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Zusammenfassung

Hintergrund

Die extrakorporale StoRwellentherapie (ESWT) stellt in der Medizin ein etabliertes,
nichtinvasives Verfahren mit vielen Einsatzmdglichkeiten dar, insbesondere bei
muskuloskelettalen Krankheitsbildern. In Bezug auf fokussierte extrakorporale StoRwellen
(fESWs) wurde bereits am Tiermodell der Zebramuschel (Dreissena polymorpha) gezeigt, dass
durch die Anwendung dieser eine Biomineralisierung in der Schale induziert werden kann und
die erzielte Wirkung nicht nur auf das direkt exponierte, kalzifizierte Gewebe begrenzt ist. Die
vorliegende Arbeit hatte zum Ziel, zu zeigen, dass dies auch mit radialen extrakorporalen
StoRwellen (rESWs) moglich ist, um Hinweise auf eine Wirksamkeit in der klinischen
Anwendung der radialen ESWT (rESWT) z.B. bei der Behandlung von Pseudarthrosen zu

erlangen.

Methoden

Zebramuscheln wurden an der linken Schalenhalfte mit je 1000 rESWs unterschiedlicher
Intensitaten (2,0 bis 4,0 bar Arbeitsdruck des verwendeten rESWT Gerats) behandelt und
anschlielfend in eine Calcein-griinhaltige Losung gegeben, um eine Calciumeinlagerung in der
Schale zu kennzeichnen. Dies entspricht der Induktion einer Biomineralisierung. Danach
wurden histologische Schnitte der beiden Schalenhalften angefertigt, an denen anschlieSend
quantitative Messungen des Fluoreszenzsignals der Schale an jeweils 4 gleichbleibenden

Stellen pro Schnitt unter dem Mikroskop durchgefihrt und ausgewertet wurden.

Ergebnisse

Statistisch signifikante Ergebnisse (p < 0,05) der Exposition mit rESWs konnten mittels
generalisierter linearer Modellanalyse sowohl hinsichtlich Seite (exponiert vs. nicht exponiert),
Region (direkt am Applikator vs. weiter davon entfernt) und Starke der rESWs im Sinne einer
gesteigerten Fluoreszenz durch Calciumeinlagerung in die Schale gezeigt werden. Zuséatzlich
zeigten sich auch statistisch signifikante Zusammenhange in der kombinierten Auswertung von

Energie x Region (p < 0,001), und Energie x Seite x Region (p = 0,005).

Fazit

Ahnlich der Exposition mit fESWs konnte auch durch Exposition mit rESWs im untersuchten

Tiermodell eine Biomineralisierung ausgeldst werden. Diese war nicht unmittelbar auf die
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direkt exponierte Region der Schale begrenzt. Zusatzlich lieferte die Studie Hinweise, dass eine
gesteigerte Energiedichte der applizierten rESWs nicht unbedingt mit vermehrter

Biomineralisierung einherging, was evtl. auf Sattigungseffekte hindeutet.
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Abstract

Background

Extracorporeal shock wave therapy (ESWT) is an established, non-invasive procedure in
medicine with many possible applications, especially in musculoskeletal conditions. With
regard to focused extracorporeal shock waves (fESWs), it has already been shown in zebra
mussels (Dreissena polymorpha) as animal model that the application of fESWs can induce
biomineralization in the shell, and that the effect achieved is not only limited to the directly
exposed, calcified tissue. The aim of this study was to show that this is also possible with radial
extracorporeal shock waves (rESWs) in order to obtain evidence of effectiveness in the clinical

application of radial ESWT (rESWT), e.g. in the treatment of pseudoarthroses.

Methods

Zebra mussels were treated on the left half of the shell with 1000 rESWs of different intensities
(2.0 to 4.0 bar working pressure of the rESWT device used) and then placed in a solution
containing calcein green to mark calcium deposition in the shell. This corresponds to the
induction of biomineralization. Histological sections of the two halves of the shell were then
prepared, on which guantitative measurements of the fluorescence signal of the shell were
subsequently carried out and evaluated under the microscope at four constant locations per

section.

Results

Statistically significant results (p < 0.05) of exposure to rESWs could be shown using generalized
linear model analysis both with regard to side (exposed vs. not exposed), region (directly at the
applicator vs. further away) and strength of the rESWs in the sense of increased fluorescence
due to calcium deposition in the shell. In addition, statistically significant correlations were also
found in the combined evaluation of energy x region (p < 0.001) and energy x side x region (p

= 0.005).

Conclusion

Similar to the exposure to fESWs, exposure to rESWs also triggered biomineralization in the
animal model studied. The effect was not limited to the directly exposed region of the shell. In

addition, the study provided evidence that an increased energy density of the applied rESWs

12



was not necessarily associated with increased biomineralization, which may indicate saturation

effects.
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Einleitung

Die StoRwelle

StoRwellen sind einzelne, transiente Druckwellen mit hoher Amplitude, die sich
dreidimensional in Medien ausbreiten und somit Teile der Materie oder nur einzelne Atome in
Schwingung versetzen. Ultraschall hingegen besteht aus einer kontinuierlichen Oszillation
(Novak, 2015). Bei der StoRwelle erfolgt der Anstieg des Drucks sehr schnell (< 10ns), ferner
erfolgt nach einer positiven Phase des Druckes anschliefend eine negative Druckphase
(Folberth et al., 1992).

