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1. Einleitung

Die extrakorporale Stol3wellentherapie wird seit Mitte der 1990 er Jahre vor allem in
Europa, Asien und USA zur Behandlung orthopadischer Krankheitsbilder angewandt
(Rompe und Wirth 2002). Das urspringlich aus der Urologie stammende Behand-
lungsverfahren (Chaussy et al. 1982) wurde zunachst in Pilotstudien fur die Therapie
von Pseudarthrosen eingesetzt, wobei man sich das osteoneogenetische Potential
der StolRwellen zunutze machte (Valchanou and Michailov 1991). Aufgrund der
berichteten klinischen Erfolge stiegen die Behandlungszahlen rapide an, obwohl zum
damaligen Zeitpunkt keine kontrollierten Studien mit standardisiertem Behandlungs-
protokoll vorlagen. Im weiteren Verlauf wurde der Einsatz der StoRwellentherapie auf
die Behandlung der Tendinosis calcarea der Schulter unter anderem mit dem Ziel der
Zertrimmerung des Kalkdepots in der Rotatorenmanschette erweitert (Gerdesmeyer
et al. 2003; Maier et al. 2000b). Schmerztherapeutische Indikationen der Sto3wellen-
therapie stellen chronische Verlaufe der Epicondylitis humeri radialis (Maier et al.
2000a; Maier et al. 2001) und der plantaren Fasziitis (Maier et al. 2000a; Maier et al.
2000c) dar.

Zusammen mit dem zunehmenden klinischen Einsatz extrakorporaler StoRwellen
wurde deren Wirkung auf biologische Gewebe von zahlreichen Arbeitsgruppen
untersucht. Vor allem die durch StoRwellen hervorgerufene Osteoneogenese (Delius
et al. 1995; lkeda et al. 1999; Maier et al. 2004) und die schmerzlindernde Wirkung
(Ohtori et al. 2001) standen im Mittelpunkt bisheriger Untersuchungen. Die genauen
molekularen Wirkmechanismen konnten nur ansatzweise geklart werden (Maier et al.
2002; Maier et al. 2003; Takahashi et al. 2003).

Uber die Wirkung von StoRwellen auf Gelenkknorpel ist nur sehr wenig bekannt
(Vaterlein et al. 2000). Gelenkknorpel liegt jedoch haufig im Behandlungsgebiet bei
der extrakorporalen Stol3wellentherapie am Patienten, wie beispielsweise bei der
Behandlung der Tendinosis calcarea am Schultergelenk (Gerdesmeyer et al. 2003;
Maier et al. 2000b). In der Literatur sind zwei Falle beschrieben, bei denen nach
extrakorporaler Stol3wellenbehandlung an der Schulter eine Nekrose des Hume-
ruskopfes auftrat (Durst et al. 2002; Liu et al. 2006). Als mogliche Mechanismen, die
dabei zur Schadigung des Humeruskopfes fuhren, wurden eine direkte Zellschadi-

gung durch stoRwelleninduzierte Kavitation (Gerdesmeyer et al. 2002) oder die



Ruptur kleiner Blutgefalle (Zhong et al. 2001) diskutiert. Diese bereits bekannten
Nebenwirkungen extrakorporaler Stolwellen kdnnten ebenfalls zu einer Traumatisie-

rung des Gelenkknorpels flhren.

Traumatische Schaden des Gelenkknorpels kdnnen degenerative Umbauvorgange
des Gelenkknorpels verursachen. In der Literatur sind verschiedene Tiermodelle
bekannt, bei denen durch chirurgische Traumatisierung des Gelenks eine Knorpel-
degeneration induziert wird. Ein solches Modell stellt das Hulftgelenk der Ratte dar
(Elliott et al. 2006), das in der vorliegenden Arbeit gewahlt wurde, um eine mdgliche
Traumatisierung des Gelenkknorpels durch StoRwellen zu untersuchen. Im Rahmen
der vorliegenden Untersuchung wurde somit die folgende Hypothese Uberpruft:

StoRwellen einer Energieflussdichte von 0,5 mJ/mm? fihren zur Veranderung
der molekularen Zusammensetzung des hyalinen Gelenkknorpels am Huftge-
lenk der Ratte.



2. Grundlagen

2.1. Gelenkknorpel und traumatische Knorpelveranderungen

2.1.1. Aufbau und Funktion des Gelenkknorpels

Synoviale Gelenke stellen ein Organsystem dar, das aus artikulierenden, mit hyali-
nem Knorpel Uberzogenen Gelenkflachen, dem angrenzenden (subchondralen)
Knochengewebe und der die Gelenkhohle umhullenden — mit Synovialmembran
ausgekleideten Kapsel — besteht. Die von der Synovialmembran gebildete Synovial-
flissigkeit besitzt neben einer mechanischen Funktion (Reibungsreduktion) auch

eine wichtige Ernahrungsfunktion fur den Gelenkknorpel (Aigner und Soder 2006).

Knorpel gehort zu den Binde- und Stutzgeweben. Es werden drei Arten von Knorpel
unterschieden: hyaliner, elastischer und Faserknorpel. Hyaliner Knorpel kommt vor
allem als Gelenkknorpel vor und zeichnet sich durch seine spezielle Struktur aus.
Diese macht ihn besonders stabil gegenlber Druck- und Scherkraften und bietet eine
reibungs- und abriebsfreie Oberflache zum optimalen Gleiten der Gelenke. Ma-
kroskopisch ist der hyaline Gelenkknorpel ein weitgehend glatter, durch die Synovial-
flussigkeit spiegelnd-glanzender, weildlich bis gelblicher Gelenktberzug (Aigner und
Soder 2006).

Gelenkknorpel besteht aus extrazellularer Matrix und zellularen Bestandteilen, den
Chondrozyten [vgl. Tabelle 2.1]. Der Anteil der Chondrozyten an der organischen
Gesamtmasse entspricht 1-10% und nimmt mit zunehmendem Alter ab. Die von den
Chondrozyten gebildete extrazellulare Matrix setzt sich zu 60-80% aus Wasser, zu
15-20% aus Kollagen (vorwiegend Typ-Il Kollagen, geringe Anteile von Typ-V, -VI,
-1X, -X, -XI Kollagen) und zu 3-10% aus Proteoglykanen (hauptsachlich Aggrecan)
zusammen (Anteile jeweils am Nassgewicht) (Poole 1986).

Die besonderen biomechanischen Eigenschaften des Gelenkknorpels entstehen
durch die komplexe Anordnung der Kollagenfibrillen und Proteoglykane. Proteogly-
kane sind Makromolekule, die aus einem Kernprotein und angelagerten Glykosami-
noglykanketten bestehen. An Glykosaminoglykanen sind im Knorpel unter anderem
Chondroitinsulfat 4-6 und Keratansulfat zu finden. Die Proteoglykane wiederum

werden Uber sogenannte Linkproteine an grof3e Hyaluronatmolekile gebunden. Die



Wasserbindungskapazitat der Proteoglykane ist fur die Sto3dampfung verantwortlich,
wahrend das Kollagennetzwerk fur die Reil¥festigkeit und damit die strukturelle
Integritat des Knorpels ursachlich ist. Neben ihrer biomechanischen Funktion ist die
Knorpelmatrix auch fur die Gewebehomoostase bedeutend, weil sie die Reaktions-
muster der Chondrozyten Uber Zell-Matrix-Wechselwirkungen wesentlich mitbe-
stimmt (Bruckner and van der Rest 1994).

Tabelle 2.1: Bestandteile der extrazellularen Matrix des hyalinen Knorpels

Komponente % des Nassgewichts
Wasser 60-80%

Kollagen Typ-II 15-20%

Aggrecan (Proteoglykan) 3-10%

Weitere Bestandteile:

- Proteoglykane (Biglycan, Decorin, Fibromodulin)

- Kollagene (Typ-V, -VI, -IX, -X, -XI)

- Link Protein zusammen < 5%
- Anchorin

- Hyaluronate

- Fibronektin

- Lipide

Der Gelenkknorpel Iasst sich in drei Zonen unterteilen [vgl. Abbildung 2.1] (Rudert
und Wirth 1998):

= Die oberflachliche Zone (10-20% der Knorpeldicke) zeichnet sich durch paral-
lel zur Oberflache angeordnete, relativ diinne Kollagenfibrillen und spindelfor-
mige Chondrozyten aus, die eine hohe Zugfestigkeit ermdglichen (Kempson et
al. 1973). Die extrazellulare Matrix in diesem Bereich besteht vor allem aus
Kollagen und nur zu einem sehr geringen Anteil aus Proteoglykanen. Die
Wasserkonzentration ist in dieser Schicht am hochsten (80%).

» Die mittlere Zone des Knorpels macht 40-60% seiner Dicke aus. Hier ist die

Konzentration an Proteoglykanen besonders hoch und die an Wasser am ge-



Grundlagen 5

ringsten (65%). Die Chondrozyten sind ovalar bis rundlich und perpendikular

zur Oberflache in Saulen angeordnet.

* In der tiefen Zone (30% der Knorpeldicke) sind die Knorpelzellen rund und
ebenfalls in Saulen angeordnet. Die Kollagenfasern sind senkrecht ausgerich-
tet und tauchen in die sogenannte , Tidemark® ein. Sie ist die Grenze zwischen

nicht-kalzifiziertem (obere drei Zonen) und kalzifiziertem Knorpel.

= Den Ubergang zum Knochen bildet die Zone des kalzifizierten Knorpels, die
zapfenformig in den Knochen hineinragt. Die metabolisch inaktiven Chondro-

zyten sind klein und rund und in die kalzifizierte Matrix eingebettet.

Zonel
Zonell
A
Zone lll , 4
@
Tidemark — m‘ @
Zone IV g :
Subchondraler
Knochen

Abbildung 2.1: Aufbau und Struktur des hyalinen Gelenkknorpels: Zone | (oberflachliche Zone),
Zone Il (mittlere Zone), Zone Il (tiefe Zone) und Zone IV (kalzifizierter Knorpel); die gestrichelten
Linien zeigen den Verlauf der Kollagenfasern, die Chondrozyten sind entlang dieser Fasern saulenar-
tig ausgerichtet (Quelle: Kneif3el 2003)



Hyaliner Knorpel enthalt keine Gefalle. Die Ernahrung erfolgt durch Diffusion von
Nahrstoffen aus der Synovialflussigkeit. Tiefere Knorpelzonen werden auch durch
Gefalie des subchondralen Raums ernahrt (Rudert und Wirth 1998).

Gelenkknorpel zahlt zu den bradytrophen Geweben und besitzt nur geringe Regene-
rationsmoglichkeiten. Begrundet ist dies in der Avaskularitdt und der Fixierung der
Chondrozyten in der extrazellularen Matrix. Die Chondrozyten haben — zumindest
beim Erwachsenen — eine sehr begrenzte Fahigkeit zur Zellproliferation. Knorpel-
schaden heilen daher in den meisten Fallen nicht unter vollstandiger Wiederherstel-

lung der anfanglichen Knorpelqualitat (Poole 2001).

2.1.2. Traumatische Knorpelveranderungen

Druck- und Zugkrafte kbnnen am hyalinen Gelenkknorpel zu traumatischen Verande-
rungen fuhren. Solche Veranderungen sind aufgrund des bradytrophen Knorpelstoff-
wechsels ein Vorlaufer arthrotischer Umbauvorgange (Carter et al. 2004). Als
Mechanismen, die dabei zur Schadigung des Knorpels fihren, kommen entweder
eine direkte Gewalteinwirkung wahrend des Traumas oder eine Veranderung der

mechanischen Belastung des Knorpels in Frage (Martin and Buckwalter 2006).

Histopathologie posttraumatischer Knorpelveranderungen

Nach Traumatisierung des Gelenkknorpels kann es im Verlauf zu einer Veranderung
der molekularen Zusammensetzung der Knorpelmatrix kommen. Das ausgewogene
Gleichgewicht zwischen Synthese und Abbau der extrazellularen Matrix wird gestort.
Der Abbau Uberwiegt die Synthese, obwohl die metabolische Aktivitat der Chondro-
zyten gesteigert ist. Anabole Faktoren wie Transforming Growth Factor-B (TGF-B),
Bone Morphogenetic Proteins (BMPs) und Insulin-like Growth Factor-1 (IGF-I)
vermitteln den gesteigerten Metabolismus der Chondrozyten. Diese Faktoren werden
sowohl von den Chondrozyten als auch von Zellen der Synovialis gebildet (Sandell
and Aigner 2001).

Die vermehrte Synthese zum Teil strukturell minderwertiger extrazellularer Matrixbe-
standteile (Kollagen Typ-II, -IV, -IX, -XI, Aggrecan) dient der Aufrechterhaltung der
knorpelspezifischen Matrix (Poole et al. 2007). Zusatzlich sind in diesem frihen
Stadium der Knorpeldestruktion Proteine nachweisbar, die in gesundem Knorpel
nicht oder nur sehr wenig vorkommen. Dazu gehoéren beispielsweise Tenascin C und
Chitinase-3-like Protein 1 (Veje et al. 2003; Lorenz et al. 2005). Es wurde bisher nicht



geklart, ob das vermehrte Vorkommen dieser Proteine durch eine bessere Erreich-
barkeit im Rahmen der Matrixdegeneration oder durch eine gesteigerte Synthese
zustande kommt. Beiden Proteinen wird eine protektive Rolle im Sinne einer Gegen-

regulation der Knorpeldestruktion zugesprochen.

Im Verlauf kommt es zudem zur Entstehung von Proliferationsnestern (sogenannte
Chondrozytencluster), die als Reaktion auf die Matrixdegeneration und somit als
lokaler Reparationsversuch verstanden werden (Horton, Jr. et al. 2005). Wachstums-
faktoren wie Insulin-like Growth Factor-1 (IGF-1) und Transforming Growth Factor
(TGF) sind wesentliche Modulatoren dieser Chondrozytenproliferation. Sie werden
von Chondrozyten freigesetzt, die durch Abbauprodukte der Matrix stimuliert werden
(Hardingham et al. 1994; Middleton and Tyler 1992).

Vor allem die Chondrozyten im Bereich der Cluster produzieren das proinflammatori-
sche Interleukin-1 (IL-1), das eine vermehrte Expression von Matrix-
Metalloproteinasen (MMPs), Aggrecanasen und anderen katabolen Genen (bei-
spielsweise Kathepsin-B) induziert (Tetlow et al. 2001). Diese Enzyme sind wesent-

lich am UbermaRigen Abbau der extrazellularen Matrix beteiligt.

Des Weiteren kommt es zu einem umschriebenen Proteoglykanverlust der extrazel-
lularen Matrix, der sich histochemisch vor allem in der oberflachlichen Zone nach-
weisen lasst (Goldring and Goldring 2007). Der Verlust an Proteoglykanen erklart
sich durch die gesteigerte Aktivitat proteolytischer Enzyme wie Matrix-
Metalloproteinasen (vor allem MMP-1, MMP-3, MMP-8, MMP-13) und Aggrecanasen
(insbesondere ADAMTS-5) (Cawston and Wilson 2006; Plaas et al. 2007). Sekundar
entsteht eine Schadigung des Kollagennetzwerks, flur dessen Abbau hauptsachlich
das Enzym Kollagenase-3 (MMP-13) verantwortlich ist (Billinghurst et al. 1997).
Kompensatorisch lasst sich in den tiefen Knorpelschichten eine erhdhte Kollagen-Ii
Syntheserate feststellen (Aigner et al. 1992). Durch diese Veranderungen nimmt die
Zugfestigkeit des Knorpels ab und es entstehen oberflachliche Aufrauungen und

Risse.

Die Folge der beschriebenen molekularen Veranderungen ist letztlich der zuneh-
mende Verlust der Knorpelsubstanz, der im Endstadium zum Freiliegen des darunter
liegenden Knochens fuhrt (Sulzbacher 2000).



