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Die extrakorporale Stofiwellenlithotripsie kann
seit Beginn ihrer klinischen Anwendung im Jahre
1980 bedeutende Erfolge bei der berilihrungslosen
Nierensteinzertriimmerung vorweisen, was dazu
filhrte, dap sie mittlerweile auch filr die Behand-
lung von Gallensteinen angewendet wird. Da
offensichtlich wesentlich geringere Nebenwir-
kungen als nach Operationen auftreten, hat sich
diese Methode weltweit rasch ausgebreitet und es
ist nicht verwunderlich, wenn nunmehr auch iiber
eine Anwendungserweiterung in Richtung Tumor-
therapie spekuliert wird. Dazu mlilssen allerdings
die zelluliren Auswirkungen der Stofwellenbe-
handlung von Geweben genauer charakterisiert
werden.

Stofwellen bestehen im typischen Fall nur
aus einem einzigen Druckimpuls mit steiler An-
stiegsflanke und langsamem Abfall. Somit unter-
scheiden sie sich eindeutig von Ultraschallwellen,
die durch einen sinusformigen Verlauf aufeinan-
derfolgender Druck- und Zugperioden charakteri-
siert sind. Fiir die klinische Anwendung werden
die Stofwellen in Wasser erzeugt, was eine gute
Ankopplung an den Korper zulidfit, da menschli-
ches Gewebe eine dem Wasser vergleichbare
akustische Impedanz besitzt. Bei entsprechend
sorgfiltiger Ankopplung treten daher an der
Kérperoberfliche keine Reflexionen auf und die
Stopwellen transportieren ihre maximale Energie in
das Zielgebiet. Treffen Stopwellen auf ein Medium
mit unterschiedlicher akustischer Impedanz, dann
werden sie sowohl beim Ein- als auch beim Aus-
tritt reflektiert, was zu Zugwellen filthrt, die
besonders destruktiv wirken. Die auferhalb des
Kborpers erzeugten Stopwellen (Unterwasserfun-
kenentladung, elektromagnetischer oder piezoelek-
trischer Generator, gepulster Laser, Mikroexplo-
sion) ktnnen so in den Kérper fokussiert werden,
dap ihre maximale Energie nur in einem begrenz-
ten Fokusbereich zur Verfligung steht. Dennoch
treten Zell- und Gewebsveriinderungen nach
Stopwellenbehandlung auch auferhalb des Fokus-
bereichs auf.

Die biologische Wirkung der Stofwelle ist in
unterschiedlichem Zusammenhang beschrieben

worden: a) als Nebenwirkungen, die bei einer
Behandlung zur Steinzertriimmerung am Patienten
beobachtet werden, b) als Schiéden, die durch
Experimente mit Tieren an Zellen oder Geweben im
Fokusbereich gefunden wurden und ¢) als Schi-
den und Verinderungen an Zellen und Geweben,
die in vitro mit Stopwellen behandelt wurden.

Als Nebenwirkungen treten bei etwa 10% der
Patienten nach Stopwellenbehandlung petechiale
Hauthiimatome im Bereich des Eintritts- (7) und
des Austrittsfeldes (4) der Stofiwelle auf. Es
kann zu perirenalen Hématomen, verbunden mit
subkapsuliren Blutungen in den behandelten
Nieren kommen (7), die allerdings voll funktions-
fihig bleiben, wie Clearance-Tests gezeigt haben
(3). Selbst Behandlungen mit 3000 Stofwellen
scheinen noch vertretbar zu sein (7). Nach 4 bis
6 Wochen sind in den stofwellenbehandelten
Patienten mit Nierenfunktionstests keine Neben-
wirkungen mehr feststellbar (8).

Kishimoto und Mitarbeiter (9) haben in
physiologischen Untersuchungen 17 verschiedene
Substanzen im Blut untersucht und Blutbilder der
Patienten vor und nach der Stofiwellenbehandlung
erstelit. Leider sind ihre publizierten Daten
widerspriichlich und lassen sich nicht eindeutig in
eine Dosis- und Zeitabhiingigkeit einordnen. Folgt
man den Schluffolgerungen der Autoren, dann
erhtht sich nach der Stofwellenbehandlung das
freie Himoglobin, die Laktatdehydrogenase und
die Glutamat-Oxalacetat-Transaminase in dosisab-
héingiger Weise. Ferner war die Kreatinphos-
phokinase und der Myoglobingehalt des Blutes
einen Tag nach Stofwellenbehandlung erhoht.
Diese Ergebnisse weisen auf eine Himolyse hin,
die von den obengenannten Hématomen herrilhren
dlrfte. Ferner lassen sie den Schlup auf eine
gewisse Schiddigung von Muskelgewebe zu, was
ein direkter, stopwellenbedingter Effekt sein
kann, aber auch einen Sekundéreffekt auf Grund
von Durchblutungsstérungen nicht ausschliefit.

