall- oder Kunststofi-
geflecht, das zum Offenhalten von Gefdfien oder Hohlorganen eingesetzt wird. Solche
Geféafistiitzen werden verwendet, um in Arterien den Blutfluss zu gewéhrleisten. In der
Onkologie und Palliativmedizin werden Stents zudem eingesetzt, um Hohlorgane offen
zu halten und z.B. Verengungen der Atemwege (Luftrohre), Gallenwege oder der Spei-
serohre durch Tumoren zu behandeln. 8, 59, 60, 66

vulnerabel Lateinisch: vulnerare - verletzen. Der Begriff kann sich zwar auch auf die Stéran-
falligkeit von physiologischen Ablaufen beziehen, im Kontext dieser Arbeit ist aber nur

die leichte mechanische Verletzlichkeit von Gewebestrukturen gemeint. 2

Zelltod Ereignis, das zum Erléschen des Stoffwechsels und der morphologischen Integritét
einer Zelle fithrt. Er beendet irreversibel alle Lebensprozesse der Zelle. Man unterscheidet
zwei Formen des Zelltods: = Apoptose und =Nekrose. 2, 9, 10, 33, 36, 125, 128
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A Erganzungen zu den Grundlagen in Kap. 2

Coulombgesetz

Das Coulombgesetz bildet die Grundlage der Elektrostatik. Es beschreibt die Kraft 1312, die

eine Punktladung ¢; am Ort 7] auf eine Punktladung ¢ am Ort 7 im Vakuum ausiibt:

= Qg2 T2 — 71
Fy = e Emm—— Al
27 dreg | — 1|3 (A1)
Das Coulombgesetz gilt in dieser Form nur fiir Punktladungen, die relativ zueinander ruhen
und deren Abstand grofl im Vergleich zu ihrer rdumlichen Ausdehnung ist[Jac06, S. 29]. Die
Konstante €g wird Dielektrizitidtskonstante oder Permittivitéit des Vakuums genannt

und betréigt:

As
~ 8,854 1071 — A2
€0 ) Vm ( )
Fiir mehr als zwei Ladungen gilt das Superpositionsprinzip: Die resultierende Kraft auf eine
Ladung ¢; am Ort ri ldsst sich als Summe der Coulombkréfte zwischen dieser Ladung und

allen anderen Ladungen ¢; an den Orten 7; schreiben:

=g q1
F(r;) = T ZQi e (A.3)

Maxwell Gleichungen

In der Elektrostatik bieten die vier Maxwellschen Gleichungen eine vollstdndige Beschreibung
des Aufbaus elektrischer sowie magnetischer Felder und deren Wechselwirkung untereinander.
Sie deckt die Erkenntnisse der zuvor aufgefithrten Gleichungen ab und dariiber hinaus noch
weitere Zusammenhénge zur Beschreibung von elektromagnetischen Wellen. Die Maxwellschen

Gleichungen konnen sowohl in integraler als auch in differentieller Form dargestellt werden.

Maxwellsche Gleichungen in differentieller Form

Fiir diese Arbeit relevant sind nur die zwei Maxwellschen Gleichungen fiir rein elektrische, sta-
tische Felder. Wie einleitend beschrieben werden zwecks Vergleichbarkeit mit den Literatur-

quellen statische Berechnungen verwendet, analog auch Wechselwirkungen mit magnetischen
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A Erginzungen zu den Grundlagen in Kap. 2

Feldern vernachléssigt. Diese lauten in der fiir die Berechnung einfacheren differentiellen Form:

rot E=V xE=0 (A.4)
divD=V-D=p (A.5)

Gleichung (A.4) folgt aus der Tatsache, dass das elektrische Feld ein konservatives Kraftfeld
ist und sich als Gradientenfeld darstellen ldsst (vgl. Gleichung 2.7). Sie sagt aus, dass elek-
trostatische Felder wirbelfrei sind, d.h. reine Quellenfelder sind: Es entstehen keine in sich
geschlossenen Feldlinien, sogenannte Wirbel. [Gral3]

Gleichung (A.5) besagt, dass die Raumladungsdichte p, d. h. die Ladung pro Volumeneinheit,
Quelle des elektrischen Feldes ist: Die Quellendichte div D ist in jedem Punkt gleich der lokalen
Ladungsdichte p.! Im Fall einer raumladungsfreien Anordnung (z. B. im Inneren eines Leiters,
bei dem sich an der Oberflache die Flachenladung ausbreitet, dadurch das Innere ladungsfrei

ist) gilt p = 0, somit reduziert sich Gleichung A.5 zu:
divD =0 (A.6)

Da ein Vektorfeld vollsténdig bestimmt ist, wenn seine Divergenz und seine Rotation in jedem
Raumpunkt bekannt sind, wird das elektrische Feld durch diese Maxwellgleichungen eindeutig

festgelegt.

Maxwellsche Gleichungen in integraler Form

Mit Hilfe des Integralsatz von Stokes? lisst sich die Differentialgleichung A.4 in die Inte-

graldarstellung tiberfithren:

}{ E-ds=0 (A.7)
0A

Dies entspricht der Aussage der Gleichung (2.4), dass die Arbeit im elektrostatischen Feld
entlang eines geschlossenen Weges verschwindet.

Mit dem GaufB3schen Integralsatz?® lisst sich auch Gleichung A.5 als Integral schreiben:
D-dA = Qein (A.8)
)%

Dies entspricht dem Gauf3schen Gesetz: Der elektrische Fluss durch eine geschlossene Ober-

fliche OV entspricht der darin eingeschlossenen elektrischen Ladung Qein.

U In D sind die Oberflichenladungen, die bei einem Dielektrikum durch die Polarisation erzeugt werden, bereits
beriicksichtigt; p beschreibt somit nur freie Ladungen.

2 Sei V ein Vektorfeld, das auf der Flache A iiberall stetig differenzierbar ist, und 0A der Rand der Fliche.
Dann gilt: [, (rot V)dA = $on Vds.

% Sei V ein Volumen mit geschlossener Oberfliche 8V und V ein differenzierbares Vektorfeld in V. Dann gilt:
[, (divV)dV = §, , VdA.
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Laplace-Gleichung

Aus den Gleichungen 2.7, 2.18 und A.6 folgt

divD = diveE = 0 <
—divV® = —divgrad® = 0 <
divgrad¢ = VV¢p =0

Mithilfe des Laplace-Operators A verkiirzt sich diese Gleichung zur Laplace-Gleichung:
Ap=0 (A.9)

Der Laplace-Operator A, und damit auch die Laplace-Gleichung selbst, kann in kartesischen

Koordinaten notiert werden:

_ 9%
0%

0% 0%
57, + 57, =0 (A.10)

Ao +
Die auch Potentialgleichung genannte Gleichung dient in der Elektrostatik zur Darstellung
der Potentialverteilung von raumladungsfreien Feldern. Sie eignet sich besonders zur Losung
von Randwertproblemen 1. Art (Dirichletsches Problem) und 2. Art (Neumannsches Problem)
[Sch02]. Bei Problemen 1. Art sind z. B. Potentiale an den Elektrodenréndern vorgegeben. Bei
Problemen 2. Art ist die Normalableitung g—z an Grenzflichen zwischen Gebieten verschiedener

Leitfahigkeit gegeben.

Einordnung von Transistortypen und Relais fiir die Anwendung

In dieser Arbeit werden Power-MOSFETS eingesetzt. Diese erreichen Sperrspannungen bis
hin zu einigen Kilovolt und kénnen im Bereich von Mikrosekunden schalten. Dem gegeniiber
weisen Relais vergleichsweise lange Schaltzeiten bei ebenfalls grofien Sperrspannungen auf.
Bipolartransistoren (BJT) kénnen je nach Bauart ebenfalls im Bereich von Mikrosekunden
schalten und hohe Sperrspannungen bieten, schalten jedoch stromgesteuert anstatt spannungs-
gesteuert, was bei einer Ansteuerung mittels Mikrocontroller nur kompliziert zu realisieren ist.
[Lut06]

Fiir diese Anwendung positive Eigenschaften von MOSFETSs sind zusammengefasst: Eine ein-
fache und leistungsarme Ansteuerung, kein Tailstrom* beim Abschaltvorgang (im Vergleich
zum Bipolartransistor mit isolierter Gate-Elektrode (IGBT)), geringe Schaltverluste, hohe
Schaltfrequenzen mdoglich, Schaltflanken {iber den Gatewiderstand steuerbar, Kurzschlussfes-

tigkeit, ein sicherer rechteckiger Arbeitsbereich. [Rei07]

4 Auch Stromschwanz oder Schweifstrom genannt, d. h. der Strom fillt zundchst auf I;4:; auf, um dann langsam
wihrend der Zeit ¢4, abzuklingen. [Lut06]
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A FErgédnzungen zu den Grundlagen in Kap. 2

Aufbau des klinischen Elektroporators ECM 830
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Abbildung A.1: Foto der Hauptplatine aus dem klinischen Elektroporator ECM 830 von BTX
Instrument Division, Harvard Apparatus, Inc., Holliston, USA
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Abbildung A.2: Aus Abbildung A.1 erstellter Schaltplan des Gerdteausgangs.
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B Vorversuche zu den Zellmonolayern in Kap.
3.3.1

Qualitative Evaluation verschiedener Materialien und Methoden.

Aufbau und Materialien

Zwei kreissegmentformige Elektroden im Abstand von 5 mm.

Die Elektroden liegen auf dem Zellmonolayer auf.

Petrischale: Polystyrol

Elektroden: Aluminium

Elektroden

Petrischale

Abbildung B.1: Aufbau der Versuchsreihe: linke und rechte Elektrode sowie der als Mitte oder
Zwischenraum bezeichnete Spalt dazwischen; Foto vgl. Abb.3.1a).

Durchfiihrung

e Ziel: Die Zellen zwischen den Elektroden sollen durch EP absterben. Klare Abgrenzung
sollte erkennbar sein, variiert wird nur die Spannung / elektrische Feldstérke.
e Verwendete Zellen: Zellkultur Monolayer 4x 1929, 2x FG, 2x Pancl
e Spannung:
— L929: 200, 400, 600, 900 V
— FG und Pancl: 400, 600 V

e Abstand: 5mm

e Auswertung: Fiarbung mit Trypan Blau, qualitative Auswertung
e Anzahl der Impulse: 70

e Impulsdauer: 100 ps

e Pulsfrequenz: 10 Hz
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B Vorversuche zu den Zellmonolayern in Kap. 3.3.1

Ergebnisse und Fazit

L929, 200V

Abbildung B.2: £929, 200 V: Linkes Bild zeigt die Grenze an der linken Elektrode (Skala rechts
oben: 500 pm ), rechtes Bild die Grenze an der rechten Elektrode.

e Nur vereinzelt tote Zellen zu sehen.

e Nur an der linken Elektrode — nicht an rechten — Streifen mit toten Zellen erkennbar.

L929, 400V

Abbildung B.3: L929, 400V : Linkes Bild zeigt die Grenze an der linken Elektrode, rechtes Bild
den Bereich mittig zwischen den Elektrode.

e An der Grenze von Elektrode und Mitte klarer Ubergang zwischen lebenden und to-
ten Zellen erkennbar. Dazwischen (Mitte) befinden sich vorwiegend lebende Zellen. Der
Bereich zwischen den Elektroden teilt sich also in drei Teile: tot, lebend, tot.

e Moglicher Grund: Inhomogenitidten im Feld in der Ebene der Zellen, dadurch stirkeres
Feld an den Réndern als in der Mitte (vgl. Abbildung B.4).

e Folgerung: In dem Feldstiarkenbereich dieser Ebene muss die Grenzfeldstéarke der irrever-

siblen Elektroporation liegen.
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Abbildung B.4: Verteilung des elektrischen Feldes in der Ebene des Monolayers.

L929, 600V

Abbildung B.5: L929, 600V : Linkes Bild zeigt Grenze an linker Elektrode, rechtes Bild den
Bereich mittig zwischen den Elektroden. (Skala rechts oben: 500 pm).

o Klare Grenze an der Kante der Elektroden erkennbar: Unter der Elektrode leben die
Zellen noch, zwischen den Elektroden (Mitte) sind sie tot.
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B Vorversuche zu den Zellmonolayern in Kap. 3.3.1

L929, 900V

Abbildung B.6: L929, 900V, Grenze an der linken Elektrode (Skala rechts unten: 280 pm ).
e Klare Grenze an der Kante der Elektroden erkennbar: Unter der Elektrode leben die

Zellen noch, zwischen den Elektroden (Mitte) sind sie tot.

e Unterhalb der Elektroden teilweise ganze Areale ohne Zellen zu sehen.

Pancl, 400V

Abbildung B.7: Panci, 400V, Mitte
e Anders als bei 1929 sind hier schon bei 400V fast alle Zellen tot, auch in der Mitte (kei-

ne Streifenbildung). Deutung: Die Pancl-Zellen kénnten eine geringere Grenzfeldstéirke
besitzen als die L929-Zellen.
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Pancl, 600V

Abbildung B.8: Pancl1, 600V, Zwischenraum

e Im Zwischenraum sind so gut wie alle Zellen tot, vereinzelt sind dennoch lebende Zellen
vorhanden.

e An den Elektrodenkanten ist eine klare Abgrenzung sichtbar.

FG, 400V

Abbildung B.9: FG, 400V, Grenze an der rechten Elektrode

e Uberwiegend lebende Zellen zu sehen, insbesondere in der Mitte zwischen den Elektro-

den.

141



B Vorversuche zu den Zellmonolayern in Kap. 3.3.1

FG, 600V

Abbildung B.10: FG, 600 V: Linkes Bild zeigt die Grenze an der linken Elektrode, rechtes Bild
den Bereich mittig zwischen den Elektroden.

e In der Mitte zwischen den Elektroden sind noch ca. 30% lebende Zellen zu sehen.

e Am Rand (Elektrodennihe) deutlich weniger lebende Zellen erkennbar.

Fazit

e Bei allen Zellen scheint die Grenzspannung im Bereich 400 V — 600 V zu liegen.

e Die Streifenbildung (tot, lebend, tot) stammt vermutlich von Inhomogenititen im Feld
(s. Abbildung B.4).

e Die Streifenbildung bei 1.929- und FG-Zellen bei 400 V wiirde dafiir sprechen, dass bei
diesen Zellen die Grenzspannung etwas hoher liegt, als bei den Pancl-Zellen (vgl. Abb.
B.3 und Abb. B.9 im Vergleich zu Abb. B.7).

e Auch zwischen L1929 und FG ist ein Unterschied erkennbar: 1.929 scheint die hiochste
Grenzspannung zu besitzen, da die Streifenbildung bei 400 V hier am stérksten ist. Al-
lerdings sind bei 600 V deutlich mehr 1.929-Zellen als FG-Zellen tot, dies wiirde wiederum
fiir eine hohere Grenzspannung der FG-Zellen sprechen.

e Die Versuchsreihen belegen, dass eine ausfiihrlichere Versuchsreihe in diesem Kontext

sinnvoll ist.
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C Vorversuche zu den Zellsuspensionen in
Kap. 3.3.2

Qualitative Evaluation verschiedener Materialien und Methoden.

Aufbau und Materialien

e Elektroden aus Edelstahl 1.451 im Abstand von 2mm in einer Petrischale
e Abschirmung der Rénder und Einhaltung des Abstandes durch einen Isolator aus Kunst-
harz (RGD720 von Polyjet)

e Volumen des Zwischenraums: V =~ 700 ul

Isolator

Zwischen-
raum fir

Zellen
Elektrode Elektrode

Abbildung C.1: Erster Aufbau fiir Zellsuspensionsversuche: Links: CAD-Modell (Ansicht von
oben). Rechts: Foto des Aufbaus im Labor bei Versuchsdurchfihrung, nach
erfolgreicher Evaluierung weiterentwickelt, vgl. Abb. 3.6.

