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EINLEITUNG

Die Arthrose ist eine degenerative Erkrankung des Bewegungsapparates. Sie ist die am
weitesten verbreitete chronische Gelenkerkrankung und die Anzahl der Erkrankten steigt,
hauptsichlich aufgrund des zunehmenden Alters und Ubergewichts der Bevolkerung, an
(Sabharwal et al 2012, Igbal et al. 2011). Schmerz und Funktionsverlust sind die beiden
Symptome, die am hiufigsten zur Behandlung der Erkrankung filhren. Behandelnde Arzte
sind sich dariiber einig, dass die Diagnosestellung hiufig erst sehr spédt im Krankheitsverlauf
statt findet. Bisher gibt es keine anerkannten Therapeutika, die den Krankheitsverlauf
beeinflussen (disease modyfing drugs), so dass lediglich die Moglichkeit der
Gelenksersatzoperation und der symptom-orientierten Therapie besteht (Guearmazi et al.

2009; Bijilsma et al. 2011).

Sdulen der Forschung sollten daher die Weiterentwicklung besserer diagnostischer und
therapeutischer Methoden sein, damit eine frithere Diagnosestellung und gelenkerhaltende

Therapie moglich ist.

In den vergangenen Jahren wurde intensiv an der Weiterentwicklung der MRT-Bildgebung,
insbesondere an der Darstellbarkeit des Gelenkknorpels, gearbeitet (Roemer et al. 2011).
Durch die Weiterentwicklung der digitalen Bildverarbeitung konnen weitere Informationen
iiber die Knorpelstruktur und -morphologie sowie die Funktion in gesunden und kranken
Gelenken gewonnen werden (Graichen et al. 2004, Eckstein et al. 2006, Wang et al. 2010,
Pelletier et al. 2013). Eine wichtige Forschungsrichtung ist auch die Etablierung von
Tiermodellen der Arthrose, deren Untersuchung zunehmend auch mit hochauflosenden MRTs
durchgefiihrt wird (Wachsmuth et al. 2003, Tessier et al. 2003, Bolbos et al.2007, Boulocher
et al. 2007, Boileau et al. 2008, Lee et al. 2009, Pepin et al. 2009, Goebel et al. Jan. 2010,

Goebel et al. Sept. 2010, Fenty et al. 2012, Ning et al. 2012).
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Diese Entwicklungen sind Grundlage fiir die Entwicklung chondroprotektiver Substanzen —
wie z.B. Inhibitoren der unterschiedlichen Matrix-Metalloproteinasen und anderer Enzyme
und Entziindungsmediatoren, die schon im Frithstadium der Erkrankung ein Fortschreiten
verhindern sollen (Burrage et al. 2007). Glucosaminosulfat — meist zusammen mit
Chondroitin-Sulfat gegeben —, S-Adenosylmethionin sowie Strontiumranelat zeigten in
verschiedenen klinischen Studien Wirksamkeit beziiglich der Schmerzlinderung, jedoch nicht
oder nur eingeschrinkt in Bezug auf das strukturelle Fortschreiten der Erkrankung (Morelli et
al. 2003, Gregory et al. 2008, Reginster et al. 2013). Hier gewinnt die Entwicklung von
Phytopharmaka an Bedeutung; bei verschiedenen In-vitro-Untersuchungen konnte ein
positiver Effekt auf die Zytokinfreisetzung und die Kollagensynthese durch einige
Pflanzenextrakte, insbesondere durch unverseifbare Avocado-Sojabohnen-Extrakte, topisch
angewandtes Capsaicin und chinesische Krautermischungen nachgewiesen werden (Cameron
et al. 2009). Im Tiermodell mit Arthroseinduktion durch Durchtrennung des vorderen
Kreuzbandes konnte ein chondroprotektiver Effekt von unverseifbaren Avocado-Sojabohnen-
Extrakten bereits in-vivo nachgewiesen werden (Boileau et al. 2009). Als aus Siidafrika
stammendes Heilmittel bei rheumatoiden Beschwerden riickt auch der Extrakt der
Teufelskralle (besser bekannt als Harpagophytum procumbens) stirker in den Fokus des
Interesses von Arthrosestudien. In einigen Studien konnte am Menschen bereits ein
schmerzlindernder Effekt bei der Behandlung mit Teufelskrallenextrakt nachgewiesen werden

(Brien et al. 2006, Gregory et al. 2008).
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Ziel der vorliegenden Arbeit war einerseits der Nachweis der Reproduzierbarkeit von
Knorpelvolumenmessungen mittels MRT an sehr kleinen Kniegelenken im Tiermodell, wie
denen von New Zealand White Rabbits, und andererseits die Untersuchung des Einflusses von
Harpagophytum  procumbens  Extrakt auf die strukturelle Entwicklung einer
Kniegelenksarthrose, das heiit auf den mittels MRT untersuchten Knorpelverlust. Im
Folgenden werden nur zuerst die Grundlagen der aktuellen Literatur zu den wichtigen

Inhalten zusammengefasst.

LITERATURUBERSICHT

Fiir diese Arbeit spielen fiinf Themen eine entscheidende Rolle: Die Grundlagen der
Kniegelenksarthrose, die aktuellen wissenschaftlichen, diagnostischen Ansdtze bei
Kniegelenksarthrose im Tiermodell, die grundlegenden therapeutischen Ansitze, die aktuellen
im Tiermodell erarbeiteten therapeutischen Ansdtze sowie die bisherigen Kenntnisse iiber
Harpagophytum procumbens. In den folgenden Kapiteln werden diese Themen nach dem

aktuellen Stand der Forschung ndher betrachtet und zusammengefasst.

Die Kniegelenksarthrose

Das Kniegelenk besteht aus zwei Anteilen, dem Femoropatellargelenk sowie dem
Femorotibialgelenk. In jedem einzelnen oder beiden Anteilen zusammen, kann durch
Verschleil eine Arthrose entstehen (Sharma et al. 2010, Gross et al. 2012). Biomechanische
Faktoren spielen dabei eine entscheidende Rolle — z.B. sind Gelenksfehlstellungen
(Kalichman et al. 2007, Sharma et al. 2010, Gross et al. 2012), Verletzungen oder auch
Gelenksinstabilititen = Risikofaktoren fiir die Entstehung (Guilak, 2011). FEine

Kniegelenksarthrose entsteht z.B. hédufig durch die Ruptur des vorderen Kreuzbandes
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(Louboutin et al. 2009) oder Verletzungen der Menisken (Mills et al. 2008, Sharma et al.

2008, Englund et al. 2009, Chang et al. 2011).
Die friihzeitige Diagnosestellung der Erkrankung ist aus verschiedenen Griinden schwierig:

Es gibt bisher keinen engen Zusammenhang zwischen Symptomen — in diesem Fall der
Schmerzen und der Funktionseinschrdnkungen des Patienten — und dem objektiv vorliegenden
Knorpelverschleil (Petersson et al 1997). Bei vielen Patienten mit massivem
Knorpelverschleil treten erst spdt Symptome auf. Die gidngige Methode zur
Arthrosebeurteilung ist die konventionelle Rontgenaufnahme; sie bietet einige Vorteile wie
grofiflachige Verfiigbarkeit, niedrige Kosten, umfassende Erfahrung in der Interpretation der
Bilder sowie einfache und langfristige Archivierungsmdglichkeiten (Zacher et al 2007). Da
im konventionellen Rontgen jedoch Weichteilstrukturen — wie Gelenkknorpel — nicht direkt
beurteilt werden konnen (Five et al. 1991) sind Verdnderungen erst in fortgeschrittenem
Stadium einer Arthrose moglich (Guermazi et al. 2009). Die wichtigsten Zeichen einer

Kniegelenksarthrose im konventionellen Rontgen nach Kellgren und Lawrence sind:
1. die Bildung von oesteophytdren Anlagerungen
2. die Verschmilerung des Gelenkspaltes
3. und subchondrale Sklerosierung (Kellgren und Lawrence, 1952).

Eine zweite Methode, die bislang einen Schwerpunkt der Diagnostik darstellte, ist die
Arthroskopie. Hierbei wird aufgrund des Blickes ins Gelenk mittels Kamera ein direktes,
makroskopisches Bild der Gelenkflichen sichtbar. Lange Zeit war die Arthroskopie die
einzige, verldssliche diagnostische Methode, mit der Knorpeldefekte gefunden werden
konnten (Lee et al 2004). Dies ist jedoch eine invasive, diagnostische Methode, die einen
operativen Eingriff mit all seinen Risiken fiir den Patienten darstellt. Daher ist die Methode

als Initialdiagnostik als problematisch zu bewerten.
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Die MRT ist ein nicht-invasives, bildgebendes Verfahren, mit dem nicht nur Knochen,
sondern das Gelenk als ganzes Organ mit allen Anteilen sehr prizise dargestellt werden
konnen (Guermazi et al. 2008). Durch die Entwicklungen in der Bildgebung der MRT und der
Verarbeitung der Daten ist man heute in der Lage, prdzise Aussagen iiber Knorpelvolumina
und den Knorpelverlust bei Arthrose zu machen, und es wird daran gearbeitet, die
dargestellten Verdnderungen mit den Symptomen der Patienten und den weiter zu
erwartenden Verdanderungen in Zusammenhang zu bringen (Eckstein et al. 2006; 2007; 2013,
Pelletier et al. 2013). Fiir 1,5- und 3-Tesla-MRT-Geréte konnte nachgewiesen werden, dass
man technisch exakte, reproduzierbare und gegeniiber Verdnderungen sensitive Messungen

des Gelenkknorpels am Menschen durchfiihren kann (Eckstein et al. 2009).