Tabelle 2.2: Ubersicht Giber die posttraumatischen, histologischen Veranderungen des Knorpels

Initiales Stadium - Kleine Chondrozytencluster
- Schwellung

- Fokal Chondrozytencluster

Fruhes Stadium - Umschriebene Chondrozytennekrosen
- Aufrauung der Knorpeloberflache
- Histochemischer Proteoglykanverlust

- tangentiale und vertikale Risse der Knor-
peloberflache

- Chondrozytencluster

- Chondrozytennekrosen

- Zunehmender Proteoglykanverlust

- Duplikatur der Tidemark mit Einsprie3en
von Gefalen

Intermediares Stadium

- Verlust des Knorpels

Spates Stadium - Osteophytenbildung
- Pseudozystenbildung
- Markfibrose

Marker posttraumatischer Knorpelveranderungen

Da die molekularen Veranderungen der idiopathischen und posttraumatischen
Arthrose groBe Ahnlichkeit aufweisen, haben sich in der Arthroseforschung zahlrei-
che Tiermodelle etabliert, die durch chirurgische Traumatisierung des Gelenks eine
Arthrose induzieren (Bendele 2001). Anhand dieser Modelle konnte das veranderte
Vorkommen verschiedener Makromolekule identifiziert werden, die eine Rolle im
Rahmen posttraumatischer Knorpelveranderungen spielen. Deren Verteilungsmuster
lassen sich mittels immunhistologischer Verfahren untersuchen (Lorenz and Richter
2006).

Nach traumatischer Schadigung des Gelenkknorpels sind vermehrt Kollagenspalt-
produkte nachweisbar, die eine Denaturierung der Kollagen-Tripelhelix anzeigen
(Stoop et al. 2000). Diese Spaltprodukte kommen in gesundem Knorpel nur zu einem
sehr geringen Anteil vor (1,1% des gesamten Kollagen-Il) (Hollander et al. 1994). Die
Denaturierung des Kollagens beginnt dabei in der Nahe von Chondrozyten in der
oberflachlichen Zone des Knorpels und breitet sich im Verlauf in tiefere Schichten
aus. Hollander et al. gelang es, einen Antikérper zu entwickeln, der nur mit einem
Epitop auf der a-Kette des Kollagens (Col 2-3%2m) reagiert, wenn es in denaturiertem
Zustand vorliegt und somit ein hochspezifischer Marker der Kollagendenaturierung



ist. Aufgrund der Zerstorung des Kollagens nimmt die Zugfestigkeit des Knorpels ab
und es kann zu Einrissen und Fibrillationen der Knorpeloberflache kommen.

Tenascin C, ein extrazellulares Matrixprotein, das eine Rolle bei der Regulation der
Zelladhasion spielt, ist ein natlrlicher Bestandteil der interterritorialen und territoria-
len Matrix der oberflachlichen und mittleren Zone des menschlichen Knorpels
(Pfander et al. 2004) und der oberflachlichen Zone des Rattenknorpels (Mackie and
Ramsey 1996). Im Verlauf der idiopathischen Arthrose konnte eine Korrelation
zwischen dem Vorkommen von Tenascin C und der Schwere der Arthrose hergestellt
werden (Veje et al. 2003). Auch nach traumatischer Schadigung des Gelenkknorpels
findet im Tiermodell eine vermehrte Bildung von Tenascin C statt (Pfander et al.
1999). Da Tenascin C der Fibronektin-vermittelten Knorpelresorption entgegenwirkt
(Murphy-Ullrich et al. 1996), kdnnte die vermehrte Expression im Rahmen der
Knorpelschadigung einen Reparationsversuch im Bereich der oberflachlichen

Knorpelzone darstellen.

Ein weiteres Protein, das nach chirurgisch induzierter Traumatisierung des Gelenk-
knorpels im Tiermodell vermehrt nachweisbar ist, ist das Chitinase-3-like Protein 1
(CHI3L1; synonym: YKL40). Eine gesteigerte Expression wurde bereits nach sechs
Wochen an Hunden mit vorderer Kreuzbandtransektion gezeigt. Die Aufregulation
blieb Uber den gesamten Untersuchungszeitraum (bis 48 Wochen) bestehen (Lorenz
et al. 2005). CHI3L1 scheint Uber die Hemmung der Tumornekrosefaktor-a und
Interleukin-1 vermittelten Knorpeldegeneration eine protektive Rolle nach traumati-
scher Knorpelschadigung zu spielen (Ling and Recklies 2004). Des Weiteren gilt
CHI3L1 als proliferationsstimulierender Wachstumsfaktor fir Bindegewebe (Recklies
et al. 2002).



2.2. Grundlagen der StoRwellentherapie

2.2.1. Historische Entwicklung der StoRwellentherapie

Vor 30 Jahren entdeckten Forssmann et al. die extrakorporale Stol3wellenlithotripsie
als Mdglichkeit zur nicht-invasiven Behandlung von Patienten mit Steinerkrankungen
der Niere und ableitenden Harnwege (Forssmann et al. 1977). 1980 wurde erstmals
ein Patient mit Nierensteinen erfolgreich mit StoRwellen behandelt, ohne dabei
wesentliche Schaden am umliegenden Gewebe zu verursachen (Chaussy et al.
1980). Weitere Untersuchungen am Institut fur Chirurgische Forschung der Ludwig-
Maximilians-Universitat Manchen trugen dazu bei, die extrakorporale Stolwellen-
lithotrypsie als Standardverfahren in der Urologie einzufuhren (Eisenberger and
Chaussy 1978; Chaussy et al. 1982; Schmiedt and Chaussy 1984; Brendel 1984).

Ausgehend von den Erfahrungen bei der Behandlung von Nieren- und Harnleiterstei-
nen wurde die extrakorporale StolRwellentherapie auch als Verfahren zur Behandlung
von Steinen in der Gallenblase (Sackmann et al. 1988; Sauerbruch et al. 1986) und
dem Gallengang (Sauerbruch and Stern 1989), in der Bauchspeicheldrise (Howell et
al. 1999; Sauerbruch et al. 1987) und den Speichelgangen (Iro et al. 1998; Iro et al.
1989) eingeflnhrt.

Die Wirkung der StoRwellen auf Gewebe des Stitz- und Bewegungsapparates
wurde erstmals 1988 von Graff et al. untersucht. Die Autoren gingen der Frage nach,
inwieweit die extrakorporale Stol3wellentherapie zur Zertrimmerung von
Harnleitersteinen Auswirkungen auf das im Behandlungsbereich liegende Os ilium
hat. Zuvor war bei Patienten mit Harnleitersteinen nach StolRwellenbehandlung eine
Auftreibung des Os llium im Rontgen aufgefallen. Die Autoren konnten im Tiermodell
eine primare Osteozytenschadigung nachweisen, auf die eine Osteoblasten-
stimulation folgte (Graff et al. 1988). Aufgrund dieser Beobachtungen wurde die
Wirkung der Stol3wellen auf die Knochenheilung genauer untersucht. Verschiedene
Arbeitsgruppen  konnten eine  Beschleunigung der Frakturheilung nach
StoRwellenapplikation am Tiermodell beschreiben (Haupt et al. 1992; Johannes et al.
1994), andere hingegen beobachteten eine stoRwelleninduzierte Verzégerung der

Osteoneogenese (Augat et al. 1995; Forriol et al. 1994).

Die Einfuhrung der extrakorporalen Sto3wellentherapie in die Orthopadie erfolgte mit
Untersuchungen zur Wirkung der StoRwellen auf Knochenzement im Femurschaft



bei der Huftgelenksrevisionsarthroplastik (Weber et al. 1987; Weinstein et al. 1988;
May et al. 1990). Die Autoren postulierten eine unterstutzende Wirkung der StoRwel-
lentherapie durch Mikrofrakturierung des Knochenzements. Allerdings hat sich

dieses Verfahren nicht in der klinischen Anwendung etabliert.

Mit dem Ziel, durch extrakorporale StoRwellen sklerotische Knochenenden
aufzubrechen, Mikrofissuren zu induzieren und die Durchblutung anzuregen, fuhrten
Valchanou und Michailov 1991 erste Anwendungen extrakorporaler StoRwellen am
Menschen bei Patienten mit verzogerter Frakturheilung und Pseudarthrosen durch
(Valchanou and Michailov 1991). Sie erzielten bei 70 von 82 Patienten eine
radiologisch nachweisbare Kallusbildung mit Konsolidierung des Bruchs. Ahnliche
Ergebnisse wurden in der Folgezeit von anderen Arbeitsgruppen berichtet
(Schleberger and Senge 1992).

Neben der Behandlung der verzogerten Frakturheilung und der aseptischen Pseud-
arthrose wurden die Behandlung der Tendinosis calcarea der Schulter (Loew et al.
1995; Rompe et al. 1995), der Epicondylitis humeri radialis (Rompe et al. 1996a) und
der plantaren Fasziitis (Rompe et al. 1996b) eingeflihrt. Als neue, noch
experimentelle Indikationen gelten die Therapie der aseptischen Huftkopfnekrose
(Wang et al. 2005), der Osteochondrosis dissecans (Marx und Thiele 2003) und die

Therapie von heterotopen Ossifikationen (Brissot et al. 2005).

2.2.2. Biophysikalische Grundlagen extrakorporaler StolRwellen

Physikalische Parameter

Extrakorporale StoRwellen sind in Wasser erzeugte akustische Druckpulse mit einem
spezifischen zeitlichen und raumlichen Verlauf. Sie breiten sich dreidimensional in
Medien wie Gas, FlUssigkeit oder Festkdrpern aus. lhr Verlauf ist durch zwei Phasen
gekennzeichnet [vgl. Abbildung 2.2]: in der ersten Phase erreicht die StolRwelle Uber
einen schnellen Druckanstieg innerhalb weniger Nanosekunden (<10 ns) ihr Druck-
maximum (bis zu 100 MPa). Die anschlieRende zweite Phase zeichnet sich durch
einen Druckabfall in den negativen Bereich aus (Gerdesmeyer et al. 2002). Am Ende
der StoRwelle wird wieder der Umgebungsdruck erreicht (Folberth et al. 1992).

Insgesamt liegt die Dauer einer Stol3welle bei weniger als 10 ps.
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Abbildung 2.2: Zeitliches Druckprofil einer standardisierten StoRwelle (eigene Darstellung in

Anlehnung an Gerdesmeyer et al. 2002)

Im Folgenden werden anhand von Abbildung 2.2 die physikalischen Eigenschaften
extrakorporaler Sto3wellen dargestellt (Gerdesmeyer et al. 2002):

» Positiver Spitzendruck p.: definiert als Differenz zwischen maximalem positi-
ven Spitzendruck und Umgebungsdruck wahrend der ersten Phase der Stol3-

welle. p. erreicht Werte zwischen 5 und 100 MPa.

» Negativer Spitzendruck p.. definiert als maximaler negativer Spitzendruck

wahrend der zweiten Phase der StolRwelle. p. erreicht Werte von circa 10% p-.

» Anstiegszeit T,. definiert als Intervall, in dem der Druck von 10% p+auf 90% p-

ansteigt. T, betragt typischerweise <10 ns.

» Pulsbreite T, (synonym: full-width-half-maximum, FWHM): definiert als Zeitin-
tervall, in dem der Druck erstmals 50% p. Ubersteigt und anschlieffend (wah-
rend des exponentiellen Druckabfalls in der ersten Phase) wieder unterschrei-

tet. T\, dauert zwischen 200 ns und 500 ns.



Die Werte von p+, p., T, und T, einer StoRwelle hangen von der verwendeten

StoRwellenquelle ab.

Bei ihrer Erzeugung werden Stol3wellen auf eine Zielregion fokussiert. Innerhalb
dieser Zielregion liegt der StoRwellenfokus, der eine dreidimensionale Gestalt
annimmt. Um das Druckfeld des Stol3wellenfokus zu beschreiben, stehen drei

Moglichkeiten zur Verfugung (Ogden et al. 2001):
= Definition des Stol3wellenfokus als derjenige Raum, in dem der Druck minde-
stens 50% des positiven Spitzendrucks erreicht (-6 dB Isobare). Hierbei nimmt

der Fokus eine zigarrenahnliche Form an.

= Definition des StoRwellenfokus als der Bereich, in dem der Druck mindestens
5 MPa erreicht (5 MPa Isobare).

= Definition des StoRwellenfokus als der Raum, der sich im Umkreis von 5 mm

um den zweiten Fokuspunkt erstreckt [vgl. Abbildung 2.4a,b].

Der Fokus der in dieser Arbeit verwendeten StoRwellenquelle wurde mit einem
Hydrophon (Instrument zur Druckmessung) anhand der -6 dB Isobare gemessen. Er
hat eine raumliche Ausdehnung von 31 mm entlang der Langsachse und 3,6 mm

entlang der rotationssymmetrischen Querachse [vgl. Abbildung 2.3].

A
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Abbildung 2.3: Darstellung des -6 dB Fokus der Stol3wellenquelle Dornier XL1 (eigene Darstellung in
Anlehnung an Ogden et al. 2001)

Um die entstehende Energie bei der Stol3wellenapplikation zu quantifizieren, ver-
wendet man die Einheit Energieflussdichte (angegeben in mJ/mm?). Sie ist definiert
als derjenige Betrag der StoRwellenenergie, der Uber die gesamte Dauer der Stol3-
welle innerhalb einer Flache von 1 mm? im StoRwellenfokus gemessen werden kann
(Gerdesmeyer et al. 2002). Die Energieflussdichte wird in den meisten Studien zur

Charakterisierung der StoRwelle herangezogen.



Prinzipien der Stol3wellengenerierung

Um fokussierte, extrakorporale Stol3wellen zur klinischen Anwendung zu erzeugen,

stehen im Wesentlichen drei Methoden zur Verfugung (Krause 1997). Gemeinsam ist

allen Verfahren, dass sie die akustischen Druckpulse der Stol3welle bundeln und

fokussieren. Unterschiede bestehen im zeitlichen Druckverlauf der erzeugten Stol3-

welle und in der Geometrie der Wellenausbreitung.

Folgende Darstellung bezieht sich auf Abbildung 2.4 (Ogden et al. 2001):

Elektrohydraulisches Prinzip [vgl. Abbildung 2.4a]: Diese Methode stellt das
alteste Verfahren zur StoRwellengeneration dar. Hierbei werden unter Wasser
durch Funkenentladung einer Elektrode Plasmablasen erzeugt. Diese Fun-
kenentladung erfolgt zwischen den Spitzen zweier Elektroden durch Applikati-
on einer Hochspannung (in dieser Arbeit 15 kV). Dadurch wird das umgeben-
de Wasser komprimiert und es kommt zur Entstehung von StoRwellen. Diese
breiten sich konzentrisch aus und werden Uber eine elliptische Oberflache ge-

bundelt und fokussiert.

Elektromagnetisches Prinzip [vgl. Abbildung 2.4b]: Hierbei wird durch eine
elektromagnetische Spule ein starkes Magnetfeld erzeugt, das eine gegenu-
berliegende Metallmembran abstolt, welche ein sie umgebendes, fllissiges
Medium komprimiert. Mit Hilfe einer akustischen Linse wird die so entstande-

ne StoRwelle auf die Behandlungszone fokussiert.

Piezoelektrisches Prinzip [vgl. Abbildung 2.4c]: Bei der piezoelektrischen
StoRwellengeneration werden Piezokristalle, die auf der Innenseite einer Ku-
gelschale angeordnet sind, elektrisch entladen. Dadurch kommt es zur Aus-
dehnung der Kristalle und eine Druckwelle entsteht im umgebenden Wasser,
die sich auf dem Weg zum Zentrum der Kugelschale zur Stol3welle aufsteilt.
Die geometrische Anordnung der Kristalle ermoglicht sowohl eine sehr ge-
naue Fokussierung der StolRwelle als auch eine hohe Energieflussdichte in-

nerhalb eines definierten Fokusareals.