Neben diesen Befunden an stofwellenbehan-
delten Patienten gibt es eine Reihe von Resultaten
aus Experimenten, bei denen Organe und Gewebe
in Tieren direkt der Stofwelle ausgesetzt wurden.
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Aus diesen Versuchen mit Hunden (3, 6),
Schweinen (6), Ratten (4) und Goldhamstern (2)
lipt sich zusammenfassend sagen, daf in allen
gezielt beschossenen Organen (Niere, Galle,
Leber, Lunge) Himatome beobachtet wurden,
deren Hiufigkeit eher von der zur Erzeugung der
Stofiwelle verwendeten Spannung als von der
Anzahl der applizierten Stopfwellen abhing (6).
Diese Hiéimatome sind stets an der Oberfliche der
Organe zu finden, griopere Blutgefife weisen
keine Schidigung auf, wihrend die Endothelzell-
schicht der Kapillaren verletzt wurde, was
manchmal zu Kapillarverschlilssen filhrte (2). Da
Veridinderungen eher in kleinen Gefifen oder im
Interstitium als im festen Gewebe beobachtet
wurden, wird vermutet, daf Kavitationen flr
diese Wirkung verantwortlich sein ktnnten (2).

Es fehlt auch nicht an Versuchen, die Stop-
wellen zur Behandlung von Tumoren einzusetzen.
Russo und Mitarbeiter (10, 11) fanden nach in-
vitro-Versuchen eine dosisabhlingige verringerte
Vitalitit und eine reduzierte Klonierungsrate von
Mammakarzinom- und Prostatatumorzellen. Berens
und Mitarbeiter (1) haben eine hthere Empfind-
lichkeit gegeniiber chemotherapeutisch wirksamen
Substanzen bei 3 menschlichen Karzinomazellinien
beobachtet.

Diese Ergebnisse scheinen im Widerspruch zu
den Resultaten der oben angegebenen in-vivo-Ex-
perimente zu stehen, sind aber durch die unter-
schiedlichen Versuchsbedingungen zu erkldren.
Von beiden Arbeitsgruppen wurden die Zellen als
Einzelzell-Suspension im Fokusbereich der Stop-
welle behandelt, was nicht mit den Behandlungen
im Tier zu vergleichen ist. Wir haben uns eben-
falls mit den biologischen und physiologischen
Wirkungen der Stofwellen befafit, wobei wir
besonders darauf geachtet haben, primire Wir-
kungen von sekunddren Effekten abzugrenzen.
Dabei wurden Zellen der Maus Leuk#mie Linie
L1210 als Einzelzell-Suspension behandelt und die
epitheloiden Tumorzellen des menschlichen Gebiir-
mutterkarzinoms HeLa sowie die Brusttumorzellen
EMT6/Ro der Maus als dreidimensional organisierte
Multizell-Sphiiroide den Stofwellen ausgesetzt. Die
Zellen wurden jeweils mit Hilfe von Polyethy-
len-Pipetten in den zweiten Brennpunkt gebracht.

Zur Erzeugung von Stopwellen benutzten wir
einen Experimentallithotripter (Typ XL 1) der
Firma Dornier Medizintechnik. Dabei entlddt sich
die in einem Hochspannungskondensator gespei-
cherte Energie (18 kV, 80 nF) iiber eine Unter-
wasserfunkenstrecke (Elektrode), die im Brenn-
punkt (F1) eines Messing-Halbellipsoids lokalisiert
ist. Durch den Funkenilberschlag zwischen den
beiden Polen der Elektrode kommt es zu einer
explosionsartigen Verdampfung des umgebenden
Wassers und der kugelférmigen Ausbreitung einer
Stofiwelle. Aufgrund der geometrischen Eigen-
schaften des Halbellipsoids werden simtliche
Stopwellenfronten, die von den Ellipsoidwan-
dungen reflektiert werden, im zweiten Brennpunkt
(F2) fokussiert (siehe Fig. 1). Durch die Kreu-
zung zweier Laserstrahlen, kann F2 exakt ange-
geben werden.