Wissenschaftliche diagnostische Methoden bei Kniegelenksarthrose im Tiermodell

Um weiterfiihrende Erkenntnisse zur Gonarthroseentwicklung — insbesondere zu
Strukturverdnderungen und Schidigungen des Gelenkknorpels — zu gewinnen, wurden in den
letzten Jahren immer haufiger Studien an Tiermodellen durchgefiihrt (Aigner et al. 2010,
Cook et al. 2010, Gerwin et al. 2010, Kraus et al. 2010, Mcllwraith et al. 2010, Laverty et al.
2010, Little et al. 2010). Hier kamen unterschiedliche diagnostische Methoden und
unterschiedliche Tiermodelle zum Einsatz, die im Folgenden exemplarisch dargestellt

werden.

Die in den vergangenen Jahren am stirksten weiterentwickelte Diagnostikmethode auf dem
Gebiet der Kniegelenksarthrose ist die MRT. Die Aufgabe, in diversen Tiermodellen immer
kleinere Gelenke exakt zu untersuchen, konnte durch stetige Weiterentwicklung der
Methoden — z.B. durch hohere Magnetfelder, verbesserte Spulen und Entwicklung neuer
Sequenzen gelost werden (Raynauld 2003, Gold et al. 2006, Goebel et al. 2010). Boileau

konnte in einem Arthrosemodell mit Hunden mit einem 1,5-Tesla-MRT die Knorpeldefekte
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und den Verlust des Knorpelvolumens der tibialen Gelenkflachen exakt darstellen (Boileau et
al. 2008). An einem Schweinemodell wurden die Knorpelvolumina des Retropatellarknorpels
mittels MRT bestimmt und mit Standardmessmethoden im Labor verglichen. Hier zeigte sich
eine Messgenauigkeit von +/- 0,1 ml Knorpelvolumen bei 95% der Messungen (Jaremko et al.
2007). Kleinere Gelenke erfordern jedoch die Nutzung neuerer, weiter entwickelter Gerite
und Messsequenzen. So zeigte Wachsmuth bereits 2003 in einer Arthrosestudie an New
Zealand White Rabbits, dass mittels 3D-Gradienten-Echo-Protokoll an einem 7,1-Tesla-MRT
eine exakte Darstellung von Gelenkergiissen, Meniskus- und Kreuzbandldsionen sowie einer
Osteophytenbildung moglich ist (Wachsmuth et al. 2003). An einem Meerschweinchenmodell
konnte bei einer Vergleichsuntersuchung zwischen Histopathologie und MRT mit einem 7,0-
Tesla-Geriét die Knorpeldicke bei Arthrose reproduzierbar gemessen werden (Bolbos et al.
2007, 2008). Abermals im Kaninchenmodell konnte Pepin zeigen, dass die iiberknorpelte
Gelenkfldche sowie die Knorpeldicke bei Arthrose mittels 7,0-Tesla-MRT im Vergleich zur
histopathologischen Untersuchung prézise gemessen werden kann (Pepin et al. 2009). In einer
Studie mit Ratten konnte im Rahmen einer Longitudinalstudie iiber 3 Wochen im Vergleich
zu nicht-operierten Knien eine deutliche Abnahme der Knorpeldicke gezeigt werden (Xie et

al. 2010).

Ein weiterer, diagnostischer Ansatz liegt in der Beurteilung von Verdnderungen des
subchondralen Knochengewebes mittels Micro-CT, um von den hier darstellbaren
Verdnderungen, Riickschliisse auf das Fortschreiten einer Kniegelenksarthrose zu ziehen. Im
Frithstadium einer Gelenksarthrose zeigt sich korrespondierend zur Zerstorung des
Gelenkknorpels eine Ausdiinnung des subchondralen Knochengewebes; diese Verdnderungen
konnten in einem Modell mit 13 Labrador-Hunden gezeigt werden (Intema et al. 2010).
Ebenso konnten mittels Micro-CT in den Kniegelenken von Nagern der Verlust von Knorpel,

die Bildung von subchondralen Knochenzysten sowie die Verkndcherung von
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Sehnenansdtzen als Langzeitverlaufskontrollen bei Kniegelenksarthrose dargestellt werden

(MckErlain et al. 2008).

Auch im Bereich der Positronen-Emissions-Tomographie (PET) wird bereits an
diagnostischen Ansétzen fiir Gelenksarthrose gearbeitet: In einer Studie mit 17 Ratten wurde
jeweils am rechten Hinterlauf das vordere Kreuzband durchtrennt und links eine
Scheinoperation durchgefiihrt (Umemoto et al. 2010). Ab der zweiten postoperativen Woche
konnte nach Injektion von (18)F-Fluorid gezeigt werden, dass es einen signifikanten
Unterschied in der aufgenommenen Menge des Fluorids zwischen den Arthrose-Knien und
den scheinoperierten Knien gab. Nach 8 Wochen zeigten alle Kompartimente signifikant

unterschiedliche Aufnahmen von (18)F-Fluorid (Umemoto et al. 2010).

Einen weiteren, viel versprechenden Ansatz stellt die Ultraschall-Biomikroskopie dar. In
einem Kaninchenmodell mit 18 New Zealand White Rabbits wurde bei 12 Tieren eine
Kniegelenksarthrose operativ induziert. Die Ultraschalluntersuchungen wurden von zwei
unabhiingigen Untersuchern durchgefiihrt. Bei beiden konnte eine hohe Ubereinstimmung der

Ultraschallbefunde mit den pathologischen Befunden gezeigt werden (Wang et al 2011).

Auf die Anwendung der MRT als diagnostische Methode wird an dieser Stelle verzichtet und
auf die Kapitel ,,Material und Methoden* sowie ,,Methodikdiskussion® verwiesen. Im
Folgenden sollen nun die therapeutischen Ansdtze sowie die aktuellen, im Tiermodell

erprobten Therapieansitze vorgestellt werden.

2.3  Therapeutische Anséitze bei Kniegelenksarthrose

Die therapeutischen Strategien und Ansdtze bei Kniegelenksarthrose waren in der
Vergangenheit sehr unterschiedlich. 2008 wurde, von einem 16-kdpfigen Expertenteam der
OARSI, basierend auf 23 existierenden Behandlungsleitfiden fir Hiift- und

Kniegelenksarthrose, eine 25 Punkte umfassende Leitlinie entwickelt (Zhang et al. 2008).
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Insgesamt hat die Behandlung der Gelenksarthrose folgende Zielsetzung:

- Reduktion von Schmerzen und Gelenkssteifigkeit,

- Erhaltung und Verbesserung der Gelenksmobilitét,

- Reduktion von korperlichen Einschrinkungen und Behinderungen,
- Verbesserung der Lebensqualitédt der Patienten,

- Verzogerung des Fortschritts der Gelenksdestruktion und

- Schulung der Patienten beziiglich der Grundlagen ihrer Erkrankung und dem Umgang damit.

Generell sollte eine Behandlung einer Gelenksarthrose eine Kombination aus medikamentdser
und nicht-medikamentdser Therapie darstellen. Patienten mit Knie- und Hiiftgelenksarthrose
sollen angeleitet werden, ihren Lebensstil zu verindern, um Ubergewicht zu reduzieren.
Zudem sollen gezielte Ubungen und sportliche Aktivititen erlernt werden, um das
geschidigte Gelenk zu entlasten. Durch regelméBigen telefonischen Kontakt mit diesen
Patienten kann eine klinische Verbesserung erreicht werden (Zhang et al 2008).
Physiotherapeutische Maflnahmen konnen bei einer aktivierten Arthrose die Funktionalitdt
des geschidigten Gelenks wieder verbessern. Auch Gehhilfen, wie z.B. Gehstocke oder
Unterarmgehstiitzen, die auf der kontralateralen Seite der Schidigung benutzt werden, konnen
Schmerzen lindern. Eine orthopédische Schuhversorgung — z.B. mittels Keileinlagen — kann
Fehlstellungen korrigieren und damit weitere Fehlbelastungen des geschidigten Gelenks
verhindern. Bei milden Schmerzen kann eine orale Therapie mit Acetaminophen (bis 4g/d) zu
einer Beschwerdeverbesserung fithren, bei aktivierten Arthrosen sollten nicht-steroidale
Antitheumatika (NSAR) oder Cyclooxygenase-2-Hemmer (COX-2-Hemmer) gegeben

werden. Auch durch topisch angewandte NSAR oder Capsaicin kann Schmerzlinderung
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erreicht werden und bei schweren Schmerzen kann voriibergehend durch intraartikuldre

Injektionen mit Kortikosteroiden eine Schmerzlinderung erwirkt werden.