Durchfiihrung

e Ziel: EP von Zellsuspensionen verschiedener Linien zwischen zwei Elektroden

¢ Verwendete Zellsuspensionen: 1.929 M#usefibroblasten, Pancl-Zellen, in Zuckerlésung

e Spannung: 0V, 600V, 900V, 1200V bei Elektrodenabstand von 2mm

e Durchfiihrung: Zellsuspension von 10ml anfertigen, davon 100l in den Versuchsauf-
bau geben, auszéhlen nach EP

e Anzahl der Impulse: 70

e Impulsdauer: 100 s

e Pulsfrequenz: 10 Hz

o Auswertung: Zellzzéhlung mit CASY1 (Roche Innovatis AG) und Neubauer-Kammer
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C Vorversuche zu den Zellsuspensionen in Kap. 3.3.2

Untersuchung verschiedener extrazellularer Medien

RPMI

RPMI ist das iibliche Medium fiir das Kultivieren von Zellen. Es enthilt viele Salze und somit
eine relativ hohe Leitfihigkeit. Dies fiihrt ab einer bestimmten Spannung zu Durchschligen

und Funken, woraufhin die Erzeugung der elektrischen Impulse abgebrochen wird.

Kochsalzlésung

In einigen Versuchen (z.B. [Mil05]) wird fiir die Versuche eine 0,9% ige NaCl-Losung verwendet.
Die Kochsalzlosung wurde auch hier im Rahmen der Versuche getestet, wobei bisher nicht zu

erklarende Erscheinungen aufgetreten sind, wie in den Abbildungen C.2 zu sehen ist.

Abbildung C.2: Versuch mit NaCl-Lésung. Links 10fach vergrifiert, rechts 2,5fach.

Zuckerlésung

Um die vorher beschriebenen Probleme zu umgehen, wurde daraufhin eine Zuckerlésung ver-
wendet, die im Vergleich zu den anderen Medien eine sehr geringe elektrische Leitfihigkeit

besitzt. Die weiteren Versuche wurden nur noch in Zuckerlésung durchgefiihrt.

Ergebnisse und Fazit

Zellzihlung mit CASY1: Unterscheidung zwischen lebenden und toten Zellen nicht méglich.

Zihlkammer Auswertung Pancl in Zuckerlésung:

Spannung | oV | 600 V | 900 V
lebend 1,8-10° 1,17 - 108 2,6-10°
tot 1,3-10° 2,47 - 106 2,99 - 106

Fazit: Die Tendenz stimmt, aber die Auswertung muss deutlich genauer werden. Nur in Zu-

ckerlésung sind entsprechende Ergebnisse zu generieren.
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Zahlkammer und Auszdhlung

Die folgenden Informationen sind der Gebrauchsanweisung der Neubauer improved Systems
Zahlkammer (Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Deutschland) entnommen. [Paul0)]

Was ist eine Zdahlkammer und wo wird sie eingesetzt?

Die Zdhlkammer ist ein Prazisionsmessgerit aus optischem Spezialglas. Sie wird verwendet,
um Zellen oder andere Partikel in Suspensionen unter dem Mikroskop zu zédhlen. Hauptséchlich
werden Ziahlkammern zur Ziahlung von Zellen im Blut (z.B. Leukozyten, Erythrozyten, Throm-
bozyten, etc.) und zur Zellzéhlung im Liquor verwendet. Aulerdem dienen Zahlkammern auch

der Zahlung von Bakterien, Sperma und Pilzsporen.

Bauprinzip

Alle Zdhlkammern weisen das gleiche Bauprinzip auf (vgl. Abb. C.3). In einer rechteckigen
Grundplatte aus optischem Spezialglas in der Grofle eines Objekttréagers, befinden sich im
mittleren Drittel vier Langsnuten, die parallel zu den kurzen Seiten verlaufen. Die beiden
grofleren Auflenflichen sind unbearbeitet und dienen der Beschriftung. Der Mittelsteg und
die beiden AuBenstege sind plangeschliffen und poliert. Die Oberfliche des Mittelsteges ist
etwas tiefer gegeniiber den beiden Auflenstegen. In den Mittelsteg (Kammerboden) sind die
Zahlnetze eingraviert.

Wird ein Deckglas auf die Auflenstege aufgelegt, so entsteht zwischen der Unterseite dieses

Deckglases und dem Mittelsteg der Zahlkammer ein Kapillarspalt.

Auszahlen der Teilchen

Das Auszihlen setzt genaue Kenntnis {iber die Grenzlinien der verwendeten Zahlkammern vor-
aus. Die Abbildung zeigt die 3-fach Linien des Neubauer improved Systems. Damit Zellen, die
auf oder an Begrenzungslinien liegen, nicht doppelt gezéhlt oder bei der Zéhlung iibergangen
werden, halte man sich an bestimmte Regeln (vgl. Abb. C.4).

Gezihlt werden alle Zellen innerhalb des definierten Messbereiches. Mitgezéihlt werden die an
zwei (1) Seiten, z.B. an der linken und oberen Maflinie, an- oder aufliegenden Zellen (schwarz
markiert). Dies gilt auch fiir die Art des eigentlichen Z#hlvorganges, der miaanderférmig erfol-

gen soll. Die Auszéhlung erfolgt in der linken oberen Ecke beginnend in Pfeilrichtung.
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C Vorversuche zu den Zellsuspensionen in Kap. 3.3.2

Abbildung C.3: Aufbau einer Zihlkammer. [Paul0]

[
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Abbildung C.4: Auszihlungsmethode mit einer Zihlkammer. [Paul0]

146



D Zahlenwerte zu den

Zellsuspensionsversuchen in Kap. 3.3.2

Variation der elektrischen Feldstarke bei d =2 mm

Zellviabilitat direkt

Zellviabilitat 2h

U [V] E [CLm BxPc3 Pancl MiaPaCa2 BxPc3 Pancl MiaPaCa2
0 0 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
100 500 92,37% 100,0% 93,66% 100,0%  98,06% 100,0%
200 1000 95,13% 78,26% 54,14% 100,0% 78,73% 60,83%
400 2000 38,33% 34,52%  0,0025%  39,12% 33,18% 00,29%
800 4000 00,32% 0,011% 00,00% 00,00%  00,01% 00,00%

Die Uberlebensrate ist auf 100% normiert, d.h. dieser Wert entspricht der Zellviabilitit von

nicht elektroporierten Zellen, die aber sonst die gleiche Behandlung (in Reservoir pipettiert,

wieder entnommen, geférbt) erfahren haben.

Die nicht-normierten, ausgezéhlten Werte sind:

Zellviabilitiat direkt

Zellviabilitat 2h

U [V] E[X] BxPc3 Pancl MiaPaCa2 BxPc3 Pancl MiaPaCa2
0 0 73,54%  87,29% 59,32% 71,69%  90,59% 58,35%
100 500 67,93% 88,20% 55,56% 72,83% 88,84% 60,92%
200 1000 69,96% 68,32% 32,12% 72,16% 71,33% 35,50%
300 2000 28,19% 30,14% 0,0% 28,05%  30,06% 0,170%
400 4000 0,235% 0,010% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
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D Zahlenwerte zu den Zellsuspensionsversuchen in Kap. 3.3.2

Variation des Abstandes bei E=500kV/cm

Zellviabilitat direkt Zellviabilitiat 2h
U [V] d[em] BxPc3 Pancl MiaPaCa2 BxPc3 Pancl MiaPaCa2

0 0,2 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

100 0,2 92,37% 100,0% 93,66% 100,0%  98,06% 100,0%

200 0,4 90,42% 97,52% 77,60% 99,28%  96,08% 76,90%

300 0,6 96,48%  100,0% 99,76% 100,0%  98,70% 100,0%

400 0,8 90,16% 94,94% 98,48% 97,73% 98,25% 87,77%

Die Uberlebensrate ist auf 100% normiert, d.h. dieser Wert entspricht der Zellviabilitit von
nicht elektroporierten Zellen, die aber sonst die gleiche Behandlung (in Reservoir pipettiert,
wieder entnommen, gefirbt) erfahren haben. Als Referenz wurde die reale Zellviabilitit bei
U = 0V aus Anhang E.1 verwendet, die Werte bei U = 100V (d = 2¢m) wurden ebenfalls
aus dieser Messreihe {ibernommen.

Die weiteren nicht-normierten, ausgezéhlten Werte sind:

Zellviabilitat direkt Zellviabilitat 2h
U [V] d[em] BxPc3 Pancl MiaPaCa2 BxPc3 Pancl MiaPaCa2

0 0,2 73,54% 87,29% 59,32% 71,69% 90,59% 58,35%

100 0,2 67,93% 88,20% 55,56% 72,83% 88,84% 60,92%

200 0,4 70,07%  83,91% 76,72% 64,15% 85,76% 77,25%

300 0,6 67,90% 84,18% 54,26% 64,26%  85,69% 57,92%

400 0,8 65,26% 84,70% 53,46% 60,02%  82,96% 65,09%
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E Protokoll zur Produktion von Agarose Gel in
Kap. 3.3.3

Protokoll und Abbildungen entnommen aus [Koll5].

1. Put the medium bottle in a water bath and heat up to 40°C.

2. Weigh the agarose powder (A8963, AppliChem GmbH, Darmstadt) and fill up the vol-
ume with ultrapure water that is needed for the gels and heat this mixture in a microwave
until the powder is completely solved in the water. Put this mixture under the hood
and check the temperature until the mixture reaches 40°C.

3. The agarose mixture is cooling down and when it reaches approximately 45°C start to
mix the medium (also heated up to 40°C with the required volume of cells).

4. When the agarose mixture reaches 40°C (higher temperatures would kill the cells) mix
it with the cell-medium mixture by transferring the agarose in the cell mixture. Be
careful while doing this to avoid bubbles in the gel. Mix thoroughly until the gel starts
to become thicker, then transfer the mixture quickly into the molds which are placed in
a petri dish or a 6-well plate (Figure E.1).

5. Cover the petri dish or 6-well plate and give the gel 10 min. to solidify in the mold.
Subsequently the mold can be removed carefully and the gel is ready to use.

6. Add Medium to the 3D gel until it is covered and floats in the petri dish or 6-well plate

and then incubate until you need it.

The molds that were used are Polyetheretherketone (PEEK) rings, with a radius of 10 cm and
a height of 2cm (see E.1).
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E Protokoll zur Produktion von Agarose Gel in Kap. 3.3.3

Figure E.1: In vitro tumor production. [Kol15]
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F Programmcode des Giitemodells in Kap.
5.2.3

Im Folgenden ist der vollstindige C++ Programmcode gelistet, der verwendet wurde um
mit dem entwickelten Giitemodell die Optimierung der iECT-Sonde durchzufiihren (vgl. Kap.
5.2.3). Neben der Giite (Zahlenwert 0 < G < 100) wird die Anzahl der Datenpunkte in den
fiinf Volumina bestimmt, die fiir die Berechnung der Giite relevant sind. Dabei wird die Giite
sowohl ohne als auch mit Variation der Potentiale berechnet (vgl. Kap. 5.1.3).

Um nur den halben Bereich zu betrachten (d.h. die Halbkugel, auf der der Einstich der Elek-
troden in den Tumor erfolgt), diirfen die Daten aus COMSOL nur bis zur Hilfte des Tumors
(d.h. bis zur z-Postion zpos des Tumormittelpunkts) exportiert werden oder der Programm-
code muss so modifiziert werden, dass in den if-Abfragen die Zusatzbedingung z < zpos

eingebaut wird.

1 #include <time.h>

2 #include <fstream>

3 #include <iostream>

4 #include <string>

) #include <cstdlib>

6 using namespace std;

7 /K KK Kk ok ok K K K ok ok o K K K ok ok ok K oK K K ok ok ok K K K oK ok ok ok K K K oK ok ok o K K oK ok ok o oK K K oK ok ok K oK K K ok ok ok K K Kk ok ok K %/
8 int main(void)

9 {

10 // DEFINITION DER PARAMETER

11 double rl1 = 20; // Radius des massiven Tumors [mm]

12 double r2 = 25; // Radius des Tumors inklusive Randbereich [mm]
13 double r_el = 2.5; // Radius der Zentralelektrode [mm]

14 double L = 37.5; // LANGE DER ZENTRALELEKTRODE ANGEBEN [mm]

15 double zpos = 18; // Z-POSITION DES TUMORMITTELPUNKTS ANGEBEN [mm]
16

17 double toleranz = 0.05; /* Anteil des Randbereichs,

18 * der unporiert bleiben darf

19 * (vgl. Variable p in Abschnitt 4.1:
20 * "Einfihrung von Giitekriterien") */
21 double EO = 50; /* Innerhalb der leitfdhigen Elektroden
22 * ergibt sich ein E-Feld von

23 * E < EO [V/m]

24 ¥ (s. Abschnitt 4.3 "Berechnung der Giite
25 * aus den Simulationsergebnissen") */
26 double Erev = 36200; /* Schwellenwert fiir reversible

27 * Elektroporation [V/m] */

28 double Eirrev = 63700; /* Schwellenwert fiir irreversible

29 * Elektroporation [V/m] */
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F Programmcode des Giitemodells in Kap. 5.2.3

30
31

33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
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YOy Oy Ut

63

65
66
67
68
69
70
71
72
73

75
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double Efehler_rev = 1810;
double Efehler_irrev = 3185; /* Fehler von 5 J auf die
* Schwellenwerte [V/m]
* (s. Kap. 6 "Fehlerrechnung") */
double Erev_speicher = Erev;
double Eirrev_speicher = Eirrev;
/K KKK KK K KK K KK K K K KK K KK K K oK K K K K K K K K oK K K oK K K K K K K K K K K K K K K K K K K K KK K KKK KKK KK KKK K )
/K Kk KK KK K K KK KK KK K KK oK K KK K oK K oK K KK K KK oK K KK oK oK oK K oK K K K K KK Kk Kk Kk K K Kk K K/
// EINLESEN DER AUS COMSOL EXPORTIERTEN DATEN
/* Die Daten liegen als Tabelle mit 4 Spalten vor,
* in der die x,y,z-Koordinaten [mm] sowie die
* zugehdrigen elektrischen Felstdrken [V/m]

* gespeichert sind */

const int zeilenAnzahl = 145119; // ZEILENANZAHL ANGEBEN
const int spaltenAnzahl = 4;

string dateiname ("Datei.txt"); // DATEINAME ANGEBEN
cout << "Datei: " << dateiname << endl;

ifstream in;
in.open(dateiname.c_str(), ifstream::in);
if (!in)
{ cerr << "Datei konnte nicht geoeffnet werden";
std::exit (1);

}
/******************************************************************/
// SPEICHERPLATZ SCHAFFEN

double x**daten;

daten = new double *[zeilenAnzahl];

// Fehlermeldung, falls es nicht klappt
if (daten == NULL)
{ cout << endl << "kein Speicherplatz geschaffen" << endl;

return 1;

for (int i=0; i<zeilenAnzahl; i++)
{ daten[i] = new double[spaltenAnzahl];

// Fehlermeldung, falls es nicht klappt

if (daten[i] == NULL)
{ cout << endl << "kein Speicherplatz geschaffen" << endl;
cout << "Aufraeumen...";

for (int x=0; x<i; x++)
{
delete [] datenl[x];
}
delete [] daten;
cout << "fertig." << endl;

return 1;

// Erfolgsmeldung (array ist angelegt)
cout << "Speicherplatz geschaffen" << endl;

/%K 3k 3k ok ok 3k ok ok K ok ok ok ok ok ok ok ok koK ok K 3K ok %k 3K K kK ok ok K ok ok K ok 5k 5k ok ok 3k K K 3 ok K %k K ok %k K K 3 Kk %k K 5k K K k k Kk k% %/




87

88

89

90

91

92

93

94

95

96

97

98

99
100
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104
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108
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110
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114
115
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123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
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140
141
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143

// Werte in 2-dimensionales Array packen

cout << "Einlesen gestartet..." << endl;

double zahl=0;

for (int i=0; i<zeilenAnzahl; i++)
{ for(int j=0; j<spaltenAnzahl; j++)
{
in >> zahl;
daten[i][j] = zahl;

in.close();
cout << "Einlesen (erfolgreich) beendet." << endl;
// EINLESEN ABGESCHLOSSEN

// Alle Daten befinden sich jetzt im 2-dimensionalen Array "daten"
// Aufruf der Daten durch daten[Zeilennummer][Spaltennummer].