Wahrend dieser Phase des Unterdrucks kann es dann zur Bildung von Kavitationsblasen
kommen (Chitnis & Cleveland, 2006; Csaszar et al., 2015). Dies sind Hohlrdume, die mit
gesattigtem Dampf geflllt sind und danach in einer Phase des positiven Drucks aufgrund der
Oberflachenspannung kollabieren. Hierbei kommt es zu einer starken Energiefreisetzung, was
wiederum diverse Effekte auf das umliegende Gewebe haben kann, wie etwa Hamorrhagien
und lokale Odeme (Debus et al., 1991; Jenne, 2001).

Die physikalischen Parameter und Eigenschaften von StoRRwellen basieren auf den
Vorgaben der International Electrotechnical Commission (IEC) und den Arbeiten der Shock
Wave Therapy Consensus Group. Diese beiden Parteien definieren, welche physikalischen
Parameter in der Beschreibung von StoRwellen verwendet werden und tragen daher zur
groRtmoglichen Transparenz fir den Anwender bei. Dies sind beispielsweise Werte wie der
Spitzendruck, Gesamtenergie oder die Pulsfrequenz (Fuente et al., 2015). Dabei werden jedoch
keine Aussagen Uber die medizinische Relevanz und die entstehenden biologischen Effekte

gemacht (Ueberle, 1998).

Erzeugungsprinzipien von StolRwellen
StoRwellen kdnnen mittels vier verschiedener Prinzipien erzeugt werden (elektrohydraulisch,
elektromagnetisch, piezoelektrisch und ballistisch) (Schmitz et al., 2015).

1) Beim elektrohydraulischen Prinzip kommt es durch eine Funkenentladung einer Elektrode

in Wasser zu einer Erhitzung, wodurch Plasmablasen generiert werden. Das umgebende
Wasser wird dadurch explosionsartig komprimiert. Dies wiederum resultiert in einer
Druckwelle (StoRwelle), die sich initial nach allen Richtungen spharisch ausbreitet, mittels
eines Spiegels jedoch in einem Brennpunkt gebiindelt wird. Nachteilig ist hierbei, dass die

StoBwellen einer Schwankung in ihrer Energie und Form unterliegen, was jedoch klinisch
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2)

3)

4)

irrelevant ist (Sommerfeld und Mdller, 1988).

Beim elektromagnetischen Prinzip werden Wirbelstrome mit einer Flachspule in einer Folie

aus Kupfer ausgeldst. Gemals des Lorenz-Effekts kommt es dann zu einer impulsartigen
Auslenkung der Folie, die wiederum das umgebende Wasser auslenkt, was zu einer
StoRwellengenerierung flhrt. Durch eine optische Linse kann diese dann gebindelt
werden (Wilbert et al., 1987).

Beim piezoelektrischen Prinzip wird Spannung an einer Schale, die mit Piezokristallen

ausgekleidet und mit Wasser geflllt ist, angelegt. Dadurch werden Druckwellen durch
Anderung der 3D-Konformation der piezoelektrischen Kristalle erzeugt, die anschlieRen
geblndelt werden (Riedlinger et al., 1987; Tavakkoli et al., 1997).

Beim ballistischen Prinzip wird ein Projektil, das sich in einem mit Luft gefilltem Lauf

befindet, stark beschleunigt und trifft dann auf einen Applikator (Ublicherweise aus Metall),
welcher den Impuls an das gekoppelte Medium weitergibt. Dies dhnelt entfernt dem
Prinzip eines Presslufthammers (Pang und Goldsmith, 1992). Dessen Spitze stellt dann den

Ausgangspunkt einer radialen StoRwelle dar (Cleveland et al., 2007).

In der vorliegenden Arbeit wurde das ballistische Prinzip verwendet. Hinsichtlich der klinischen

Resultate scheint es aber irrelevant zu sein, mit welcher der genannten Methoden die

StolRwellen erzeugt werden — zumindest solange sichergestellt ist, dass mit den verwendeten

StoRwellen das Zielgewebe mit ausreichender StoRwellenenergie erreicht werden kann

(Schmitz et al., 2015).

Charakteristika einer StoRwelle

Um die Eigenschaften von StolRwellen zu beschreiben, bedarf es verschiedener Parameter (vgl.

Gerdesmeyer et al., 2002):

Der Positive Spitzendruck (P*) ist definiert durch die Differenz zwischen dem maximalen
positiven Spitzendruck und dem Umgebungsdruck, und kann je nach verwendeten Geréaten
Werte von 5-120 Megapascal (Mpa) erreichen.

Der Negative Spitzendruck (P°) ist definiert als der maximal negative Druck in der zweiten
Phase der StoRwelle und erreicht (in Bezug auf seinen absoluten Wert) Werte im Bereich

zwischen 10%- 20% von P*.
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e Die Anstiegszeit T(r) wird als Intervall angegeben, zwischen dem der Druck der Welle von
10% zum Erreichen von 90% von P* bendtigt, und ist abhdngig von den verwendeten
Geraten. Die Dauer reicht von einigen Nanosekunden bis zu einer oder wenigen
Mikrosekunden.

e Die Impulsbreite (Tw) wird als Zeitintervall vom erstmaligen Erreichen des 50%-Werts von
P* bis zum exponentiellen Abfall des Drucks in der ersten Phase auf Werte von < 50% von
P* definiert. Bei fESWT-Gerdten reichen die Werte dabei von 200-500 ns; bei rESWT-
Geraten liegen diese Werte hoher. Der Ausdruck des ,full-width-half-maximums* (FWHM)
wird dabei als Synonym verwendet. Dieser Wert hat direkten Einfluss auf die

Energieflussdichte von StoRwellen.