Langfristig kann zur Verbesserung der Gelenkfunktion mit geringeren Beschwerden eine
Therapie mittels intraartikuldr injizierter Hyaluronsdure, Glucosaminoglucanen oder
Chondroitin-Sulfat durchgefiihrt werden. Sollte sich hierbei jedoch 6 Monate nach
Therapiebeginn keine Verbesserung zeigen, so sollte die Therapie abgebrochen werden.
Leicht wirksame Opioide oder Medikamente aus der Betdubungsmittelgruppe konnen bei
schweren, therapierefraktiren Schmerzen kurzfristig eingesetzt werden. Wird die Gabe
solcher Medikamente indiziert, sollte jedoch ein operativer Gelenkersatz diskutiert werden
(Liitzner et al 2009). Bei Patienten, mit ausschlieBlich auf ein Kompartiment bezogener
Arthrose kann eine unikompartimentale Schlittenprothese eine Alternative zur
Totalendoprothese darstellen. Bei jungen Patienten sollte bei Gelenksfehlstellung friihzeitig
eine Umstellungsosteotomie durchgefiihrt werden. Haufig kann hierdurch das Fortschreiten
einer durch Fehlstellung induzierten Arthrose um mehrere Jahre verzogert werden (Zhang et
al. 2008). Die Rolle von Gelenksspiilungen und arthroskopischen Debridements des
Kniegelenks werden kontrovers diskutiert (Zhang et al. 2008). Einige Studien konnten hier
zwar eine kurzfristige Verbesserung der Symptomatik zeigen (Spahn et al. 2013), eine
langfristige Verbesserung der Symptomatik bzw. eine Verlangsamung der Gelenkdestruktion
konnte jedoch nicht wissenschaftlich belegt werden (Dervin et al. 2003, Health Quality

Ontario 2005, Zhang et al. 2008).

2.4 Therapeutische Tierversuche bei Kniegelenksarthrose

Zahlreiche, der oben genannten therapeutischen Methoden, wurden bereits in Tierversuchen
untersucht und ihre Wirksamkeit nachgewiesen. Auch operative Therapien wurden erprobt

wie z.B. die Meniskusnaht bei zirkuldren Meniskusrissen (Herbort et al. 2010) oder die Naht
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von Rissen des vorderen Kreuzbandes (Xu et al. 2009; Pan et al. 2009). In einer Studie wurde
z.B. die Wirksamkeit von Akkupunktur gegen den Verlust von Knorpelsubstanz durch die
Verminderung der Expression von Metalloproteinase-1 und -3 in einem Rattenmodell
nachgewiesen (Bao et al. 2011). Andere Studien untersuchten in verschiedenen Tiermodellen
die Wirkung von verschiedenen Hyaluronsiduren und Glucosaminoglukanen als intraartikulére
Therapeutika auf den Verlauf einer Kniegelenksarthrose (Shikhman et al. 2005, Ozkan et al.

2009, Sanchez-Lazaro et al. 2010).

Die Behandlung der Arthrose mit Phytopharmaka ist in Europa sehr beliebt (Chrubasik et al.
2007). In mehreren Studien konnte fiir einzelne Wirkstoffe eine entziindungshemmende und
chondroprotektive Wirkung nachgewiesen werden. In einem Rattenmodell wurde durch Wu
die entziindungshemmende Wirkung von Murraya exotica untersucht. Hier konnte eine
deutliche Verianderung der Enzymspiegel von Superoxid-Dismutase,
Stickstoffmonoxidsynthase, Interleukin-1-beta und Tumornekrosefaktor im Serum der Ratten
gemessen werden. Dadurch wurde der Nachweis erbracht, dass Murraya exotica-Extrakt eine
entziindungshemmende und schmerzlindernde Wirkung hat (Wu et al. 2010). An Maiusen
konnte durch die orale Gabe von Granatapfelsaft bei einem Arthrosemodell nach 4 Wochen
gezeigt werden, dass die Tiere eine deutlich geringere Schadigung der Chondrozyten und
keine Entziindungsreaktion in der Synovia aufwiesen (Hadipour-Jahromy et al. 2010). Die in
der traditionellen Medizin verwandte Pflanze ,, Siegesbeckia pubescens* zeigte im Versuch
mit Kaninchen eine deutliche antiinflammatorische Wirkung durch Herunterregulation von
pro-inflammatorischen Mediatoren und Metalloproteinasen (Huh et al. 2008). Der
Wirkmechanismus ist bislang ungeklért, eine protektive Wirkung bei Kniegelenksarthrose
konnte jedoch nachgewiesen werden (Huh et al. 2008). Ein mehrfach untersuchter
Wirkstoffkomplex ist der unverseifbare Avocado-Sojabohnen-Extrakt (ASU). Es konnte in

mehreren Studien ein chondroprotektiver Effekt aufgezeigt werden (Altinel et al. 2011). Die
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orale Aufnahme von ASU im Arthrosemodell an Schafen konnte fokale Knorpelschidden nicht
verhindern, jedoch zeigten die behandelten Tiere im Vergleich zur Kontrollgruppe mildere
Knorpelschdden (Cake et al. 2000). An Hunden konnte Boileau ebenfalls den
chondroprotektiven Effekt zusammen mit deutlich geringeren Schéidigungen des
subchondralen Knochens zeigen (Boileau et al. 2008). Als biochemischer Wirkmechanismus
konnte auch hier die entziindungshemmende Wirkung durch Hemmung von Matrix-
Metalloproteinasen und Hemmung der Stickstoffmonoxidsynthase nachgewiesen werden
(Boileau et al. 2008). Ein weiterer Wirkstoff, der in den letzten Jahren zunehmend untersucht

wird, ist der Extrakt der Teufelskralle — ,, Harpagophytum procumbens*.

2.5 Harpagophytum procumbens

Die Afrikanische Teufelskralle, auch bekannt als Teufelskralle oder Trampelklette ist eine

Pflanzenart der Familie der Sesamgewéchse (Pedaliaceae) (Fintelmann et al 2006).

Eingeborene in den Steppen von Siid- und Siidwestafrika verwenden die sekundéren
Wurzelknollen von Harpagophytum procumbens zur Behandlung verschiedenster
Krankheiten, unter anderem zur Linderung muskuloskelettaler Beschwerden. Seit iiber einem
halben Jahrhundert werden unterschiedliche Formulierungen von Harpagophytum
procumbens in Europa angewandt und konnten sich in der traditionellen Therapie zur
Behandlung rheumatischer Beschwerden etablieren (Gagnier et al. 2004). Die hauptsidchlich
wirksamen Substanzen in Harpagophytum procumbens sind die sogenannten Iridoglykoside,
Harpagosid, Harpagid und Procumbid (Fintelmann et al 2006, Bradley 1992). Aullerdem
enthdlt Harpagophytum procumbens noch ein Phytosteringemisch, Phenylpropanoide wie
Acteosid, Triterpene, Flavonoide, ungesittigte Fettsduren, Zimtsdure und Chlorogensiure
(Fintelmann et al 2006). Die European Scientific Cooperative on Phytotherapy (ESCOP

Monograph, 1996) empfiehlt Harpagophytum procumbens Extrakte zur Behandlung
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schmerzhafter Arthrose mit einer Dosierung von bis zu 9 Gramm rohen Pflanzenmaterials
iiber einen Zeitraum von mindestens zwei bis drei Monaten. Es wurde vorgeschlagen, dass
das Pflanzenmaterial nicht weniger als 1,2% des Pflanzeninhaltsstoffes Harpagosid enthalten
sollte, da den Iridoglykosiden eine entscheidende Bedeutung beigemessen wird (Chrubasik et
al 1996). Dennoch zeigen pharmakologische Studien in verschiedenen Tiermodellen, dass der
Extrakt selbst wirksamer sein soll als die Markersubstanz Harpagosid (Lanhers, 1992).
Insgesamt stellt sich eine widerspriichliche Literaturlage dar, auf deren Basis es schwierig ist,
eindeutige Schlussfolgerungen hinsichtlich der analgetischen, anti-inflammatorischen und
strukturellen Wirkung von Harpagophytum procumbens zu ziehen (Chrubasik, 1995). Die
Datenlage beziiglich der wirksamen Dosierung fiir die verschiedenen Indikationen,
Riickenschmerz, Hiift- und Kniegelenksarthrose, ist ebenfalls diirftig (Gagnier et al. 2004).
Daten liegen vor fiir eine tdgliche Dosis von 60 mg und 100 mg Harpagosid pro Tag beim

Menschen (Gagnier et al. 2004).

Neuere In-vitro-Studien zeigen, dass Formulierungen von Harpagophytum procumbens mit
inflammatorischen Kaskaden und Cytokinen, prinzipiell interagieren kdnnten (Fiebich, 2001;
Chrubasik, 2002; Jang, 2003). Dariliber hinaus konnten mit Harpagophytum procumbens
sowohl inhibitorische Effekte auf die Produktion Matrix-degradierender Enzyme an isolierten
Chondrozyten (Schulze-Tanzil, 2004) als auch eine dosisabhéngige Inhibition der Elastase
gezeigt werden (Boje, 2003). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll daher die Verwendung
von Harpagophytum procumbens zur therapeutischen Beeinflussung des strukturellen

Verlaufs einer Kniegelenksarthrose untersucht werden.
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FRAGESTELLUNG

Ziel der vorliegenden Doktorarbeit war es, die folgenden beiden Fragen zu beantworten:

1.) Kénnen mittels MRT im Kaninchenmodell valide und reproduzierbare Messungen des

Knorpelvolumens durchgefiihrt werden?