Um den Einflup verschiedener Gaskonzentra-
tionen des Lithotripter-Wasserbades zu unter-
suchen, brachten wir Kunststeine (3 x 3 x 1,5
cm) aus einer Mischung von Dentalzement und
kleinen Glaskiigelchen (Dornier) in den zweiten
Brennpunkt und setzten diese 125 Stofiwellen aus.
In normalem Wasser (Sauerstoffgehalt bei 18°C
9,19 * 0,16 mg/l; n=5) konnte eine weite Vertei-
lung der Einschilsse in die Kunststeine beobachtet
werden. In teilweise entgastem Wasser, in dem
der Sauerstoffgehalt nur noch 3,86 * 0,28 mg/l
(n=5) betrug, trat ein scharfer Fokus mit einem
tiefen Krater auf. Aufbriiche des Kunststeins
waren auch auf der Austrittsseite der Stofwelle
zu sehen. Dieser erhthte Schiidigungsgrad der
Stopwellen in teilweise entgastem Wasser zeigte
sich auch an L1210-Zellsuspensionen: nach einer
Behandlung mit 125 Stopwellen waren in teilweise
entgastem Wasser weniger intakte Zellen zu
beobachten als in normalem Wasser. Filr alle
weiteren Experimente wurde die Stopwellen-
behandlung in teilweise entgastem Wasser durch-
gefilhrt.
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ELEXTRODENENTLADUNG IM
ERSTEN FOKUS F1

L

Figur 1: Versuchsaufbau im XL 1 Lithotripter.
Die Elektrode fiir die Unterwasser-Funktenent-
ladung sitzt im Fokus (Fl) eines Messing-Halb-
ellipsoids. Die reflektierten Stofwellen vereinigen
sich im zweiten Fokus (F2), wohin die Zellen in
Polyethylen-Pipetten eingebracht werden.
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Jede Elektrode zur Stofiwellenerzeugung
wurde nur zwischen der 50. und der 1500.
Zindung fiir die Experimente verwendet. Inner-
halb dieses Bereichs konnten wir bei Versuchen
mit 375 Stopwellen keine Unterschiede im Grad der
Zellschiddigung feststellen.

Zellsuspensionen der Maus-Leukiimie-Linie
1.1210, die bei 37°C in teilentgastem Wasser mit
500 Stopwellen behandelt wurden, zeigten im
Lichtmikroskop unterschiedliche Schiidigungen.
Neben unregelmiifigen Zellformen und Anderungen
des Firbeverhaltens waren Hohlrdume im Zyto-
plasma zu beobachten. Das Auftreten zahlreicher
Zelltriimmer belegte eine villige Fragmentierung
wvieler Zellen. Im Elektronenmikroskop zeigten sich
Schidden in der Feinstruktur der Mitochondrien,
Auftreibungen des endoplasmatischen Retikulums,
grofe Hohlrdume im Zytoplasma, eine hohe Elek-
tronentransparenz bei membrangeschiédigten Zellen
sowie - in unterschiedlichem Ausmafi - eine Tren-
nung des Zytoplasmas vom Zellkern. Unter ver-
gleichbaren Untersuchungsbedingungen beobachte-
ten Russo und Mitarbeiter (11) eine Schiidigung
der Mitochondrien sowie eine Zunahme an Zellfrag-
menten. Unsere histologischen Befunde korrelieren
mit Bestimmungen der Zellzahl und des physio-
logischen Zustandes stofiwellen-behandelter Zellen.

Zur Quantifizierung des Anteils geschidigter
Zellen benutzten wir den Farbstofftest mit Try-
panblau. Der Test beruht auf der Tatsache, daf
lebende Zellen Trypanblau nicht aufnehmen,
wiithrend sich bei toten oder geschidigten Zellen
sowohl das Zytoplasma als auch der Kern anfir-
ben. Die damit gewonnenen Ergebnisse zeigten
keine dosisabhingige Schiédigung. Teilweise war
bereits in den Kontrollen ein hoher Prozentsatz an
Zellen angeflirbt. Ahnliche Ergebnisse werden von
Russo und Mitarbeitern (10) berichtet. Im Gegen-
satz dazu ergaben Messungen mit einem elektroni-
schen Zellzdhlgerit (Coulter Counter) eine deut-
liche Abnahme intakter Zellen mit steigender
Stofiwellenzahl und eine LD o von 500 Stopwellen.
Die verbleibende Population geometrisch intakter
Zellen enthielt jedoch noch eine Subpopulation,
die sich mit einem anderen Testverfahren als tote
Zellen herausstellte. Dafiir wurden die Zellsus-
pensionen in Fluoresceindiacetat und Propi-
diumjodid inkubiert und die resultierende Fiirbung
mit einem Durchflupzytometer gemessen. Mit
dieser Methode konnten zwischen lebenden - Fluo-
rescein-angefirbten - und toten - Propidiumjodid-
angefirbten - Zellen unterschieden werden.