Far diese Arbeit wurde die StoRwellenquelle Typ XL1 der Firma Dornier (Wessling,

Deutschland) verwendet, die nach dem elektrohydraulischen Prinzip arbeitet.
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Abbildung 2.4: Schematische Darstellung der verschiedenen Prinzipien der StoRBwellenerzeugung

(eigene Darstellung in Anlehnung an Gerdesmeyer et al. 2002)

Die heute am Weitesten in der klinischen Orthopadie verbreitete StoRwellentechno-
logie stellen die sogenannten radialen StoRwellen dar. Diese werden pneumatisch
durch Beschleunigung eines Projektils erzeugt und breiten sich radial vom Applikati-
onsort an der Hautoberflache in die Tiefe des Korpers aus. Im Gegensatz zu fokus-
sierten Stol3wellen verlieren sie mit der Eindringtiefe ihre Energieflussdichte. Da fast
alle Indikationen zum Einsatz extrakorporaler Stol3wellen am Stutz- und Bewegungs-
apparat in der Nahe der Hautoberflache liegen, hat die radiale StoRwellentherapie in
den letzen Jahren deutlich an Bedeutung gewonnen und vielerorts auch die fokus-

sierte StoRwellen erzeugenden Gerate abgeldst (Cacchio et al. 2006).

Biologische Effekte extrakorporaler StoRwellen

Die biologische Wirkung extrakorporaler Stol3wellen lasst sich in zwei Anteile
gliedern (Gerdesmeyer et al. 2002; Ogden et al. 2001): die direkte Wirkung an
Grenzflachen und die indirekte Wirkung der Kavitation.

Direkte Wirkung: Eine direkte Kraftentfaltung der StoRBwellen findet am Ubergang von
Grenzflachen zweier Gewebearten mit unterschiedlicher akustischer Impedanz statt.
Die akustische Impedanz eines Mediums ist definiert als das Produkt von Dichte und
Schallgeschwindigkeit innerhalb dieses Mediums (angegeben in Ns/m3). Extrakorpo-
rale StoRwellen werden an Grenzflachen unterschiedlicher Impedanz gebrochen. Mit



der HOhe des Impedanzunterschiedes steigt der Anteil einer Stol3welle, der an der
Grenzflache zweier Medien reflektiert wird.

Tabelle 2.3: Akustische Impedanz verschiedener Stoffe

Stoff Impedanz in 10® Ns/m?
Luft 429

Fett 1380

Wasser 1480

Blut 1620

Muskel 1650 - 1740

Knochen 3200 - 7400

Durch diese Eigenschaft kann die Wirkung von StoRwellen in der Tiefe von Geweben
erzeugt werden, ohne dabei das durchlaufene Gewebe mallgeblich zu beeintrachti-
gen. Fur die StoRwellenapplikation am Stutz- und Bewegungsapparat bedeutet dies,
dass der Hauptanteil der Wirkung der StoRRwellen entweder an der Grenzflache
zwischen Weichgewebe beziehungsweise Knorpel und Knochen stattfindet, oder wie
beispielsweise bei der Tendinosis calcarea der Schulter zwischen Sehne und
Kalkdepot. Der Hauptanteil der Kraftentwicklung erfolgt jeweils im Gewebe grolierer

akustischer Impedanz, das heil3t im Knochen und im Kalkdepot.

Erganzend sei darauf hingewiesen, dass StoRwellen als weitere direkte Wirkung
durch hohe Druckamplituden und Wechselwirkung von Kompression und
Dekompression einen thermischen Effekt im Gewebe auslosen. Es kommt zu einer
sehr kurzen Temperaturerhdhung, die vermutlich keine klinische Relevanz hat
(Staudenraus 1995).

Indirekte Wirkung: Entsteht in einer Flussigkeit ein Druck, der niedriger ist als der
Umgebungsdruck, so unterliegt die Flussigkeit einer lokalen Zugbeanspruchung.
Durch diesen Zug koénnen in der Flussigkeit gasgefillte Hohlrdume entstehen.
Dieses Phanomen wird als Kavitation bezeichnet und ist in der zweiten Phase der
Stowelle zu beobachten. Es kommt zum Unterdruck und Kavitationsblasen
entstehen. Wenn sich die Druckverhaltnisse nach der StoRwellenpassage
normalisiert haben, kommt es zum Kollaps dieser Blasen. Bei diesem
asymmetrischen Kollaps entstehen so genannte Jetstreams, Flussigkeitsstrome mit

einer Geschwindigkeit von bis zu 800 m/s. Diese Jetstreams fuhren ebenfalls zur



Freisetzung kinetischer Energie an den Grenzflachen zweier Medien. Folge kann
beispielsweise die Perforation kleiner Gefale sein, die zu den haufig beobachteten

Hamatomen nach StoRwellenbehandlung flhrt.

2.2.3. Wirkung extrakorporaler StoRwellen auf biologische Gewebe

Wirkungen auf Knochen

Eine Untersuchung der Wirkung extrakorporaler StoRRwellen auf Knochen wurde
erstmals von der urologischen Arbeitsgruppe unter der Leitung von Graff in Bochum
durchgefuhrt, um herauszufinden, ob das bei der StoRwellenlithotripsie im Behand-
lungsbereich liegende Os llium durch die StoRwellenapplikation beeintrachtigt wird
(Graff et al. 1988). Dabei konnte eine primare Osteozytenschadigung und Knochen-
marknekrose nachgewiesen werden, die innerhalb von 72 Stunden in eine Osteo-

blastenstimulation Uberging.

Das osteogene Potential extrakorporaler Stol3wellen konnte in zahlreichen folgenden
Studien am Tiermodell bestatigt werden, die alle eine kortikale Knochenneubildung
nach StoRwellenapplikation zeigten (Delius et al. 1995; lkeda et al. 1999). Diese
Knochenneubildung fand dabei nicht nur im Fokusbereich der Sto3welle, sondern
auch auBlerhalb statt (Tischer et al. 2002). Maier et al. gelang es, eine Dosis-
Wirkungs-Beziehung von StolRwellen auf das Ausmall der Knochenneubildung
abzuleiten. Mit Erhohung der Energieflussdichte nahm auch das Ausmaly der

Knochenneubildung am intakten Knochen zu (Maier et al. 2004).

Der genaue molekulare Wirkungsmechanismus extrakorporaler StoRBwellen bei der
Knochenneubildung ist jedoch noch nicht geklart. Als verschiedene Maoglichkeiten
wurden das Entstehen von Mikrofrakturen (lkeda et al. 1999), eine Zunahme der
regionalen Knochendurchblutung und des Knochenstoffwechsels (Maier et al. 2002)
sowie eine erhdhte Ausschittung der Substanz P diskutiert (Maier et al. 2003). Als
periphere Wirkung des Neurotransmitters Substanz P ist unter anderem eine Osteo-
blastenstimulation nachgewiesen worden, die zu der beschriebenen Knochenneubil-
dung fuhren kénnte (Goto et al. 1998). Maier et al. zeigten, dass bei einer Energie-
flussdichte von 0,5 mJ/mm? auch eine periostale Knochenneubildung ohne kortikale

Mikrofrakturierung und Periostabhebung erfolgt (Maier et al. 2003).

Neben der Knochenneubildung konnten auch schadigende Effekte von Stol3wellen

auf Knochen gezeigt werden. Stol3wellen verursachen einen destruktiven, dosisab-



hangigen Effekt auf die Kortikalis des Kaninchenfemurs, der bis zur Fraktur reichen
kann. Ausgepragte Schaden entstanden nach Applikation von StoRwellen mit einer
Energieflussdichte von 0,6 mJ/mm? (Kaulesar Sukul et al. 1993). Aulierdem wurden
in verschiedenen Studien Periostabhebung, subperiostale Blutungen und Schadi-
gungen des Markraums nach StoRwellenapplikation am Tiermodell festgestellt
(Delius et al. 1995; lkeda et al. 1999; Maier et al. 2002).

Uber die Wirkung extrakorporaler StoRwellen auf die Wachstumsfuge liegen keine
eindeutigen Ergebnisse in der Literatur vor. Von Van Arsdalen et al. und Nassenstein
et al. konnte kein schadigender Effekt von StoRwellen auf die Epiphysenfuge des
Kaninchenfemurs dargelegt werden (Van Arsdalen et al. 1991; Nassenstein et al.
2005). Wobei Letztere StoRwellen einer niedrigen Energieflussdichte verwendeten.
Yeaman et al. konnten hingegen eine deutliche Dysplasie der Wachstumsfuge von
Ratten nach Applikation von Stol3wellen einer hohen Energieflussdichte nachweisen
(Yeaman et al. 1989).

Auch die Wirkung von Sto3wellen auf die Knochenheilung wurde untersucht. Die
Ergebnisse tierexperimenteller Untersuchungen an verschiedenen Osteotomiemodel-
len waren widerspruchlich. Einige Autoren konnten keinen Unterschied zwischen
behandelten und unbehandelten Tieren feststellen (Augat et al. 1995). Andere
berichteten von einer Verzégerung (Forriol et al. 1994), aber auch eine Beschleuni-
gung der Heilung wurde beobachtet (Haupt et al. 1992; Hsu et al. 2003). Johannes et
al. stellten im Tiermodell eine beschleunigte Pseudarthrosenheilung fest (Johannes
et al. 1994).

Eine weitere Untersuchung zur Wirkung extrakorporaler StoRwellen auf die Kno-
chenheilung fuhrten Chen et al. durch. Sie konnten zeigen, dass bei der Behandlung
eines segmentalen Defekts am Femur der Ratte eine gesteigerte Differenzierung
mesenchymaler Stammzellen in Osteoblasten und Chondrozyten nach einmaliger
Applikation von Stol3wellen der Energieflussdichte 0,26 mJ/mm? stattfand. Die
Autoren sahen in diesen Ergebnissen einen moglichen Ansatz flr die Anwendung

extrakorporaler Stol3wellen im Rahmen von Tissue Engineering (Chen et al. 2004).

Wirkungen auf Knorpel

Zum Zeitpunkt der Recherche lag nur eine Studie vor, in der die Wirkung von

StoRwellen auf Gelenkknorpel in vivo untersucht wurde. Es wurden jeweils die linken,



lateralen Femurkondylen 100 Tage alter (nicht ausgewachsener) Kaninchen mit
StoBwellen (EFD 1,2 mJ/mm?) behandelt. Diese wurden nach 0, 3, 12 und 24
Wochen makroskopisch, radiologisch und histologisch beurteilt. Die Autoren konnten

keine pathologischen Veranderungen feststellen (Vaterlein et al. 2000).

Wirkungen auf Zellkulturen

Obwohl Untersuchungen zur Wirkung extrakorporaler StoRwellen auf Zellkulturmo-
delle die physiologischen Bedingungen in vivo nur simulieren, tragen sie dazu bei,
die genaueren biochemischen Wirkmechanismen der StoRwellen aufzuklaren. In
verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass es bei der Applikation von
StoRwellen mit hoher Energieflussdichte (ab 0,31 mJ/mm?) auf Osteoblastenzellkul-
turen zu einer Zelldestruktion kommt, wahrend die Verwendung von StolRwellen einer
niedrigeren EFD zur osteoblastaren Stimulation fuhrt. Gleichzeitig konnte in diesen
Studien eine verminderte Kollagen-l Synthese nach StoRwellenbehandlung nachge-
wiesen werden (Kusnierczak et al. 2000; Martini et al. 2003a; Martini et al. 2003b).

Bei der Applikation von StoRwellen auf Knochenmarkzellen (EFD 0,16 mJ/mm?) war
ebenfalls eine erhohte osteoblastare Differenzierungsrate feststellbar, die zum einen
mit einer Aktivierung der Ras-Kaskade und folgender vermehrter Expression des
osteogenen Transkriptionsfaktors Cbfa-1 einherging (Wang et al. 2001) und zum
anderen mit einer messbar erhohten Produktion des Wachstumsfaktors TGF-31

assoziiert war (Wang et al. 2002).

Die Wirkung extrakorporaler Sto3wellen auf Chondrozyten in Zellkultur wurde in
verschiedenen Arbeiten untersucht. Dosisabhangig kam es dabei zur Zerstérung der
Chondrozyten (Murata et al. 2007; Renz and Rupp 2008). Allerdings konnte dieser
Effekt deutlich verringert werden, indem die Zellen in Alginat gebettet wurden. Nach
Applikation von StoRwellen der Energieflussdichte 0,26 mJ/mm? konnte keine
signifikante Schadigung der Chondrozyten nachgewiesen werden (Renz and Rupp
2008). Da die viskoelastischen Eigenschaften von Alginat die des Gelenkknorpels
eher wiedergeben als eine Zellsuspension, diskutierten die Autoren eine risikofreie

Anwendung von StoBwellen am Gelenkknorpel.

Murata et al. zeigten des Weiteren eine Steigerung des Gentransfers in Chondrozy-

ten nach Applikation extrakorporaler StoRwellen. Die Autoren sahen darin einen



moglichen Ansatz zur Heilung von Krankheiten des Gelenkknorpels (Murata et al.
2007).

An Pferdeknorpelpraparaten wurde eine verminderte Lebensfahigkeit, eine gesteiger-
te Membrandurchlassigkeit (Byron et al. 2005) und eine verringerte Glykosaminogly-
kansynthese (Benson et al. 2007) 48 Stunden nach StoRwellenapplikation gezeigt.
Aufgrund dieser Befunde empfahlen die Autoren eine zuruckhaltende Anwendung
extrakorporaler StolRwellen vor allem hoher Energieflussdichten im Bereich des

Gelenkknorpels.

2.2.4. Klinische Anwendung extrakorporaler StoRwellen

Trotz der zum Teil widersprichlichen Ergebnisse der Grundlagenforschung wurde
die Stolwellentherapie in das Behandlungsregime verschiedener orthopadischer
Krankheitsbilder aufgenommen. Allerdings existieren bis heute keine einheitlichen
Therapieempfehlungen und Behandlungsschemata. Im Allgemeinen werden Stol3-
wellen einer Energieflussdichte (EFD) um 0,08 mJ/mm? fiir die Behandlung der
Epicondylitis humeri radialis (Maier et al. 2000a; Maier et al. 2001) und der plantaren
Fasziitis (Maier et al. 2000a; Maier et al. 2000c) verwendet. Bei der Therapie der
Tendinosis calcarea der Schulter kommen Stol3wellen sehr unterschiedlicher EFD
zum Einsatz. Cacchio et al. verwendeten beispielsweise StoRwellen der EFD 0,1
mJ/mm? und Hsu et al. appilizierten StoRBwellen einer EFD von 0,55 mJ/mm? zur
Behandlung der Tendinosis calcarea der Schulter (Cacchio et al. 2006; Hsu et al.
2008). Aseptische Pseudarthrosen (Schoellner et al. 2002) und im Rahmen klinischer
Studien auch Huftkopfnekrosen (Wang et al. 2005) werden mit Sto3wellen ab einer
EFD von 0,3 mJ/mm? behandelt.

2.2.5. Nebenwirkungen der extrakorporalen StoRwellentherapie

Der hyaline Gelenkknorpel liegt bei der Applikation von extrakorporalen StoRwellen
haufig im Behandlungsgebiet. Insbesondere bei der Therapie der Tendinosis calca-
rea der Schulter, der Huftkopfnekrose und der aseptischen Pseudarthrose mit
extrakorporalen StoRwellen kann es zu einer ungewollten Mitbehandlung des
Gelenkknorpels kommen. Dabei kommen haufig hohe Energieflussdichten um 0,5
mJ/mm? zum Einsatz. Fur die Anwendung von StoRwellen dieser Energieflussdichte
konnten bereits deutliche Nebenwirkungen am Knochen im Tierversuch gezeigt

werden. Es kam zu Schadigungen des Periosts, der Kortikalis und des Markraums



(Delius et al. 1995; lkeda et al. 1999; Maier et al. 2002). Auch Frakturen wurden
beobachtet (Kaulesar Sukul et al. 1993). Des Weiteren kdnnen in Sehnengewebe
Nekrosen auftreten (Rompe et al. 1998). Yeaman et al. konnten dysplastische
Veranderungen der Epiphysenfuge nach Stol3wellenapplikation nachweisen
(Yeaman et al. 1989).