2.) Kann mittels oraler Applikation von Harpagophytum procumbens der strukturelle
Verlauf einer Kniegelenksarthrose beim Kaninchen nach Durchtrennung des vorderen
Kreuzbandes und medialseitiger Meniskektomie positiv beeinflusst werden, d.h. kann
ein anschlieBender Knorpelverlust durch Gabe dieses Phytotherapeutikums reduziert

werden?
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MATERIAL UND METHODEN

Um die oben genannten Fragestellungen zu erarbeiten wurden zwei Teilstudien durchgefiihrt.
Die erste Teilstudie diente dem Nachweis, dass mittels MRT valide und reproduzierbare
Knorpelvolumenmessungen moglich sind. Diese, im weiteren ,,Validierungsstudie* genannt,
wurde mit 6 Knien durchgefiihrt. Die zweite Teilstudie, die der Priifung diente, ob
Harpagophytum procumbens im verwendeten Studienprotokoll einen Einfluss auf die
Entstehung einer Kniegelenksarthrose hat, im weiteren ,,Therapiestudie® genannt, wurde mit

16 Tieren durchgefiihrt.

Versuchstiere

1.1.1 Validierungsstudie

Fiir die Validierungsstudie wurde jeweils ein Hinterlauf von 6 gesunden New Zealand White
Rabbits verwendet, die jeweils mindestens 12 Monate alt waren und ein Korpergewicht von

3,5 bis 4 kg aufwiesen. Der Ziichter war Harlan Winkelmann aus Borchen.

1.1.2  Therapiestudie mit Harpagophytum procumbens

In der Therapiestudie wurden 16 weibliche New Zealand White Rabbits verwendet, die
mindestens 11 Monate alt waren und zwischen 4,2 und 5,3 kg Korpergewicht aufwiesen. Der
Zichter war Lammers aus Euskirchen. Es wurden jeweils 8 Tiere der Kontrollgruppe und 8

Tiere der Therapiegruppe zugeordnet.

Seite 15



Methoden

1.1.3  Arthroseinduktion

Zur Erzeugung einer degenerativen Arthrose wurde bei allen Tieren der Harpagophytum-
Studie am rechten Hinterlauf operativ sowohl das vordere Kreuzband durchtrennt als auch
medialseitig eine Meniskektomie durchgefiihrt. Die postoperative Phase betrug 19 Tage, in
denen die Tiere der Kontroll- und der Therapiegruppe bei gleichen Laborbedingungen

getrennt voneinander gehalten wurden.

1.1.4 Therapie mit Harpagophvtum-Extrakt

Die Therapiegruppe (n;=8) erhielt Futter mit einem Zusatz von Harpagophytum-Extrakt, dem
0,1 mg Harpagosid pro Gramm Pellets zugemischt worden war. Die tagliche
Harpagosidzufuhr wurde mit 130 mg in 150 g Futter berechnet. Die Kontrollgruppe (n,=8)
erhielt Standart-Pellets. Alle Tiere konnten sich 19 Tage frei bewegen. Nach dem Transport
zur Tierhaltung der Universitdt Freiburg wurden die Tiere in Individualkdfige platziert
(Europa 2000, Fa. Ehret, Emmendingen) und erhielten weiterhin 150 g Futter pro Tag. Dem
Futter der Therapiegruppe wurden weiterhin 130 mg Harpagosid zugesetzt. Die
Restfuttermenge wurde tiglich abgewogen, um die konsumierte Futtermenge zu ermitteln.
Nach etwa 6 Monaten wurden die Tiere per Genickschlag anésthesiert und nach Er6ffnen der
Vena jugularis entblutet. Beide Hinterldufe jedes Tieres wurden unterhalb des Hiiftkopfes
abgesetzt und nach Abziehen des Fells in toto beschriftet, bei -20°C eingefroren und auf
Trockeneis zur Universitdt Erlangen transportiert.

Die Genehmigung zur Durchfiihrung dieser Studie wurde vom Ethik-Komitee der Universitit

Frankfurt am Main sowie Regierungsbehorde in Darmstadt erteilt.
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1.1.5 Knorpelvolumenbestimmung mittels MRT

Von jedem Kniegelenk der Versuchstiere wurden mit einem hochauflésenden MRT (Bruker,
Karlsruhe), 7,1 Tesla, TIl-gewichtete koronare Schnittbilder ohne Fettunterdriickung
angefertigt. Die Messungen erfolgten jeweils parallel an beiden Kniegelenken. Die
Schichtdicke lag bei 260um. Es wurde ein optimiertes 3D-Gradienten-Echo-Protokoll mit
einer Repetitionszeit TR 10,8ms, TE 4,7ms und einem Flipwinkel 5° genutzt. Die Auflésung
in der Bildebene betrug 182umx182um. Die Messzeit betrug 40 bis 50 Minuten.

Im Rahmen der Validierungsstudie erfolgte eine erneute Akquisition nach Repositionierung

der Kniegelenke, so dass pro Gelenk zwei MRT-Bilddatensétze vorlagen.

1.1.6  Bildverarbeitung

Die MRT-Bilder wurden als DICOM-Files auf einen Hochleistungsrechner transferiert, auf
dem sie dann in ein Spezialformat konvertiert wurden. Zuerst wurden die Daten ,,resampelt,
das heiBit jeweils zwei aufeinander folgende Finzelschichten zu einer Schicht
zusammengefasst. Die effektive Schichtdicke betrug somit 520 mm. Anschlieend wurden
alle Schichten segmentiert, hierbei wurden die Knorpel-Knochen-Grenzen und die
iiberknorpelten Gelenkflichen des medialen und lateralen Tibiaplateaus markiert und
anschliefend automatisch die Knorpelvolumina berechnet (Wirth und Eckstein 2008). Ebenso

wurde eine dreidimensionale Rekonstruktion der Knorpelplatten erstellt.
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Abb.2: Darstellung von Koronarschnitten der Validierungsstudie

Die beiden Kniegelenke eines Tieres der Kontrollgruppe konnten hierbei aufgrund der
schlechten Bildqualitit nicht bearbeitet werden. Es lagen dieser Arbeit dementsprechend im
Rahmen der Therapiestudie Daten von acht Tieren der Therapiegruppe und sieben Tieren der

Kontrollgruppe zugrunde.
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1.1.7 Knorpelvolumenbestimmung nach Archimedes

Im Rahmen der Validierungsstudie wurden die Ergebnisse der Knorpelvolumenmessung
mittels MRT mit dem gemessenen Knorpelvolumen nach chirurgischer Resektion des
Knorpels nach dem Archimedes-Prinzip verglichen.

,Archimedisches Prinzip* ist die sprachgebriuchliche Bezeichnung fiir das von Archimedes
formulierte physikalische Gesetz {iber den Auftrieb bei schwimmenden Korpern. Nach diesem
Prinzip erfihrt ein Korper, der ganz oder teilweise in eine Fliissigkeit eintaucht, eine
Auftriebskraft. Diese Kraft weist einen Betrag auf, der gleich der Gewichtskraft des vom
Korper verdringten Fliissigkeitsvolumens ist ("Archimedisches Prinzip" Microsoft®
Encarta® Online-Enzyklopidie 2009). Dieses Prinzip kann man dazu nutzen, die Volumina
von Gelenkknorpel auch in kleinen Gelenken genau zu bestimmen (Graichen et al. 2004;
Graichen et al 2003; Peterfy et al 1995). Aufgrund der geringen Knorpelvolumina bei
Kaninchenknien wurde das Messverfahren fiir die Volumenbestimmung des Knorpels nach
dem Archimedes-Prinzip experimentell den Dimensionen angepasst: Eine handelsiibliche
Einwegspritze mit 10 ml Fassungsvolumen wurde ohne Stempel auf einer Prazisionswaage
(Fa Sartorius) gewogen. Ebenfalls wurde das Leergewicht eines einfachen Deckelglases
bestimmt. Durch Zugabe eines winzigen Tropfchens handelsiiblichen Spiilmittels wurde eine
Reduktion der Oberflichenspannung erzeugt. Hierfiir wurde 1 Tropfen ,,Pril“ in 500 ml
Wasser gegeben und vermischt. Anschliefend wurden die oben genannte Spritze mit 2 ml
Wasser und ein Deckelglas mit 2 ml Wasser als Inhalt abgewogen. Die chirurgische
Resektion der Knorpel des medialen und lateralen Tibiaplateaus erfolgte an den tiefgekiihlten
Proben. Diese waren bei -20°C in Isolationstiiten einzeln eingefroren und wurden 5 Minuten
vor der Messung aus dem Tiefkiihlschrank genommen. Die Tibiae wurden in einer
handelsiiblichen Schraubzwinge am Arbeitstisch eingespannt und eine Lupe mit Beleuchtung

dariiber positioniert. Die Resektion des Knorpels wurde mit einem chirurgischen, scharfen
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Loffel durchgefiihrt. Es wurde darauf geachtet, nicht die Eminentia intercondylaris oder das
subchondrale Gewebe mit zu entfernen. Aus den Resektaten wurden umgehend mit den oben
genannten Hilfsmitteln die Knorpelvolumina mittels Wasserverdrangung bestimmt (Burgkart
et al. 2001, Graichen et al. 2003).