Alle genannten Werte hangen stark von der verwendeten Quelle und den jeweils
verwendeten Intensitatseinstellungen ab.

Hinzu kommt der sogenannte 5 mm-Fokus; dieser bezieht sich auf die raumliche
Ausdehnung bezogen auf die Langsachse der StoRwellenausbreitung.

Die Energieflussdichte ist jene Energie, die Uber die Zeit innerhalb von einer Flache von
1 mm? wirkt. Einheit ist hierfir Millijoule pro Quadratmillimeter (mJ/mm?). Der Zeitpunkt
hierfir wird jeweils mit Uber- sowie Unterschreiten eines Zehntel des positiven
Druckmaximums festgelegt. Je nachdem worauf die Berechnung bezogen wird (-6dB-Fokus, 5-
Mpa-Fokus oder 5 mm-Fokus) kénnen verschiedene Energieflussdichten berechnet werden
(Gerdesmeyer et al., 2002).

Verschiedene Druckkurvenprofile von klinisch verwendeten StoRwellen sind schematisch

in Abb. 1 veranschaulicht.
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Abbildung 1: Druckkurvenprofile fokussierter und radialer Stofswellen sowie Visualisierung von
durch fokussierte und radiale extrakorporale Stofswellengerdte induzierte Kavitation. (A)
Schematische Darstellung in Guo et al. (2022); die Darstellung ist sowohl in Bezug auf
fokussierte extrakorporale Stofswellen (fESWs) als auch in Bezug auf radiale extrakorporale
StofSwellen (rESWSs) nicht korrekt (Details in Jokinen et al., 2023). (B) Messung von
Druckkurvenprofilen von fESWs, die mit dem Duolith SD1 (Storz Medical, Tdgerwillen, Schweiz)
generiert wurden (publiziert in Perez et al., 2013). (C) Messung von Druckkurvenprofilen von
fESWs, die mit dem PiezoClast (Electro Medical Systems (EMS), Nyon, Schweiz) generiert
wurden (publiziert in Sternecker et al., 2018). (D) Messung von Druckkurvenprofilen von rESWs,
die mit dem Swiss DolorClast (EMS) generiert wurden (publiziert in Reinhardt et al., 2022). (E)
Mit dem PiezoClast (EMS) generiertes Kavitationsfeld (publiziert in Schmitz et al., 2013). (F) Mit
dem Swiss DolorClast (EMS) generiertes Kavitationsfeld (publiziert in Csaszar et al., 2015). Die

Abbildung wurde der Publikation Jokinen et al. (2023) entnommen.

Radiale und fokussierte StoRwelle

Die Unterschiede zwischen radialen und fokussierten StoRwellen sind bedingt durch ihre
physikalischen Eigenschaften und technischen Prinzipien. Fokussierte StoRBwellen kénnen
durch das elektrohydraulische, das elektromagnetische und das piezoelektrische Prinzip
generiert werden. AnschlieRend erfolgt eine Fokussierung bzw. Bindelung durch Reflexion

oder Brechung an Linsen (Moya et al., 2018).
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Bei fESWs kann der maximale Druck (P*) in der gewlnschten Tiefe im Gewebe erzeugt

werden. Damit konnen fESWs bevorzugt in tieferen Gewebsschichten eine groRere

Energedichte aufweisen und eine lokale Wirkung am gewlnschten Ziel, beispielsweise der zu

behandelnden Pseudarthose, erzielen (Maier et al., 2002).
Durch den ballistischen Erzeugungsmechanismus von rESWs breiten sich diese, sofern die

Energie nicht weiter gebilndelt wird, radial beziehungsweise spharisch von der

Applikatorspitze ausgehend aus. Auf eben diese trifft zuvor das Projektil. Im nachsten Medium,

zum Beispiel dem Weichteilgewebe der zu behandelnden Person, kommt es dann zur radialen

Ausbreitung der StoRwelle. Daher stammt auch die Bezeichnung ,radial”. Die

Energieflussdichte und der Druck sind direkt an der Applikatorspitze maximal und nehmen

dann mit zunehmender Entfernung ab. Gleiches gilt auch hinter der Fokuszone bei der

fokussierten StoRwelle (vgl. Abb. 2, modifiziert nach ISMST 2018)
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Abbildung 2: Ausbreitung von Stofswellen.
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Anwendungsgebiete

Erste Erkenntnisse ber die Wirkung von extrakorporalen StoRwellen auf biologisches Gewebe
stammen aus der Zeit um den zweiten Weltkrieg. Damals wurde bemerkt, dass Personen
mitunter tddliche Lungenschaden durch detonierende Bomben davontrugen, falls sich die
Menschen im Umfeld dieser zum Zeitpunkt der Detonation befunden hatten, obwohl keine
aullerlichen Verletzungen ersichtlich waren (Osborn, 1941; Zuckerman, 1941).