Da Gelenkknorpel zu den bradytrophen Geweben zahlt und daher nur uber begrenz-
te Regenerationsmoglichkeiten verfugt, ist es wichtig, die biologische Wirkung
extrakorporaler Stol3wellen am Gelenkkorpel zu kennen. Vaterlein et al. untersuchten
erstmals den Gelenkknorpel unreifer Kaninchen nach Applikaiton von Stol3wellen der
Energieflussdichte 1,2 mJ/mm? (Vaterlein et al. 2000). Die Autoren konnten keine

histologisch nachweisbaren Veranderungen des hyalinen Knorpels feststellen.

In der Zellkultur ergab sich kein signifikanter Schaden nach Applikation extrakorpora-
ler StoRwellen der Energieflussdichte 0,26 mJ/mm? an Chondrozyten, die in Alginat
eingebettet waren (Renz and Rupp 2008). Andere in vitro Untersuchungen zeigten
eine Verminderung der Glykosaminoglykansynthese nach Behandlung mit extrakor-

poralen StoRwellen (Benson et al. 2007).

Die genaue biologische Wirkung extrakorporaler Stol3wellen in vivo ist bisher nicht

bekannt und soll deshalb in der vorliegenden Arbeit weiter untersucht werden.



3. Material und Methoden

Der tierexperimentelle Teil der Arbeit wurde im Institut fur chirurgische Forschung
des Klinikums GroRhadern der Universitat Munchen durchgefihrt. Die histologischen
und immunhistologischen Auswertungen erfolgten im Labor fir Biomechanik und
experimentelle Orthopadie im Klinikum GroBhadern der Universitat Munchen. Alle
Untersuchungen erfolgten unter Beachtung der Tierschutzbestimmungen und

wurden von der Regierung Oberbayern mit Sitz in Minchen genehmigt.

3.1. Tiermodell

3.1.1. Tierhaltung

Als Versuchstiere dienten insgesamt 20 zehn bis zwolf Wochen alte, mannliche
Sprague-Dawley Ratten mit einem Gewicht zwischen 350g und 400g (Fa. Charles
River, Sulzfeld, Deutschland). Die Tiere wurden im zentralen Tierstall des Instituts fur
Chirurgische Forschung (Walter Brendel Institut) im Klinikum Grol3hadern der
Universitat Minchen gehalten (zwdlfstiindiger Rhythmus von Licht und Dunkelheit;
konstant 21°C). Alle Tiere hatten wahrend der Versuchsdauer freien Zugang zu
Trinkwasser und Trockenfutter (Alleinfuttermittel fur Ratten und Mause der Fa. Ssniff,
Soest, Deutschland). Des Weiteren wurden die Tiere jeweils zu viert in einem
separaten Kafig untergebracht. Zu jeder Zeit des Versuchs konnten sich die Tiere im

Kafig frei bewegen.

3.1.2. Gruppeneinteilung

Die Tiere wurden zufallig in drei Gruppen zu je 6 Ratten verteilt [vgl. Tabelle 3.1].

Zwei Tiere wurden als Kontrollen einer Scheinbehandlung zugefuhrt (Gruppe V).

Tabelle 3.1: Einteilung der Versuchstiere

Gruppe I Il [l v

Versuchsdauer 1 Woche 4 Wochen 10 Wochen 4 Wochen

Anzahl der Tiere 6 6 6 2




Die Gruppen | bis Il wurden mit 1500 Impulsen der StoRwellenquelle XL1 der Firma
Dornier (Wessling, Deutschland) mit der Energieflussdichte 0,5 mJ/mm? am rechten
Huftgelenk behandelt. Die Tiere der Gruppe IV wurden einer vergleichbaren Behand-

lung ohne Applikation von StoRwellen ausgesetzt.

Zusatzlich wurde bei allen Tieren einen Tag vor und einen Tag nach StoRwellenap-
plikation eine Kontaktradiografie durchgefuhrt. Bei Gruppe Ill fand eine weitere

Kontaktradiografie am Tag vor der Hiuftkopfentnahme statt.

3.1.3. Anasthesie der Versuchstiere

Sowohl zur StoRwellentherapie als auch zur Kontaktradiografie erhielten die Tiere je
nach Gewicht zur Analgosedierung ein Benzodiazepin-Opiat Mischpraparat, das

intramuskular in den Oberschenkel injiziert wurde [vgl. Tabelle 3.2].

Tabelle 3.2: Medikamente zur Narkose (KG=Koérpergewicht)

Domitor® 1 mg/ml Midazolam ratio- Fentanyl®-Janssen
Praparat i
(Fa. Pfizer) pharm® 5 mg/ml 0,05 mg/ml
Dosierung 0,15 ml’kg KG 0,4 ml/lkg KG 0,1 ml/lkg KG

Nach Durchfuhrung der jeweiligen Behandlung wurde die Narkose durch Gabe

zweier Benzodiazepin-Antagonisten subkutan beendet [vgl. Tabelle 3.3].

Tabelle 3.3: Medikamente zur Beendigung der Narkose (KG=Koérpergewicht)

. Anexate® 0,1 mg/ml Antisedan® 5 mg/ml
Praparat
(Fa. Roche) (Fa. Pfizer)
Dosierung 0,15 ml’kg KG 2 ml/kg KG

Um eine adaquate Analgesie im Anschluss an die StoRwellenbehandlung zu gewahr-
leisten, wurde jedem Tier vor Abschluss der Narkose eine einmalige Dosis Noval-

gin® subkutan verabreicht [vgl. Tabelle 3.4].
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Tabelle 3.4: Dosierung Novalgin (KG=Kdrpergewicht)

Praparat Novalgin® (Fa. Hoechst)
Dosierung pro kg KG 50-70 mg
3.1.4. Durchfihrung der Kontaktradiografie

Um knocherne Veranderungen durch die Stoldwellenbehandlung zu untersuchen,
wurde von jedem Versuchstier vor und nach Stof3wellenbehandlung eine Kontaktra-

diografie angefertigt.

Fur die Rontgenaufnahmen wurde ein Faxitron der Firma Rohde&Schwarz (Mem-
mingen, Deutschland) im anatomischen Institut der medizinischen Fakultat der
Universitat Minchen verwendet. Alle Tiere erhielten fur die Dauer der Aufnahme eine
intramuskulare Anasthesie [vgl. Kapitel 3.1.3]. Nach Wirkungseintritt der Narkose
wurden die Tiere im Faxitron so gelagert [vgl. Abbildung 3.1], dass beide Huftgelenke
im Zentrum der Rontgenstrahlen lagen. Nach Abschluss der Aufnahme (Dauer ca.

eine Minute) wurde die Narkose beendet [vgl. Kapitel 3.1.3].

Anhand der angefertigten Kontaktradiografien wurde der Abstand der beiden Huft-

kopfe zueinander jeweils vom Zentrum des Huftkopfes aus gemessen.

Abbildung 3.1: Positionierung der Tiere im Faxitron

3.1.5. Durchflihrung der StolRwelle

Die StoRwellenapplikation wurde in tiefer Analgosedierung [vgl. Kapitel 3.1.3]
durchgefuhrt. Als StoRwellenquelle diente der Experimental-Lithotrypter Typ XL1 der
Firma Dornier (Wessling, Deutschland). Nach Wirkungseintritt der Narkose wurden
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die Ratten Uber dem Fokusgebiet (rechtes Huftgelenk) rasiert. Die Lage des Huftge-
lenks wurde zunachst durch Tastbefund verifiziert und markiert. Alle Ratten wurden
mittels einer eigens angefertigten Konstruktion so im Wasserbecken der StoRwelle
befestigt, dass jeweils das rechte Huftgelenk der StoRwellenapplikation zuganglich
war und das linke Huftgelenk teilweise sowie der restliche Korper durch eine Platte
aus 4 mm dickem Polyethylen von den StoRwellen abgeschirmt war [vgl. Abbildung
3.2]. Aufgrund der GroRRe des Focus der verwendeten StoRwellenquelle von 3,6 mm
x 31 mm war eine komplette Abschirmung des linken Huftgelenks nicht mdglich.
Danach wurde das Becken mit 37°C warmem, entgastem Wasser (Sauerstoffgehalt
< 2 mg/l) gefllt, bis das rechte Bein vollstandig mit Wasser bedeckt war. Der Fokus
der Stol3wellenquelle wurde dann unter Laserkontrolle auf das rechte Huftgelenk
eingestellt. Dazu dienten zwei im Winkel von 90° zueinanderstehende Laserpointer,
deren Schnittpunkt den Fokus kennzeichnete. Anschlie3end erfolgte die Applikation
von 1500 Impulsen bei 1 Hz mit einer Energieflussdichte von 0,5 mJ/mm?. Nach
Durchfihrung der Stol3welle wurde den Ratten zur Analgesie eine einmalige Dosis
Novalgin® subkutan [vgl. Kapitel 3.1.3] verabreicht. Die Behandlung dauerte insge-
samt etwa 35 Minuten. Im Anschluss wurden die Ratten nach Beendigung der
Narkose [vgl. Kapitel 3.1.3] in ihren Kafigen fur eine Stunde auf einer Heizdecke
gewarmt und getrocknet.

Die Tiere der Gruppe IV wurden der gleichen Prozedur ohne Applikation von Stol3-

wellen unterzogen.

Abbildung 3.2: Halteschale zur StoRwellenapplikation links;
Befestigung der Tiere in Polyethylenschale rechts



3.1.6. Praparation der Huftkopfe

Die Tétung der Tiere erfolgte nach Ablauf des jeweiligen Zeitraumes, also entweder
eine, vier oder zehn Wochen nach StoRwellenapplikation, in Narkose [vgl. Kapitel
4.1.3.] mit 2 ml Narcoren® (Pentobarbital, Fa. Merial, Hallbergmoos, Deutschland)

intraperitoneal.

Danach wurden beide Huftkdpfe frei prapariert, im Huftgelenk exartikuliert und mit
dem proximalen Teil des Femurs entnommen. Alle Huftkdpfe wurden zunachst

entlang der Langsachse (in der Frontalebene) mit dem Meil3el halbiert.

Die eine Halfte diente der histologischen und immunhistochemischen Untersuchung
und wurde fur 24h bei 4°C in Fixierldsung (3% Dextran from Leuconostoc (Fa. Fluka,
Buchs, Schweiz), 4% Paraformaldehyd (CH20), in PBS (137mM NacCl, 27mM KCl,
83mM Naz;HPO4 12H,0, 5SmM KH,POy4; pH 7.4)) konserviert. Anschliel3end wurden
die Huftkopfe fur vier Wochen zur Dekalzifikation bei einwdchigem Wechsel der
Entkalkungslésung (150g EDTA (C1oH14N2NayOg:2 H,0, Fa. AppliChem, Darmstadt,
Deutschland), 5g Paraformaldehyd, 15g NaOH in 11 PBS bei pH 8) aufbewahrt. Der
Fortschritt der Dekalzifikation wurde radiologisch kontrolliert. Die Praparate wurden
anschlieBend in Paraffin eingebettet, mit dem Mikrotom Ultracut 2035 (Fa. Leica,
NuBloch, Deutschland) 2um dick geschnitten und auf SuperFrost® Plus Objekttrager

(Fa. Menzel-Glaser, Braunschweig, Deutschland) aufgebracht.

Um Kryoschnitte anfertigen zu konnen, wurde bei der zweiten Halfte der Huftkdpfe
der Knorpel vom Knochen getrennt und in Tissue Tec® (Miles Inc., Ohio, USA) mit
Fllssigstickstoff asserviert und bei -80°C aufbewahrt. Die Knorpelstiicke wurden an
einem Gefriermikrotom (Fa. Leica, Nuloch, Deutschland) bei -20°C geschnitten und

auf mit Silane beschichtete Objekttrager aufgebracht.

3.2. Histologie und Immunhistochemie

3.2.1. Entparaffinierung der histologischen Schnitte

Die auf Objekttrager aufgebrachten Paraffinschnitte wurden jeweils vor den histologi-
schen und immunhistochemischen Untersuchungen entparaffiniert. Hierzu wurden

die Schnitte dreimal fur jeweils funf Minuten in 100% Xylol (Fa. Merck, Darmstadt,



Deutschland) gebadet. Danach wurden die Schnitte nacheinander fur je funf Minuten
in 100%, 70% und 40% Ethanol (Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland) rehydriert.
AnschlielRend konnten die Praparate fur die jeweiligen Untersuchungen verwendet

werden.

3.2.2. HE-Farbung

Um eine morphologische Ubersicht der Praparate zu gewinnen, wurde eine Hamato-
xylin-Eosin (HE) Farbung angefertigt. Die Praparate wurden wie in Kapitel 3.2.1
angegeben entparaffiniert. Nach kurzem Spulen mit Leitungswasser wurden die
Paraffinschnitte fur drei Minuten in Mayers Hamalaunlosung (Fa. Merck, Darmstadt,
Deutschland) gefarbt. Die Gegenfarbung erfolgte fur 15 Minuten in Eosin Y (Fa.
Sigma, Buchs, Schweiz). AnschlieRend wurden die Praparate in einer aufsteigenden
Alkoholreihe entwassert. Zur Fixierung und Aufhellung wurde zweimal in Xylol
gewaschen und zuletzt mit Eukitt® (Fa. Kindler, Freiburg, Deutschland) eingedeckt.

3.2.3. Safranin-O/Fast Green Farbung

Zur Darstellung der Proteoglykane im Gelenkknorpel wurde eine Safranin-O/Fast
Green Farbung durchgefuhrt. Vorbereitend wurden die histologischen Schnitte
entparaffiniert [vgl. Kapitel 3.2.1]. Dann wurde zunachst fir zehn Minuten in Safranin-
O (0,2g Safranin T Nr. 84120 (Fa. Fluka, Buchs, Schweiz), 1ml Eisessig (Fa. VWR
International, Darmstadt, Deutschland) in 100ml Aqua dest.) gefarbt und nach
kurzem Spulen mit destilliertem Wasser mit Fast Green (0,04g Echt Grun FCF 1A304
(Fa. Chroma, Munster, Deutschland), 0,2ml Eisessig in 100ml Aqua dest.) fir 5-15
Sekunden gegengefarbt. Zum Auswaschen des Uberschissigen Fast Green wurde
mit 100% Ethanol gespult. Nach zweimaligem Fixieren in Xylol fur je finf Minuten

wurden die Praparate eingedeckt (Eukitt®, Fa. Kindler, Freiburg, Deutschland).

3.2.4. Auswertung der histologischen Praparate

Die Auswertung der histologischen Praparate erfolgte an dem Lichtmikroskop

Axioskop 40 (Carl Zeiss, Jena, Deutschland).

Die HE Farbung diente der morphologischen Ubersicht. Dabei lagert sich das positiv
geladene Hamalaun an die sauren Bestandteile der DNS an und stellt damit die

Kernfarbung dar. Es entsteht eine tiefblaue Farbe. Eosin ist negativ geladen und



bindet deshalb an positiv geladene Gewebebestandteile (vor allem Eiweile) des

Zytoplasmas. Die Farbe ist blass rot.

Safranin-O farbt saure Mukopolysaccharide im Gewebe. Der kationische Farbstoff
bindet sich an die polyanionischen Glykosaminoglykane des Knorpels und nicht an
das Kollagen. Die Farbintensitat (rot) ist dabei proportional zum Proteoglykangehalt
des Knorpels. Es handelt sich somit um ein semiquantitatives Verfahren. Fast Green
diente als Gegenfarbung (graugrune Darstellung des Zytoplasmas). Zur Beurteilung
der mit Safranin-O gefarbten Praparate wurden die von Mankin etablierten Kriterien

herangezogen und alle Praparate verblindet beurteilt [vgl. Tabelle 3.5].