// (Achtung: Index beginnt jeweils bei 0)

double* x = new double[zeilenAnzahll];
double* y = new double[zeilenAnzahl];
double* z = new double[zeilenAnzahl];
double* E = new double[zeilenAnzahl];

for (int j=0;j<zeilenAnzahl;j++)

{ x[jl=daten[j1[0];
y[jl=daten[jl[1];
z[jl=daten[j]l[2]-zpos; // z-Werte um Tumorposition verschieben
E[jl=daten[j]1[3];

}
/**********************************************************************/
/**********************************************************************/
// BERECHNUNG VON N_T UND N_R
/* N_T: Anzahl der Datenpunkte innerhalb des massiven Tumors (r <= ril)

# N_R: Anzahl der Datenpunkte innerhalb des Randbereichs (r1 < r <= r2)

double massiverTumor = 0; // N_T
double Randbereich = 0; // N_R

for(int j=0; j<zeilenAnzahl; j++)

{
if (x[§1*x[jI+y[jl*y[jl+z[j1*z[j] <= ri*ri) // r <= ril
{ massiverTumor ++;
}

}

for(int j=0; j<zeilenAnzahl; j++)

{
if(x[j1*x[jl+y[jl*y[jl+2z[jl*z[j] <= r2xr2
&& x[j1*x[jl+y[jl*y[jl+=z[jl*=z[j]1 > ri*rl) // r1 < r <= r2
{ Randbereich++;
}
}
cout << " Datenpunkte im massiven Tumor: " << massiverTumor << endl;

*/
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F Programmcode des Giitemodells in Kap. 5.2.3

144
145
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cout << " Datenpunkte im Randbereich: " << Randbereich << endl;

/**********************************************************************/

// BERECHNUNG DER GUETE - OHNE UMPOLUNG DER ELEKTRODEN
cout << "QHNE UMPOLUNG" << endl;

/* Berechnung der Anzahl Datenpunkte, die innerhalb der fiinf
Bereiche liegen, die fir die Berechnung der Giite relevant sind
(vgl. Abschnitt 4.2: "Berechnung der Giite"):

(1) N_T,unp: massiver Tumor, unporiert

(2) N_R,unp: Randbereich, unporiert

(3) N_R,irrev: Randbereich, irreversibel elektroporiert

(4) N_G,irrev: gesundes Gewebe, irreversibel elektroporiert

L R R R R

(5) N_G,rev: gesundes Gewebe, reversibel elektroporiert */

double unporiertMassiv; // Bereich (1)
double unporiertRand; // Bereich (2)
double irreversibelRand; // Bereich (3)
double irreversibelGesund; // Bereich (4)
double reversibelGesund; // Bereich (5)
double guete;

/* Bei Bereich (1) und (2) wird das Volumen der Zentralelektrode
¥ (r = r_el) und das der leitfidhigen Satellitenelektroden
* nicht beriicksichtigt (E > E0), da das Gewebe von den
* Elektroden verdrdngt wird:
* (z[jl<(L-zpos) && x[jl*x[jl+y[jl*y[jl>r_el*r_el) */

for (int i=0; i<3; i++)
{
// Fallunterscheidung zur Fehlerrechnung:
/* Um den Fehler auf die Feldstdrken zu beriicksichtigen,
* der durch die numerische Berechnung mit COMSOL entsteht,
* werden die Schwellenwerte Erev und Eirrev um +/- 5
* nach oben (+ FEHLER) und nach unten (- FEHLER) verschoben
* und die Giite jeweils mit und ohne Fehler berechnet
* (s. Abschnitt 5.5: "Bestimmung des Fehlers auf die Giite") */
if (i==0)
{ Erev = Erev_speicher; Eirrev = Eirrev_speicher;
cout << "(OHNE FEHLER)" << endl;

}

if (i==1)

{ Erev = Erev_speicher + Efehler_rev; Eirrev = Eirrev_speicher +
Efehler_irrev;
cout << "(+ FEHLER)" << endl;

}

if (i==2)

{ Erev = Erev_speicher - Efehler_rev; Eirrev = Eirrev_speicher -
Efehler_irrev;
cout << "(- FEHLER)" << endl;

}

unporiertMassiv = 0;

unporiertRand = O0;
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200
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207
208
209
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214
215
216
217
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255

irreversibelRand = O0;
irreversibelGesund = 0;
reversibelGesund = O0;

// Bereich (1): r <= r1, E < Erev (ohne Beriicksichtigung der Elektroden)
for(int j=0; j<zeilenAnzahl; j++)

{
if(z[j1<(L-zpos) && x[jl*x[jl+y[jl*y[jl+z[jl*z[jl<=rixr1
&& x[jl*x[jl+y[jl*xy[jl>r_el*r_el
&& E[j1>E0 && E[j]<Erev)
{
unporiertMassiv++;
}
if(z[j1>(L-zpos) && x[jl*x[jl+y[jl*y[jl+z[jl*z[jl<=rixr1
&& E[j1>E0 && E[j]1<Erev)
{
unporiertMassiv++;
}
}

// Bereich (2): r1 < r <= r2, E < Erev (ohne Beriicksichtigung der Elektroden)

for(int j=0; j<zeilenAnzahl; j++)

{
if (z[j1<(L-zpos) && x[jl*x[jl+y[jl*y[jl+z[jl*z[jl<=r2*r2
&% x[j1*x[jl+y[jl*y[jl+z[jl*z[jl>rixr1
&& x[jI1*x[jl+y[jl*y[jl>r_el*r_el && E[j]1>EO0 && E[j]l<Erev)
{
unporiertRand++;
}
if (z[j1>(L-zpos) && x[jl*x[jl+y[jl*y[jl+z[jl*z[jl<=r2*r2
&& x[jI*x[jl+y[jl*y[jl+z[jl*z[jl>rix*rl
&& E[jI>E0 && E[jl<Erev)
{
unporiertRand++;
}
}

// Bereich (3): rl1 < r <= r2, E >= Eirrev

for (int j=0; j<zeilenAnzahl; j++)

{
if(x[j1*x[jl+y[jl*y[jl+z[jl*z[jl<=r2*r2
&& x[jl*x[jl+y[jl*y[jl+z[jl*z[jl>ri*r1
&& E[jl>=Eirrev)
{
irreversibelRand++;
}
}

// Bereich (4): r > r2 , E >= Eirrev
for(int j=0; j<zeilenAnzahl; j++)

{
if(x[jl1*x[jl+y[jl*y[jl+2z[jl*z[jl>r2*r2
&& E[jl>=Eirrev)
{
irreversibelGesund++;
}
}

// Bereich (5): r > r2 , Erev <= E < Eirrev
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F Programmcode des Giitemodells in Kap. 5.2.3

256 for(int j=0; j<zeilenAnzahl; j++)

257 {

258 if (x[jI*x[j1+y[jI1*y[j1+2z[jl*z[jl>r2*r2

259 &% Erev<=E[j] && E[jl<Eirrev)

260 {

261 reversibelGesund++;

262 }

263 }

264

265 // BERECHNUNG DER GUETE

266 /* unter Verwendung von Gleichung (4.1)

267 /* (s. Abschnitt 4.2: "Definition der Giite") */

268

269 if (unporiertMassiv != 0 || (unporiertRand/Randbereich) > toleranz)
270 /* Falls der massive Tumor nicht vollstdndig elektroporiert wird

271 * bzw. mehr als der vorgegebene Anteil des Randbereichs unporiert
272 * bleibt, setze Giite auf null */

273 {

274 guete = 0;

275 }

276 else

277 {

278 guete = 100 - (1/Randbereich)*(100*unporiertRand + irreversibelRand)
279 - (1/(Randbereich+massiverTumor))

280 *(26xirreversibelGesund + 10*reversibelGesund);

281 }

282

283 // Ausgabe der Ergebnisse (absolute und relative Werte)

284 cout << " (1) (massiver Tumor, unporiert): " << unporiertMassiv

285 << " (" << (unporiertMassiv/massiverTumor)*100 << " J)"

286 << "\n (2) (Randbereich, unporiert): " << unporiertRand

287 << " (" << (unporiertRand/Randbereich)*100 << " %)"

288 << "\n (3) (Randbereich, irreversibel): " << irreversibelRand

289 << " (" << (irreversibelRand/Randbereich)*100 << " )"

290 << "\n (4) (gesundes Gewebe, irreversibel): " << irreversibelGesund
291 << " (" << (irreversibelGesund/(Randbereich+massiverTumor))*100 << " %)"
292 << "\n (5) (gesundes Gewebe, reversibel): " << reversibelGesund

293 << " (" << (reversibelGesund/(Randbereich+massiverTumor))*100 << " )"
294 << endl;

295

296 cout << "Die Guete betraegt: " << guete << endl;

297

298 }

299

300

301 /K KKK KKK KKK KKK KKK KKK KKK KKK KKK KKK KKK KKK KKK KKK KKK KKK KKK KKK KKK KKK KKK KK K/
302

303 // MIT UMPOLUNG DER ELEKTRODEN

304 cout << "MIT UMPOLUNG" << endl;

305

306 // BESTIMMUNG DER MAXIMALEN FELDSTARKE aus vierfach gedrehtem Datensatz:
307 /* Um die Umpolung der Elektroden bei der Berechnung der Giite zu

308 * beriicksichtigen, wird fir jeden Datenpunkt (x,y,z,E) die maximale
309 * Feldstdrke ermittelt, welche sich bei Umpolung der Elektroden

310 * (viermalige Drehung des Datensatzes um 90 ) ergibt

311 * (s. Abschnitt 4.3: "Berechnung der Giite aus den

312 * Simulationsergebnissen") x/
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double X;
double Y;
double Z;

double Emax;

for(int j=0; j<zeilenAnzahl; j++)

{
X = -y[jl; // 1 x Drehung der Koordinaten um 90
Y = x[j1;
Z = z[jl;
Emax = E[j];
for(int i=0; i<zeilenAnzahl; i++)
{
if (x[1]==X && y[il==Y && z[i]l==Z && E[i] >Emax)
{
Emax = E[i];
break;
}
}
E[j]l] = Emax;
}

for(int j=0; j<zeilenAnzahl; j++)

{
X = -x[jl; // 2 x Drehung der Koordinaten um 90
Y = -y[jl;
Z = z[jl;
Emax = E[j];
for(int i=0; i<zeilenAnzahl; i++)
{
if (x[1]==X && y[il==Y && z[i]l==Z && E[i] >Emax)
{
Emax = E[i];
break;
}
}
E[j] = Emax;
}

for (int j=0; j<zeilenAnzahl; j++)

{
X = yl[jl; // 3 x Drehung der Koordinaten um 90
Y = -x[j];
Z = z[j]l;

Emax = E[j];

for(int i=0; i<zeilenAnzahl; i++)

{
if(x[i]l==X && y[il==Y && z[i]l==Z && E[i]>Emax)
{
Emax = E[i];
break;
}
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370 }

371

372 E[j]l] = Emax;

373 }

374

375

376 cout << "Maximale E-Feldstaerke am Punkt E[0]: " << E[0] << endl;

377 cout << "Maximale E-Feldstaerke am Punkt E[1]: " << E[1] << endl;

378

380 // BERECHNUNG DER GUTE - MIT UMPOLUNG DER ELEKTRODEN

381 /% Die Berechnung erfolgt wie im Abschnitt "OHNE UMPOLUNG" beschrieben,

382 * wobei alle Variablen mit dem Zusatz "Umgepolt" gekennzeichnet werden x*/

383

384 double unporiertMassivUmgepolt;

385 double unporiertRandUmgepolt;

386 double irreversibelRandUmgepolt;

387 double irreversibelGesundUmgepolt;

388 double reversibelGesundUmgepolt;

389

390 for (int i=0; i<3; i++)

391 {

392

393 // Fallunterscheidung zur Fehlerrechnung

394 if (i==0)

395 {

396 Erev = Erev_speicher; Eirrev = Eirrev_speicher;

397 cout << "(OHNE FEHLER)" << endl;

398 }

399 if (i==1)

400 {

401 Erev = Erev_speicher + Efehler_rev; Eirrev = Eirrev_speicher +
Efehler_irrev;

402 cout << "(+ FEHLER)" << endl;

403 }

404 if (i==2)

405 {

406 Erev = Erev_speicher - Efehler_rev; Eirrev = Eirrev_speicher -
Efehler_irrev;

407 cout << " (- FEHLER)" << endl;

408 }

409

410 unporiertMassivUmgepolt = O0;

411 unporiertRandUmgepolt = 0;

412 irreversibelRandUmgepolt = 0;

413 irreversibelGesundUmgepolt = 0;

414 reversibelGesundUmgepolt = 0;

415

416 for (int j=0; j<zeilenAnzahl; j++)

417 {

418 if (z[jl1<(L-zpos) && x[jl*x[jl+y[jl*y[jl+z[jl*z[jl<=rix*r1

419 && x[jl*x[jl+y[jl*y[jl>r_el*r_el

420 &% E[j1>E0 && E[jl<Erev)

421 {

422 unporiertMassivUmgepolt ++;

423 }

424 if (z[j1>(L-2zpos) && x[jl*x[jl+y[jl*y[jl+z[jl*z[jl<=rix*ri1
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425
126
427
428
429
430
431
132
133
434
435
436
437
138
139
440
441
442
443
144
445
446
447
448
449
450
151
452
453
454
455
456
157
458
459
460
461
462
163
464
465
466
467
468
169
470
471
472
473
474
175
476
477
478
479
480
181

&% E[jI>E0 && E[j]l<Erev)

unporiertMassivUmgepolt ++;

for(int j=0; j<zeilenAnzahl; j++)

{
if(z[jl<(L-zpos) && x[jl*x[jl+y[jl*y[jl+z[jl*z[jl<=r2xr2
&& x[j1*x[jl+y[jl*y[jl+z[jl*z[jl>r1i*r1
&& x[jl1*x[jl+y[jl*xy[jl>r_el*r_el
&& E[jI1>E0 && E[jl<Erev)
{
unporiertRandUmgepolt ++;
}
if(z[jl1>(L-zpos) && x[jl*x[jl+yl[jl*y[jl+z[jl*z[jl<=r2xr2
&& x[jl*x[jl+y(jl*y[jl+z[jl*z[jl>ri*r1
&& E[jI>E0 && E[jl<Erev)
{
unporiertRandUmgepolt ++;
}
}

for(int j=0; j<zeilenAnzahl; j++)

{
if(x[jl1*x[jl+y[jl*y[jl+z[jl*z[jl<=r2*r2
&& x[j1*x[j1+y[jl*y[jl+z[jl*z[jl>ri*rl
&& E[jl>=Eirrev)
{
irreversibelRandUmgepolt++;
}
3

for(int j=0; j<zeilenAnzahl; j++)

{
if(x[j1*x[jl+y[jIl*y[jIl+2[jl*z[jl>r2*r2
&& E[jl>=Eirrev)
{
irreversibelGesundUmgepolt ++;
}
}

for(int j=0; j<zeilenAnzahl; j++)

{
if(x[j1*x[jl+y[jl*y[jl+2[jl*z[jl>r2*r2
&& Erev<=E[j] && E[jl<Eirrev)
{
reversibelGesundUmgepolt ++;
}
}

// Berechnung der Giite
double gueteUmgepolt;
if (unporiertMassivUmgepolt !=0

|| (unporiertRandUmgepolt/Randbereich)>toleranz)

gueteUmgepolt = O0;
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F Programmcode des Giitemodells in Kap. 5.2.3

482 }

483 else

484 {

485 gueteUmgepolt = 100 - (1/Randbereich)

486 *(100*unporiertRandUmgepolt + irreversibelRandUmgepolt)

487 - (1/(Randbereich+massiverTumor))

488 *(2b*xirreversibelGesundUmgepolt + 10*reversibelGesundUmgepolt);
489 }

490

491 // Ausgabe der Ergebnisse

492 cout << " (1) (massiver Tumor, unporiert): " << unporiertMassivUmgepolt
493 <<" ("<<(unporiertMassivUmgepolt/massiverTumor)*100<<" %)"

494 <<"\n (2) (Randbereich, unporiert): "<<unporiertRandUmgepolt

495 <<" ("<<(unporiertRandUmgepolt/Randbereich)*100<< " %)"

496 <<"\n (3) (Randbereich, irreversibel): "<<irreversibelRandUmgepolt

497 <<" ("<<(irreversibelRandUmgepolt/Randbereich) *100<<" )"

498 <<"\n (4) (gesundes Gewebe, irreversibel): "