Die erstmalige klinische Anwendung der ESWT erfolgte 1980 in Miinchen zur Zertrimmerung
von Harnleiterkonkrementen durch den deutschen Chirurgen und Urologen Christian Chaussy
(Chaussy et al., 1982). Diese Form der Verwendung extrakorporaler StoBwellen wird in der
Literatur Gblicherweise als ,Extrakorporale StoRwellenlithotrypsie” (ESWL) bezeichnet und in
dieser Arbeit nicht weiter verfolgt.

Die  vielschichtigen = Anwendungsbereiche der ESWT als nicht invasive
Behandlungsmethode wurden im Laufe der Zeit stetig erweitert und erstrecken sich von
Wundheilungsstdérungen, Uber Pseudoarthosen, Endoprothetik, = Osteochondrosen,
verschiedensten Tendinopathien, bis hin zu kalzifizierenden Tendinitiden alleine im Gebiet der
Orthopadie (Haupt, 1997; Schmitz et al., 2015). Auf Pseudarthrosen soll im weiteren Verlauf
noch explizit eingegangen werden.

Vor allem fur die Ziele dieser Studie ist von Interesse, dass sowohl bei der Therapie der
Osteoporose als auch der Osteopenie eine positive Wirkung der ESWT nachgewiesen werden
konnte (Shi et al.,, 2017). Diese Effekte beruhen zum einen auf einer Aktivierung von
mesenchymalen Stammzellen durch ESWT, welche sich im Verlauf zu Osteoblasten
differenzieren (Wang et al., 2002a). Zum anderen kommt es durch ESWT zu einer gesteigerten
Ausschittung von verschiedenen Wachstumsfaktoren (Link et al.,, 2013). Beim
Anwendungsgebiet der Osteoporose kdnnte auch eine punktuelle Therapie an
Pradilektionsstellen fir Frakturen erfolgen, um diesen praventiv entgegenzuwirken (van der
Jagt et al., 2009).

Darlber hinaus erscheinen auch Wundheilungsstorungen im Weichteilgewebe als
Indikationen fir StoRwellentherapie (Dolibog et al., 2018). In der Urologie stellt die ESWT
neben der Zertrimmerung von Konkrementen im Harntrakt auch in der Behandlung von
erektiler Dysfunktion ein mittlerweile etabliertes Verfahren dar (Desai et al., 2024). Zusatzlich

wird die ESWT auch im Rahmen von angiographischen Interventionen, zum Beispiel bei
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Koronarangiographien oder Interventionen zur Behandlung der peripheren arteriellen
Verschlusskrankheit (pAVK) angewendet (Brinton et al., 2019; Adams et al.,, 2022). Ferner
berichten Studien auch Uber gute Ergebnisse bei der Anwendung von kardialer ESWT zur
Behandlung einer koronaren Herzerkrankung anstelle von angiographischen Eingriffen oder
Bypassoperationen (Takakuwa et al., 2018). Eine aktuelle Ubersichtsarbeit berichtete auch
Uber analgetische Effekte bei myofaszialem Schmerzsyndrom (MSF). Hier kann die ESWT dazu
beitragen, den Analgetikaverbrauch bei Patienten zu senken (Paoletta et al., 2022).

Hinzu kommen noch Anwendungsgebiete in anderen Fachbereichen wie etwa der
Neurologie zur Behandlung von Spastik (Jia et al., 2020).

Die Internationale Gesellschaft fir medizinische StoRwellenbehandlung (ISMST) hat in
einem consensus statement einen Uberblick iber die Vielzahl der Anwendungsgebiete der
ESWT und deren Evidenzgrade vorgelegt (Eid, 2016); reprasentative Beispiele daraus sind in
Tabelle 1 zusammengefasst.

Hierzu muss jedoch angemerkt werden, dass die von der ISMST genannten
Anwendungsgebiete keinerlei juristische und praktische Relevanz haben, da flr die Festlegung
von Anwendungsgebieten (Indikationen) bei der Verwendung eines Medizinprodukts gemal
international geltendem Recht ausschlieflich der Hersteller des entsprechenden
Medizinprodukts zustandig und verantwortlich ist. So ist flr das in der vorliegenden Arbeit
verwendete rESWT-Gerat die Behandlung von Spastizitat eine zugelassene Indikation mit
hoher klinischer und experimenteller Evidenz (Vidal et al., 2011; Kenmoku et al., 2012; Wang
et al.,, 2016; Vidal et al., 2020; Kenmoku et al., 2021); die Einschatzung der ISMST als
"Ausnahme- bzw. Expertenindikation" trifft definitiv nicht zu. Die Liste der Anwendungsgebiete
(Indikationen) findet sich immer in den Instructions for Use eines Medizinprodukts; diese sind
jedoch alleine (d.h., ohne das Medizinprodukt selber) meistens nicht verfligbar. Somit kann
letztlich keine generelle Aussage Uber Anwendungsgebiete (Indikationen) von ESWT-Geréaten

getroffen werden.
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Tabelle 1: Evidenzlevel der exemplarischen Anwendungsgebiete entsprechend der ISMST.

Evidenzlevel

Ubergruppen

Beispiele

Anerkannte

Standardindikationen

Chronische
Tendinopathien
Knocherne
Pathologien

Hautldsionen

Tendinosis calcarea, Epicondylitis
lateralis

Pseudarthrosen, Stressfrakturen

Wundheilungsstérungen

Haufige, klinisch getestete

Indikationen

Tendinopathien

Knodcherne
Pathologien
Muskulare Probleme

Hauterkrankungen

Epicondylitis medialis, Pes anserinus
Syndrom
M. Osgood Schlatter, Shin Splints

Zerrungen

Cellulite, Hautulcera

Ausnahme- bzw.