Die Ergebnisse der Messung nach dem Archimedes-Prinzip verglichen mit den MRT-

Messungen werden im Kapitel ,,Ergebnisse* und ,,Ergebnisdiskussion® weiterfiihrend erortert.

1.1.8  Statistische Auswertung

4.2.6.1 Validierungsstudie

Fiir die zwei MRT-Messwiederholungen der sechs Kniegelenke wurde fiir jedes Kniegelenk
der Mittelwert, die Standardabweichung sowie der Variationskoeffizient (CV%) des
Knorpelvolumens berechnet. Fiir die vorliegende Arbeit wurde das arithmetische Mittel als
Mittelwert herangezogen. Das arithmetische Mittel wird definiert als die Summe aller
Einzelwerte dividiert durch die Anzahl der Einzelwerte. Um die Streuung um den jeweiligen
Mittelwert anzugeben wird die Standardabweichung berechnet (Neumann 2000). Der
Variationskoeffizient wird definiert als die relative Standardabweichung, d.h. die
Standardabweichung dividiert durch den Erwartungswert einer Zufallsvariable. Anschlieend
wurde eine Korrelation durchgefiihrt, um die Abhédngigkeiten der Messergebnisse der MRT-
Bestimmung und der Messergebnisse nach der Archimedes-Methode zu untersuchen. Der
Korrelationskoeffizient r ist ein Wert zwischen -1 und +1. Falls kein Zusammenhang
zwischen den dargestellten Werten besteht, so ist r=0. Je ndher r an -1 oder +1 liegt, umso

stirker ist der Zusammenhang der Werte.
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4.2.6.2 Therapiestudie mit Harpagophytum procumbens
In der Therapiestudie wurden fiir die sieben Tiere der Kontrollgruppe und die acht Tiere der
Therapiegruppe jeweils aus den Einzelwerten die Mittelwerte sowie die absolute und relative

Differenz berechnet.

Die Auswertung erfolgte iiber eine einseitig, gepaarte t-Test-Funktion. Mit dem t-Test kann
beziiglich der Einzelwerte eine statistische Signifikanz der Verdnderung der Knorpelvolumina
in der Therapie- und Kontrollgruppe nachgewiesen werden. Der einseitig, gepaarte Student-t-
Test wurde sowohl fiir die Auswertung zwischen den operierten und den nicht-operierten
Knien angewandt, als auch fiir die Auswertung zwischen Therapie- und Kontrollgruppe. Da
beide Male ein Riickgang des Knorpelvolumens zu erwarten war, konnte der einseitige
Student-t-Test angewandt werden. Da es sich um vergleichbare Tiere bzw. um beide Knie von
jeweils einem Tier handelte, wurde der einseitig gepaarte Student-t-Test angewandt.
Grundsétzlich wird beim Student-t-Test eine Nullhypothese (Ho) und eine
Alternativhypothese (H,) aufgestellt. Bei dieser Studie wurden zwei Nullhypothesen definiert,
da zum einen die Gruppe der nicht-operierten Kniegelenke mit Gruppe der operierten Gelenke
verglichen wurde und zum anderen der Vergleich zwischen Therapie- und Kontrollgruppe

erfolgte.

ERGEBNISSE

1.2 VALIDIERUNGSSTUDIE

Bei der Validierungsstudie wurden Vergleiche zwischen beiden Segmentierungen der nach
Reposition der Knie im MRT durchgefiihrten Akquisitionen angestellt. Und diese Ergebnisse
wurden anschlieBend mit den Ergebnissen der Volumenmessung nach dem Archimedes-

Prinzip verglichen.
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1.2.1

Vergleich MRT-Messung vor und nach Reposition

Es wurden zuerst die Einzelwerte der beiden Segmentierungen miteinander verglichen. Bei

den Ergebnissen fiir das mediale Tibiaplateau ergaben sich Variationskoeffizienten zwischen

0,2% und 10,7%. Die Standardabweichung lag zwischen 0,06 und 2,64 (sieche Tabelle 1).

med. Tibia

Tier 1
Tier 2
Tier 3
Tier 4
Tier 5
Tier 6

1.

25,39
26,50
19,30
19,46
27,19
23,37

Messung

2. Messung Mittelwert
22,94 24,17
22,76 24,63
19,04 19,17
18,13 18,80
27,11 27,15
23,85 23,61

SD

1,73
2,64
0,18
0,94
0,06
0,34

CV%

7,20
10,70
1,00
5,00
0,20
1,40

Tab.1: Knorpelvolumina aus zwei MRT-Messungen fiir das mediale Tibiaplateau, Mittelwertberechnung und

SD = Standardabweichungsberechnung, Variationskoeffizient in %

Beim lateralen Tibiaplateau ergaben sich Variationskoeffizienten zwischen 2,30% und

19,50%. Hier lag die Standardabweichung zwischen 0,42 und 4,29 (siehe Tabelle 2).

lat. Tibia

Tier 1
Tier 2
Tier 3
Tier 4
Tier 5
Tier 6

1. Messung 2. Messung

20,10
25,10
18,26
20,83
23,47
24,01

19,01
19,03
17,66
20,16
21,78
22,80

Mittelwert

19,60
22,07
17,96
20,50
22,63
23,41

SD

0,77
4,29
0,42
0,47
1,20
0,86

CV%

3,90
19,50
2,40
2,30
5,30
3,70

Tab.2: Knorpelvolumina aus zwei MRT-Messungen fiir das laterale Tibiaplateau, Mittelwertberechnung und SD

= Standardabweichungsberechnung , Variationskoeffizient in %
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1.2.2  Korrelationsanalyse MRT vs. Archimedes-Methode

Zuerst wurden die absoluten Differenzen der Mittelwerte aus den zwei MRT-Messungen und

der Bestimmung nach dem Archimedes-Prinzip berechnet (siehe Tabelle 3).

med. Tibia Archimedes Mittelwert MRT Diff. Abs.
Tier 1 25 24,17 -0,83
Tier 2 25 24,63 -0,37
Tier 3 17 19,17 +2,17
Tier 4 18 18,80 +0,8

Tier 5 28 27,15 -0,85
Tier 6 24 23,61 -0,39

Tab.3: Darstellung der Mittelwerte der Volumen gemessen bei zwei MRT-Scans und der Archimedesmethode

fiir das mediale Tibiaplateau mit Berechnung der absoluten Volumendifferenzen in mm?

lat. Tibia Archimedes Mittelwert MRT Diff. Abs.

Tier 1 21 19,60 -1,40
Tier 2 21 22,07 +1,07
Tier 3 17 17,96 +0,96
Tier 4 21 20,50 -0,50
Tier 5 22 22,63 +0,63
Tier 6 23 23,41 +0,41

Tab.4: Darstellung der Mittelwerte gemessen bei zwei MRT-Scans und der Archimedesmethode fiir das laterale

Tibiaplateau in mm? und Berechnung der absoluten Differenzen in mm?
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Zur Uberpriifung der Ubereinstimmung der ermittelten Knorpelvolumina wurde auch eine
Korrelationsanalyse durchgefiihrt, bei der der Zusammenhang zwischen den beiden MRT-
Messungen und der Volumenbestimmung nach Archimedes ermittelt wurde. Dazu wurde der
Mittelwert aus den MRT-Bestimmungen mit der Einzelwertbestimmung aus den Archimedes-
Ergebnissen verglichen (sieche Abbildung 6). Der Pearson-Korrelationskoeffizient lag
insgesamt bei r = 0,97. Fiir das mediale Tibiaplateau ergab sich r = 0,99; fiir das laterale

Tibiaplateau lag r = 0,91.
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Abb. 6: Validierungsstudie Knorpelvolumen gemessen mittels MRT vs. Archimedes-Methode (mediale und

laterale Tibia). Pearson-Korrelationskoeffizient r = 0,97.

Im Vergleich der beiden MRT-Messungen mit der Archimedes-Methode lassen sich keine

signifikanten Unterschiede festhalten.
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1.3 _THERAPIESTUDIE MIT HARPAGOPHYTUM PROCUMBENS

Bei der Therapiestudie wurden jeweils die Knorpelvolumina der medialen und lateralen Tibia
verglichen. Hier erfolgte der Vergleich der operierten und der nicht-operierten Seite zur
Klérung der Frage, ob eine mediale Meniskektomie und Durchtrennung des vorderen
Kreuzbandes eine Kniegelenksarthrose induziert. Anschliefend wurden die Tibiae der
Therapie- und der Kontrollgruppe miteinander verglichen, um den Einfluss von

Harpagophytum procumbens zu kléren.

1.3.1 Vergleich operierte Seite vs. nicht-operierte Seite

Die Nullhypothese fiir diese Fragestellung lautete: Durch Meniskektomie des medialen
Meniskus und Durchtrennung des vorderen Kreuzbandes wird im Kaninchenmodell kein
Knorpelverlust im Sinne einer Kniegelenksarthrose induziert. Als Alternativhypothese (H;)
konnte Folgendes definiert werden: Eine Meniskektomie des medialen Meniskus und
Durchtrennung des vorderen Kreuzbandes im Kaninchenmodell fithren zur Entstehung einer

Kniegelenksarthrose am ipsilateralen Bein.
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Die Durchfiihrung des einseitig gepaarten Students-t-Test ergab folgende Werte, die in der

unten stehenden Tabelle aufgetragen wurden:

med Tibia Tier -1D Knorpelvol.  operiert Knorpelvol. nicht-operiert  Diff. Abs.