499 <<irreversibelGesundUmgepolt

500 <<" ("<<(irreversibelGesundUmgepolt/(Randbereich+massiverTumor))*100<<" %)"
501 <<"\n (5) (gesundes Gewebe, reversibel): "<<reversibelGesundUmgepolt

502 <<" ("<<(reversibelGesundUmgepolt/(Randbereich+massiverTumor))*100<<" )"
503 << endl;

504

505 cout << "Die Guete betraegt: " << gueteUmgepolt << endl;

506 ¥

507

508 /K KKk o kKK K K K K K o K kKK K R KK o o R KK o K K KK K o o kKK o o K K K K o o kKoK o R K K K Kk KK kK K/
509 //SPEICHERPLATZ WIEDER LOSCHEN

510

511 cout << "Aufraeumen...";

512 for (int i=0; i<zeilenAnzahl; i++)

513 {

514 delete [] daten[il;

515 }

516 delete [] daten;

517 cout << "fertig." << endl;

518

519 /% K ok oK K Kk oK K ok ok oK K K K oK K K ok oK K ok K oK K K K oK oK K K ok oK K K ok oK K K ok oK K K ok oK K K K oK K K ok oK K K K ok K K koK K K K ok K K Kk ok ok /
520 return O;

521 }
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G Zahlenwerte und Zwischenergebnisse der
Sondenoptimierung in Kap. 5.2.3

Im Folgenden sind Zahlenwerte und Graphen, die bei der Variation der Modellparameter er-
stellt wurden (vgl. Kap. 5.2.3), zusammengefasst. Dabei sind sowohl Giite wie die fiir deren
Berechnung relevante Anzahl an Datenpunkten in den fiinf Volumina aufgelistet (mit/ohne
Variation der Potentiale jeweils fiir die Halbkugel [= halb] und die ganze Kugel [= ganz]).
Neben den absoluten Zahlenwerten N werden in Klammern auch die relativen Werte N,.¢;
in Prozent angegeben (Bezeichnungen vgl. Kap. 5.2.3 Modellbildung und Umsetzung). Dabei
betriagt die Anzahl Datenpunkte innerhalb des Tumors Vp bzw. des innerhalb Randbereichs
Vg fiir die Halbkugel Np = 17.329 und Ny = 16.285 bzw. fiir die ganze Kugel Ny = 33.401 und
Np = 31.866. Bei der Variation der Eindringtiefe ergeben sich bei halbzahligen Az andere Wer-
te (halber Bereich: Nt = 16.700, Ng = 15.965; ganzer Bereich: Nt = 33.400, Ng = 31.930).
Mit Ausnahme der Variation der Spannung gilt fiir alle Simulationen & = 3.000 V.

Die Bezeichnung der verschiedenen Polungen ist in Abbildung 5.2 gezeigt; die Geometriepa-

rameter der Elektrodenkonfiguration werden in Abbildung 4.5 definiert.

Verschiedene Polungstypen

Bereich UmPOIUDg H NT,unp ‘ NR,unp ‘ NR,irrev ‘ NG,irrev ‘ NG,rev H Giite ‘

ohne 5614 6779 5392 2637 6411 0
halb (324%) | (41,6%) | (33,1%) | (7.8%) | (19,1%)
mit 0 60 14 445 10071 20101 85,27
0 04%) | (88,7%) | (30,0%) | (59.8%)
ohne 13938 20073 6 001 2691 7025 0
ganz 41,7%) | (63.0%) | (18,8%) | (4,1%) | (10.8%)
mit 584 8900 16 268 10207 22549 0
(1,7%) | (27,9%) | (51,0%) | (15,8%) | (34,5%)
Polung 1 (- - - - +)
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G Zahlenwerte und Zwischenergebnisse der Sondenoptimierung in Kap. 5.2.3

’BereiCh UmpOhlng H NT,unp ‘ NR,unp ‘ NR,irreV ‘ NG,irreV ‘ NG,reV H Giite ‘

ohne 164 1047 | 10132 | 2513 9147 0
halb 0,9%) | (64%) | (622%) | (75%) | (27.2%)
mit 0 192 13244 | 5136 | 14296 | 89,93
0 (12%) | (81,3%) | (15,3%) | (42,5%)
ohne 2637 | 10543 | 11779 | 2601 | 10752 0
ganz (7.9%) | (33,1%) | (37,0%) | (4,0%) | (16,5%)
mit 64 6676 | 15521 | 5272 | 16755 0
(02%) | (21,0%) | (48,7%) | (8.1%) | (25,7%)

Polung 2 (- + - + -)

’BereiCh ‘ UmpOhlng H NT,unp ‘ NR,unp ‘ NR,irrev ‘ NG,irrev ‘ NG,rev H Giite ‘

ohne 1145 1326 10106 3898 14175 0
halb (6,6%) | (81%) | (62,1%) | (11,6%) | (42,2%)
mit 0 16 14289 7930 20535 87,02
0 (0,1%) | (87,7%) | (23,6%) | (61,1 %)
ohne 3791 9119 11 889 3997 16 330 0
ganz (11,4%) | (28,6%) | (37,3%) | (6,1%) | (25,0%)
mit 0 2788 17090 8098 24318 0
0 8,7%) | (53,6%) | (12.4%) | (37,3%)

Polung 8 (- + + - -)

’ Bereich ‘ Umpolung H NT7unp ‘ NR7unp ‘ NR,irreV ‘ NG,irreV ‘ NG,reV H Giite ‘

ohne 82 786 | 10929 | 2400 | 12900 | 0
halb 05%) | (4,8%) | (67.1%) | (7.1%) | (38.4%)
mit 0 72 13377 3715 15493 91,36
0 | (04%) | 82.1%) | 11,1%) | (46,1 %)
ohne 302 3850 14163 2900 17382 0
ganz 0,9%) | (121%) | (44,4%) | (4.4%) | (26,6 %)
mit 0 1056 17278 4293 21277 91,24
0 (3,3%) | (54,2%) | (6,6%) | (32,6%)

Polung 4 (- + + + -)

’ Bereich ‘ Ump()lung H NT,unp ‘ NR,unp ‘ NR,irrev ‘ NG,irrev ‘ NG,rev H Giite ‘

ohne 107 3636 7022 400 4926 0
halb (0,6%) | (22,6%) | (431%) | (1.2%) | (14,7%)
mit 92 3572 7158 448 5073 0
(05%) | (21,9%) | (44,0%) | (1,3%) | (15,1%)
ohne 107 4188 | 12121 | 1809 | 13270 0
ganz (0,3%) | (13,1%) | (38,0%) | (2,8%) | (20,3%)
mit 92 4032 | 12339 | 1928 | 13569 0
(0,3%) | (12,7%) | (38,7%) | (3,0%) | (20,8%)

Polung 5 (- + + + +)
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Variation der Spannung

’ Bereich ‘ Umpolung H NT,unp ‘ NR,unp ‘ NRJrrev ‘ NG,irrev NG,rev H Giite ‘

ohne 9671 | 15093 | 228 0 0 0
halb (55,8%) | (92,7%) | (1,4%) 0 0
mit 7440 | 14628 | 336 0 0 0
(42,9%) | (89,8%) | (2,1%) 0 0
ohne 23975 | 30515 | 264 0 0 0
ganz (7T1.8%) | (95,8%) | (0,8%) 0 0
mit 21412 | 30031 | 372 0 0 0
(64,1%) | (942%) | (1,2%) 0 0
®, =500V

Bereich Ump()lung H NT,unp ‘ NR,unp ‘ NR,irreV ‘NG,irrev ‘ NG,reV H Gﬁte‘

ohne 4099 | 11009 | 1469 0 20 0
halb (23.7%) | (67.6%) | (9,0%) 0 | (0,1%)
mit 1788 9116 2156 0 36 0
(10,3%) | (56,0%) | (13,2%) 0 (0,1%)
ohne 13767 | 25700 | 1672 0 22 0
ganz (412%) | (80,7%) | (5,2%) 0 (0,0 %)
mit 10192 | 23688 | 2371 0 40 0
(30,5%) | (T4,3%) | (7,4%) 0 (0,1%)
®, =1000V

Bereich UmpOhlng H NT,unp ‘ NR,unp ‘ NR,irreV ‘NG,irreV ‘ NG,I‘GV H Gﬁte‘

ohne 1714 6612 3781 7 1157 0
halb (9.8%) | (40,6%) | (23.2%) | (0,0%) | (3,4%)
mit 296 1124 5329 12 1978 0
(1L,7%) | (253%) | (32,7%) | (0,0%) | (5,9%)
ohne 6795 | 10830 | 4383 7 1432 0
ganz (20,3%) | (62,3%) | (138%) | (0,0%) | (2,2%)
mit 3480 | 16900 | 6001 12 2308 0
(10,4%) | (53,0%) | (188%) | (0,0%) | (3,5%)
d, =1500V

Bereich | Umpolung H NT wnp ‘ NR,unp ‘ NR jirrev ‘ NG irrev ‘ NG rev H Giite ‘

ohne 603 3928 6 554 112 4560 0
halb (3,5%) | (24,1%) | (40,2%) | (0,3%) | (13,6 %)
mit 16 1616 8728 192 6476 0
(0,1%) | (9.9%) | (53.6%) | (0.6%) | (19.3%)
ohne 2565 14519 7769 159 5533 0
ganz (7,7%) | (45,6%) | (24,4%) | (0,2%) | (8,5%)
mit 304 10932 10101 248 7627 0
(0,9%) | (34,3%) | (31,7%) | (0,4%) | (11,7%)
d, = 2000V
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’ Bereich UmpOhlng H NT,unp ‘ NR,unp ‘ NR,irreV ‘ NG,irreV ‘ NG,reV H Giite ‘

ohne 191 2076 9068 749 8720 0
halb (11%) | 127%) | (55.7%) | 2.2%) | (25.9%)
mit 0 452 11517 1273 11277 92,22
0 | (28%) | (707%) | (38%) | (33.5%)
ohne 948 8685 11135 932 10978 0
ganz (2,8%) | (27,3%) | (34,9%) | (1,4%) | (16,8%)
mit 0 4876 13954 1479 14028 0
0 | (153%) | (438%) | (2,3%) | (21,5%)
O, = 2500V
Bereich UmpOhlng H NT,unp ‘ NR,unp ‘ NR,irreV ‘ NG,irreV ‘ NG,rev H Giite ‘
ohne 82 786 10929 2400 12900 0
halb 05%) | (4.8%) | (67.1%) | (7,1%) | (38,4%)
mit 0 72 13377 3715 15493 91,36
0 0,4%) | (82,1%) | (11,1%) | (46,1 %)
ohne 302 3850 14163 2900 17 382 0
ganz 0,9%) | (12,1%) | (444%) | (4,4%) | (26,6%)
mit 0 1056 17278 4293 21277 91,24
0 (33%) | (54,2%) | (6,6%) | (32,6 %)
O, = 3000V
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N halb, ohne Umpolung

halb, mit Umpolung
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Abbildung G.1: Variation der Spannung; Giten ungleich null sind in lila angegeben.

Variation der Eindringtiefe der ges. Elektrodenkonfiguration

Bereich UmpOhmg H NT,unp ‘ NR,unp ‘ NR,irrev ‘ NG,irrev ‘ NG,rev H Giite ‘

ohne 644 5264 2544 87 2311 0
halb (3,7%) | (32,3%) | (15,6%) | (0,3%) | (6,9%)
mit 0 3056 3553 140 3092 0
0 | (18,8%) | (21.8%) | (04%) | (9,2%)
ohne 646 5720 | 11152 | 4944 | 16950 0
ganz (1,9%) | (18,0%) | (35,0%) | (7,6%) | (26,0%)
mit 0 3056 | 14297 | 5884 | 21156 0
0 (9,6%) | (44,9%) | (9,0%) | (32,4%)

Eindringtiefe: Az = +8 mm
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Eindringtiefe: Az = +7mm

Eindringtiefe: Az = +6 mm

Eindringtiefe: Az = +5mm

Eindringtiefe: Az = +4,5mm

166

’ Bereich | Umpolung H NT unp ‘ NR,unp ‘ NRirrev

‘ NG,irreV ‘ NG,rev H Giite ‘

ohne 522 3814 3506 155 2997 0

halb (3,0%) | (234%) | (21,5%) | (05%) | (8,9%)
mit 0 1608 4870 240 3949 0

0 (9,9%) | (29,9%) | (0,7%) | (11,7%)
ohne 526 4378 | 11480 | 4286 | 16407 0

ganz (1,6%) | (13,8%) | (36,0%) | (6,6%) | (25,1%)
mit 0 1612 | 14846 | 5096 | 20629 0

0 (5,1%) | (46,6%) | (7.8%) | (31,6%)

| Bereich | Umpolung || Ntump | Nrunp | NRiirrev

‘ NG,irrev ‘ NG,rev H Giite ‘

ohne 441 2513 4743 229 3885 0
halb (25%) | (154%) | (29,1%) | (0,7%) | (11,6%)
mit 0 456 6535 360 5134 95,00
0 (2,8%) | (40,1%) | (1,1%) | (15,3%)
ohne 447 3263 12052 3690 16 029 0
ganz, (1,3%) | (102%) | (37.8%) | (5,7%) | (24,5%)
mit 0 488 15707 4428 20382 93,16
0 | (15%) | (49,3%) | (6,8%) | (31,2%)

’ Bereich ‘ Umpolung H NT unp ‘ NR,unp ‘ NRirrev

‘ NG,irrev ‘ NG,reV H Giite ‘

ohne 365 1653 6021 330 5232 0
halb (2,1%) | (10,1%) | (37,0%) | (1,0%) | (15,6 %)
mit 0 4 8196 520 7035 || 96,99
0 0,0%) | (50,3%) | (1,5%) | (20,9%)
ohne 382 2615 | 12630 | 3178 | 16071 0
ganz (11%) | (82%) | (39,6%) | (4,9%) | (24,6 %)
mit 0 76 16473 | 3831 | 20751 | 94,60
0 02%) | (5G1,7%) | (5,9%) | (31,8%)

’ Bereich ‘ Ump()lung H NT,unp ‘ NR,unp ‘ NR,irreV ‘ NG,irrev ‘ NG,rev H Giite ‘

ohne 325 | 1380 | 6477 348 5890 0
halb (1,9%) | (8,6%) | (40,6%) | (1,1%) | (18,0%)
mit 0 0 8305 544 8004 || 96,58
0 0 | (552%) | (1,7%) | (24,5%)
ohne 354 | 2474 | 12941 | 2905 | 16217 0
ganz (L1%) | (7,7%) | (405%) | (4,4%) | (248%)
mit 0 120 | 16898 | 3547 | 21132 || 94,50
0 | (04%) | (52,9%) | (54%) | (32,3%)




Bereich UmpOhlng H NT,unp ‘ NR,unp ‘ NR,irreV ‘ NG,irrev ‘ NG,reV H Giite ‘

ohne 262 1058 7788 494 7680 0
halb (1,6%) | (6.6%) | (488%) | (1,5%) | (23.5%)
mit 0 0 10377 757 10184 95,65
0 0 | (650%) | (2.3%) | (31.2%)
ohne 306 2452 13515 2480 16612 0
ganz 0,9%) | (7,7%) | (42,3%) | (3.8%) | (25,4%)
mit 0 208 17575 3059 21688 94,26
0 | (0,7%) | (550%) | (4,7%) | (33,2%)
Eindringtiefe: Az = +3,5mm
’ Bereich ‘ UmpOhlng H NT,unp ‘ NR,unp ‘ NR,irrev ‘ NG,irrev ‘ NG,rev H Giite ‘
ohne 237 991 8565 640 8778 0
halb (14%) | (6,0%) | (52,6%) | (1,9%) | (26,1%)
mit 0 8 11301 961 11496 95,12
0 (0,0%) | (69,4%) | (2,9%) | (34,2%)
ohne 294 2521 13728 2356 16 897 0
ganz (0,9%) | (7.9%) | (43,0%) | (3,6%) | (25,9%)
mit 0 244 17748 2930 22020 94,15
0 | (08%) | (55,7%) | (4,5%) | (33,7%)
Eindringtiefe: Az = +3 mm
’ Bereich ‘ UmpOhlng H NT7unp ‘ NR,unp ‘ NR,irreV ‘ NG,irrev ‘ NG,reV H Giite ‘
ohne 170 860 9731 857 10599 0
halb (1,0%) | (53%) | (59,8%) | (2,5%) | (31,5%)
mit 0 20 12541 1358 13412 94,11
0 | (01%) | (77.0%) | (4,0%) | (39,9%)
ohne 262 2780 14176 2086 17409 0
ganz (08%) | (8,7%) | (44.5%) | (3.2%) | (26,7%)
mit 0 412 18081 2758 22276 93,67
0 | (13%) | (56.8%) | (4.2%) | (34,1%)
Eindringtiefe: Az = +2mm
’ Bereich ‘ Ump()lung H NT,unp ‘ NR,unp ‘ NR,irrev ‘ NG,irrev ‘ NG,rev H Giite ‘
ohne 82 786 10929 2400 12900 0
halb 05%) | (48%) | (671%) | (7.1%) | (38,4%)
mit 0 72 13377 3715 15493 91,36
0 04%) | (821%) | (11,1%) | (46,1 %)
ohne 302 3850 14163 2900 17382 0
ganz 0,9%) | (12,1%) | (444%) | (4,4%) | (26,6%)
mit 0 1056 17278 4293 21277 91,24
0 (3,3%) | (54,2%) | (6,6%) | (32,6 %)