Tabelle 3.5: Histologisches Grading anhand der Safranin-O Farbung (nach: Mankin et al. 1971)

I. Knorpelstruktur Grad
a. Normal 0
b. Unregelmafigkeiten der Oberflache 1
c. Pannus/UnregelmaRigkeiten der Oberflache 2
d. Risse bis ind die Ubergangszone 3
e. Risse bis in die radiale Zone 4
f. Risse bis in die kalzifizierte Zone 5
g. Vollstandige Auflésung 6
. Zellgehalt Grad
a. Normal 0
b. Diffuse Zellvermehrung 1
c. Vorkommen von Zellklonen 2
d. Zellverminderung 3
lll. Safranin-O Farbung Grad
a. Normal 0
b. Leichte Verminderung 1
c. MaRige Verminderung 2
d. Schwere Verminderung 3
e. Keine Farbung erkennbar 4
IV. Integritat der Tidemark Grad
a. Intakt 0
b. Uberschreitung durch Blutgefale 1
Insgesamt 0-14
3.2.5. Immunhistochemie

Um traumatische Veranderungen des Knorpels nach Stol3wellenbehandlung nach-
zuweisen, wurde eine immunhistochemische Darstellung der extrazellularen Matrix-
proteine Tenascin C und Chitinase-3-like Protein 1 (CHI3L1) und des Kollagenspalt-

produktes Col 2-%2m durchgefuhrt. Fur die Darstellung des Antikdrpersignals wurde



die indirekte Farbemethode angewendet. Hierbei erfolgt zunachst die Anheftung
eines Primarantikorpers an das zu untersuchende Antigen. In einem zweiten Schritt
wird ein Enzym-konjugierter Sekundarantikérper an den Fc-Teil des Primarantikor-
pers angelagert. Als Substrat fur die an den Sekundarantikdrper gebundene Peroxi-
dase wurde Wasserstoffperoxid verwendet. Die bei dieser Reaktion frei werdenden
Protonen oxidieren das vorher farblose AEC (3-Amino-9-Ethylcarbazol) unter Bildung

von Wasser zu einem rosenroten Endprodukt [vgl. Abbildung 3.3].

Peroxidase konjugierter
Sekundarantikérper

Primarantikorper ! J -

Antigen (Tenascin C)

Abbildung 3.3: Indirekte immunhistologische Farbemethode

Tenascin C

Die entparaffinierten Schnitte [vgl. Kapitel 3.2.1] wurden in 0,5% H20, in Methanol
fur zehn Minuten inkubiert, um eine Blockade der endogenen Peroxidase zu errei-
chen. Nach dreimaligem Waschen in PBS (137mM NaCl, 27mM KCI, 83mM
Na;HPO4 12H,0, 5mM KH,PO4; pH 7.4) wurden die Schnitte 90 Minuten bei 37°C
mit Chondroitinase ABC (from Proteus vulgaris, Fa. Sigma, Buchs, Schweiz; 2U/ml in
0.1M Tris-Puffer; pH 7.2) behandelt, um die Permeabilitat der extrazellularen Matrix
zu erhoéhen. Zur Blockade unspezifischer Antigenbindungsstellen wurde nach
erneutem Waschen in PBS mit 5% Ziegenserum (Fa. DAKO, Hamburg, Deutschland)
60 Minuten inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Inkubation mit einem polyklonalem
Rabbit-anti-Rat Antikorper gegen Tenascin C (freundlicherweise bereitgestellt von M.
Chiquet, Maurice-Muiller Institut, Bern; Konzentration 1:100, in TBS (50 mM Tris,
138 mM NaCl, 2,7 mM KCI; pH 8,0) mit 1% BSA (albumin from bovine serum, Fa.
Sigma, Buchs, Schweiz) und 0,1% Tween® (Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland))
bei Raumtemperatur fur 60 Minuten. Von jedem Praparat wurden Kontrollen mit

Praimmunserum des Spenderkaninchens (vor Immunisierung durch das Rattenanti-



gen) inkubiert (Praimmunserum freundlicherweise bereitgestellt von M. Chiquet,
Maurice-Mduller Institut, Bern, Schweiz; Konzentration 1:100, in TBS mit 1% BSA und
0,1% Tween®). Nach Waschen in TBS mit 0,1% Tween® wurden die Schnitte mit
Peroxidase (horseradish peroxidase) konjugiertem Goat-anti-Rabbit 1gG (freundli-
cherweise bereitgestellt von M. Chiquet, Maurice-Muller Institut, Bern, Schweiz;
Konzentration 1:1000, in TBS mit 1% BSA und 0,1% Tween®) fur 60 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Anschlielend wurden die Schnitte dreimal in TBS mit
0,1% Tween® gewaschen. Das Antikdrpersignal wurde mit 3-Amino-9-ethyl-Carbazol
als Substrat fur die Peroxidase sichtbar gemacht. Dazu wurde fur circa 30 Minuten in
3-Amino-9-ethyl-Carbazol (AEC) gefarbt (1 Tablette Aminoethylcarbazol in Sml
Dimethylformamid geldst; 10ml Imidazolpuffer (Fa. Fluka, Buchs, Schweiz) in 85ml
H,0; 20ul H,O, als Starter). Die Farbung wurde mit Leitungswasser gestoppt. Die
Schnitte wurden bei Raumtemperatur getrocknet und mit Aquatex® (Fa. VWR
International, Darmstadt, Deutschland) eingedeckt.

Chitinase-3-like Protein 1

Die entparaffinierten Schnitte wurden dem gleichen Procedere unterzogen (siehe
Tenacsin C, mit Blockade der endogenen Peroxidase, Erohung der Gewebspermea-

bilitat mit Chondroitinase, Blockade unspezifischer Antigenbindungsstellen).

Es erfolgte die Inkubation mit einem polyklonalem Rabbit-anti-Rat Antikérper gegen
das C-terminale Peptid KEAVALA des CHI3L1 (freundlicherweise bereitgestellt von
A. Recklies, Joint Diseases Laboratory des Shriners Hospital, Montreal, Quebec,
Kanada; Konzentration 1:100, in PBS mit 0,1% Tween®) bei 4°C Uber Nacht. Von
jedem Praparat wurden Kontrollen mit Praimmunserum des Spenderkaninchens
inkubiert (freundlicherweise bereitgestellt von A. Recklies, Joint Diseases Laboratory
des Shriners Hospital, Montreal, Quebec, Kanada; Konzentration 1:100, in PBS mit
0,1% Tween®). Nach Waschen in PBS mit 0,1% Tween® wurden die Schnitte mit
Peroxidase konjugiertem Goat-anti-Rabbit IgG (Fa. DAKO, Hamburg, Deutschland;
Konzentration 1:1000, in PBS mit 0,1% Tween®) fur 60 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Anschlieend wurden die Schnitte dreimal in PBS mit 0,1% Tween®
gewaschen. Das Antikorpersignal wurde ebenfalls mit 3-Amino-9-ethyl-Carbazol als
Substrat fur die Peroxidase sichtbar gemacht [vgl. Tenascin C]. Zuletzt wurde mit

Mayers Hamalaun (Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland) gegengefarbt. Die Schnitte



wurden bei Raumtemperatur getrocknet und mit Aquatex® (Fa. VWR International,
Darmstadt, Deutschland) eingedeckt.

Col 2-%4m

Die Kryoschnitte wurden zunachst in PBS mit 0,1% Tween® fur 15 Minuten rehy-
driert und anschlieRend dem gleichen Procedere wie die Paraffinschnitte unterzogen

(siehe Tenascin C und Chitinase-3-like Protein 1).

Danach wurde mit einem monoklonalen Mouse-anti-Rat Antikérper gegen das
Kollagenspaltprodukt Col 2-%2m (TECOmedical AG, Sissach, Schweiz; Konzentration
1:100, in PBS mit 0,1% Tween®) bei 4°C Uber Nacht inkubiert. Von jedem Praparat
wurden Kontrollen ohne Applikation des ersten Antikdrpers und ansonsten gleichem
Procedere angefertigt. Nach Waschen in PBS mit 0,1% Tween® wurden die Schnitte
mit Peroxidase konjugiertem Horse-anti-Mouse 1gG (Vector Laboratories,
Burlingame, USA) fur 30 Mintuen bei Raumtemperatur behandelt. Das
Antikdérpersignal wurde auch hier mit 3-Amino-9-ethyl-Carbazol als Substrat fur die
Peroxidase sichtbar gemacht. Zuletzt wurde mit Mayers Hamalaun (Fa. Merck,
Darmstadt, Deutschland) gegengefarbt. Die Schnitte wurden bei Raumtemperatur
getrocknet und mit Aquatex® (Fa. VWR International, Darmstadt, Deutschland)

eingedeckt.

3.2.6. Auswertung der Immunhistochemie

Die Auswertung erfolgte an dem Lichtmikroskop Axioskop 40 (Carl Zeiss, Jena,
Deutschland).

Tenascin C

Um das Vorkommen von Tenascin C im Gelenkknorpel des Rattenhuftgelenks nach
StoRwellenbehandlung nachzuweisen, wurden insgesamt 40 Praparate getestet (je
20 linke und rechte Huften). Von jedem Praparat wurden zwei immunhistologische
Farbungen angefertigt und beurteilt. Die Auswertung der Praparate erfolgte anhand
der Intensitat der perizellularen immunhistologischen Farbung. Dazu wurde jedes
Praparat nach einem einheitlichen Schema verblindet beurteilt:



Abbildung 3.4: Einstufung des Antikorpersignals flir Tenascin C von 1 bis 4 (VergréRerung 20x)

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Wilcoxon Signed Ranks Test, wobei
jeweils innerhalb einer Gruppe die Mittelwerte der linken und rechten Seite vergli-
chen wurden. Zum Vergleich der Gruppen untereinander wurde der MannWhitney U
Test angewandt, wobei ebenfalls die Mittelwerte der einzelnen Praparate herange-
zogen wurden und jeweils die Praparate der linken und rechten Seite untereinander
verglichen wurden. Die Berechnungen wurden mit der Statistik-Software SPSS der
Firma SPSS Inc. (Manchen, Deutschland) durchgefiihrt. Statistische Signifikanz lag
bei einem Wert von p < 0,05 vor.

Chitinase-3-like Protein 1

Von jedem Huftkopf wurde eine immunhistologische Farbung mit einem polyklonalen
Antikorper gegen CHI3L1 angefertigt. Es wurde verblindet beurteilt, ob sich ein
Antikorpersignal im Zytoplasma der Chondrozyten nachweisen lief3:

-

i

a b ()

Abbildung 3.5: Beurteilung des CHI3L1 Antikdrpersignals; a: kein Signal,
b: Signal im Zytoplasma der Chondrozyten (VergoRerung 40x)



Col 2-34m

Von jedem Huftkopf wurde eine Immunhistochemie mit einem monoklonalen Antikor-
per gegen Col 2-%2m angefertigt. Das Vorkommen eines Signals fur das Kollagen-
spaltprodukt Col 2-%Zm im perizellularen Raum und innerhalb der extrazellularen

Matrix wurde verblindet beurteilt:
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Abbildung 3.6: Beurteilung des Col 2-%m Antikorpersignals; a: kein Signal,

b: Signal innerhalb der extrazellularen Matrix in der Nahe der Chondrozyten (Vergrofierung 20x)



4. Ergebnisse

4.1. Stolwellenbehandlung

Bei allen Versuchstieren traten bereits wahrend der StoRwellenbehandlung petechia-
le Hauteinblutungen und intrakutane Hamatome im Behandlungsgebiet auf. Diese
erschienen in geringerem Ausmal} auch aulerhalb des Fokusbereichs auf der
behandelten Seite. Des Weiteren waren bei allen Tieren oberflachliche Hautverlet-
zungen zu beobachten. Die Halfte der mit StoRwellen behandelten Tiere setzte
einmalig unmittelbar nach der Behandlung blutigen Kot ab. Drei der 18 behandelten
Tiere zeigten nach StoRwellenapplikation ein Schonhinken des rechten Beines, das

30 Minuten nach Beendigung der Behandlung nicht mehr beobachtet werden konnte.

Einen Tag nach der ersten StoRwellenapplikation verstarb eines der Tiere aus
Gruppe |. Bei der Obduktion zeigte sich intraperitoneal frisches Blut, sodass davon
auszugehen ist, dass durch die Stol3wellenbehandlung Bauchorgane verletzt wur-

den. Dieses Tier wurde aus der Auswertung herausgenommen.

Bei der Sektion der Tiere aus Gruppe | eine Woche nach StoRwellenapplikation
waren bei allen Tieren intramuskulare Hamatome im Bereich der Glutealmuskulatur
erkennbar. Vier Wochen nach StoRwellenapplikation waren diese Hamatome bei
einem Teil der Tiere aus Gruppe Il noch residuell vorhanden. Die Sektion der Tiere
aus Gruppe Il zehn Wochen nach StoRwellenbehandlung ergab keine makrosko-

pisch erkennbaren pathologischen Befunde.



4.2. Kontaktradiografie

Bei keinem der Tiere kam es durch die StoRwellenapplikation zu radiologisch
nachweisbaren Verletzungen kndcherner Strukturen. Des Weiteren konnten auch
keine Knochenveranderungen wie Osteophyten, Gelenkspaltverschmalerung oder

subchondrale Sklerose beobachtet werden.

Die Ergebnisse der Messung der Huftkopfabstande sind Tabelle 4.1 zu entnehmen.

Tabelle 4.1: Ergebnisse der Messung der Huftkopfabstéande

n Mittelwert Minimum Maximum SA

19 2,2cm 2,1cm 2,4 cm 0,10541 cm

SA=Standardabweichung
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Abbildung 4.1: Kontaktradiografien des rechten Huftgelenks vor und nach StoRwellenapplikation;
a: Bild aus Gruppe | vor StolRwellenbehandlung, b: gleiches Tier einen Tag nach StolRwellen-
behandlung, c: Bild aus Gruppe Il vor Stol3wellenbehandlung, d: gleiches Tier einen Tag nach

StolRwellenbehandlung, e: Bild aus Gruppe Il vor StolRwellenbehandlung, f: gleiches Tier einen Tag
nach StoRwellenbehandlung, g+h: Bilder aus Gruppe Il zehn Wochen nach StoRBwellenbehandlung,

i+j: Bilder aus Kontrollgruppe



4.3. Histologie

Die HE-Farbung lie® keine pathologischen Veranderungen erkennen.

Die Ergebnisse der Auswertung der Safranin-O Farbung anhand der Mankin-
Kriterien kdnnen Tabelle 4.2 entnommen werden. Die Befunde sind des Weiteren in
Abbildung 4.2 dargestellt.

Tabelle 4.2: Ergebnisse der Auswertung der Safranin-O Farbung anhand des Mankin-Gradings

Gruppe | Gruppe I Gruppe I Ko.

Knorpelstruktur

Unbehandeite olojofo|o|*]olo|o|o|lo|o]o|o|lo|o|lo|o0[0O]O
Hiifte
Behandelte olojofo|o|*]ojo|o|o|lo|o]o|o|lo|o|lo|o0]0O]oO
Hiifte
Zellgehalt
Unbehandelte o|ojojo|lo|*|ojojo|o|o|o]o|lo|O|O|O|O]O]|O
Hiifte
Behandelte o|ojojo|lo|*|ojojo|o|o|o]o|lo|O|O|O|O]O]|O
Hiifte

Unbehandeite olojoflo|o|*]ojo|o|o|lo|o]o|o|lo|o|lo|o0]0O]oO
Hiifte
Behandelte ojojo|l1|0|*]o[1]|0|0|l0|0]0|O|0O|O|O|O]O|O
Huifte

Integritat der Tidemark

Unbehandelte o|ojo|o|lo|*|ojojo|o|o|o]o|lo|O|O|O|O]O]|O
Hiifte
Behandelte o|ojo|o|lo|*|ojojo|o|o|o]o|lo|O|O|O|O]O]|O
Hiifte
Insgesamt
Unbehandeite olojoflo|o|*]ojo|o|o|lo|o]o|o|lo|o|lo|o0]0O]oO
Hiifte
Behandelte olojo|1/0|*|o|1]0|0|0|0]O|0|O|0O|O|O]O]|O
Hiifte

* verstorbenes Tier, das aus der Wertung genommen wurde

Ko. = Kontrollgruppe
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Abbildung 4.2: Safranin-O Farbung des Hiftgelenkknorpels;

a: Praparat aus Gruppe |, unbehandeltes Huftgelenk, b: Praparat der behandelten Hiifte des gleichen
Tieres, c: Praparat aus Gruppe Il, unbehandeltes Hiiftgelenk, d: Praparat der behandelten Hifte des
gleichen Tieres, e: Praparat aus Gruppe lll, unbehandeltes Huftgelenk, f: Praparat der behandelten

Hufte des gleichen Tieres, g+h: Praparate aus der Kontrollgruppe (Vergroferung 20x)



4.4. Immunhistochemie

Tenascin C

Tabelle 4.3: Einzelwerte der Immunhistochemie mit Tenascin C (dargestellt ist jeweils der Mittelwert

aus zwei Farbungen)

Gruppe | Gruppe I Gruppe I Kontrollgruppe
Unbehandelte Behandelte Unbehandelte Behandelte Unbehandelte Behandelte Unbehandelte
Hufte Hufte Hufte Hufte Hufte Hufte Hufte

1 2 1 2 2 4 1

1 1 1 3,5 2,5 3 1

1 2,5 1,5 3 2 3 1

1 2 0,5 1,5 3 3,5 2
2,5 1 0,5 2 2 3,5

* * 1,5 1,5 3,5 3,5

* verstorbenes Tier, das aus der Wertung genommen wurde

Folgende Beobachtungen lassen sich anhand von Tabelle 4.3 nachvollziehen:

= zum einen ein starkeres Signal fur Tenascin C am behandelten Huftgelenk im

Vergleich zum unbehandelten in den einzelnen Gruppen. Dieser Unterschied

war in Gruppe | aufgrund der kleinen Fallzahl (n=5) nicht statistisch signifikant

(p=0,577). In Gruppe Il und lll dagegen war der Unterschied zwischen behan-

delter und unbehandelter Seite statistisch signifikant (p=0,041 und p=0,042).