(mm?) (mm®) (mm®)

24 82 21 31 -10
k5 10 11 -1
24 25 16 24 -8
k1 14 15 -1
24 24 14 22 -8
24 62 16 25 -9
h02 16 24 -8
k4 13 17 -4
24 49 8 17 9
25 00 14 21 -7
k6 14 20 -6
24 04 32 34 -2
k3 10 17 -7
24 80 12 22 -10
24 88 11 25 -14
Mittelwert 14,73 21,67

p= 0,00008

Tab.5: Darstellung der Absolutwerte der gemessenen Knorpelvolumina mittels MRT und Berechnung von p
mittels Student-t-Test gepaart einseitig sowie der absoluten Volumendifferenzen in mm?® sowie der relativen
Volumendifferenzen in % fiir das mediale Tibiaplateau im Vergleich operierte Seite vs. nicht operierte Seite

eines jedes Tieres.

Fiir die Vergleichsanalyse der Knorpelvolumina der medialen Tibiaplateaus ergab sich somit
ein Wert von p = 0,00008. Somit kann die Alternativhypothese, dass bei Durchtrennung des
vorderen Kreuzbandes und Entfernung des medialen Meniskus ein Knorpelverlust induziert
wird und somit eine Kniegelenksarthrose entsteht, angenommen werden. Der Unterschied der

Knorpelvolumina der operierten vs. der nicht-operierten Knie ist statistisch signifikant.

Fiir die Vergleichsanalyse der Knorpelvolumina des lateralen Tibiaplateaus ergibt sich ein

Wert von p = 0,11283 (siche Tab. 6). Hier muss die Nullhypothese angenommen werden, d.h.
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es konnte hier kein Knorpelverlust im Sinne einer Kniegelenksarthrose durch Meniskektomie

des medialen Meniskus und Durchtrennung des vorderen Kreuzbandes nachgewiesen werden.

lat. Tibia Tier -ID

24 82
ks

24 25
k1

24 24
24 62
h02
k4

24 04
k3

24 80
24 88
24 49
25 00
k6

Mittelwert
p=0,11283

Knorpelvol. operiert
(mm®)
35

16

17

15

29

29

20

17

36

15

24

24

25

23

20
23,00

Knorpelvol. nicht-operiert

(mm®)
30

12

14
23

25

19

17

15

27

17
24

22

23

14

16
19,87

Diff.  Abs.
(mm’)

O N W

S O oo O

Tab.6: Darstellung der Absolutwerte der gemessenen Knorpelvolumina mittels MRT und Berechnung von p

mittels Students-t-Test einseitig gepaart sowie den absoluten Volumendifferenzen in mm?® und den relativen

Volumendifferenzen in % fiir das laterale Tibiaplateau im Vergleich operierte Seite vs. nicht operierte Seite

eines jedes Tieres.

1.3.2  Vergleich operierte Seite (rechts) der Therapiegruppe vs. der Kontrollgruppe

Beim Vergleich der operierten Seite zwischen beiden Gruppen wurde als Nullhypothese

definiert, dass die Zufiitterung von Harpagophytum procumbens Extrakt keinen Einfluss auf

den Knorpelverlust im Kniegelenk im Kaninchenmodell bei chirurgisch induzierter Arthrose

hat. Die Alternativhypothese wurde wie folgt definiert: Die Zufiitterung von Harpagophytum

procumbens Extrakt beeinflusst den Knorpelverlust im Kniegelenk im Kaninchenmodell bei

chirurgisch induzierter Arthrose.
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Es ergab sich fiir das mediale Tibiaplateau p=0,92811 (siche Tabelle 7) und fiir das laterale
Tibiaplateau p=0,34097 (sieche Tabelle 8). Somit muss die Nullhypothese, dass die Einnahme
von Harpagophytum procumbens Extrakt in der hier verwendeten Dosierung keinen Einfluss

auf die Entstehung einer Kniegelenksarthrose hat, angenommen werden.

Med Tibia Tier -1ID Knorpelvol. (mm?) Mittelwert
3 24 82 21
K _
= 2nd_run 10
g 24 25 16
k1 14
24 24 14
24 62 16
h02 16
k4 13 15,00
< 2449 8
3z _
£ 25 00 14
S k6 14
=
5 24 04 32
k3 10
24 80 12
24 88 11 14,43
p =0,92811

Tab.7: Darstellung der Absolutwerte der gemessenen Knorpelvolumina mittels MRT und Berechnung von
p mittels Student-t-Test einseitig, gepaart sowie Berechnung fiir das mediale Tibiaplateau im Vergleich

operierte Seite (= rechtes Bein) der Therapiegruppe vs. der Kontrollgruppe.
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lat Tibia Tier -ID Knorpelvol. (mm?) Mittelwert

E 24 82 35
£ k5 16
g 24 25 17
k1 15
24 24 29
24 62 29
h02 20
k4 17 22,25
E 24 04 36
£ k3 15
§ 24 80 24
E 24 88 24
24 49 25
25 00 23
k6 20 23,86
p=0,34097

Tab.8: Darstellung der Absolutwerte der gemessenen Knorpelvolumina mittels MRT und Berechnung von p
mittels Students-t-Test einseitig gepaart fiir das laterale Tibiaplateau im Vergleich operierte Seite (= rechtes

Bein) der Therapiegruppe vs. der Kontrollgruppe.

1.3.3  Vergleich nicht-operierte Seite (links) Kontroll- vs. Therapiegruppe

Der Vollstindigkeit halber wurde auch auf der nicht operierten Seite der Vergleich der
Knorpelvolumina zwischen der Therapie- und der Kontrollgruppe gezogen, wobei ebenfalls
bei p=0,70156 fiir das mediale Tibiaplateau und p=0,88091 fiir das laterale Tibiaplateau kein
Zusammenhang zwischen der Aufnahme von Harpagophytum procumbens Extrakt und der

Knorpelvolumina gezeigt werden konnte (siehe Tabelle 9 und 10).
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Med Tibia Tier -1D Knorpelvol. (mm?) Mittelwert
E 24 82 31
£ k5 11
S k1 15
- 24 25 24
24 24 22
24 62 25
h02 24
k4 17 21,13
E 24 49 17
£ 25 00 21
< k6 20
= 24 04 34
= K3 17
24 80 22
24 88 25
17 22,29
p=10,70156

Tab.9: Darstellung der Absolutwerte der gemessenen Knorpelvolumina mittels MRT und Berechnung von p
mittels Students-t-Test einseitig gepaart fiir das mediale Tibiaplateau im Vergleich nichtoperierte Seite der

Therapiegruppe vs. der Kontrollgruppe

lat Tibia Tier -ID Knorpelvol. (mm?®) Mittelwerte
E 24 82 30
£ k5 12
3 24 25 23
- k1 14
24 24 25
24 62 19
h02 17
k4 15 19,38
E 24 04 27
£ k3 17
S 24 80 24
= 24 88 22
= 24 49 23
25 00 14
k6 16
24 04 27 20,43
p=0,88091

Tab.10: Darstellung der Absolutwerte der gemessenen Knorpelvolumina mittels MRT und Berechnung von p
mittels Students-t-Test einseitig gepaart fiir das laterale Tibiaplateau im Vergleich nicht-operierte Seite (= linkes

Bein) der Therapiegruppe vs. der Kontrollgruppe.
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DISKUSSION

Ein Ziel der vorliegenden Studien war es, nachzuweisen, ob mittels Segmentierung aus MRT-
Bildern reproduzierbare und valide Messungen des Knorpelvolumens von Kniegelenkknorpel
an kleinen Versuchstieren wie Kaninchen durchgefiihrt werden konnen. Als
Vergleichsmessung diente die  Archimedes-Methode, d.h. die damit mogliche
Knorpelvolumenbestimmung mittels chirurgischer Resektion des Gelenkknorpels und
Wasserverdrangung. Ein weiteres Ziel der Arbeit war es, den Einfluss von Harpagophytum
procumbens Extrakt im Tierfutter auf den Knorpelverlust in einem Tiermodell der
Kniegelenksarthrose zu bestimmen. Es wurde die Hypothese gepriift, dass Harpagophytum
procumbens in der angewandten Darreichungsform und Dosierung den Knorpelverlust in
einem Tiermodell der Kniegelenksarthrose zumindest verlangsamen kann. Die Ergebnisse der
Validierungsstudie zeigen, dass mittels MRT und Segmentierung reproduzierbare und valide
Messungen des Knorpelvolumens durchgefiihrt werden konnen.

Die Ergebnisse der Therapiestudie zeigen, dass Harpagophytum procumbens — zumindest in
der hier verabreichten Dosierung und Darreichungsform — keinen signifikanten Einfluss auf
den Knorpelverlust bei einer chirurgisch induzierten Kniegelenksarthrose beim Kaninchen
hat.

In den folgenden Kapiteln werden die verwendeten Methoden aufgefiihrt und diskutiert, die
MRT, die Volumenbestimmung nach dem Archimedes-Prinzip, der Einsatz von
Harpagophytum procumbens als potenziell strukturell wirksames Medikament (disease
modifying drug). AnschlieBend werden die in Kapitel 5 aufgelisteten Ergebnisse der beiden

Studien diskutiert.