Eindringtiefe: Az = 0mm
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Eindringtiefe: Az = —1 mm

Eindringtiefe: Az = —2mm

Eindringtiefe: Az = —3mm
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’BereiCh UmpOhlng H NT,unp ‘ NR,unp ‘ NR,irreV ‘ NG,irreV ‘ NG,reV H Giite ‘

ohne 43 817 10993 | 3471 | 13712 0
halb 02%) | (5,0%) | (67,5%) | (10,3%) | (40,8 %)
mit 0 96 13377 | 5196 | 16117 || 89,93
0 (0,6%) | (82,1%) | (155%) | (47,9%)
ohne 357 4670 | 13667 | 3705 | 17189 0
ganz (1,1%) | (14,7%) | (429%) | (5,7%) | (26,3%)
mit 0 1632 | 16562 | 5473 | 20561 0
0 (5,1%) | (52,0%) | (8,4%) | (31,5%)

Bereich Ump()lung H NT,unp ‘ NR,unp ‘ NR,irrev ‘ NG,irreV ‘ NG,rev H Giite ‘

ohne 11 984 10753 | 5760 | 14712 0
halb (0,1%) | (6,0%) | (66,0%) | (17,1%) | (43,8%)
mit 0 216 12937 | 8122 | 16837 | 86,35
0 (1,3%) | (794%) | (242%) | (50,1%)
ohne 564 6867 | 12286 | 5760 | 16357 0
ganz (1,7%) | (21,6%) | (38,6%) | (8.8%) | (25,1%)
mit 0 3648 | 14717 | 8122 | 18936 0
0 | (11,5%) | (46,2%) | (12,4%) | (29,0%)

Bereich | Umpolung H NT unp ‘ NR,unp ‘ NR irrev ‘ NG irrev ‘ N¢ rev H Giite ‘

ohne 55 1125 | 10456 | 6910 | 15016 0
halb 03%) | (6,9%) | (64,2%) | (20,6%) | (44,7%)
mit 0 304 12475 | 9463 | 17141 || 85,23
0 (1,9%) | (76,6%) | (28,2%) | (51,0%)
ohne 704 8233 | 11453 | 6910 | 15921 0
ganz (2,1%) | (25,9%) | (35,9%) | (10,6%) | (24,4 %)
mit 0 5052 | 13610 | 9463 | 18283 0
0 | (159%) | (42,7%) | (14,5%) | (28,0 %)
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Abbildung G.2: Variation der Findringtiefe Az; maximale Giite jeweils in lila angegeben.

Variation der Elektrodengeometrie

Variation von L; (Ldnge der leitfdhigen Zentralelektrode)

] Bereich ‘ Umpolung H NT unp ‘ NR,unp ‘ NRirrev

‘ NG,irrev ‘ NG,rev H Giite ‘

ohne 600 2739 5695 226 4553 0
halb (3,5%) | (16,8%) | (35,0%) | (0,7%) | (13,5%)
mit 0 8 8028 300 7271 97,07
0 (0,0%) | (49,3%) | (0,9%) | (21,6 %)
ohne 600 4603 10091 427 8691 0
ganz (1,8%) | (14,4%) | 31,7%) | (0,7%) | (13,3%)
mit 0 776 13393 564 12394 95,03
0 (2,4%) | (42,0%) | (0,9%) | (19,0%)
L = 28,5 mm

Bereich | Umpolung H NT unp ‘ NR,unp ‘ NRirrev

| Najimev | Nagev || Giite |

ohne 561 2624 5712 236 4594 0
halb (3,2%) | (16,1%) | (35,1%) | (0,7%) | (13,7%)
mit 0 8 7972 324 7091 97,11
0 (0,0%) | (49,0%) | (1,0%) | (21,1%)
ohne 561 4216 10617 515 9555 0
ganz (L,7%) | (13,2%) | (33,3%) | (0,8%) | (14,6 %)
mit 0 600 13933 696 13243 95,38
0 (1,9%) | (43,7%) | (1,1%) | (20,3%)
L1 =29,5mm
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’ Bereich | Umpolung H NT unp ‘ NR,unp ‘ NRirrev

‘ NG,irreV ‘ NG,rev H Giite ‘

ohne 544 2495 5751 238 4662 0
halb (3.1%) | (153%) | (35,3%) | (0,7%) | (13,9%)
mit 0 4 7964 332 7007 97,25
0 0,0%) | (48,9%) | (1,0%) | (20,8%)
ohne 544 3913 11054 722 10436 0
ganz (1,6%) | (12,3%) | (34,7%) | (1,1%) | (16,0%)
mit 0 440 14421 969 14231 95,62
0 (1,4%) | (453%) | (1,5%) | (21,8%)
L1 =30,5mm
Bereich Ump()lung H NT,unp ‘ NR,unp ‘ NR,irrev ‘ NG,irrev ‘ NG,rev H Giite ‘
ohne 507 2356 5800 254 4761 0
halb (2,9%) | (14,5%) | (35,6%) | (0.8%) | (14,2%)
mit 0 4 7940 372 6947 97,14
0 0,0%) | (48,8%) | (1,1%) | (20,7%)
ohne 507 3633 11444 998 11341 0
ganz (15%) | (11.4%) | (35.9%) | (1,5%) | (17.4%)
mit 0 332 14 845 1322 15103 95,67
0 (1,0%) | (46,6%) | (2,0%) | (23,1%)
L; =31,5mm
’ Bereich ‘ Umpolung H NT7unp ‘ NR7unp ‘ NR,irreV ‘ NG,irreV ‘ NG,reV H Giite ‘
ohne 480 2247 0838 265 4819 0
halb (2,8%) | (13.8%) | (358%) | (0.8%) | (14,3%)
mit 0 4 7992 376 6931 97,14
0 | (0,0%) | (491%) | (1,1%) | (20,6%)
ohne 480 3421 11734 1291 12070 0
ganz (1,4%) | (10,7%) | (36,8%) | (2,0%) | (18,5%)
mit 0 280 15165 1627 16 027 95,57
0 0,9%) | (47.6%) | (2,5%) | (24,6 %)
L1 =325mm

Bereich | Umpolung H

NT,unp ‘ NR,unp ‘ NR,irrev

‘ NG,irrev ‘ NG,rev H Giite ‘

ohne 470 2143 5883 281 4861 0
halb (2,7%) | (13,2%) | (36,1%) | (0,8%) | (14,5%)
mit 0 4 8048 412 6831 97,14
0 (0,0%) | (49,4%) | (1,2%) | (20,3%)
ohne 470 3237 11968 1576 12765 0
ganz (1,4%) | (102%) | (37,6%) | (2,4%) | (19,6 %)
mit 0 220 15509 1988 16790 95,49
0 (0,7%) | (48,7%) | (3,0%) | (25,7%)
Li = 33,5mm
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Bereich | Umpolung H NT unp ‘ NR,unp ‘ NRirrev

| Najimev | Nagev || Giite |

ohne 425 1996 5921 286 4986 0
halb (2,5%) | (12,3%) | (36,4%) | (0,9%) | (14,8 %)
mit 0 0 8 060 428 6911 97,13
0 0 (49,5%) | (1,3%) | (20,6 %)
ohne 425 3047 12179 1937 13668 0
ganz, (1,3%) | (9,6%) | (38,2%) | (3,0%) | (20,9 %)
mit 0 172 15740 2381 17834 95,32
0 (0,5%) | (494%) | (3,6%) | (27,3%)
L1 =34,5mm

Bereich | Umpolung H NT unp ‘ NR,unp ‘ NR irrev

‘ NG,irrev ‘ NG,rev H Giite ‘

ohne 411 1890 5939 303 5040 0
halb (2,4%) | (11,6%) | (36,5%) | (0,9%) | (14,9%)
mit 0 4 8076 464 6875 97,09
0 (0,0%) | (49,6%) | (1,4%) | (20,5%)
ohne 416 2904 12336 2332 14419 0
ganz (1,2%) | (9,1%) | (38,7%) | (3,6%) | (22,1%)
mit 0 136 16079 2849 18679 || 95,12
0 (0,4%) | (50,5%) | (4,4%) | (28,6 %)
L; = 35,5mm

Bereich | Umpolung H NT unp ‘ NR,unp ‘ NRirrev

‘ NG,irreV ‘ NG,rev H Giite ‘

ohne 380 1712 5984 319 5193 0
halb (2,2%) | (10,6%) | (36,7%) | (0,9%) | (15,4%)
mit 0 4 8184 508 6 995 97,01
0 (0,0%) | (50,3%) | (1,5%) | (20,8 %)
ohne 396 2675 12560 2974 15612 0
ganz (1,2%) | (8,4%) | (39,4%) | (4,6%) | (23,9%)
mit 0 76 16410 3623 20170 94,77
0 0,2%) | (51,5%) | (5,6%) | (30,9%)
L = 36,5mm

Bereich | Umpolung H NT unp ‘ NR,unp ‘ NRirrev

| Najimev | Nagev || Giite |

ohne 365 1653 6021 330 5232 0
halb (2,1%) | (10,1%) | (37,0%) | (1,0%) | (15,6 %)
mit 0 4 8196 520 7035 96,99
0 (0,0%) | (50,3%) | (1,5%) | (20,9%)
ohne 382 2615 12630 3178 16071 0
ganz (L,1%) | (82%) | (39,6%) | (4,9%) | (24,6 %)
mit 0 76 16473 3831 20751 94,60
0 (0,2%) | (61,7%) | (5,9%) | (31,8%)
L1 =37,5mm
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’ Bereich Ump()lung H NT,unp ‘ NR7unp ‘ NR,irrev ‘ NG,irrev ‘ NG,reV H Giite ‘

ohne 350 1540 6 067 340 5 346 0
halb (2,0%) | (9,5%) | (37,3%) | (18,0%) | (15,9 %)
mit 0 4 8232 540 7219 96,92
0 (0,0%) | (50,5%) | (1,6%) | (21,5%)
ohne 381 2491 12777 3601 16825 0
ganz (1,1%) | (7,8%) | (40,1%) | (5,5%) | (25,8%)
mit 0 68 16676 4296 21 806 94,28
0 (0,2%) | (52,3%) | (6,6%) | (33,4%)
L1 =385mm

Bereich | Umpolung H NT unp ‘ NR,unp ‘ NR_irrev

‘ NG,irrev ‘ NG,reV H Giite ‘

ohne 313 1423 6097 364 5435 0
halb (1,8%) | (8,7%) | (374%) | (1,1%) | (16,2%)
mit 0 4 8308 568 7331 96,86
0 (0,0%) | (61,0%) | (1,7%) | (21,8%)
ohne 358 2374 12873 4037 17700 0
ganz (L,1%) | (7,4%) | (40,4%) | (6,2%) | (27,1 %)
mit 0 48 16 880 4792 22911 93,97
0 (0,2%) | (563,0%) | (7,3%) | (35,1 %)
L1 =395mm

Bereich ‘ Umpolung H NT unp ‘ NR,unp ‘ NRirrev

‘ NG,irrev ‘ NG,rev H Giite ‘

ohne 295 1308 6117 371 5552 0
halb (L7%) | (8%) | (37.6%) | (LL%) | (16,5%)
mit 0 4 8336 572 7451 96,82
0 (0,0%) | (61,2%) | (1,7%) | (22,2%)
ohne 360 2264 12993 4446 18532 0
ganz (1,1%) | (7,1%) | (40,8%) | (6,8%) | (28,4%)
mit 0 32 17064 5312 23910 93,67
0 (0,1%) | (563,5%) | (8,1%) | (36,6 %)
L1 =40,5mm
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Abbildung G.3: Variation der Ldnge der Zentralelektrode Li; quantitativ angegeben sind je-
weils die mazimale Giite und Gite bei Ly = 34,5 mm (lila). Mit L1 = 34,5 mm
sind alle weiteren Untersuchungen erfolgt, vgl. Geometrie Abb. 5.7).

Variation von L, — L,

Sonderfall: Zur Bestimmung des Abstandes zwischen den Austrittséffnungen der Satelitten-

elektroden und der Zentralelektrode (unisolierter Teil des Sondenkatheters) Lo — L1 wurde aus
Griinden der CAD-Umsetzung das Hilfsmafl Ly eingefiihrt (vgl. Abb. Abb. 4.5). Lx ist kein

reales MaB, sondern nur an diesem speziellen ,,abgeschnittenen CAD-Modell giiltig. Uber eine

Anderung von Lx wurde in der CAD-Software der Abstand Lo — L variiert.

Bereich | Umpolung H NT wnp ‘ NR unp ‘ NR jirrev ‘ NG irrev ‘ NG rev H Giite ‘

ohne 377 | 1486 | 7028 394 5594 0
halb (22%) | (9,1%) | (432%) | (12%) | (16,6%)
mit 0 48 9241 616 7988 || 96,30
0 | (03%) | (56,7%) | (1,8%) | (23.8%)
ohne 402 | 3119 | 12866 | 1857 | 13179 0
ganz (12%) | (9,8%) | (404%) | (2,8%) | (20,2%)
mit 0 412 | 16525 | 2380 | 17724 || 94,56
0 | (1,3%) | (51,9%) | (3.6%) | (27,2%)

Lx =13mm
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’ Bereich | Umpolung H NT unp ‘ NR,unp ‘ NRirrev

‘ NG,irreV ‘ NG,rev H Giite ‘

ohne 397 1640 6672 363 5194 0
halb 23%) | (101%) | (41,0%) | (1,1%) | (15,5%)
mit 0 32 8901 584 7515 96,59
0 (0,2%) | (54,7%) | (1,7%) | (22,4%)
ohne 413 3171 12581 1849 12979 0
ganz (1,2%) | (10,0%) | (39.5%) | (2,8%) | (19,9%)
mit 0 380 16253 2364 17535 94,71
0 (1,2%) | (51,0%) | (3,6%) | (26,9%)
Lx =14mm
Bereich Ump()lung H NT,unp ‘ NR,unp ‘ NR,irrev ‘ NG,irrev ‘ NG,rev H Giite ‘
ohne 415 1905 6322 328 5013 0
halb (24%) | 11,7%) | (38,8%) | (1,0%) | (14,9%)
mit 0 28 8580 516 7207 96,77
0 (02%) | (52,7%) | (1,5%) | (21,4%)
ohne 428 3292 12 300 1862 12970 0
ganz (1,3%) | (10,3%) | (38,6%) | (2,9%) | (19,9%)
mit 0 312 16 048 2372 17327 94,95
0 (1,0%) | (50,4%) | (3.6%) | (26,5%)
Lx =15mm
’ Bereich ‘ Umpolung H NT7unp ‘ NR7unp ‘ NR,irreV ‘ NG,irreV ‘ NG,reV H Giite ‘
ohne 429 2075 6 060 317 4909 0
halb (25%) | (12,7%) | (37.2%) | (0,9%) | (14,6%)
mit 0 12 8328 508 6911 96,98
0 0,1%) | (51,1%) | (1,5%) | (20,6%)
ohne 433 3348 12128 1893 13072 0
ganz (1,3%) | (105%) | (38,1%) | (2,9%) | (20,0%)
mit 0 260 15856 2412 17227 95,12
0 0.8%) | (49,.8%) | (3,7%) | (26,4%)