Expertenindikationen

Muskuloskelettale
Indikationen
Neurologische
Krankheitsbilder
Urologische

Beschwerden

M. Dupuytren, Tendovaginitis
Stenosans de Quervain
Spastik, Karpaltunnelsyndrom

Erektile Dysfunktion

Lymphodem

Experimentelle

Indikationen

CRPS, periphere Nervenlasionen

Pseudarthosen

Das Hauptaugenmerk der vorliegenden Arbeit soll das Erlangen von Erkenntnissen Uber den

Einsatz von rESWs am Tiermodell (Zebramuscheln) sein. Dies soll dazu dienen, dass diese
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Erkenntnisse spater in Behandlung von Pseudarthrosen am Menschen, im Englischen meist als
,fracture non-unions” bezeichnet, Anwendung finden.

Eine Pseudarthrose wird definiert als das Ausbleiben der knéchernen Durchbauung nach einer
Fraktur oder auch Osteosynthese nach einem Zeitraum von sechs Monaten (Tscherne, 1996;
Bachmann et al., 1999). Histologisch bestehen sie aus bindegewebigen und knorpelhaltigen
Anteilen mit teilweise atrophen Verdanderungen (Dickson et al., 2008; Wu et al., 2021b). In
Pseudarthrosen konnte ein reduziertes Vorkommen von Osteoblasten gezeigt werden (Qu &
Von Schroeder, 2008).

Eine Vorstufe stellt die verzogerte Knochenheilung (delayed non-union) dar. Dieser Begriff
trifft zu, wenn nach drei bis vier Monaten die Frakturheilung noch nicht abgeschlossen ist
(Tscherne, 1996).

Dieses zeitliche Kriterium stellt eine mogliche Definition dar. Es herrscht jedoch teilweise
Uneinigkeit in der Literatur Uber die exakte Definition von fracture non-unions. Einen
moglichen Losungsansatz bietet dabei die NUSS-Klassifikation (non-union scoring system).
Hierbei findet nicht nur anhand radiologischer Kriterien die Diagnosestellung statt, sondern es
werden auch Punkte wie Knochenqualitat, bisher erfolgte Interventionen, offene Frakturen,
das umgebende Weichteilgewebe sowie die ASA-Klassifikation miteinbezogen. Somit wird
auch der gesundheitliche Zustand der zu behandelnden Person selbst berlicksichtigt. Dieses
Scoring System gibt anschlieRend Hilfestellung hinsichtlich der optimalen Versorgung der
Pseudarthrose, wobei bei einer niedrigen Punktzahl eine Standardbehandlung mit
beispielsweise Debridement und bei einer sehr hohen Punktezahl eine Amputation als probate
MaRnahmen empfohlen wird (Calori et al., 2008).

Im klinischen Alltag sind Pseudarthrosen von grof3er Bedeutung, da bei bis zu 10% aller
Frakturen Heilungsstorungen vorhanden sind (Mills et al, 2016). Bei zusétzlichen
Weichteildefekten ist die Anzahl nochmals deutlich hoher, wobei bei offenen Frakturen mit
freiliegenden Knochen bei bis zu 80% Pseudarthrosen entstehen kénnen (Sanders et al., 1994).
Gehdauft treten Pseudarthrosen an der Diaphyse auf, da hier zum einen eine kleinere
Kontaktflache vorliegt und auch die Durchblutung meist schlechter ist als im Bereich der
Metaphyse. Aufgrund der hoheren mechanischen Belastung sind die unteren Extremitaten

zudem haufiger betroffen als andere Kérperregionen (Meiners et al., 2009).
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Weitere Risikofaktoren stellen unter anderem die GroRe des Frakturspalts, médnnliches
Geschlecht, Osteoporose und Diabetes mellitus (Typ 1 und Typ 2) dar (Claes et al., 2002; Zura
et al., 2016).

Behandlung von Pseudarthrosen

Herkdbmmliche Therapieverfahren sind meist sehr invasiv. So bedarf es oftmals einer
osteosynthetischen  Versorgung, gegebenenfalls Markraumaufbohrungen als auch
Spongiosaanlagerungen oder, je nach Lokalisation, sogar der Versorgung mit einer
Endoprothese (Weber & Cech 1973; Franzen et al., 1990; Tabsh et al., 1997). Alternativ oder
zusatzlich konnen osteoinduktive Wachstumsfaktoren wie bone morphogenic protein 7 (BMP-

7) oder Thrombozytenkonzentrate aus Eigenblut verwendet werden (Meiners et al., 2009).

Ausbreitung von extrakorporalen StoRwellen im Gewebe

Entsprechend der Schallgeschwindigkeit breiten sich StoRwellen mit etwa 1500 m/s in
homogenem Weichteilgewebe aus. Zur Kopplung von StoRwellen vom Applikator an das zu
behandelnde Gewebe wird in der Regel Wasser benutzt, da dieses dhnliche physikalisch-
akustische Eigenschaften besitzt und somit Uber eine dhnliche Impedanz verfiigt. Ware diese
Voraussetzung nicht gegeben, wirde es bereits an der Haut zu einer starken Wirkung durch
die physikalischen Phanomene von Reflexion oder Beugung kommen und nicht erst am zu
behandelnden Gewebe. Dies beugt unerwiinschten Wirkungen an der Haut, sowie einem
Verlust an Wirkung am gewinschten Ort vor (Jocham et al., 1986; Howard & Sturtevant, 1997;
Cartledge, 2001).