Seite 31



1.4 METHODIKDISKUSSION

1.4.1 Methodikdiskussion MRT

Bei der quantitativen, MRT-basierten Volumenanalyse von Gelenkknorpel muss eine
geeignete Sequenz zur Anwendung kommen. Um den Knorpel kontrastreich in seiner
Umgebung und eindeutige Grenzen zum umliegenden Gewebe darstellen zu konnen, ist die
Verwendung einer 3D-Gradienten-Echo-Sequenz die iiberlegene Methode, sowohl bei
menschlichen Probanden als auch im Tiermodell (Peterfy et al. 1994, Wachsmuth et al. 2003).
An den kleinen Gelenken der Kaninchen zeigte sich zwar ein groferer Prazisionsfehler bei
wiederholten Messungen des Knorpelvolumens als beim Menschen (Eckstein et al. 2006),
dennoch konnte eine sehr gute Ubereinstimmung der Messergebnisse fiir

Knorpelvolumenbestimmungen im Kaninchen gezeigt werden (Wachsmuth et al. 2011).

Es konnte bereits gezeigt werden, dass die Knorpeldarstellung am menschlichen Kniegelenk
mit speziell modifizierte Gradienten-Echo-Sequenzen mit einem 7,0-Tesla-Gerdt Vorteile

gegeniiber Akquisitionen mit 1,5-Tesla-Geréten hat (Kraff et al. 2007).

Fiir die Validierungsstudie wurden die sechs zufillig ausgewidhlten Kniegelenke von sechs
Kaninchen jeweils zwei Mal gescannt und zwischen den Akquisitionen repositioniert. Es
wurden jeweils alle Knie der ersten Akquisition segmentiert und anschlieBend zur
Verbesserung der Prizision beim Segmentieren die erste Segmentierung als
,2Anschauungsmodell”“ mit auf den Bildschirm geladen. Fiir diese Vorgehensweise zeigten

auch Brem et al. 2009 gute Ergebnisse (Brem et al. 2009).

1.4.2 Methodikdiskussion Archimedes-Prinzip

Das Archimedes-Prinzip stiitzt sich auf das physikalische Gesetz iiber den Auftrieb
schwimmender Korper. Die Auftriebskraft eines schwimmenden Korpers weist den Betrag

auf, der gleich der Gewichtskraft des vom Ko&rper verdriangten Fliissigkeitsvolumens ist.
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("Archimedisches  Prinzip,"  Microsoft®  Encarta®  Online-Enzyklopadie 2009
http://de.encarta.msn.com © 1997-2009 Microsoft Corporation). Im Bereich menschlicher
Gelenke wurden bereits Knorpelvolumina mittels Wasserverdraingung gemessen (Peterfy et
al. 1994, Graichen et al. 2003 und 2004, Burgkart et al. 2001). Auch im Bereich kleiner
menschlicher Gelenke (Metacarpophalangealgelenke) konnten Peterfy et al. 1999 bereits mit
der Kombination aus MRT-Messungen und Volumenberechnungen nach dem Archimedes-
Prinzip die MRT-Messung validieren. Am  Schweinemodell konnte  mittels
Wasserverdrangung ebenfalls eine exakte Volumenbestimmung von Kniegelenksknorpel
durchgefiihrt werden; auch hier wurde diese Methode als Referenzmethode zur MRT-
Messung durchgefiihrt (Carballido-Gamio et al. 2006). Basierend auf diesen Erkenntnissen
wurde in dieser Studie die chirurgische Resektion des Gelenkknorpels des lateralen und
medialen Tibiaplateaus von Kaninchen durchgefiihrt und mittels Wasserverdringung das

Knorpelvolumen bestimmt.

1.4.3 Methodikdiskussion Harpagophvtum procumbens

Inflammatorische Gelenkknorpelerkrankungen wie Arthrose sind gekennzeichnet durch einen
Verlust an Knorpelsubstanz, der durch ein Ungleichgewicht zwischen Synthese und Abbau
von extrazelluldrer Matrix zustande kommt (Schulze-Tanzil, 2004). Parallel sind im Rahmen
dieses Krankheitsgeschehens die Induktion von Cytokinen, wie zum Beispiel Interleukin-1-
beta (IL-1-beta) und Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-alpha) zu beobachten (Schulze-Tanzil,
2004). Die erhohte Freisetzung von Interleukinen fiihrt zu einer beschleunigten Produktion
von Matrix-abbauenden Enzymen, wie zum Beispiel Metalloproteinasen (MMP"s) (Schulze-
Tanzil, 2004). Im Rahmen einer /n-vitro-Studie konnte gezeigt werden, dass verschiedene

Extrakte von Harpagophytum procumbens die Produktion von Metalloproteinasen signifikant
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erniedrigten (Schulze-Tanzil, 2004). Die Fahigkeit von Harpagophytum procumbens, einen
pro-inflammatorischen Prozess zu unterbinden und damit einen Verlust an extrazelluldrer
Matrix zu verhindern, konnte somit ein Mechanismus fiir die therapeutische Wirksamkeit von
Harpagophytum procumbens im Rahmen von Arthrose-Erkrankungen sein (Huang et al 2006,
Fiebich et al 2001). Fiir verschiedene Harpagophytum procumbens-Darreichungsformen und
Zusammensetzungen zeigte sich in Studien iiber Gelenksarthrose beim Menschen, dass eine
Tagesdosis von 50-60 mg Harpagosid einen deutlich besseren Effekt beziiglich der
Schmerzlinderung und Mobilititssteigerung zeigte als niedrigere Dosierungen. (Chrubasik et
al. 2003 und 2004). In mehreren klinischen Studien mit Hiift- und Kniegelenksarthrose-
Patienten konnte gezeigt werden, dass mit einer tiglichen Dosis zwischen 50 mg und 100 mg
Harpagosid eine gute Beschwerdeverbesserung (Schmerzlinderung sowie Verbesserung der
Beweglichkeit) bei sehr geringer Nebenwirkungsrate erreicht werden kann (Wegener et al.
2003, Brien et al 2006). Als Therapiedauer wurde in den verschiedenen Studien eine
Einnahme iiber 8 Wochen (60 mg Harpagosid / Tag), 12 Wochen (50 mg Harpagosid / Tag)
und 16 Wochen (57 mg Harpagosid / Tag) vorgeschlagen (Wegener und Liipke 2003, Chantre
et al 2000, Lecomte und Costa 1992).

In der vorliegenden Studie erhielten die Kaninchen 15 mg Harpagophytum procumbens
Extrakt pro Tag (im Futter enthalten) tiber 27 Wochen. Dies entspricht (umgerechnet auf das
Korpergewicht) einer Gesamtdosis von ca. 200mg Harpagosid pro Tag beim erwachsenen
Menschen (Wachsmuth et al. 2011), was der doppelten bis vierfachen bislang empfohlenen
Tagesdosierung entspriche. Die jeweiligen Endpunkte der am Menschen durchgefiihrten
Studien waren bislang jedoch immer der subjektive Grad der Beschwerdeverbesserung.
Strukturelle Verdnderungen der Gelenksgewebe wurden nicht gepriift. In der hier

vorliegenden Studie konnte am Tiermodell kein Grad der Beschwerdeverbesserung dargestellt
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werden — es sollten strukturelle Verdnderungen nachgewiesen werden. Zur weiterfiihrenden

Diskussion dieser Thematik darf an dieser Stelle auf das Kapitel 6.2.2 verwiesen werden.

1.5 ERGEBNISDISKUSSION

1.5.1 Ergebnisdiskussion Validierungsstudie

Die Reproduzierbarkeit fiir das mediale Tibiaplateau war hoéher als fiir das laterale
Tibiaplateau. Die schlechteren Werte beim lateralen Plateau lieBen sich bei insgesamt sehr
enger Verteilung bei 5 Tieren auf die Messung bei einem Tier zuriickfithren. Als Ursache
dieser einen Fehlmessung wire unter anderem ein Fehler im Bereich der Datenerhebung
moglich z.B. durch ein Verdrehen des Beines bei Reposition in der Spule des MRT.

Zur Uberpriifung der Ubereinstimmung der ermittelten Knorpelvolumina im MRT und
Archimedes wurde eine Korrelationsanalyse durchgefiihrt. Bei der Probe zeigte sich ein
Korrelationskoeftizient r = 0,97 insgesamt (mediale Tibia r = 0,99, laterale Tibia r = 0,91).
Damit konnte ein enger, linearer Zusammenhang zwischen den MRT-basierten
Messergebnissen und der direkten Messung der Knorpelvolumen durch die Archimedes-
Methode nachgewiesen werden, so dass insgesamt eine hohe Validitit und Reproduzierbarkeit
fir die Knorpelvolumenbestimmung mittels MRT mit einem 7,1-Tesla-Gerdt im

Kaninchenmodell nachgewiesen werden konnte.