Lx =16mm

Bereich | Umpolung H

NT,unp ‘ NR,unp ‘ NR,irrev

‘ NG,irrev ‘ NG,rev H Giite ‘

ohne 439 2138 5930 301 4910 0
halb (2,5%) | (13,1%) | (36,4%) | (0,9%) | (14,6 %)
mit 0 0 8160 460 6923 | 97,10
0 0 (50,1%) | (1,4%) | (20,6 %)
ohne 440 3200 | 12086 | 1915 | 13321 0
ganz (1,3%) | (10,3%) | (37,9%) | (2,9%) | (20,4%)
mit 0 224 15788 | 2381 | 17550 || 95,20
0 0,7%) | (49,5%) | (3,6%) | (26,9%)

Lx =17mm
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Bereich | Umpolung H NT unp ‘ NR,unp ‘ NRirrev

| Najimev | Nagev || Giite |

ohne 425 1996 5921 286 4986 0
halb (25%) | (12,3%) | (36,4%) | (0,9%) | (14,8%)
mit 0 0 8060 4283 6911 || 97,13
0 0 (495%) | (1,3%) | (20,6 %)
ohne 425 3047 | 12179 | 1937 | 13668 0
ganz (13%) | (9,6%) | (38,2%) | (3,0%) | (20,9%)
mit 0 172 15740 | 2381 | 17834 | 95,32
0 (0,5%) | (49,4%) | (3,6%) | (27,3%)

Lx = 18mm

Bereich | Umpolung H NT unp ‘ NR,unp ‘ NR irrev

‘ NG,irrev ‘ NG,rev H Giite ‘

ohne 398 1768 5926 284 5128 0
halb (2,3%) | (10,9%) | (36,4%) | (0,8%) | (15,3%)
mit 0 4 7964 432 7075 97,06
0 (0,0%) | (489%) | (1,3%) | (21,0%)
ohne 398 2705 12290 1995 13989 0
ganz (1.2%) | (85%) | (38.6%) | (3,1%) | (21,4%)
mit 0 148 15816 2457 18170 95,31
0 | (05%) | (49.6%) | (3.8%) | (27.8%)

Lx =19mm

’ Bereich ‘ Ump01ung H NT7unp ‘ NR,unp ‘ NR,irreV ‘ NG,irrev ‘ NG,reV H Giite ‘

ohne 325 | 1526 | 6004 276 5323 0
halb (1,9%) | (9,4%) | (36,9%) | (0,8%) | (15,8%)
mit 0 0 7934 424 7307 | 97,02
0 0 | (490%) | (1.3%) | (21.7%)
ohne 325 | 2375 | 12449 | 2013 | 14413 0
ganz (1,0%) | (7.5%) | (39,1%) | (3,1%) | (22,1%)
mit 0 108 | 15912 | 2449 | 18654 | 95,37
0 | (03%) | (49,9%) | (3,8%) | (28,6 %)

Lx =20mm

Bereich | Umpolung H NT wnp ‘ NR unp ‘ NR jirrev ‘ NG irrev ‘ NG rev H Giite ‘

ohne 225 | 1328 | 6113 276 5605 0
halb (1,3%) | (8,2%) | (37,5%) | (0,8%) | (16,7%)
mit 0 0 8008 416 7604 | 96,94
0 0 | (492%) | (12%) | (22,6%)
ohne 225 | 2092 | 12629 | 2064 | 14882 0
ganz 0,7%) | (6,6%) | (39,6%) | (32%) | (22,8%)
mit 0 100 | 16004 | 2481 | 19155 | 95,3
0 | (03%) | (50,2%) | (3,8%) | (29,3%)

Lx =21mm
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’ Bereich UmpOIung H NT,unp ‘ NR7unp ‘ NR,irrev ‘ NG,irrev ‘ NG,reV H Giite ‘

ohne 123 1182 6253 272 5849 0
halb (0,7%) | (7,3%) | (38,4%) | (0,8%) | (17,4%)
mit 0 0 8125 384 7896 96,87
0 0 (49,9%) | (1,1%) | (23,5%)
ohne 123 1867 12861 2088 15328 0
ganz (0,4%) | (5,9%) | (404%) | (3.2%) | (23,56%)
mit 0 76 16201 2485 19723 95,28
0 (0.2%) | (50.8%) | (3,8%) | (30,2%)
Lx =22mm
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Abbildung G.4: Variation des Abstandes der Austrittséffnungen der Satellitenelektroden von
der Zentralelektrode iber das Hilfsmafl Ly ; die mazimale Giite ist jeweils an-
gegeben (lila), Elektrodengeometrie vgl. Abb. 5.7 bzw. fiir Lx Abb. 4.5)

Variation von «; (Ldnge der Satellitenelektroden)

’ Bereich ‘ Ump()lung H NT,unp ‘ NR,unp ‘ NR,irrev ‘ NG,irrev ‘ NG,reV H Giite ‘

ohne 2526 10180 1435 0 459 0
halb (14,6 %) | (62,5%) | (8,8%) 0 (1,4%)
mit 840 7680 2226 0 1133 0
(4,8%) | (472%) | (13,7%) 0 (3,4 %)
ohne 8336 23439 2258 103 1180 0
ganz (25,0%) | (73,6%) | (7.1%) | (0.2%) | (1,8%)
mit 5404 20788 3086 109 1904 0
(162%) | (65,2%) | (9,7%) | (0.2%) | (2,9%)
a1 = 50

176



Bereich UmpOhlng H NT,unp ‘ NR,unp ‘ NR,irreV ‘NG,irreV ‘ NG,reV H Gﬁte‘

ohne 1055 8010 1860 0 748 0
halb (6,1%) | (49.2%) | (11,4%) 0 (2,2%)
mit 68 5176 2810 0 1694 0
04%) | (31.8%) | (17,3%) 0 (5 %)
ohne 4036 | 20233 | 3055 228 | 2034 0
ganz (12,1%) | (635%) | (9,6%) | (0,3%) | (3,1%)
mit 1420 | 17040 | 4066 258 | 3065 0
(43%) | (535%) | (12.8%) | (0.4%) | (4,7%)

a1:7°

Bereich Umpolung H NT,unp ‘ NR,unp ‘ NR,irrev ‘ NG,irrev ‘ NG,rev H Giite ‘

ohne 348 5654 2382 0 984 0
halb (2,0%) | (34,7%) | (14,6 %) 0 (2,9%)
mit 4 2884 3423 0 2114 0
(0,0%) | (17.7%) | (21,0%) 0 (6,3%)
ohne 1594 16014 3935 413 2867 0
ganz (4,8%) | (50,3%) | (12,3%) | (0,6%) | (4,4%)
mit 4 12032 5079 455 4153 0
0,0%) | (37.8%) | (15,9%) | (0,7%) | (6,4%)
a1 = 9°

’ Bereich ‘ Umpolung H NT7unp ‘ NR,unp ‘ NR,irrev ‘ NG,irreV ‘ NG,reV H Giite ‘

ohne 43 3614 3209 0 1429 0
halb 0,2%) | (22,2%) | (19,7%) 0 (4,3%)
mit 0 1844 4515 0 2682 0
0 | (13%) | @77%) | 0 | (8,0%)
ohne 698 11208 5218 609 4029 0
ganz (2,1%) | (35.2%) | (16,4%) | (0,.9%) | (6,2%)
mit 0 7364 6739 663 59537 0
0 (231%) | (21,1%) | (1,0%) | (8,5%)
o] = 11°

Bereich | Umpolung H NT wnp ‘ NR,unp ‘ NR jirrev ‘ NG irrev ‘ NG rev H Giite ‘

ohne 49 2173 | 4257 0 2272 0

halb 0,3%) | (13,3%) | (26,1%) 0 (6,8 %)
mit 0 1200 5863 0 3639 0

0 (74%) | (36%) 0 (10,8 %)
ohne 249 6380 7050 853 5848 0

ganz 0,7%) | (21,6%) | (22,1%) | (1,3%) | (9,0%)
mit 0 3716 9103 936 7850 0

0 | (1L,7%) | (28,6%) | (1,4%) | (12,0%)

o] = 130
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’ Bereich | Umpolung H NT unp ‘ NR,unp ‘ NRirrev

‘ NG,irreV ‘ NG,rev H Giite ‘

ohne 86 1841 4771 0 2875 0
halb 05%) | 113%) | (293%) | 0 | 8.6%)
mit 0 712 6476 0 4115 94,01
0 4,4%) | 39.8%) | 0 | (12,2%)
ohne 176 5192 8201 986 7280 0
ganz 05%) | (16,3%) | (25,7%) | (1,5%) | (11,2%)
mit 0 2220 10592 1108 9510 0
0 (7.0%) | (332%) | (1,7%) | (14,6 %)
o] = 14°
Bereich Ump()lung H NT,unp ‘ NR,unp ‘ NR,irrev ‘ NG,irrev ‘ NG,rev H Giite ‘
ohne 222 1733 5222 35 3554 0
halb (1,3%) | (10,6%) | (32,1%) | (0,1%) | (10,6 %)
mit 0 340 7100 64 4795 96,00
0 (2,1%) | (43,6%) | (0,2%) | (14,3%)
ohne 251 4060 9498 1148 9198 0
ganz 0.8%) | 127%) | (29.8%) | (1.8%) | (14,1%)
mit 0 1236 12356 1284 11923 93,41
0 (3.9%) | (38,8%) | (2,0%) | (18,3%)
a1 = 15°
’ Bereich ‘ Umpolung H NT7unp ‘ NR7unp ‘ NR,irreV ‘ NG,irreV ‘ NG,reV H Giite ‘
ohne 342 1803 5620 143 4268 0
halb (2,0%) | (1L,1%) | (345%) | (04%) | (12,7%)
mit 0 80 7636 228 5731 97,17
0 | (05%) | 469%) | (0,7%) | 17,0%)
ohne 350 3358 10940 1463 11412 0
ganz (1,0%) | (10,5%) | (34,3%) | (2,2%) | (17,5%)
mit 0 508 14188 1752 14767 95,03
0 (1,6%) | (445%) | (2,7%) | (22,6%)
a1 = 16°

Bereich | Umpolung H

NT,unp ‘ NR,unp ‘ NR,irrev

‘ NG,irrev ‘ NG,rev H Giite ‘

ohne 425 1996 5921 286 4986 0
halb (2,5%) | (12,3%) | (36,4%) | (0,9%) | (14,8%)
mit 0 0 8060 428 6911 97,13
0 0 (49,5%) | (1,3%) | (20,6 %)
ohne 425 3047 12179 1937 13668 0
ganz 1,3%) | (9,6%) | (382%) | (3,0%) | (20,9%)
mit 0 172 15740 2381 17834 || 95,32
0 05%) | (494%) | (3.6%) | (27,3%)
ap = 17°
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Bereich UmpOhmg H NT,unp ‘ NR,unp ‘ NR,irreV ‘ NG,irreV ‘ NG,rev H Giite ‘

ohne 505 2230 6106 450 5647 0
halb (2,9%) | (13,7%) | (37,5%) | (1,3%) | (16,8%)
mit 0 0 8472 680 8179 96,54
0 0 (52,0%) | (2,0%) | (24,3%)
ohne 505 2923 13192 2571 15789 0
ganz (1,5%) | (92%) | (41,4%) | (3,9%) | (24,2%)
mit 0 28 17256 3233 20878 || 94,93
0 0,1%) | (54.2%) | (5,0%) | (32,0%)
o] = 18°

Bereich Ump()lung H NT,unp ‘ NR,unp ‘ NR,irrev ‘ NG,irrev ‘ NG,rev H Giite ‘

ohne 574 2453 6 300 613 6283 0
halb (3,3%) | (15,1%) | (38,7%) | (1,8%) | (18,7%)
mit 0 0 8940 864 9503 95,98
0 0 (54,9%) | (2,6%) | (28,3%)
ohne 574 2949 14182 3412 18 009 0
ganz (L,7%) | (93%) | (44,5%) | (5.2%) | (27,6 %)
mit 0 0 18680 4289 24002 94,09
0 0 (58,6%) | (6,6%) | (36,8%)
a1 = 19°

Bereich Ump(ﬂung H NT,unp ‘ NR,unp ‘ NR,irrev ‘ NG,irreV ‘ NG,rev H Giite ‘

ohne 676 2838 6553 944 7316 0
halb (3.9%) | (17,4%) | (402%) | (2.8%) | (21,8%)
mit 0 0 9800 1280 12240 94,80
0 0 (60,2%) | (3.8%) | (36,4%)
ohne 676 3204 15855 5612 21863 0
ganz (2%) | (10,1%) | (498%) | (8,6%) | (33,5%)
mit 0 0 21328 7001 29928 92,06
0 0 (66,9%) | (10,7%) | (45,9 %)
o] = 21°

Bereich | Umpolung H NT unp ‘ NRunp ‘ NR irrev ‘ NG irrev ‘ NG rev H Giite ‘

ohne 746 3205 6757 1226 8190 0
halb (43%) | (19,7%) | (41,5%) | (3.6%) | (24,4%)
mit 0 0 10720 1724 14712 93,68
0 0 (65,8%) | (5,1%) | (43,8%)
ohne 750 3584 17148 8121 25236 0
ganz (22%) | (11,2%) | (53,8%) | (12,4%) | (38,7%)
mit 0 0 23660 10221 35256 || 89,94
0 0 (74.2%) | (15,7%) | (54,0%)
o] = 230
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’BereiCh UmPOIUDg H NT,unp ‘ NR,unp ‘ NR,irreV ‘ NG,irreV ‘ NG,reV H Giite ‘

ohne 788 3478 6906 1436 8989 0
halb (4,5%) | (21,4%) | (424%) | (4,3%) | (26,7%)
mit 0 0 11469 2200 16 984 92,61
0 0 (70,4%) | (6,5%) | (50,5%)
ohne 792 3880 18122 10465 28 284 0
ganz, (2,4%) | (12,2%) | (56,9%) | (16,0%) | (43,3%)
mit 0 0 25381 13498 40024 87,90
0 0 (79,6 %) | (20,7%) | (61,3%)
a1 = 25°
N halb, mit Umpolun Gite N, ganz. mit Umpolung Giite
0 97,17 100 % * Git 95,32 100
100 % [etsee s 100 __T::p cetes ]
| -
0 % == R,unp :
80 % 80 80 % V' Riirrev : v 780
o = G irrev l
60 % i ¥ 60 60 % = Grev i
v L
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Abbildung G.5: Variation der Ldinge der Satellitenelektroden o ; die mazximale Giite ist jeweils

angegeben (lila), Elektrodengeometrie vgl. Abb. 5.7)

Variation von r; (Kriimmungsradius der Satellitenelektroden)