= zum anderen eine Zunahme des Antikorpersignals im Zeitverlauf. Gruppe |

und Il unterschieden sich nicht statistisch signifikant (p=0,662 flr die unbe-

handelte und p=0,429 fur die behandelte Seite). Die Zunahme des Antikorper-

signals zwischen Gruppe | und IIl (p=0,030 fur die unbehandelte und p=0,004

fur die behandelte Seite) und zwischen Gruppe Il und Il (p=0,002 fur die un-

behandelte und p=0,026 fur die behandelte Seite) war statistisch signifikant.



Abbildung 4.3 bis Abbildung 4.6 geben die oben beschriebenen Befunde wider. Das
Signal fur Tenascin C innerhalb der extrazellularen Matrix unterscheidet sich zwi-
schen behandeltem und unbehandeltem Huftgelenk und Kontrolltieren unwesentlich.
Auffallend sind jedoch die Unterschiede des perizellularen Signals zwischen behan-
delter und unbehandelter Hufte. Dieses Signal ist im Zeitverlauf (Gruppe | — Ill) auf
beiden Seiten zunehmend. Die Intensitat des Antikorpersignals ist in allen Schichten

(oberflachliche, mittlere und tiefe) des Gelenkknorpels gleich ausgepragt.

Die statistischen Daten sind Tabelle 4.4 und Tabelle 4.5 zu entnehmen. Aufgrund der
kleinen Fallzahl (n=2) in der Kontrollgruppe wurde mit dieser keine statistische
Auswertung durchgefuhrt.

Tabelle 4.4: Ergebnisse der statistischen Auswertung mit dem Wilcoxon Signed Ranks Test

Mittelwert Minimum Maximum SA P
Gruppe | (n=5)
Unbehandeltes Hiiftgelenk 13 1,0 25 0,67082
0,577
Behandeltes 17 1,0 25 0,67082
Huftgelenk
Gruppe Il (n=6)
Unbehandeltes Hiiftgelenk 1.0 0,5 1,5 0,44721
0,041
Behandeltes 225 1,5 3,5 0,82158
Huftgelenk
Gruppe Il (n=6)
Unbehandeltes Hiiftgelenk 2.5 2,0 3,5 0,63246
0,042
Behandeltes 3.4 3,0 4.0 0,37639
Huftgelenk

SA=Standardabweichung

Tabelle 4.5: Ergebnisse der statistischen Auswertung mit dem MannWhitney U Test

Verglichene Gruppen p

Unbehandelte Hiifte Behandelte Hifte
Gruppe I&ll 0,662 0,429
Gruppe I&lll 0,030 0,004

Gruppe &l 0,002 0,026
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Abbildung 4.3: Immunhistochemische Farbung mit einem Antikdrper gegen Tenascin C;
a+c: Praparate der unbehandelten Hiifte aus Gruppe |, b+d: jeweils Praparate der behandelten Hiifte

des gleichen Tieres (VergréRerung 20x)

Abbildung 4.4: Immunhistochemische Farbung mit einem Antikdrper gegen Tenascin C;
a+c: Praparate der unbehandelten Hiifte aus Gruppe I, b+d: jeweils Praparate der behandelten Hiifte

des gleichen Tieres (VergroRerung 20x)
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Abbildung 4.5: Immunhistochemische Farbung mit einem Antikdrper gegen Tenascin C;
a+c: Praparate der unbehandelten Hiifte aus Gruppe lll, b+d: jeweils Praparate der behandelten Hiifte

des gleichen Tieres (VergroRerung 20x)

Abbildung 4.6: Immunhistochemische Farbung mit einem Antikdrper gegen Tenascin C;

a+b: Praparate aus Kontrollgruppe (Vergrofterung 20x)



Chitinase-3-like Protein 1

In Gruppe | und Il lief sich bei keinem der Praparate ein Antikérpersignal fiur CHI3L1
nachweisen [vgl. Abbildung 4.7 a+b]. Ebenso zeigte die Kontrollgruppe (Gruppe V)
keine Anfarbung [vgl. Abbildung 4.7 e+f]. In Gruppe Il wiesen alle Praparate sowohl
am behandelten als auch am unbehandelten Hiftgelenk ein intrazellulares Signal fur
CHI3L1 auf [vgl. Abbildung 4.7 c+d].
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Abbildung 4.7: Immunhistochemische Farbung mit einem Antikdrper gegen CHI3L1;
a: Praparat aus Gruppe |, b: Praparat aus Gruppe I, a+b: kein Antikérpersignal, c+d: Praparate aus
Gruppe lll, Signal im Zytoplasma der Chondrozyten, e+f: Praparate aus der Kontrollgruppe ohne

Signal (VergréRerung 20x, Kernfarbung mit Hamalaun)



Col 2-34m

Die Praparate aus Gruppe | und Il zeigten kein Signal fur Col 2-%m. In Gruppe Ill war
in jeweils zwei Praparaten ein diskretes Antikdrpersignal fur Col 2-%2m sowohl am
unbehandelten als auch am behandelten Huftgelenk erkennbar. In der
Kontrollgruppe liel® sich Col 2-%am nicht nachweisen.

In Bereichen, in denen die Haftung der Kryoschnitte am Objekttrager ungentigend

war, war ein geringes, unspezifisches Signal erkennbar, das nicht als Antikdrpersi-
gnal gewertet wurde.
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Abbildung 4.8: Immunhistochemische Farbung mit einem Antikdrper gegen Col 2-%m;
a: Praparat aus Gruppe |, b: Praparat aus Gruppe I, a+b: kein Antikérpersignal, ¢: Praparat aus
Gruppe Il mit Antikdrpersignal in der interterritorialen Matrix, d: Praparat aus der Kontrollgruppe ohne

Signal (VergréRRerung 20x, Kernfarbung mit Hamalaun)



5. Diskussion

5.1. Diskussion der Methodik

Extrakorporale StoRwellen werden als erganzendes nicht-invasives Therapieverfah-
ren bei der Behandlung zahlreicher orthopadischer Krankheitsbilder eingesetzt.
Dabei kommen StolRwellen einer Energieflussdichte ab 0,5 mJ/mm? insbesondere bei
der Behandlung der Tendinosis calcarea (Hsu et al. 2008), der Huftkopfnekrose
(Wang et al. 2005) und der aseptischen Pseudarthrose (Schoellner et al. 2002) zur
Anwendung. Bei der Therapie dieser Krankheitsbilder liegt der hyaline Gelenkknorpel
haufig im Gebiet der StolRwellenapplikation. Ob StoRwellen eine Veranderung der
molekularen Zusammensetzung des Gelenkknorpels bewirken, konnte bisher nicht
abschlieRend geklart werden. In vitro Untersuchungen ergaben so unterschiedliche
Ergebnisse wie eine Schadigung von Chondrozyten (Byron et al. 2005), eine Ver-
minderung der Glykosaminoglykansynthese (Benson et al. 2007), eine Steigerung
des Gentransfers (Murata et al. 2007) oder keinen Effekt (Renz and Rupp 2008)
nach Anwendung extrakorporaler Stol3wellen. Diese zum Teil widerspruchlichen
Befunde gaben Anlass, den Zusammenhang zwischen extrakorporaler Stol3wellen-
therapie und Zustand des Gelenkknorpels weiter zu untersuchen.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Rattenmodell gewahlt. Ratten eignen sich als
Tiermodell durch die ausgepragte genetische, anatomische und physiologische
Ahnlichkeit zum Menschen und durch glnstige Beschaffungs- und Haltungskosten
(Appleton et al. 2007a; Lindblad-Toh 2004). Aus diesen Grunden ist das gewahlte
Modell in der Erforschung posttraumatischer Knorpelveranderungen etabliert, was
die Vergleichbarkeit der Ergebnisse mit anderen Studien erleichtert (Appleton et al.
2007a; Appleton et al. 2007b; Bendele 2001).

Ein weiterer Vorteil des gewahlten Modells liegt darin, dass Ratten kaum spontane
degenerative Veranderungen des Gelenkknorpels zeigen. Vor allem der Knorpel von
Tieren, die junger als sechs Monate sind, gilt als degenerationsfrei (Gyarmati et al.
1987; Oda et al. 2007; Smale et al. 1995). Da die in der vorliegenden Arbeit verwen-
deten Tiere am Endpunkt maximal funfeinhalb Monate alt waren, sind die nach
StoRwellenbehandlung nachweisbaren Veranderungen nicht auf eine spontane und

altersbedingte Knorpeldegeneration zurtickzufuhren.



Posttraumatische Knorpelveranderungen konnen mit histologischen Methoden
nachgewiesen werden. In dieser Arbeit wurde mit der Safranin-O Farbung in
Kombination mit Fast Green die am haufigsten verwendete Farbemethode zur
Darstellung der Glykosaminoglykane und Proteoglykane des Knorpels gewahit
(Hyllested et al. 2002). Die Farbung mit Safranin-O verhalt sich stochiometrisch zum
Glykosaminoglykan- und Proteoglykangehalt der extrazellularen Matrix des
Gelenkknorpels (Rosenberg 1971). Mankin et al. entwickelten ein histopatho-
logisches Gradingsystem, das eine Beurteilung des Gelenkknorpels bezuglich
Struktur, Zellgehalt, Farbung der Matrix und Integritat der Tidemark auf der Basis
dieses Zusammenhangs erlaubt (Mankin et al. 1971). Mit diesem System konnen
somit posttraumtaische Knorpelveranderungen erfasst werden, weshalb es in der
vorliegenden Arbeit zur histologischen Evaluation des Gelenkknorpels nach

StoRwellenbehandlung herangezogen wurde.

Es sei an dieser Stelle erwahnt, dass in der Literatur bisher nicht abschliel3end
geklart werden konnte, ob der stochiometrische Zusammenhang zwischen
Safranin-O Farbung und Proteoglykangehalt des Gelenkknorpels auch in Kom-
bination mit Fast Green gultig ist. Mehrere Studien wiesen jedoch auf eine gute
Korrelation zwischen Glykosaminoglykan- beziehungsweise Proteoglykangehalt und
Safranin-O Farbung hin, was die Validitat des Mankin-Gradings betont (Jubb and
Eggert 1981; Kiviranta et al. 1985; Kiraly et al. 1996).

Der Vorteil des Gradingsystems nach Mankin liegt in der guten Reproduzierbarkeit
der Ergebnisse (van der Sluijs et al. 1992). Als Nachteil ist jedoch eine Ungenauig-
keit der Ergebnisse insofern festzustellen, dass keine Unterscheidung zwischen
leichten und maRigen Knorpelveranderungen gemacht werden kann (Ostergaard et
al. 1999). Aus diesem Grund wurden in der vorliegenden Arbeit zusatzlich immunhi-
stochemische Methoden eingesetzt, die einen Nachweis sehr fruher posttraumati-

scher Veranderungen ermoglichen.

Immunhistochemische Verfahren zeichnen sich neben einer guten Reproduzierbar-
keit durch hohe Sensitivitat und Spezifitat fir das jeweils zu untersuchende Molekiil
aus. Eine quantitative Evaluation ist mit dieser Methode jedoch nicht adaquat
moglich (Veje et al. 2003).

Um frihe posttraumatische Umbauvorgange im Gelenkknorpel nach StolRwellenbe-

handlung nachweisen zu kénnen, wurden drei verschiedene immunhistochemisch



nachweisbare Marker gewahlt: Tenascin C, CHI3L1 und Col 2-%2m. Die Funktion und
das Vorkommen dieser Marker werden im Folgenden skizziert.

Tenascin C

Tenascin C ist ein extrazellulares Glykoprotein, das wahrend der Embryogenese am
Knochen- und Knorpelwachstum beteiligt ist und in normalen Geweben des Erwach-
senen kaum vorkommt. Wahrend Heilungsprozessen und im Stroma maligner
Neoplasien konnte eine vermehrte Produktion von Tenascin C nachgewiesen werden
(Chiquet-Ehrismann et al. 1986; Koukoulis et al. 1991).

In gesundem, humanem Gelenkknorpel ist Tenascin C immunhistochemisch nur in
der oberflachlichen Zone nachweisbar. Im Knorpel von Patienten mit rheumatoider
Arthritis oder Arthrose kommt Tenascin C jedoch vermehrt vor, wobei die Zunahme
am starksten in der oberflachlichen Zone zu sehen ist (Salter 1993; Chevalier et al.
1994). Veje et al. zeigten, dass die Aufregulation bereits in frihen arthrotischen
Stadien im Bereich der oberflachlichen Schicht beginnt und im Verlauf weiter zu-
nimmt und sich auf tiefere Knorpelschichten ausdehnt (Veje et al. 2003). Zu Beginn
degenerativer Umbauvorgange kommt es vor allem in der oberflachlichen Zone zur
gesteigerten Kollagenspaltung in der Nahe der Chondrozyten. Veje et al. sehen darin
den Zusammenhang fur das vermehrte Vorkommen von Tenascin C in der obersten

Schicht im Sinne eines Gegenregulationsmechanismus.

Tenascin C konnte nicht nur im Rahmen der idiopathischen Arthrose beim Menschen
sondern auch im Rahmen chirurgisch induzierter posttraumatischer Veranderungen
der Gelenkknorpels im Tiermodell nachgewiesen werden (Pfander et al. 1999).
Wahrend Tenascin C in normalem Kaninchenknorpel nur in tieferen Schichten
vorkommt, wurde die gesteigerte Expression bei der posttraumatischen Arthrose vor

allem in der oberflachlichen Zone festgestellt.

Auch bei Ratten konnte Tenascin C im Gelenkknorpel nachgewiesen werden. Mackie
et al. beobachteten ein geringes Vorkommen von Tenascin C in der oberflachlichen
Gelenkknorpelzone bei vier Wochen alten Ratten. Zehn Wochen alte Tiere zeigten
dagegen kein Signal fur Tenascin C (Mackie and Ramsey 1996). Die sowohl von
Mackie et al. als auch in der vorliegenden Arbeit verwendeten Sprague-Dawley
Ratten gelten ab einem Alter von zehn Wochen als ausgewachsen. Die Studie von

Mackie et al. zeigt also, dass Tenascin C bei sehr jungen Ratten nachweisbar ist und



im Verlauf des Wachtums wieder verschwindet. In der vorliegenden Arbeit wurde
hingegen ein geringes Vorkommen von Tenascin C bei den Tieren der Kontrollgrup-
pe nachgewiesen, die zum Zeitpunkt der Untersuchung 14 bis 16 Wochen alt und
somit ausgewachsen waren [vgl. Abbildung 4.6]. Wie beim Menschen ist daher
wahrscheinlich auch bei der Ratte ein geringes Vorkommen von Tenascin C in
adultem Gelenkknorpel physiologisch (Salter 1993; Chevalier et al. 1994).