1.5.2  Ergebnisdiskussion Therapiestudie mit Harpagophytum procumbens

Im Rahmen der hier vorliegenden Studie konnte als erstes Ergebnis — unabhédngig vom
Therapieversuch mit Harpagophytum procumbens Extrakt — gezeigt werden, dass die
Durchtrennung des vorderen Kreuzbandes sowie die Entfernung des medialen Meniskus im

Kaninchenmodell beim medialen Tibiaplateau zu einem deutlichen Knorpelverlust (in dieser
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Studie im Mittel -32%) fiihrt. Mit p=0,00008373 konnte die Nullhypothese verworfen werden
und die Alternativhypothese angenommen werden, dass durch Meniskektomie und
Durchtrennung des vorderen Kreuzbandes eine strukturelle Kniegelenksarthrose induziert
werden kann. Im Bereich des lateralen Tibiaplateaus war p=0,11283, weshalb die
Nullhypothese angenommen werden musste. Fiir das laterale Tibiaplateau konnte dagegen
kein Knorpelverlust gezeigt werden und es zeigte sich sogar eine leichte Volumenzunahme
des Knorpels (im Mittel um 17,6%). Dieses Ergebnis ldsst sich durch Studien erklédren, in
denen eine voriibergehende Knorpelschwellung im Rahmen der Zerstorung der
Kollagenmatrix des Gelenkknorpels bei Entstehung einer Kniegelenksarthrose nachgewiesen
werden konnte (Calvo et al. 2001, Frobell et al. 2009, Buck et al 2010). Calvo berichtete {iber
diese passagere Knorpelschwellung bei einer Studie {liber chirurgisch induzierte Arthrose am
Kaninchenmodell. Frobell und Buck konnten dieselben Effekte beim Menschen im ersten Jahr
nach traumatischer Ruptur des vorderen Kreuzbandes sowie bei einer Verlaufsstudie liber die
Entwicklung einer radiologisch diagnostizierten Arthrose zeigen. Auch Umemoto et al
beschrieben in einer Studie mit Ratten nach Durchtrennung des vorderen Kreuzbandes eine
frither eintretende Arthrosereaktion — im Sinne eines Knorpelverlustes — im Bereich des

medialen Tibiaplateaus im Vergleich zur lateralen Tibia (Umemoto et al 2011).

Beziiglich der Gabe von Harpagophytum procumbens Extrakt zeigte unsere Studie keinen
statistisch signifikanten Einfluss auf den Knorpelverlust bei einer chirurgisch induzierten
Kniegelenksarthrose im Kaninchenmodell, so dass angenommen werden muss, dass die
Einnahme von Harpagophytum procumbens Extrakt in der hier verwendeten Dosierung
keinen Einfluss auf die Entstehung einer chirurgisch induzierten Kniegelenksarthrose hat.

Dem Wirkstoff Harpagophytum procumbens werden biochemische und molekularbiologische

Wirkmechanismen wie die Inhibition inflammatorisch wirksamer Mediatoren (COX-2,
Seite 36




Leukotriene, TNF-alpha usw.) sowie die Inhibition von Metalloproteasen und Elastase
zugeschrieben. Diese Molekiile spielen eine zentrale Rolle bei der Gelenkknorpeldestruktion
bei der Entwicklung einer Gelenksarthrose. Aufgrund der Inhibition der oben genannten
Stoffe 1m Zusammenhang mit Harpagophytum procumbens wurde auch eine
chondroprotektive Wirkung vermutet (Fintelmann et al. 2006; Alternative Medicine Review
2008).

Bisher wurden zahlreiche Studien an Patienten, beziiglich der Schmerzlinderung und
Verbesserung der Mobilitit bei Arthrose der Hiift- und Kniegelenke durchgefiihrt (Brien et al
2006). Beziiglich der Erforschung der strukturellen und chondroprotektiven Eigenschaften
von Harpagophytum procumbens 1ist die Studien- und Literaturlage bisher sehr
widerspriichlich.

Die oben genannten molekularbiologischen Eigenschaften von Harpagophytum procumbens
sind nachgewiesen. Die ,,Nicht-Wirksamkeit“ von Harpagosid auf struktureller Ebene in
dieser Studie kann mehrere Ursachen haben: New Zealand White Rabbits sind
moglicherweise nicht sensitiv fiir Harpagophytum procumbens (Stoffwechselwege). Unter
Umstdnden hédtte eine andere Darreichungsform, z.B. (subkutane Injektionen) zur
Verminderung eines fraglichen First-pass-Effektes gefiihrt. Der First-pass-Effekt beschreibt
die chemische Verdnderung eines Arzneimittels bei der ersten Verstoffwechselung in der
Leber, bei der sowohl wirksame als auch unwirksame Metabolite entstehen konnen. Dadurch
kann sich die Bioverfiigbarkeit bei verabreichten Medikamenten je nach Spezies und Galenik
des Medikamentes unterscheiden. Nachdem bisher ausschlieSlich Studien mit Dosierungen
zur Analgesie an Patienten vorliegen, die zwischen 50mg und 100 mg Harpagosid / Tag
lagen, kann bei der Untersuchung eines chondroprotektiven Effekts auch eine
subtherapeutische Dosierung von Harpagosid diskutiert werden. Da die arzneilich wirksamen

Bestandteile aus Harpagophytum procumbens neben Harpagosid auch Harpagid und
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Procumbid sind (Alternative Medicine Review 2008), konnte eventuell auch eine
Modifikation des Extraktes zu einer Verbesserung der Ergebnisse flihren. Ferner konnte die

Behandlungsdauer, die 27 Wochen betrug, kann zu gering gewesen sein.

In den Analgesie-Studien beim Menschen, die statistisch signifikante Ergebnisse zeigten,
wurden Behandlungsdauern von bis zu 8 Monaten gewéhlt. Hier sollte jedoch die
unterschiedliche Lebenserwartung von Menschen und Kaninchen und damit die relative
Behandlungsdauer mit beriicksichtigt werden. In den bislang am Menschen durchgefiihrten
Studien wurde jeweils der Grad der Beschwerdeverbesserung iiberpriift. Zu {liberpriifen wire
dementsprechend, ob tatsdchlich eine strukturelle Verdnderung des Gelenkknorpels, im Sinne
eines chondroprotektiven Effektes, bei der Arthroseentstehung die Grundlage der
Beschwerdeverbesserung beim Menschen darstellt oder ob die symptomatische Verbesserung

andere Ursachen hat.

Nicht zuletzt muss auch eine weniger aggressive Form der Arthroseinduktion ebenfalls
diskutiert werden. Beim Menschen schreitet der Knorpelverlust bei der Entstehung von
Kniegelenksarthrose deutlich langsamer voran als bei der chirurgischen Induktion der
Arthrose im Tiermodell. Insofern sollte die Wirkung bei einer langsamer voranschreitenden

Gelenksdestruktion im Tiermodell iiberpriift werden.
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SCHLUSSFOLGERUNGEN

Wir ziehen aus der vorliegenden Arbeit folgende Schliisse:

1.) Die Analyse von Knorpelvolumina kann an kleinen Gelenken, wie Kaninchen-Knien,

mit hoher Prizision und Validitit mittels MRT erfolgen.

2.) Harpagophytum  procumbens  zeigt bei  einer  chirurgisch  induzierten

Kniegelenksarthrose im Tiermodell keinen chondroprotektiven Effekt.
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ZUSAMMENFASSUNG

Ziel der vorliegenden Arbeit war es einerseits zu priifen, ob die Volumenbestimmung des
Kniegelenkknorpels mittels MRT bei kleinen Gelenken — wie Kaninchen — valide und
reproduzierbar durchgefiihrt werden kann. Des Weiteren wurde die validierte Messmethode
fiir eine Studie mit Harpagophytum procumbens am chirurgisch induzierten Arthrosemodell
bei Kaninchen eingesetzt. Hierbei sollte ein strukturell chondroprotektiver Effekt von
Harpagophytum procumbens Extrakt bei der Entwicklung einer Kniegelenksarthrose gepriift

werden.

Zuerst wurden 6 Kniegelenke von gesunden New Zealand White Rabbits zwei Mal mittels
MRT untersucht und die MRT-Bilder mittels Segmentierung und einem speziell entwickelten
Computerprogramm weiterverarbeitet, um die Knorpelvolumina der medialen und lateralen
Tibia bestimmen zu konnen. Die so ermittelten Werte wurden der chirurgischen Resektion des
Knorpels und Messung mittels Archimedes-Prinzip gegeniibergestellt. Wir konnten zeigen,
dass mit der MRT valide und reproduzierbare Messungen des Tibiaknorpels am Kaninchen

durchgefiihrt werden konnen.

Fiir die Therapiestudie wurden 16 New Zealand White Rabbits 6 Monate nach medialseitiger
Meniskektomie und Durchtrennung des  vorderen Kreuzbandes euthanasiert und die
Kniegelenke mittels MRT untersucht, von denen 8 iiber einen Zeitraum von 27 Wochen
130mg Harpagosid im Futter erhalten hatten. Das Knorpelvolumen der medialen Tibia der
operierten Kniegelenke hatte im Mittel um 32% gegeniiber den nicht operierten Knien
abgenommen hatte. Fiir die laterale Tibia wurde eine Volumenzunahme des Gelenkknorpels
auf der operierten Seite um 18% im Mittel gezeigt. Im Vergleich der mit Harpagophytum

procumbens geflitterten Tiere mit der Vergleichsgruppe konnte in der vorliegenden Studie bei
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chirurgisch  induzierter = Kniegelenksarthrose @~ am  Kaninchen  kein  strukturell

chondroprotektiver Effekt von Harpagophytum procumbens nachgewiesen werden.
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