’ Bereich ‘ UmPOIUDg H NT,unp ‘ NR,unp ‘ NR,irrev ‘ NG,irrev ‘ NG,rev H Giite ‘

ohne 139 928 9739 7601 | 16433 0
halb 08%) | (5,7%) | (59,8%) | (22,6 %) | (48,9%)
mit 0 0 13057 | 9917 | 21192 | 85,52
0 0 (80,2%) | (29,5%) | (63,0%)
ohne 515 3681 | 12650 | 8698 | 22262 0
ganz (1,5%) | (11,6%) | (39,7%) | (13,3%) | (34,1%)
mit 0 120 16429 | 11113 | 28932 | 90,42
0 04%) | (51,6%) | (17,0%) | (44,3%)

r1 = 10mm
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Bereich UmpOIUHg H NT,unp ‘ NR,unp ‘ NR,irreV ‘ NG,irreV ‘ NG,rev H Giite ‘

ohne 189 1133 9223 5071 | 12282 0
halb (11%) | (7.0%) | (56,6%) | (15,1%) | (36,5%)
mit 0 0 12397 | 6552 | 16332 || 89,51
0 0 (76,1%) | (19,5%) | (48,6 %)
ohne 443 3273 | 12979 | 6322 | 19903 0
ganz (1,3%) | (10,3%) | (40,7%) | (9,7%) | (30,5%)
mit 0 116 17013 | 7968 | 26464 || 92,00
0 0,4%) | (534%) | (12,2%) | (40,5%)

r1 = 15mm

Bereich | Umpolung H NT,unp ‘ NR,unp ‘ NR,irrev ‘ NG,irrev ‘

Newer || Giite |

ohne 238 1388 8612 3399 10241 0
halb (1,4%) | (8,5%) | (52,9%) | (10,1%) | (30,5 %)
mit 0 0 11492 4456 13704 91,90
0 0 (70,6 %) | (13,3%) | (40,8%)
ohne 416 3140 13078 4902 18 589 0
ganz (1.2%) | (9.9%) | (41,0%) | (7.5%) | (28,5%)
mit 0 128 17160 6236 24 640 92,90
0 | (04%) | (53.9%) | (9,6%) | (37.8%)

r1 = 20mm

Bereich Ump(ﬂung H NT,unp ‘ NR,unp ‘ NR,irrev ‘ NG,irreV ‘ NG,rev H Giite

ohne 313 1671 7632 | 1620 | 8090 0
halb (1.8%) | (10,3%) | (46,9%) | (4,.8%) | (24,1%)
mit 0 0 10184 | 2160 | 10943 | 94,51
0 0 (62,5%) | (6,4%) | (32,6%)
ohne 382 3043 | 13015 | 3349 | 16858 0
ganz (11%) | (95%) | (40,8%) | (5,1%) | (25,8%)
mit 0 136 16944 | 4253 | 22150 | 94,02
0 0,4%) | (53,2%) | (6,5%) | (33,9%)

r1 = 30mm

Bereich | Umpolung H NT unp ‘ NR unp ‘ NR irrev ‘NG,irrev ‘ NG rev H Giite

ohne 384 1891 6528 582 6020 0
halb (22%) | 11,6%) | (40,1%) | (1,7%) | (17.9%)
mit 0 0 8804 824 8287 || 96,38
0 0 (54,1%) | (2,5%) | (24,7%)
ohne 393 3015 | 12545 | 2314 | 14749 0
ganz (12%) | (95%) | (394%) | (3,5%) | (22,6 %)
mit 0 168 16240 | 2909 | 19298 | 94,89
0 0,5%) | (51,0%) | (4,5%) | (29,6 %)

r1 = 50mm
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’ Bereich | Umpolung H NT unp ‘ NR,unp ‘ NRirrev

‘ NG,irreV ‘ NG,rev H Giite ‘

ohne 425 1996 5921 286 4986 0
halb 2,5%) | (12.3%) | (36,4%) | (0,9%) | (14.8%)
mit 0 0 8060 428 6911 97,13
0 0 (49,5%) | (1,3%) | (20,6 %)
ohne 425 3047 12179 1937 13668 0
ganz (1,3%) | (9,6%) | (382%) | (3,0%) | (20,9%)
mit 0 172 15740 2381 17834 95,32
0 05%) | (494%) | (3,6%) | (27.3%)
r1 = 70mm
Bereich Ump()lung H NT,unp ‘ NR,unp ‘ NR,irrev ‘ NG,irrev ‘ NG,rev H Giite ‘
ohne 436 2020 5804 259 4795 0
halb (2,5%) | (124%) | (35,6%) | (0.8%) | (14,3%)
mit 0 0 7932 384 6 683 97,24
0 0 (48,7%) | (1,1%) | (19,9%)
ohne 436 3067 12116 1912 13404 0
ganz (13%) | 9.6%) | 38.0%) | 2.9%) | (20.5%)
mit 0 196 15708 2353 17470 95,31
0 0,6%) | (49,3%) | (3.6%) | (26,8%)
r1 = 75mm
’ Bereich ‘ Umpolung H NT7unp ‘ NR7unp ‘ NR,irreV ‘ NG,irreV ‘ NG,reV H Giite ‘
ohne 447 2065 5711 218 4675 0
halb (2,6%) | (12,7%) | (35.1%) | (0,6%) | (13,9%)
mit 0 8 7780 332 6491 97,30
0 | (0,0%) | (47.8%) | (1,0%) | (19.3%)
ohne 447 3097 12040 1856 13281 0
ganz (1,3%) | (9,7%) | (37.8%) | (2,8%) | (20,3%)
mit 0 180 15548 2265 17326 95,42
0 0,6%) | (48,8%) | (35%) | (26,5%)

r1 = 80 mm

Bereich | Umpolung H

NT,unp ‘ NR,unp ‘ NR,irrev

‘ NG,irrev ‘ NG,rev H Giite ‘

ohne 448 2077 5631 193 4546 0
halb (2,6%) | (12,8%) | (34,6 %) | (0,6%) | (13,5%)
mit 0 8 7716 300 6303 | 97,38
0 0,0%) | (47,4%) | (0,9%) | (18,8%)
ohne 448 3104 | 11969 | 1837 | 13114 0
ganz (13%) | (9,7%) | (37,6%) | (2,8%) | (20,1%)
mit 0 192 15500 | 2261 | 17046 || 95,43
0 (0,6%) | (48,6%) | (3,5%) | (26,1%)

r1 = 85 mm
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Bereich | Umpolung H NT unp ‘ NR,unp ‘ NRirrev

| Najimev | Nagev || Giite |

ohne 458 2094 5559 178 4392 0
halb (2,6%) | (12,9%) | (34,1%) | (0,5%) | (13,1%)
mit 0 24 7608 272 6147 || 97,35
0 (0,1%) | (46,7%) | (0,8%) | (18,3%)
ohne 458 3116 | 11899 | 1788 | 12917 0
ganz (14%) | (98%) | (37,3%) | (2,7%) | (19,8%)
mit 0 216 15384 | 2172 | 16787 || 95,44
0 (0,7%) | (48,3%) | (3,3%) | (25,7%)

r1 = 90 mm

Bereich | Umpolung H NT unp ‘ NR,unp ‘ NR irrev

‘ NG,irrev ‘ NG,rev H Giite ‘

ohne 464 2095 5470 158 4272 0
halb (2,7%) | (12,9%) | (33,6%) | (0,5%) | (12,7%)
mit 0 12 7540 256 5955 97,50
0 (0,1%) | (46,3%) | (0,8%) | (17,7%)
ohne 464 3122 11827 1768 12793 0
ganz (14%) | (9.8%) | (37.1%) | (27%) | (19,6%)
mit 0 216 15 364 2168 16 551 95,47
0 | (07%) | (482%) | (33%) | (254%)

r1 = 95 mm

Bereich | Umpolung H NT unp ‘ NR,unp ‘ NRirrev

‘ NG,irreV ‘ NG,rev H Giite ‘

ohne 456 2118 5419 144 4195 0
halb (2,6%) | (13,0%) | (33,3%) | (0,4%) | (12,5%)
mit 0 28 7430 224 5867 || 97,46
0 0,2%) | (459%) | (0,7%) | (17.5%)
ohne 456 3142 | 11776 | 1729 | 12685 0
ganz (14%) | (99%) | (37,0%) | (2,6%) | (19,4%)
mit 0 228 15308 | 2096 | 16431 || 9548
0 (0,7%) | (48,0%) | (3.2%) | (25,2%)

r1 = 100 mm

Bereich | Umpolung H NT unp ‘ NR,unp ‘ NRirrev

| Najimev | Nagev || Giite |

ohne 495 2363 4408 3 2752 0
halb (2,9%) | (145%) | (27.1%) | (0,0%) | (8,2%)
mit 0 232 6184 8 3839 | 97,05
0 (14%) | (38,0%) | (0,0%) | (11,4%)
ohne 497 3488 | 10654 | 1415 | 10615 0
ganz (1,5%) | (10,0%) | (33.4%) | (22%) | (16,3%)
mit 0 536 13836 | 1612 | 13527 | 95,19
0 | (1,7%) | (434%) | 25%) | (20,7%)

r1 = 500 mm
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’ Bereich | Umpolung H NT unp ‘ NR,unp ‘ NRirrev

‘ NG,irreV ‘ NG,rev H Giite ‘

ohne 536 2473 4193 1 2483 0
halb (3,1%) | (15,2%) | (25,7%) | (0,0%) | (7,4%)
mit 0 284 5912 4 3519 96,84
0 (L,7%) | (36,3%) | (0,0%) | (10,5%)
ohne 537 3554 10507 1410 10359 0
ganz (1,6%) | (11,2%) | (33,0%) | (2,2%) | (15,9 %)
mit 0 580 13628 1605 13214 95,11
0 (1,8%) | (42,8%) | (2,5%) | (20,2%)
r1 = 5000 mm

Bereich | Umpolung H NT unp ‘ NR,unp ‘ NRirrev

‘ NG,irreV ‘ NG,rev H Giite ‘

ohne 529 2475 4177 0 2472 0
halb (3,1%) | (15,2%) | (25,6 %) 0 (7,4 %)
mit 0 284 5876 0 3535 96,84
0 (L,7%) | (36,1 %) 0 (10,5 %)
ohne 530 3563 10497 1413 10314 0
ganz (1,6 %) (11,2 %) (32,9 %) (2,2 %) (15,8 %)
mit 0 580 13620 1600 13167 95,12
0 (1,8%) | (42,7%) | (2.5%) | (20,2%)
r1 = 10000 mm
N, halb, mit Umpolung Gute N ganz, mit Umpolung Gite
o 97,50 o 95,4§
100 % It Ps 0000070100 100 % . . IS oooooodlmo
PO * Gite ! o ® I
0 * = T.unp I o |
80 % v 3 ~ Runp | | 80 80 % :80
v V' Rjirrev | | :
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60 % Y - Grey || 60 | 60% 160
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| |
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Abbildung G.6: Variation des Krimmungsradius r1 der Satellitenelektroden; die mazimale
Giite ist jeweils angegeben (lila), Elektrodengeometrie vgl. Abb. 5.7).
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Variation von r, (Ausfahrwinkel der Satellitenelektroden)

’ Bereich ‘ UmpOlung H NT,unp ‘ NR,unp ‘ NR,irrev ‘ NG,irrev ‘ NG,rev H Giite ‘

ohne 522 1080 | 10616 | 15863 | 21490 0
halb (3,0%) | (6,6%) | (652%) | (47,2%) | (63,9%)
mit 0 0 13477 | 21539 | 28374 || 74,71
0 0 (82,8%) | (64,1%) | (84,4 %)
ohne 996 3673 | 13344 | 16901 | 29070 0
ganz (3.0%) | (11,5%) | (41,9%) | (25,9%) | (44,5%)
mit 0 0 16641 | 22703 | 39074 || 84,79
0 0 (52,2%) | (34,8%) | (59,9%)

ro = 10 mm

Bereich UmpOlung H NT,unp ‘ NR,unp ‘ NR,irrev ‘ NG,irrev ‘ NG,rev H Giite ‘

ohne 221 943 11117 | 10893 | 17006 0
halb (1,3%) | (5.8%) | (68,3%) | (32,4%) | (50,6 %)
mit 0 0 14473 | 14526 | 22963 | 81,48
0 0 (88,9%) | (43,2%) | (68,3%)
ohne 692 3182 | 14739 | 12188 | 26193 0
ganz (2,1%) | (10,0%) | (46,3%) | (18,7%) | (40,1 %)
mit 0 0 18929 | 16034 | 35527 | 87,82
0 0 (59,4%) | (24,6%) | (54,4%)

ro = 12mm

Bereich UmpOhlng H NT,unp ‘ NR,unp ‘ NR,irrev ‘ NG,irrev ‘ NG,rev H Giite ‘

ohne 174 | 1412 | 10529 | 4679 | 12977 0
halb (1,0%) | (8,7%) | (64,7%) | (13,9%) | (38,6 %)
mit 0 0 13845 | 6164 | 17624 || 89,32
0 0 | (85,0%) | (18,3%) | (52,4 %)
ohne 442 | 2887 | 15554 | 6608 | 22723 0
ganz (1,3%) | (9,1%) | (488%) | (10,1%) | (34,8%)
mit 0 20 20277 | 8556 | 30396 || 91,37
0 | (0,1%) | (63,6%) | (13,1%) | (46,6 %)

r9 = 15 mm

Bereich | Umpolung H NT unp ‘ NR unp ‘ NR irrev ‘ NG irrev ‘ NG rev H Giite ‘

ohne 332 1710 8247 | 1251 | 8823 0
halb (1,9%) | (10,5%) | (50,6%) | (3,7%) | (26,2%)
mit 0 0 11013 | 1744 | 12068 || 94,44
0 0 (67.6%) | (52%) | (35,9%)
ohne 376 2781 | 14260 | 3156 | 18223 0
ganz, (1,1%) | (8,7%) | (44,7%) | (4,8%) | (27,9%)
mit 0 88 18497 | 4041 | 24047 || 93,91
0 0,3%) | (58,0%) | (62%) | (36,8%)

ro = 18 mm
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’ Bereich | Umpolung H NT unp ‘ NR,unp ‘ NRirrev

‘ NG,irreV ‘ NG,rev H Giite ‘

ohne 379 1786 7356 700 7269 0
halb 22%) | (11,0%) | (452%) | (21%) | (21,6%)
mit 0 0 9908 1020 10083 95,63
0 0 (60,8%) | (3,0%) | (30,0%)
ohne 390 2812 13553 2501 16410 0
ganz (1,2%) | (8,8%) | (425%) | (3.8%) | (25,1%)
mit 0 120 17556 3173 21694 94,91
0 04%) | (551%) | (4.9%) | (33.2%)
ro = 19 mm
Bereich Ump()lung H NT,unp ‘ NR,unp ‘ NR,irrev ‘ NG,irrev ‘ NG,rev H Giite ‘
ohne 428 1927 6441 355 5714 0
halb (2,5%) | (11,8%) | (39,6%) | (1,1%) | (17,0%)
mit 0 0 8768 564 7951 96,68
0 0 (563,8%) | (1,7%) | (23,7%)
ohne 429 2922 12758 2044 14553 0
ganz (1,3%) | (9.2%) | (40,0%) | (31%) | (22,3%)
mit 0 128 16 560 2605 19014 95,17
0 04%) | (52,0%) | (4,0%) | (29,1%)
ro = 20 mm
’ Bereich ‘ Umpolung H NT7unp ‘ NR7unp ‘ NR,irreV ‘ NG,irreV ‘ NG,reV H Giite ‘
ohne 464 2095 5470 158 4272 0
halb 2,7%) | (12,9%) | (33,6%) | (05%) | (12,7%)
mit 0 12 7540 256 5955 97,50
0 | (01%) | 463%) | (08%) | 17,7%)
ohne 464 3122 11827 1768 12793 0
ganz (1,4%) | (9.8%) | (37.1%) | (2,7%) | (19,6 %)
mit 0 216 15364 2168 16 551 95,47
0 0,7%) | (482%) | (3.3%) | (25,4%)

ro = 21 mm

Bereich | Umpolung H

NT,unp ‘ NR,unp ‘ NR,irrev

‘ NG,irrev ‘ NG,rev H Giite ‘

ohne 465 2371 4551 61 3059 0
halb (2,7%) | (14,6%) | (27.9%) | (02%) | (9,1%)
mit 0 248 6336 104 4179 || 96,77
0 (1,5%) | (38,9%) | (0,3%) | (12,4%)
ohne 465 3477 | 10827 | 1535 | 11146 0
ganz (1,4%) | (10,9%) | (34,0%) | (24%) | (17,1%)
mit 0 512 14032 | 1817 | 14206 | 95,08
0 (1,6%) | (44,0%) | (28%) | (21,8%)

ro = 22 mm
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Bereich UmpOhmg H NT,unp ‘ NR,unp ‘ NR,irreV ‘ NG,irreV ‘ NG,rev H Giite ‘

ohne 475 2330 3710 3 2127 0
halb (2,7%) | (17,7%) | (22.8%) | (0,0%) | (6,3%)
mit 0 692 5239 12 2839 || 94,58
0 (4,2%) | (32,2%) | (0,0%) | (8,4%)
ohne 475 4100 9839 | 1384 | 9729 0
ganz (14%) | (12,9%) | (30,9%) | (2,1%) | (14,9%)
mit 0 1068 | 12715 | 1609 | 12218 | 93,76
0 (34%) | (39,9%) | (2,5%) | (18,7%)