Wichtig ist aber, dass ein deutlicher Unterschied zwischen dem Signal flr
Tenascin C in der Kontrollgruppe im Vergleich zu allen mit StolRwellen behandelten
Tieren bestand. Diese erneute Aufregulation von Tenascin C bei erwachsenen
Tieren ist somit im Zusammenhang posttraumatischer Veranderungen nach Stol3wel-

lenbehandlung zu sehen.

In vitro fordert Tenascin C die Chondrogenese (Mackie et al. 1987) und wirkt der
Fibronektin-vermittelten Hemmung der Synthese extrazellularer Matrixproteine
entgegen (West et al. 1979). Moglicherweise spielt Tenascin C in geschadigtem
Knorpel eine ahnliche Rolle, indem es die Zelladhasion an Fibronektin modifiziert
(Chiquet-Ehrismann et al. 1995). Als Schlussfolgerung kann Tenascin C als protekti-
ver Faktor betrachtet werden, der den Abbauvorgangen im Rahmen der posttrauma-
tischen oder degenerativen Knorpelschadigung entgegenwirkt. Da es bereits im
Rahmen sehr friher Veranderungen vermehrt nachweisbar ist, wurde die Immunhi-
stochemie mit Tenascin C in dieser Arbeit zur Detektion solcher Veranderungen nach

Stol3wellenbehandlung gewahlt.

Chitinase-3-like Protein 1

Als zweiter Marker flir mogliche Knorpelschaden wurde Chitinase-3-like Protein 1
(CHI3L1; synonym YKL40) eingesetzt, das urspringlich als Sekretionsprodukt von
Chondrozyten und Synovialzellen in Zellkultur entdeckt und der Familie der Chitin-
asen zugeordnet wurde (Hakala et al. 1993). Vor allem in Geweben, die starken
Umbauvorgangen unterliegen, konnte eine vermehrte Expression des Glykoproteins
nachgewiesen werden (Connor et al. 2000). Erhdhte Serumspiegel von CHI3LA
finden sich beispielsweise bei Patienten mit rheumatoider Arthritis und Arthrose
(Harvey et al. 1998). Des Weiteren weist arthrotisch veranderter Knorpel erhdhte
CHI3L1 mRNA-Spiegel auf. Gesunder Knorpel zeigt hingegen kein Vorkommen von
CHI3L1 (Connor et al. 2000; Volck et al. 1999). Allerdings existieren auch Studien mit



humanen Knorpelpraparaten, die keine Aufregulation von CHI3L1 im Rahmen der
Arthrose nachweisen konnten (Steck et al. 2002).

In verschiedenen Studien wurde am Tiermodell gezeigt, dass CHI3L1 bei posttrau-
matischen Knorpelveranderungen vermehrt exprimiert wird. An Hunden mit vorderer
Kreuzbandtransektion konnte eine gesteigerte Expression von CHI3L1 bereits nach
sechs Wochen nachgewiesen werden. Diese Aufregulation blieb uber den gesamten
Untersuchungszeitraum (bis 48 Wochen) bestehen (Lorenz et al. 2005). Und auch
bei Ratten, deren Kniegelenk mittels Fixateur interne immobilisiert wurde, kam es
bereits nach zwei Wochen zur verstarkten Synthese von CHI3L1, die nach vier
Wochen wieder zur normalen Sekretionsrate des gesunden Knorpels zurtuckkehrte
(Trudel et al. 2007).

CHI3L1 nimmt eine protektive Rolle im Rahmen posttraumatischer oder degenerati-
ver Knorpelveranderungen ein, indem es der durch Tumornekrosefaktor-a und
Interleukin-1 vermittelten Knorpeldegeneration entgegenwirkt. Es bewirkt dadurch
unter anderem eine Verminderung der Sekretion knorpelverdauender Enzyme wie
MMP-1, MMP-3 und MMP-13 (Ling and Recklies 2004). Des Weiteren gilt CHI3L1 als
proliferationsstimulierender Wachstumsfaktor fur Bindegewebe (Recklies et al. 2002).

Die wirkliche physiologische Funktion von CHI3L1 konnte zwar noch nicht festgelegt
werden, aber ein gesteigertes Vorkommen im Rahmen posttraumatischer Umbau-
vorgange des Gelenkknorpels wurde am Tiermodell nachgewiesen (Lorenz et al.
2005; Trudel et al. 2007). Aus diesem Grund wurde CHI3L1 zusatzlich zu Tenascin C
als Marker friher Knorpelveranderungen eingesetzt.

Col 2-%4m

SchlieBlich wurde noch eine immunhistochemische Farbung mit dem Marker
Col 2-%m angefertigt. Dieser ist ein Spaltprodukt des Kollagens, das fur die Zugfe-
stigkeit des Gelenkknorpels verantwortlich ist. Die Zerstorung des Kollagennetzwerks
spielt eine entscheidende Rolle bei der Entstehung von Arthrose, da sie irreparable
Schaden hinterlasst (Kempson et al. 1973). Den grofRten Anteil an Kollagen im
Gelenkknorpel macht Kollagen-Il mit 90-95% aus (Poole 2001). Dieses ist aus einer
Tripelhelix aufgebaut, die aus drei identischen a-Ketten besteht. Im Rahmen der
Arthrose kommt eine gesteigerte Spaltung (Billinghurst et al. 1997) und Denaturie-

rung (Hollander et al. 1994) von Kollagen-I| vor.



Zur intrahelikalen Spaltung der Kollagenmolekule sind die Matrix-Metalloproteinasen
1, 8 und 13 fahig (Billinghurst et al. 1997). Diese spalten das Kollagenmolekul an
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einer einzigen Stelle (Gly ). Dabei entstehen jeweils ein V- und ein %-
Teilstuck der ursprunglichen a-Kette. Der Antikorper Col 2-%m reagiert mit einem
Epitop auf dem %-Teilstuck, das nur zuganglich ist, wenn das Kollagenmolekdl in

denaturiertem Zustand vorliegt.

Ein geringer Anteil des Gesamtkollagens liegt auch in gesundem Knorpel in denatu-
rierter Form vor (1,1%). Bei der Entstehung und im Verlauf einer Arthrose wurde
jedoch eine deutliche Zunahme dieses Anteils nachgewiesen (Hollander et al. 1994).
Dabei wurde festgestellt, dass die Denaturierung in der oberflachlichen Zone des
Knorpels in der Nahe der Chondrozyten beginnt und sich spater in tiefere Zonen
ausbreitet (Hollander et al. 1995).

Auch im Rahmen posttraumatischer Veranderungen des Gelenkknorpels lassen sich
vermehrt Kollagenspaltprodukte nachweisen. Dies konnte in einer Studie von Stoop
et al. gezeigt werden, die das Vorkommen von Col 2-%m im Knorpel des Kniege-
lenks von Ratten nach vorderer Kreuzbanddurchtrennung untersuchten. Ahnlich dem
Verlauf bei der menschlichen Arthrose kam es auch hier zur Zunahme des Signals
im Zeitverlauf, wobei Col 2-%2m erstmals zwei Wochen nach Kreuzbandtranssektion

nachweisbar war (Stoop et al. 2000).

Der Antikorper gegen das Kollagenspaltprodukt Col 2-%2m wurde in dieser Arbeit
gewahlt, da hierbei im Gegensatz zu den Antikorpern gegen Tenascin C und CHI3L1
ein direkter Nachweis einer Schadigung des Knorpels maoglich ist. Zudem besteht ein
direkter Zusammenhang zwischen dem Grad der Denaturierung, wie er sich in der
Immunhistochemie darstellt, und den Ergebnissen quantitativer Verfahren wie dem
Immunoassay und dem Mankin Grading System, was die Zuverlassigkeit dieses
Markers erhoht (Hollander et al. 1995).

Zuletzt soll noch auf die in der vorliegenden Arbeit angewandte Praparationsmethode
eingegangen werden. Die Huftkopfe wurden vor Aufbereitung fir die einzelnen
Untersuchungen mit dem Meildel durchtrennt. Dieses Verfahren erscheint durch eine
mogliche Traumatisierung des Gelenkknorpels zunachst ungunstig. Aus zwei
Grunden ist jedoch keine artefizielle Verfalschung der Ergebnisse zu erwarten. Zum
einen sind die histologisch und immunhistochemisch untersuchten Prozesse in vivo

Veranderungen, die sich unmittelbar post mortem nicht mehr verandern. Zum



anderen wurde bei Anfertigung der Paraffinschnitte und bei der Auswahl der Knor-
pelproben fur die Kryoschnitte ein ausreichender Abstand zur Kante des durchtrenn-

ten Huftkopfes eingehalten.



5.2. Diskussion der Ergebnisse

Die in dieser Studie festgestellten lokalen Nebenwirkungen der extrakorporalen
StoRwellenapplikation wie Schmerzen, Hauterosionen, petechiale Hautblutungen und
Hamatome decken sich mit den in der Literatur beschriebenen Befunden (Haake et
al. 2002). Zusatzlich dazu kam es in dieser Studie bei einem Tier zur Verletzung des
Darms. Die Applikation von StoRBwellen an luftgefliliten Organen stellt aufgrund der
physikalischen Eigenschaften der Sto3wellen eine Kontraindikation dar (Sistermann
und Katthagen 1998). Daher wird bei der Stol3wellentherapie beim Menschen immer
ein ausreichender Abstand zu luftgefillten Organen wie dem Darm eingehalten.
Aufgrund der anatomischen Nahe des Darms der Ratte zum Huftgelenk lie3 sich
jedoch die Verletzung auch bei exakter Fokussierung der StoRwellen nicht vermei-
den.

Zum Zeitpunkt der Literaturrecherche lag nur eine Studie vor, in der die Wirkung
extrakorporaler Stol3wellen auf Gelenkknorpel ebenfalls in vivo untersucht wurde
(Vaterlein et al. 2000). Hierbei wurden die Femurkondylen von Kaninchen nach
Applikation von 2000 Impulsen von StoRwellen der EFD 1,2 mJ/mm? an unterschied-
lichen Zeitpunkten bis zu 24 Wochen nach Behandlung makroskopisch, histologisch
und radiologisch ausgewertet. Radiologisch wurde keine Pathologie des Knochens
im Sinne einer Fraktur oder im Sinne degenerativer Veranderungen festgestellt. Auch
in der vorliegenden Arbeit konnten keine rontgenologischen Veranderungen des
Knochens nach StoRwellenbehandlung nachgewiesen werden.

Des Weiteren konnten Vaterlein et al. bei der makroskopischen und histologischen
Evaluation der Kaninchenpraparate keine pathologischen Befunde feststellen. Es
kam also zu keinen mit den verwendeten Methoden nachweisbaren Umbauvorgan-
gen. Fur die histologische Beurteilung des Knorpels wahlten Vaterlein et al. eine
Toluidinblaufarbung. Diese farbt ahnlich der Safranin-O Farbung Glykosaminoglyka-
ne und Proteoglykane. Es wurde jedoch gezeigt, dass Toluidinblau zur Beurteilung
des Gelenkknorpels gegenuber der in der vorliegenden Arbeit durchgefuhrten
Safranin-O Farbung unterlegen ist, da der stdochiometrische Zusammenhang zwi-
schen Proteoglykangehalt und Intensitat der Farbung ungenauer ist (Poole 1970;
Hyllested et al. 2002). Da histologische Verfahren flr die Detektion sehr friher
Veranderungen ungeeignet sind, wurde in der vorliegenden Arbeit zusatzlich die



Immunhistochemie eingesetzt. Dies sollte auch beim Entwurf zukunftiger Studien

beachtet werden.

Kaninchen gelten ab einem Alter von 180 Tagen als ausgewachsen. Die in der
Studie von Vaterlein et al. gewahlten Kaninchen waren zum Zeitpunkt der StolRwel-
lenbehandlung 100 Tage alt und damit nicht ausgewachsen. Da der Knorpel im
Wachstumsalter Uber ausgepragtere Regenerationsmoglichkeiten als reifer Gelenk-
knorpel verfugt, sind durch die Studie von Vaterlein et al. posttraumatische Verande-

rungen nach StoRwellenbehandlung nicht endguiltig auszuschliel3en.

Die in der vorliegenden Studie verwendeten Sprague-Dawley Ratten waren zwischen
zehn und zwolf Wochen alt und somit adult. Daher ist bei diesen Tieren von keiner
besonderen Regenerationsfahigkeit des Gelenkknorpels auszugehen. Dies ist
insofern wichtig, dass die extrakorporale StoRwellentherapie in der Klinik normaler-
weise nur beim Erwachsenen angewendet wird und deshalb eine gréRere Ahnlichkeit
zwischen Tierexperiment und Klinik besteht. Auch in zukinftigen Studien sollte die
Untersuchung von pathogenetischen Zusammenhangen an ausgewachsenen Tieren
erfolgen, um eine Verfalschung der Ergebnisse durch eine gesteigerte Regeneration

im Wachtumsalter zu vermeiden.

In der vorliegenden Arbeit wurden Knorpelpraparate nach extrakorporaler Sto3wel-
lenapplikation mittels histologischer und immunhistochemischer Methoden unter-
sucht. Die histologische Evaluation der Praparate ergab keine pathologischen
Befunde. Die leichte Verminderung des Proteoglykangehalts in der Safranin-O
Farbung in wenigen Praparaten stellt wahrscheinlich ein Artefakt dar. Dafur spricht
zum einen, dass Struktur und Zellen des Knorpels unverandert sind und zum ande-
ren, dass ein Proteoglykanverlust nicht im Rahmen sehr friher posttraumatischer
Knorpelveranderungen auftritt. Zudem bestand keine Korrelation zwischen dem
Vorkommen des Kollagenspaltprodukts Col 2-%24m und verminderter Safranin-O

Farbung, wie es Ublicherweise der Fall ist (Hollander et al. 1995).

Im Folgenden werden die verschiedenen Ergebnisse der Immunhistochemie zu-

sammengefasst dargestellt und anschliefiend gemeinsam diskutiert.

= Das Signal fur Tenascin C war in allen Gruppen am behandelten Huftgelenk
starker ausgepragt. Im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigten die Gruppe | bis
Il eine groRere Intensitat der Farbung, wobei diese Intensitat im Zeitverlauf

zunahm.



Chitinase-3-like Protein 1 war nur in Gruppe Il sowohl am behandelten als
auch am unbehandelten Huftgelenk nachweisbar.

Col 2-%2m kam vereinzelt in Praparaten sowohl des behandelten als auch des

unbehandelten Huftgelenks in Gruppe Il vor.

Anhand dieser Befunde kann die in der Einleitung formulierte Hypothese, dass

Stol3wellen der EFD 0,5 mJ/mm? zu einer Veranderung der molekularen Zusammen-

setzung des Gelenkknorpels flhren, erstmals bestatigt werden.

Der genaue Mechanismus, der die beobachteten Veranderungen im Knorpel nach

StoRwellenapplikation in Gang setzt, ist nicht bekannt. In der Literatur werden zwei

Moglichkeiten der StoBwellenwirkung genannt (Gerdesmeyer et al. 2002; Ogden et
al. 2001):

Zum einen die direkte Wirkung, die sich an Grenzflachen zweier Gewebearten
unterschiedlicher akustischer Impedanz entfaltet. Diese direkte Wirkung kann
als mechanische Belastung des Knorpels gewertet werden. In vitro Untersu-
chungen ergaben, dass Chondrozyten auf veranderte mechanische Bela-
stung, die zu einer Schadigung des Knorpels fihren kann, mit einer Aufregula-
tion der synthetischen Aktivitat (vor allem Matrix-verdauender Enzyme) und
zunehmender Produktion inflammatorischer Zytokine reagieren. Insbesondere
eine vermehrte statische Kompression fuhrt dadurch zu gesteigertem Abbau
der Proetoglykane und Schaden des Kollagennetzwerks sowie langfristig zu
einer verminderten Synthese der Komponenten der extrazellularen Matrix
(Guilak et al. 2004). Durch diesen Mechanismus konnte das gesteigerte Vor-
kommen von Tenascin C erklart werden, denn es wurde bereits gezeigt, dass
Tenascin C in Geweben unter mechanischem Stress aufreguliert wird (Fluck
et al. 2000).