Die Ergebnisse erbrachten eine dosis-abhén-
gige Abnahme lebender Zellen. Mit einem Zahlen-
beispiel soll dies verdeutlicht werden: Nach 500
Stofwellen ergab die Coulter Counter Messung
45 % intakte Zellen. Von diesen 45 % konnten 80 %
als lebend {lber die Fluoresceindiacetatféirbung mit
dem Durchflupzytometer erkannt werden, d. h.
nur 36 % der Zellen haben die Behandlung mit 500
Stofwellen {iberlebt (siehe Fig. 2). Im Poster-
beitrag Brilmmer, Brenner, Briuner, Nesper und
Hillser sind diese Ergebnisse ausfilhrlich darge-
stellt.
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ANZAHL DER STOSSWELLEN

Figur 2: Dosis-Effekt-Kurve stofwellen-
behandelter L1210 Zellen.

® Einzelzellsuspension bei 37°C;

“®  Einzelzellsuspension bei 21°C;

¥ in Gelatine immobilisierte Zellen bei 21°C.

Eine stiirkere Anniiherung an das rdumliche
Wachstum von Zellen eines Organs ist durch den
Einsatz von Multizell-Sphiiroiden moglich. Im
dreidimensionalen Zellverband eines Multizell-
Sphiiroids zeigen die Zellen Organisationsmerkmale
und Regulationsleistungen, wie sie vom intakten
Gewebe bekannt sind. - Suspendierte Multizell-
Sphiiroide wurden beim Auftreffen der Stofwellen
stark aufgewirbelt, mit steigender Dosis triibte
sich die Suspension durch abgeschlagene Zellen.
Bereits nach Behandlung mit 100 Stopwellen
konnten in histologischen Schnitten Zellverluste in
der Huperen Zellschicht mnachgewiesen werden.
Mehr Stopwellen (250-750 Schup) fihrten zur
Schiidigung tieferer Zellschichten, zu Verlusten
groperer Zellgruppen im Randbereich des Sphi-
roids sowie zur vélligen Fragmentierung. Diese
Schiiden hingen von den morphologischen Charak-
teristika der Tumorzellen und vom Alter der
Multizell-Sphiiroide ab. Unter gleichen Bedin-
gungen traten bei Multizell-Sphiiroiden aus epi-
theloiden Tumorzellen der Linie HelLa stidrkere
Schiden auf als bei Multizell-Sphiroiden aus
fibroblastoiden Tumorzellen der Linie EMT6/Ro.
Altere Multizell-Sphiiroide mit einer Gliederung in
eine Randschicht aus vitalen Zellen und ein
Zentrum aus nekrotischen Zellen zeigten stiéirkere
Schiiden als Multizell-Sphiiroide aus vitalen Zellen.

Filr das Ausmaff der Schidigung von sus-
pendierten Multizell-Sphiiroiden war die Posi-
tionierung des Probenrthrchens von Bedeutung.
Deutlich stirkere Schiiden waren zu beobachten,
wenn der Boden des Probenrdhrchens mit den
sedimentierten Multizell-Sphiiroiden in den zweiten
Brennpunkt F2 gebracht wurde. Wihrend der
Behandlung wurden die Multizell-Sphiiroide mit
jeder einlaufenden Stofwelle aus dem Sediment
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aufgewirbelt. Eine geringere Schiidigung trat
dagegen auf, wenn die Mitte des ca. 4 cm langen
Probenrthrchens in den zweiten Brennpunkt F2
positioniert wurde und somit das Sediment ca 2 cm
unterhalb von F2 (in Richtung F1) lag. In diesem
Fall bliecb die heftige Aufwirbelung der Multi-
zell-Sphiiroide beim Einlaufen der Stofwelle aus.
Elektronenmikroskopische Untersuchungen stof-
wellen-behandelter  Multizell-Sphiiroide  ergaben
#hnliche Befunde wie sie filr Einzelzellsuspen-
sionen der Linie L1210 beschrieben wurden.
Besonders starke Zellschiddigungen und -verluste
waren in den Randschichten zu beobachten.