Bei Einfiihrung der StoBwellentherapie war es erforderlich, dass sich die zu behandelnde
Person in einem Wasserbad befand, um dadurch eine Kopplung zu ermdglichen. Mit
Aufkommen der dry-head Technologie wurde dies spater obsolet. Die Ergebnisse mit dieser
neueren Technologie konnte jedoch nicht an jene, welche in einem Wasserbad erzielt wurden,
heranreichen (Matin & Streem, 2001; Gerber et al., 2005), wobei sich dies ausschlieSlich auf
die ESWL bezieht.

Auf der Suche nach einem geeigneten Kopplungsmedium zeigte sich, dass beim Ubergang
von Luft in Wasser beinahe die gesamte Energie reflektiert wird (Pishchalnikov et al., 2006).
Beim direkten Vergleich verschiedener Kopplungsmedien konnte gezeigt werden, dass die

besten Ergebnisse hinsichtlich der Kopplung mit gewdhnlichem, wasserldslichem Gel erreicht
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werden. Vaseline sowie handelsibliches Ultraschallgel erwiesen sich als am schlechtesten
geeignet (Cartledge et al., 2001).

Durch eine asymmetrische Dampfung ergibt sich die charakteristische Form eine
StoBwelle mit ihrer steilen und kurzen Anstiegsphase bis zum Druckmaximum; dieses
Phanomen wird Aufsteilung genannt. Das Prinzip dahinter ist, dass die verschiedenen
Frequenzanteile an der StoRwellenfront unterschiedlich stark gedampft werden und auch in
ihrer Ausbreitungsgeschwindigkeit nicht gleich sind. So ist die Schallgeschwindigkeit fir hdhere
Frequenzen groRer als fur niedrige in dispersiven Medien (Everest & Pohlmann, 2021). Diese
ist wiederum abhangig vom Druck und der Temperatur des Mediums, welches von den
akustischen Wellen durchquert wird. Dabei wirken die ersten Anteile einer StoRwelle
erwarmend auf das Gewebe und sorgen so dafir, dass sich nachkommende Anteile schneller
ausbreiten und infolgedessen die frihen Anteile sogar wieder einholen kénnen. Dadurch
kommt es zu einer progredienten asymmetrischen Deformierung, der Druckimpuls wird
aufgesteilt und es bildet sich die typische StoRwelle im Fokus. Diese Form geht dann im
weiteren Verlauf im Gewebe verloren, da sich die einzelnen Anteile gemal ihrer Frequenz und
Intensitat unterschiedlich im Gewebe verhalten - die StoRwelle wird dadurch defokussiert
(Staudenraus, 1995).

Ein  weiterer wichtiger physikalischer Faktor ist die Impedanz, die den
Schalleitungswiderstand des jeweiligen Mediums darstellt. Sie spielt vor allem beim Ubertritt
von einem in ein anderes Medium eine Rolle. An einer Grenzflache zweier Medien wird die
StolRwelle gemals den Gesetzen der Beugung und Reflexion beeinflusst und nicht die gesamte
Welle fortgeleitet (Krause, 1997). Dies fihrt zu einer Transformation der akustischen Energie
in mechanische Energie, die dann die gewiinschten Effekte nach sich zieht (Granz & Kohler,
1992; Loew et al., 1995; Lokhandwalla & Sturtevant, 2000). Falls die StoRwelle dabei auf ein
Medium mit hoherer Impedanz, wie zum Beispiel ein Harnwegskonkrement, trifft, so wird der
Hauptanteil der akustischen Energie in dieses weitergeleitet (Ueberle, 1998). Beim folgenden
Austritt daraus tritt somit der umgekehrte Fall auf und die akustische Energie wird zu einem
grolRen Teil reflektiert. Daher kann man erklaren, dass der Haupteffekt von fokussierten
StoBBwellen zumindest an Kalkkonkrementen (z.B. Nierensteine) an der abgewandten Seite von
der Quelle auftritt (Ueberle, 1998).

Hinzu kommt synergistisch die Wirkung der Schallbeugung. Diese bewirkt, dass StoRwellen

zum Medium der groBeren Dichte hin gebeugt werden. So werden beispielsweise Stollwellen,
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die an einem Kalkdepot vorbeilaufen, auf das Medium der héheren Impedanz hingelenkt und
konnen dort wirken. Es erfolgt daher hier eine weitere Art Fokussierung von StolRwellen
(Staudenraus, 1995).

Zusatzlich beeinflussen jegliche Storfaktoren, wie etwa Mikroverkalkungen oder Knochen
zwischen dem Schallkopf und der zu behandelnden Stelle, bzw. der Stelle des gewlinschten
Fokus bei Verwendung von fESWs, die Wirkung von StoRBwellen. Dies hat zur Folge, dass es zu
einer Abschwachung der EFD der fokussierten StolBwelle am Zielgebiet von bis zu 50% kommen

kann. Flr rESWs trifft dies nicht zu (Kearney et al., 2010).