ro = 23 mm

Bereich UmpOhlng H NT,unp ‘ NR,unp ‘ NR,irrev ‘ NG,irrev ‘ NG,rev H Giite ‘

ohne 444 4120 2281 0 898 0

halb (2,6%) | (25,3%) | (14,0 %) 0 (2,7%)
mit 0 2228 3363 0 1254 0

0 (13,7%) | (20,7 %) 0 (3,7%)
ohne 445 5621 7946 1342 7505 0

ganz (1,3%) | (17.6%) | (24.9%) | (2.1%) | (11,5%)
mit 0 2880 10267 1501 9381 0

0 | (90%) | 322%) | (2,3%) | (144%)

ro = 25 mm

’ Bereich ‘ Umpolung H NT7unp ‘ NR,unp ‘ NR,irrev ‘ NG,irreV ‘ NG,reV H Giite ‘

ohne 238 7769 430 0 68 0
halb (14%) | @7,7%) | 26%) | 0 | (02%)
mit 0 6400 706 0 129 0
0 (39,3%) | (4,3%) 0 (0,4 %)
ohne 247 10374 4829 1248 4721 0
ganz 0,7%) | (32,6%) | (152%) | (1.9%) | (7.2%)
mit 0 8124 5958 1381 5676 0
0 | (255%) | (18,7%) | (21%) | (8,7%)
ro = 30 mm
Bereich Ump()lung H NT,unp ‘ NR,unp ‘ NR,irrev ‘ NG,irrev NG,rev H Giite ‘
ohne 2279 15284 23 0 0 0
halb (132%) | (93.9%) | (0,1%) 0 0
mit 1388 14184 32 0 0 0
(8,0%) | (87,1%) | (0,2%) 0 0
ohne 2672 23595 2510 989 2953 0
ganz (8,0%) | (74,0%) | (7.9%) | (1,5%) | (4,5%)
mit 1556 21156 2744 1064 3155 0
47%) | (664%) | (8,6%) | (1,6%) | (4.8%)

ro = 50 mm
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’ Bereich Ump()lung H NT7unp ‘ NR,unp ‘ NR,irreV NG,irreV NG,reV H Giite ‘
ohne 8195 16178 0 0 0 0
halb (47.3%) | (99,3%) 0 0 0
mit 6536 16176 0 0 0 0
(37,7%) | (99,3 %) 0 0 0
ohne 11686 27950 1714 533 1710 0
ganz (350%) | (87,7%) | (54%) | (0.8%) | (2,6%)
mit 8708 27536 1836 559 1795 0
(26,1%) | (86,4%) | (5,8%) | (0,9%) | (2,8%)
ro = 100 mm
» halb, mit Umpolun Gute, N ganz, mit Umpolung Giite
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Abbildung G.7: Variation des Ausfahrwinkels ro der Satellitenelektroden; die mazimale Giite
ist jeweils angegeben (lila), Elektrodengeometrie s. Abb. 5.7)
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H Vertiefende Informationen zur
Elektroporatorentwicklung in Kap. 6

Funktionsweise der EKG-Synchronisation

Bei einem entsprechenden Signal beginnt der Arduino mit der Messung der Spannung am
Sensor in regelméfigen Abstéinden. Dazu wird das Interruptsystem des Mikrocontrollers ver-
wendet. Die Zeitabstinde ergeben sich aus der Abtastfrequenz, welche iiber das Benutzerinter-
face der GUI eingestellt wird. Die Messungen des EKG-Sensors werden mit einem Zeitstempel
(timestamp) versehen, der aus der Clock des Mikrocontrollers gebildet wird und eine Auflsung
von 4 ps hat. Der Vergleich der Zeitstempel einer Messreihe zeigt, dass die Abweichung von be-
absichtigter und tatsdchlicher Messzeit im Bereich von Mikrosekunden liegt, vgl. Tabelle H.1.
Bei der iiblichen Abtastfrequenz von fs = 250 Hz mit Zeitabsténden von t; = m = 4ms
kann die Abtastung als konstant betrachtet werden.

Nach Digitalisierung wird der Spannungswert mit Zeitstempel in einen FIFO (first in - first
out) geschrieben. Der Arduino priift fortlaufend, ob ein Wert im FIFO vorhanden ist und sen-
det diesen ggf. an das Linux-System. Dort wird ein Algorithmus ausgefiihrt der ermittelt, ob
getriggert werden soll (positiv: Startbenachrichtigung wird an den Arduino gesendet; negativ:
warten). Empfingt der Arduino eine Startbenachrichtigung zum Triggern, wird der Interrupt-
timer deaktiviert und die Pulse nacheinander auf die verschiedenen Ausgabepins abgegeben.
Die Pulsparameter wird durch die Benutzerschnittstelle festgelegt und vor Beginn der Signal-
aufnahme an den Arduino gesendet. Abbildung H.2 zeigt eine Messung der Ausgabesignale:
Es wurden neun Pulse auf drei Ausgangspins mit einer Impulsbreite und -abstand von 100 s
ausgegeben. Es ist zu sehen, dass die Lénge der abgegebenen Pulse mit einer Genauigkeit von
0.1 ps der geforderten Lénge entspricht. Die Anforderung einer Pulsabgabe im Mikrosekun-
denbereich ist damit erfiillt. Zu beachten ist, dass etwa 2 —4 ps fiir einen Zusatandswechsel
des digitalen Ausgangs benotigt werden, vgl. Abbildung H.3.

Dauert die Abgabe der Pulse ldnger als 1/fs, gehen auf Grund der Deaktivierung des In-
terrupttimers Werte verloren. Der Verlust einzelner Abtastwerte durch diese voriibergehende
Deaktivierung kann akzeptiert werden, da alle Filter und Algorithmen mit Abtastwerten ar-
beiten, deren Anzahl unter der von einem RR-Intervall liegt. Zudem werden alle RR-Intervalle
mit dem Zeitstempel errechnet.

Der Startzeitpunkt und die Dauer der Triggerabgabe (Beginn des ersten bis Ende des letzten
Pulses) wird gemessen und als Bestétigung (acknowledge) an das Linux-System gesendet. So

kann der genaue Zeitpunkt der Triggerungen im EKG-Verlauf angezeigt und evaluiert werden.
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Abtastwert 1 2 3 4 5 6
Zeitstempel/ms  7900,010 7904,010 7908,010 7912,014 7916,010 7920,010

Tabelle H.1: Zeitstempel einer Reihe von Abtastwerten. Abtastfrequenz fs = 250 Hz.

Prozessorkommunikation

Die beiden Prozessoren des UDOO-Boards kommunizieren iiber eine serielle Schnittstelle.
Der Arduino sendet mit einem Zeitstempel versehene, quantifizierte Messwerte der Analog-
Digital-Wandlung an das Linux-System auf dem Cortex-A9. Fiir die Messwerte, die mit 10 bit
quantisiert sind, werden zwei Byte verwendet. Fiir den Zeitstempel, der im Mikrosekunden-
bereich aufgenommen wird, werden vier Byte verwendet. Damit ist die Dauer einer Messung,
bis es zu einer Wiederholung der Zeitstempel kommt, auf 23? pis &~ 71 min beschrinkt.

Nach der Durchfiihrung einer Triggerung wird eine Bestétigung (acknowledge) an das Linux-
System gesendet. Diese besteht aus einem Zeitstempel des Startzeitpunkts (vier Byte) und der
Dauer der Triggerung (zwei Byte). Beide Nachrichten, die vom Arduino zum Linux-System
gesendet werden, bestehen jeweils aus sechs Byte. Das Linux-System wartet nach dem Senden
des Startsignals auf die Bestdtigung. Sie wird also zu einem fest definierten Zeitpunkt erwar-
tet. Ein Header fiir die Nachrichten ist somit nicht notwendig.

Das Linux-System hingegen sendet verschiedene Daten zu beliebigen Zeitpunkten an den Ar-
duino. Die Daten werden dabei immer in zwei Byte geschrieben. Zudem wird ein Header-Byte
hinzugefiigt. Eine Nachricht vom Linux-System an den Arduino ist somit immer drei Byte

grof3. Tabelle H.2 zeigt die verschiedenen Nachrichten mit ihren Bedeutungen.

’ Header ‘ Daten 1 ‘ Daten 2 H Bedeutung
Startet das Abgreifen der Spannungen mit

0x01 Abtastirequenz s der gegebenen Abtastfrequenz.

0x02 Dauer der Pulse in s Setzt die Dauer des Pulses auf den gege-
benen Wert.

0503 Zeit zwischen den Pulsen in s Setzt die Zeit zwischen den Pulsen auf den

gegebenen Wert.

Anzahl Anzahl Startet die Ausgabe der Triggerpulse mit

0x04 Pulse ASeAneSDINS der gegebenen Anzahl von Pulsen auf der
AP gegebenen Anzahl von Ausgangspins

Tabelle H.2: Verschiedene Nachrichten vom Linuz-System auf dem Cortex-A9 an den Arduino
mit threr Belequng und Bedeutung.
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ARDUINO LINUX

(Worker)
Liegt ein
Wert im FIFO?
Nein
Ja
¢ A 4

Sende Abtastwert 6 BVt Warte auf
zu Linux yte Abtastwert

Fuhre Algorithmus
aus

Y

Triggerung? Nein—>|

v Ja
2
Sende
Startsignal

Startsignal

empfangen? 3 Byte

Ja
v

Deaktiviere
Interrupt.

v

Fuhre Triggerung
aus

¢ A 4

Sende Bestatigung —: > Warte auf
an Linux 6 Byte Bestéatigung
v

Aktiviere
Interrupt.

Abbildung H.1: Ablaufdiagramm der EKG Aufnahme auf dem Arduino und Verarbeitung durch
den Worker auf dem Linuz-System.
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Tek R @ Acq Cornplete M Pos: 3300005 CURSOR Tek i @ 4cq Comnplete M Pos: 186005 CLURSOR
+ +

Typ Tvp
Zait
Ouelle -4 Quelle
™ CH1 CH1
‘ :
|
‘ | i
e & = A = B e e e i g i,
CH2 200y M 250 us I CHZ 200y 4 50,005
CH3 200y 11-Jun-15 13:32 CH3 200y 11-Jun=15 1331
(a) (b)

Abbildung H.2: Screenshots des Tektroniz TDS 2014B Oszilloskops: (a) Abgabe von neun Pul-
sen auf drei Ausgangspins mit einer Linge und einem Abstand von 100 ps; (b)
Messung der Pulslinge mit der Cursor-Funktion des Oszilloskops.

Tel. S @ Acq Complete M Pas: 1.032ms CURSOR Tel i @ 4cq Complete M Post 1.132ms CURS0R
+ +

Typ Typ
Leit LEit
Quelle Quelle
- BE ot
L
2 at 200008
=5 S00.0kHz
] R " el 344 ¥

Cursar 1

.................. Cursor 2
T e T R T T 115mms
) H0.0mYy
] M 250,05 CH: 2008 M 250us
CH3 200y 11=Jun=15 1340 CH3 200y 11=Jun—15 1342
(a) (b)

Abbildung H.3: Screenshots des Tektroniz TDS 2014B Oszilloskop: Messung der Dauer der
steigenden (a) und fallenden (b) Flanken des Ausgangssignals.
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Experiment zur Ubertragungszeit

Die Signalverarbeitung soll in Echtzeit erfolgen. Die benétigte Zeit der Analog-Digital-Wandlung
und der Prozessorkommunikation iiber die serielle Verbindung muss daher beriicksichtigt wer-

den. Zur Messung dieser Zeiten wurde folgendes Experiment durchgefiihrt:

Setze Ausgangspin 1 des Arduino auf HIGH.

Lese Spannungswert auf dem Arduino (Analog-Digital-Wandlung).

Sende eine sechs Byte grofie Nachricht an den Cortex-A9.

Setzte Ausgangspin 2 vom Cortex-A9 auf HIGH, sobald die Nachricht angekommen ist.
Lese die Nachricht und sende eine drei Byte grofie Nachricht an den Arduino.

Setze unmittelbar danach den Ausgangspin 2 vom Linux-System auf LOW.

NS o N

Setze Ausgangspin 1 vom Arduino auf LOW, wenn die Nachricht angekommen und

verarbeitet ist.

Durch dieses Experiment kann die Kommunikation und die Signalaufnahme simuliert werden.
Es findet keine Signalverarbeitung statt, sondern nur die Prozessorkommunikation. Abbildung
H.4 zeigt die Messung an den beiden Ausgangspins mit einem Oszilloskop. In (a) ist die Ein-
ordnung der Messung in das Experiment zu sehen. Da die serielle Verbindung eine Pufferung
besitzt, ist die gemessene Zeit nicht konstant. Es wurde daher mit der Nachwischfunktion
des Oszilloskops gearbeitet (b). Zu sehen ist, dass die maximale Zeit der Analog-Digital-
Wandlung und der Prozessorkommunikation bei 656,0 s liegt. Auf Grund der Unsicherheiten
der Pufferung sollte mit einer Toleranz gearbeitet werden. Zur Evaluierung wird daher fiir die

Prozessorkommunikation mit ¢tpg < 1 ms gerechnet.

Tek M @ Stop 14 Pas: 400.0,us CURSOR  Telk i @ Stop 1 Pos; 400.0.us CURSOR
+ +*
Typ Tvp
Zeit]
Quelle Quelle
CH1 CH1
S S
Analog-Digital- Warten auf Empfangen
Wandlung und Nachricht der Nachricht
Versenden einer 6-Byte von Linux' von Linux
¥ @ — . St 2
—_—
Warten auf Empfangen
Nachricht von der Nachricht von Linux und
Arduino Versenden einer 3-Byte Nachricht
CH2 2.00¥ M 1005 CHz 200 1 100 us CH2 iy
g-Apr-15 1721 g-apr-15 17:20 19.35937Hz

Abbildung H.4: Screenshots des Tektroniz TDS 2014B Oszilloskops. Links: Messung der Aus-
gangspins des Arduino (oben) und Cortexr-A9 (unten), vgl. Kap. H; Rechts:
Messung der mazimalen Dauer im Cursor-Modus mit Nachwischen.
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Schaltplan Erweiterung Siemens Megacart

Mit der Schaltung aus Abbildung H.5 wurde in einem Siemens Megacart 9657578 (Schaltplan
und Signalabgriff vgl. Abb H.6) ein analoger Anschluss ergénzt, der ein fiir den AD-Konverter
des UDOO Boards optimiertes Signal von 0 bis 5V ausgibt. Gleiche Schaltung wird auch
verwendet, um den vorhandenen analogen Ausgang des Accusync 72 ECG Trigger Monitors
von 2,5V um 2,5V auf ebenfalls 0 bis 5V anzuheben.
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Abbildung H.5: Schaltplan der im Siemens Megacart (vgl. Abb. H.6) verbauten Schaltung.
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Abbildung H.6: Schaltplan Siemens Megacart, der Abgriff des EKG-Signals ist gelb hinterlegt.

196



| Zahlenwerte zur Variation des

Permittivitatsverhdtnisses in Kap. 7.2

Permittivitdt || Nounp | Nrunp | NRiirrev NG irrev NGrev | Giite |
€r, Leber,5k = 42672 0 0 22588 7373 38132 [ 90.4507
€rTumort = 43525 || (0%) | (0%) | (71.5535%) | (23.3559 %) | (120.793 %)
€r, Leber,5k = 42672 0 0 22592 7373 38132 | 90.4506
€rTumor2 = 45659 || (0%) | (0%) | (71.5661%) | (23.3559 %) | (120.793 %)
€r, Leber,sk = 42672 0 0 22532 7361 38096 | 90.4628
€rTumors = 47792 || (0%) | (0%) | (71.3761%) | (23.3179%) | (120.679 %)
€r, Leber,5k = 42672 0 0 22588 7381 38128 | 90.4482
€rTumora = 49926 || (0%) | (0%) | (71.5535%) | (23.3813%) | (120.781 %)
€r, Leber,5k = 42672 0 0 22540 7361 38096 | 90.4625
€rPumors = 52059 || (0%) | (0%) | (71.4014%) | (23.3179%) | (120.679 %)

Tabelle 1.1: Variation des Verhdltnisses der Permittivitdten von gesundem und tumordsem
Lebergewebe Lok it den Werten 1,02; 1,07; 1,12; 1,16; 1,22 [Ort15]

€r TumorX
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