Dieses Aufwirbeln der Suspensionen aus
Einzelzellen oder aus Multizell-Sphiroiden zeigt,
daf sekundiire Schidigungen durch Beschleuni-
gungen und Scherkriifte nicht ausgeschlossen
werden kénnen. Wir haben daher die Zellen mit
Ficoll und Alginat immobilisiert. Beide Substanzen
erbrachten zwar eine hohe Viskositdt, doch war
stets eine Zunahme toter Zellen bereits in den
Kontrollen zu beobachten. Dieser Umstand machte
Ficoll und Alginat fiir diese Art der Immobilisie-
rung unbrauchbar. Dagegen stelle sich eine
12 %-ige Gelatinelssung in Medium als sehr vor-
teilhaft heraus: sie hat nicht nur eine &hnliche
akustische Impedanz wie tierische Gewebe, son-
dern sie ist bei 37°C fliissig und erstarrt bei
niedrigen Temperaturen. Dies erlaubt die Auf-
nahme der L1210-Zellsuspension in fliissiger
Gelatine und eine Stopwellenbehandlung bei 21°C
in verfestigter Gelatine. Durch Erwirmen auf
37°C kann die Zellsuspenson wiedergewonnen
werden und die Messungen mit dem Coulter
Counter bzw. dem Durchflupzytometer durchge-
filhrt werden. Wie Figur 2 zeigt, war nach einer
Stofwellenbehandlung immobilisierter L1210-Zellen
keine dosisabhiingige Schidigung feststellbar.
Dies zeigt deutlich, dafl andere Mechanismen als
das Durchlaufen von Stopwellen fiir den hohen
Grad der Zellschiidigung an Zellsuspensionen
verantwortlich sein miissen.

In weiteren Experimenten wurden auch die
Multizell-Sphéroide durch Einschlup in eine
2-3 %-ige Agarlosung (in physiologischer Puffer-
losung) bzw. in eine 12 %-ige Gelatinelosung (in
Kulturmedium) im Probengeféfi immobilisiert. Diese
Agar- oder Gelatinematrix verhinderte die starke
Beschleunigung, der die Multizell-Sphéroide in
Suspension beim Durchlaufen der Stofwellen
ausgesetzt waren. Unter diesen Bedingungen war
sowohl in der licht- als auch in der elektronen-
mikroskopischen Histologie auch nach Behandlung
mit 500-750 Stopwellen keine Schiddigung der
Multizell-Sphiiroide zu erkennen. Diese Befunde
sind im Posterbeitrag Brduner, Briimmer und
Hiilser ausfilhrlich dargestelit.

Unsere Ergebnisse erkliren auch, warum
Russo und Mitarbeiter (11) nach Stofwellen-Be-
handlung von Ratten mit transplantierten Prosta-
takarzinomen keine Schidigung dieser Tumorzellen
beobachteten, wihrend dieselben Zellen als Ein-
zelzellsuspensionen fragmentiert wurden.

Wir schliefen aus unseren vergleichenden
Experimenten mit suspendierten und immobilisier-
ten Einzelzellen und Multizell-Sphéiroiden, dap

Sekundiireffekte der Stofwellen fiir die Schidi-
gung suspendierter Zellen verantwortlich sind. In
Fliissigkeiten verursachen die Stopwellen Kavita-
tionen und Jetstréme, was zur heftigen Durchwir-
belung der suspendierten Zellen filhrt. Die damit
verbundenen hohen Beschleunigungen und starken
Scherkriifte lassen die Zellen aufbrechen. Die
Immobilisierung von Zellen in Agar oder Gelatine
schlieft dagegen jede Beschleunigung und damit
zusammenhiingende Sekundireffekte aus und
schafft damit Bedingungen wie sie filr Zellen im
Verband eines Gewebes oder Organs im Menschen
oder Tier anzutreffen sind. Dies erklirt auch,
warum in vivo Zellschiden nur in stark
vaskularisierten Organen oder Geweben beobachtet

wurden.
Unsere Arbeiten wurden vom BMFT und von

Dornier Medizintechnik unterstiltzt.
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