Effekte auf biologisches Gewebe

Da StoRwellen akustische Energie auf Gewebe Ubertragen, ist die Wirkung auf biologisches
Gewebe letztlich physikalisch bedingt. Energie kann entsprechend dem Energieerhaltungssatz
nie vernichtet, sondern lediglich zwischen verschiedenen Energieformen umgewandelt
werden. Daher kommt es, bedingt durch die Impedanzunterschiede verschiedener Medien, an
den Grenzflaichen zum Auftreten der Wirkung, da hier diese Umwandlungen teilweise
stattfinden (Loew et al., 1995; Howard und Sturtevant, 1997). Zusatzlich wirken StoRwellen
auch thermisch und chemisch. Diese weiteren Effekte sind dabei jedoch nur von
untergeordneter Bedeutung. Sie sind zwar experimentell messbar, bringen jedoch keine
klinische Bedeutung mit sich (Gerdesmeyer et al., 2002).

Der angenommene Wirkmechanismus war lange Zeit die Mechanotransduktion, welche
auf das Kanal- und Hohlraumsystem der Knochen Scherkrafte, Druck und Zug wirken lasst
(Burger & Klein-Nulend, 1999). Zusatzlich wurde angenommen, dass es durch StoBwellen zur
Entstehung von Mikrofrakturen in Knochen kommt, welche Uber die konsekutive Ausbildung
von Hamatomen zu einer Kallusbildung am Knochen fihrt (Wang et al., 2004). Weitere
Faktoren sind das Auftreten von Jet-Streams nach dem Kollabieren von Kavitationsblasen und
die Induktion der Bildung von freien Radikalen durch ESWT (Suhr et al., 1991; Csaszar et al.,
2015).

Freie Nervenenden afferenter / sensibler Nerven setzten neben Glutamat als
Neurotransmitter auch Neuropeptide wie Calcitonin Gene-Related Peptide (CGRP) und
Substanz P frei (Maier et al., 2003; Takahashi et al., 2003). In einer Vielzahl an Studien wurde
ein Einfluss von Substanz P auf die Pathogenese von Tendinopathien beschrieben. Dort ist

Substanz P im Entziindungsprozess, der Gewebsproliferation, insbesondere auf Fibroblasten
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relevant und beeinflusst auch Nozizeptoren (Ackermann et al., 1999; Fedorczyk et al., 2010;
Backman et al., 2011; Carlsson et al., 2011). Ferner konnte auch ein zeitlicher Zusammenhang
zwischen Schmerzepisoden, als auch der Schmerzabnahme und der Substanz P-Konzentration
nach Behandlung mit fESWs beschrieben werden (Maier et al., 2003). Es wird eine Stimulation
von C-Fasern als verantwortlich angesehen. Initial kommt es zum Auftreten von Schmerzen
durch die Freisetzung von Substanz P und CGRP. Im weiteren Verlauf entwickelt sich die
analgetische Wirkung, da keine Neuropeptide mehr freigesetzt werden. Dies kann durch eine
Desensibilisierung oder auch direkte Zerstérung von Nervenfasern erklart werden (Schelling et
al., 1994; Maier et al., 2003; Takahashi et al., 2003; Hausdorf et al., 2008).

Die Ausschuttung von Wachstumsfaktoren wie BMPs, VEGF oder auch basic fibroblast
growth factor (bFGF) wird Gber verschiedene Kinase-Kaskaden durch die Hyperpolarisation von
Zellwdanden wie auch durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) ausgeldst (Hofmann et al., 2008;
Klonschinski et al., 2011; Sun et al., 2013; Alavi et al., 2021). In weiterer Folge werden dadurch
Zellen wie Osteoblasten und Fibroblasten aktiviert, was schlieRlich zur Gewebsregeneration

fahren kann (Cheng und Wang, 2015).

Vorteile der StoRwellentherapie

Die Nicht-Invasivitat der ESWT stellt einen klaren Vorteil dar. Fir die Anwendung wird weder
ein chirurgischer Eingriff mit den damit verbunden Anforderungen hinsichtlich bendtigtem
Material, raumlichen Gegebenheiten, Hygienebestimmungen oder Analgesie bendtigt
(Cacchio et al., 2009; Ko et al., 2022). Hinzu kommen noch potentielle peri- bzw. postoperative
Komplikationen.

Die Anwendung der ESWT gilt auch als sehr sicher und ist mit wenigen bzw. lediglich
milden Nebenwirkungen verbunden. Eine Ubersichtsarbeit kam beispielsweise zu dem Schluss,
dass keine schwerwiegenden Nebenwirkungen bei der Behandlung von muskuloskelettalen
Krankheitsbildern berichtet wurden (Schmitz et al., 2015).

Die mit der Anwendung verbundenen Kosten sind ebenfalls oftmals deutlich geringer als
ein chirurgischer Eingriff, zumal das verwendete Gerdt vor allem lediglich die
Anschaffungskosten mit sich bringt und Uber Jahre verwendet werden kann. Auch fir das
Gesundheitssystem bedeutet eine Reduktion von Komplikationen wie Gewebsnekrosen oder
Wundheilungsstoérungen potentielle Ersparnisse. Diese wirden im Fall einer priméren

Anwendung anstatt eines chirurgischen Eingriffes gar nicht auftreten. Andererseits stellt die
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ESWT auch ein probates Mittel zur Behandlung dieser dar, was ebenso einen verldngerten
Krankenhausaufenthalt oder weitere notwendige Eingriffe verhindern kann (Mittermayr et al.,

2011).