Die indirekte Wirkung von StoRwellen erfolgt Uber die Induktion von Kavitati-
onsblasen, die bei ihrem Kollaps Flissigkeitsstrome (Jetstreams) erzeugen,
die lokale Gewebeschaden hervorrufen konnen. Eine Schadiging der Knor-
pelmatrix durch diese Jetstreams ware denkbar. In beiden Fallen sind Tenas-
cin C und CHI3L1 mdglicherweise als protektive Faktoren an der Gegenregu-
lation der verursachten Schaden beteiligt.



Tenascin C war in den Gruppen | bis |l nachweisbar. CHI3L1 und Col 2-%m liel3en
sich in Gruppe Il auch am unbehandelten Huftgelenk feststellen. Der Fokus der
verwendeten StoRwellenquelle Typ XL1 der Firma Dornier (Wessling, Deutschland)
hat eine raumliche Ausdehnung von 3,1 x 0,36 cm. Die Huftgelenke der Ratten lagen
im Schnitt 2,2 cm auseinander. Wenn der Fokus der StoRwellen exakt auf das rechte
Huftgelenk eingestellt wird, reicht er bis auf wenige Millimeter an das linke Huftgelenk
heran. Aufgrund dieser anatomischen Gegebenheit ist davon auszugehen, dass ein
Teil der StolRwellenenergie auch im unbehandelten Huftgelenk freigesetzt wird.
Dieser Zusammenhang erklart das Vorkommen von Tenascin C, CHI3L1 und Col 2-
%am auch in der linken Hufte. Je nach GroRRe des Fokus der verwendeten Stol3wel-
lenquelle eignet sich somit die Untersuchung deren Wirkung am Huftgelenk der Ratte
nur bedingt, da es zu einer ungewollten Mitbehandlung des zweiten Huftgelenks

kommen kann.

Im Gegensatz zu Tenascin C war CHI3L1 nur innerhalb der Chondrozyten und nicht
in der Knorpelmatrix nachweisbar. Dieses Phanomen wurde von anderen Autoren
bereits beschrieben (Trudel et al. 2007; Volck et al. 2001). Als moégliche Ursachen
dafur gaben Volck et al. entweder eine zu geringe Menge von CHI3L1 innerhalb der
Knorpelmatrix oder die Bindung von CHI3L1 an andere Molekule an, die einen

Nachweis mittels Immunhistochemie verhindern.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Sto3wellen in vivo zu einer
Veranderung der molekularen Zusammensetzung des Gelenkknorpels fuhren.
Tenascin C und CHI3L1 gelten als protektive Faktoren im Rahmen der Knorpeldege-
neration. Die vermehrte Expression dieser extrazellularen Matrixproteine wird im
Rahmen einer Arthroseentstehung beobachtet und ist als Gegenregulationsmecha-
nismus des hyalinen Gelenkknorpels aufzufassen (Ling and Recklies 2004; Veje et
al. 2003). Ein gesteigertes Vorkommen im gesunden hyalinen Gelenkknorpel konnte
nicht beobachtet werden. Die Aufregulation der oben genannten Proteine entspricht

einem sehr frihen Stadium des Knorpelversagens.

Die traumatische Schadigung des Knorpels geht auch mit einer solchen Aufregulati-
on von extrazellularen Matrixproteinen einher (Pfander et al. 1999; Lorenz et al.
2005). Das durch die Applikation von extrakorporalen Stol3wellen am Rattenknorpel
induzierte vermehrte Vorkommen von Tenascin C und CHI3L1 stellt wahrscheinlich

einen Effekt der mechanischen Belastung des Knorpels durch die StoRRwellen dar.



Diese Traumatisierung bewirkt den in der vorliegenden Studie gezeigten kurzfristigen
Effekt, ahnlich den Ergebnissen aus der Literatur in frihen Arthrosestadien (Veje et
al. 2003). Ein langfristiger Effekt konnte durch die vorliegende Arbeit nicht nachge-
wiesen werden. Das Vorkommen von Kollagenspaltprodukten zehn Wochen nach
StoRwellenapplikation spricht jedoch fur das Vorliegen von nicht reversiblen Umbau-
vorgangen des Gelenkknorpels.

Studien mit Pferdeknorpelpraparaten wiesen ebenfalls einen schadigenden Effekt
extrakorporaler StoRwellen nach. An diesen konnte gezeigt werden, dass Stol3wellen
in vitro zu einer Verminderung der Glykosaminoglykansynthese fuhren (Benson et al.
2007). Ein Mangel dieser elementaren Bausteine des Knorpelgerusts konnte zu
einem Verlust der Knorpelstruktur fihren. Des Weiteren wurde eine Verringerung der
Lebensfahigkeit und eine Steigerung der Membrandurchlassigkeit von Chondrozyten

nach Applikation extrakorporaler StoRwellen gezeigt (Byron et al. 2005).

Ein positiver Effekt der StoRwellentherapie konnte von Murata et al. gezeigt werden.
Die Autoren stellten eine Verbesserung des Gentransfers in der Chondrozytenkultur
nach StoRwellenapplikation fest (Murata et al. 2007). Allerdings war dieser postive
Effekt nicht sehr ausgepragt und es kam zusatzlich zu einem unerwunschten Abster-
ben von Zellen. Diesen schadigenden Effekt musste man bei der von den Autoren
vorgeschlagenen Anwendung im Rahmen von beispielsweise Tissue Engineering in

Kauf nehmen.

Die in der vorliegenden Arbeit gefundenen posttraumatischen Veranderungen
konnten bei einer weiteren Progression zu dem in Abbildung 5.1 dargestellten
Verlauf flhren. Stol3wellen hatten dabei die Bedeutung einer mechanischen Trauma-
tisierung des Knorpels, die den dargestellten Prozess initiieren wirde. Allerdings
kann anhand der vorliegenden Ergebnisse keine endgultige Aussage getroffen
werden, ob es nach Sto3wellentherapie tatsachlich zu einer Zunahme an Kollagen-
spaltprodukten und anderen posttraumatischen Veranderungen kommt. Zum einen
wurde ein kurzer Untersuchungszeitraum von zehn Wochen gewahlt, der keine
Aussage uber langfristige Veranderungen erlaubt. Zum anderen war Col 2-%m nicht
in allen Praparaten der behandelten Hufte nachweisbar war und es kann sich bei
dem Signal fur Col 2-%2m nicht um eine grofle Menge an denaturiertem Kollagen
handeln, da keine Korrelation zu pathologischen Veranderungen in der Safranin-O

Farbung bestand, wie dies Ublicherweise der Fall ist (Hollander et al. 1995). Weitere



Studien mit zusatzlichen Markern (beispielsweise die Matrix-Metalloproteinasen 1, 3,
8 und 13) und langeren Beobachtungszeitraumen sollten auf den vorliegenden

Befunden aufbauen.

Mechanische Faktoren Entziindungsreaktionen
Erbliche Faktoren Wiederholte Traumen
Alter Veranderungen des
subchondralen Knochens
I,’ ‘\‘ Ungleichgewicht zwischen Expression,
/ \ Aktivierung und Signalisierung
! \ von Zytokinen und Wachstumsfaktoren
v « ¥ v R
Initierung — Frihe OA — Progression ——>Spate OA
Aktivierung von stress- Proliferation der Chondrozyten und Zellalterung, Apoptose
induzierten Signalwegen, Clusterbildung, Aktivierung von Kollagengenen:
Veranderungen des Produktion von MMPs und ADAMTS COL2A1, COL6, COL9,COL11
Zytoskleletts, Produktion von Zytokinen, BMPs und Veranderte Kollagentypen:
Altersbedingte Veran- TGF-B Kollagen-I, Kollagen-lii
derungen Proteoglykansynthese und Hypertrophie (Kollagen-X)
—degradierung Osteophytenbildung
Riss der Tidemark, Angioneogenese Verdoppelung der Tidemark

Kollagendegradierung
Freisetzung von Matrixfragmenten

Aufregulation von Vorkommen von Col 2-3%m
Tenascin C

v V

Abbildung 5.1: Schematische Darstellung der einzelnen Elemente, die bei der Entstehung
einer (posttraumatischen) Athrose beteiligt sind, im Zusammenhang mit den in dieser Arbeit verwen-
deten Markern Tenascin C und Col 2-%m; Bemerkung: CHI3L1 wurde ausgelassen, da dessen
Bedeutung bei der Arthroseentwicklung nicht endguiltig geklart ist;

Abklrzungen: OA=0Osteoarthrose, MMP=Matrix-Metalloproteinase, BMP=Bone Morphogenetic
Protein, TGF=Transforming Growth Factor

(eigene Darstellung in Anlehnung an Goldring and Goldring 2007)

In Abbildung 5.1 ist auch die Rolle der Marker Tenascin C und Col 2-%m dargestellt.
Es lasst sich erkennen, dass Tenascin C bereits sehr frih aufreguliert wird. Col 2-
%m hingegen ist erst zu einem spateren Zeitpunkt vermehrt nachweisbar, da es erst
nach enzymatischer Spaltung durch Matrix-Metalloproteinasen entsteht. Diese
werden im Rahmen posttraumatischer Veranderungen frih aufreguliert und fihren
dann im Verlauf zur Anhaufung von Kollagenspaltprodukten (Fernandes et al. 1998;

Wu et al. 2002). Dieser zeitliche Ablauf konnte auch in der vorliegenden Arbeit



beobachtet werden. Es ware also moglich, dass zehn Wochen nach StolRwellenbe-
handlung die Kollagendenaturierung gerade begonnen hat und damit eine weitere
Zunahme Uber einen langeren Beobachtungszeitraum feststellbar gewesen ware.
Ebenso ist es denkbar, dass es zu keiner Zunahme an Col 2-%m kommt und die
vereinzelt nachgewiesene Menge an denaturiertem Kollagen keine klinische Rele-
vanz hat. Auch hier kdnnen Studien mit langeren Beobachtungszeitraumen neue

Erkenntnisse bringen.

Renz und Rupp fuhrten Versuche mit Chondrozyten in Zellkultur durch. Sie applizier-
ten StoRBwellen einer Energieflussdichte von 0,08 und 0,26 mJ/mm? jeweils auf in
Suspension befindliche und in Alginat eingebettete Chondrozyten. Dabei wurde ein
grolRer Anteil der in Suspension befindlichen Chondrozyten durch die Stol3wellen
zerstort. Die Chondrozytenkultur in Alginat hingegen wies keinen signifikanten
Anstieg abgestorbener Zellen nach StoRwellenapplikation auf. Die viskoelastischen
Eigenschaften der Alginatkultur sind denen des Gelenkknorpels ahnlicher als eine
Suspension und geben daher eher die Bedingungen in vivo wieder. Die Autoren
schlossen aus diesen Befunden, dass die Risiken der Anwendung extrakorporaler
StoRBwellen am Gelenkknorpel vernachlassigbar seien (Renz and Rupp 2008).
Dennoch lasst sich mit den Ergebnissen der Studie von Renz und Rupp eine mogli-
che unerwinschte Wirkung extrakorporaler StoRwellen auf Gelenkknorpel nicht
sicher ausschliel3en, da die Wirkung von Stol3wellen einer hdheren Energieflussdich-
te (> 0,26 mJ/mm?) nicht untersucht wurde. Des Weiteren kann sich das Verhalten
der Chondrozyten in Kultur — auch in Alginat — von dem in vivo unterscheiden. Die in
der vorliegenden Arbeit gefundenen Veranderungen widersprechen den Beobach-
tungen von Renz und Rupp nicht unbedingt, da hier mit einer héheren Energiefluss-
dichte gearbeitet wurde. Diese Applikationsform kommt beim Menschen bei der
Behandlung der Tendinosis calcarea der Schulter (Hsu et al. 2008), der aseptischen
Pseudarthrose (Schaden et al. 2001) und im Rahmen von klinischen Studien bei der

Behandlung von aseptischen Huftkopfnekrosen (Ludwig et al. 2001) zum Einsatz.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass in der vorliegenden Arbeit erstmals eine
Veranderung der molekularen Zusammensetzung des Gelenkknorpels nach Applika-
tion extrakorporaler StolRwellen der Energieflussdichte 0,5 mJ/mm? in vivo gezeigt
werden konnte. Zum einen wurde eine vermehrte Expression der knorpelprotektiven
Faktoren Tenascin C und CHI3L1 festgestellt. Zum anderen war vereinzelt eine

Anhaufung von Kollagenspaltprodukten nachweisbar. Diese Befunde konnten einem



frihen Stadium posttraumatischer Knorpelveranderungen entsprechen. Die endgulti-
ge Bedeutung der gefundenen Veranderungen lasst sich anhand der vorliegenden
Studie jedoch nicht beurteilen. Die Ergebnisse sind allerdings ein erster Hinweis auf
eine Schadigung des Gelenkknorpels nach Appilaktion extrakorporaler Stol3wellen

der Energieflussdichte 0,5 mJ/mm?.



6. Zusammenfassung

Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es, zu untersuchen, ob es durch die Applikation von Sto3wel-
len der Energieflussdichte 0,5 mJ/mm? zu einer Veranderung der molekularen
Zusammensetzung des Gelenkknorpels kommt. Extrakorporale StoRwellen werden
als Therapieverfahren unter anderem zur Behandlung der Tendinosis calcarea der
Schulter und der Huftkopfnekrose eingesetzt. Dabei liegt der Gelenkknorpel haufig
im Behandlungsgebiet. Eine mogliche Schadigung des Gelenkknorpels nach Stof3-

wellenbehandlung wurde bisher kaum untersucht.

Material und Methoden

18 mannliche Sprague-Dawley Ratten wurden am rechten Huftgelenk mit 1500
StoRwellen der Energieflussdiche 0,5 mJ/mm? behandelt und in drei Gruppen
eingeteilt, die nach je einer, vier oder zehn Wochen untersucht wurden. Zusatzlich
wurden zwei Tiere als Kontrollen scheinbehandelt. Vor und nach StolRwellenapplika-
tion wurden Kontaktradiografien angefertigt. Das rechte und linke Huftgelenk wurde
nach Ablauf der Nachbeobachtungszeit enthommen und der Knorpel wurde histolo-
gisch mit einer Safranin-O Farbung und immunhistochemisch mit Antikdpern gegen
Tenascin C, Chitinase-3-like Protein 1 (CHI3L1) und Col 2-%2m untersucht.

Ergebnisse

Die Farbung mit Safranin-O ergab keine pathologischen Befunde. Tenascin C zeigte
dagegen in allen Gruppen ein gesteigertes Signal auf der behandelten Seite sowohl
im Vergleich zur unbehandelten als auch im Vergleich zur Kontrollgruppe. CHI3L1
lie® sich in der Kontrollgruppe nicht und bei den behandelten Tieren erst nach zehn
Wochen im unbehandelten und behandelten Huftgelenk nachweisen. Ein Vorkom-
men von Col 2-%m zeigte sich in einzelnen Praparaten der behandelten und unbe-

handelten Hufte nach zehn Wochen.

Schlussfolgerungen

Die extrazellularen Matrixproteine Tenascin C und CHI3L1 spielen eine protektive

Rolle bei der Knorpeldegeneration und deuten damit auf einen nach StolRwellenap-



plikation ablaufenden Reparationsprozess hin. Das Vorkommen von Col 2-%m zeigt
eine Schadigung des Kollagennetzwerks an, die zu einer Degeneration des Gelenk-
knorpels fuhren kdnnte. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen erstmals eine Verande-
rung der molekularen Zusammensetzung des Gelenkknorpels nach Applikation von
Stol3wellen der Energieflussdichte 0,5 mJ/mm? und geben einen wichtigen Ansatz-
punkt fur zukunftige Studien, die Wirkungen extrakorporaler StolRwellen auf den

Gelenkknorpel weiter untersuchen.
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