Nebenwirkungen

Typische Nebenwirkungen, welche bei ESWT beim Menschen lokal auftreten kénnen, sind
Hautrotungen, Schmerzen und Hamatome, aber auch das Auftreten von Kopfschmerz oder
Synkopen wurde vereinzelt beschrieben (Haake et al., 2002). Andere Autoren berichteten
ferner Gber Hamolyse als auch Myolyse, verursacht durch die Behandlung (Kishimoto et al.,
1986). Zusatzlich wurden auch Herzrhythmusstorungen im Zusammenhang mit der
Anwendung von ESWT berichtet (Zanetti et al., 1999). Diese schwereren Nebenwirkungen
(Kopfschmerzen, Synkopen, Hamolyse, Myolyse, Herzrhythmusstdérungen traten aber nur
vereinzelt auf, und nur nach Anwendung der fESWT.

Eine depressive Wirkung auf die Hamatopoese wird durch die Anwendung von

StoRwellentherapie an Knochen jedoch nicht verursacht (Wang et al., 2002a).

Kontraindikationen

Die Internationale Gesellschaft fir StoRwellentherapie (ISMST) unterscheidet zwei Gruppen
von Kontraindikationen - zum einen fir rESWT und fESWT mit niedriger Intensitdat und zum
anderen fir hochenergetische fESWT.

Zu den Kontraindikationen fir erstere zédhlen zum Beispiel maligne Tumore sowie, im Falle
einer Schwangerschaft, eine Anwendung mit enger Lagebeziehung des Fetus zum
Behandlungsbereich. Fir hochenergetische, fokussierte StoBwellen dlrfen sich weder
Lungengewebe, Epiphysen, maligne Tumore, Gehirn oder Rickenmark sowie ein Fetus im
Behandlungsbereich befinden. Ferner darf auch keine schwere Koagulopathie bestehen (Eid,
2016).

Einschrankend muss jedoch darauf hingewiesen werden, dass die von der ISMST
genannten Kontraindikationen keinerlei juristische und praktische Relevanz haben, da fiir die
Festlegung von Kontraindikationen bei der Verwendung eines Medizinprodukts gemafR
international geltendem Recht ausschlieflich der Hersteller des entsprechenden
Medizinprodukts zustandig und verantwortlich ist. So ist flr das in der vorliegenden Arbeit
verwendete rESWT-Gerat die Behandlung von Schwangeren prinzipiell eine Kontraindikation,

obwohl dies gemaR den o.g. Kriterien der ISMST nicht der Fall ware. Die Liste der
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Kontraindikationen findet sich immer in den Instructions for Use eines Medizinprodukts; diese
sind jedoch alleine (d.h., ohne das Medizinprodukt selber) meistens nicht verflighar. Somit
kann letztlich keine generelle Aussage Uber Kontraindikationen von ESWT-Geraten getroffen

werden.

Dreissena polymorpha

Die Zebramuschel, Dreissena polymorpha, ist eine SURwassermuschel, die bereits seit
hunderten Jahren in Europa endemisch ist; sie zahlt aber zu den Neobiota (Brimmer et al.,
2020). Dies sind Arten, die durch den Einfluss des Menschen in ein Gebiet gelangt sind, wo sie
zuvor noch nicht vorhanden waren (Essl et al., 2018; Richardson et al., 2000). Die wenige
Zentimeter grofRen Tiere kommen insbesondere in den Uferregionen von Flissen und Seen,
dem Litoral vor (Brimmer et al., 2021). Im Zuge des vermehrten Schiffsverkehrs wurde die
Zebramuschel unter anderem nach Europa eingefiihrt und verbreitete sich hier sehr stark
(Stanczykowska, 1977). So entwickelte sie sich innerhalb eines Jahrhunderts zur
dominierenden Komponente im britischen Frischwassersystem. Erste Aufzeichnungen aus
Deutschland stammen aus den 20er Jahren des 19. Jahrhunderts (Brimmer et al., 2021).
Faktoren fUr die rapide Ausbreitung in lokalen Gewassern sind unter anderem der passive
Transport durch die Schifffahrt Gber lange Strecken, der Transport im Rahmen von
Uberfiihrung, beispielsweise von Sportbooten in andere Gewésser, sowie der Fischbesatz, wo
die Muscheln als Beifang mittransportiert werden (B6hmer et al., 2001). Die starke Verbreitung
der Zebramuschel in einheimischen Gewassern brachte auch negative Konsequenzen mit sich.
So kam es unter anderem zur Suppression endemischer Muscheln wie beispielsweise der
Flussmuschel (Union tumidus) (Bohmer et al., 2001) als auch Schaden an Wasserleitungen
(Booy et al., 2017). Durch die enorme Ausbreitung der fremden Art kam es in vielen Gewdssern
zu fundamentalen Beeinflussungen derer, wie zum Beispiel in der Konzentration von Plankton
oder Auswirkungen auf den pH-Wert, welcher teilweise um mehr als 0,5 Punkte verandert
wurde (Caraco et al., 1997; Effler et al., 2004).

Als Modellorganismus erweist sich die Zebramuschel als interessant aufgrund des
verbreiteten, weltweiten Vorkommens in groflen Populationen und der, aufgrund ihres
charakteristischen Aussehens, einfachen Identifizierbarkeit (Beggel et al., 2015). Ferner kommt
hinzu, dass sie aufgrund des Vorkommens in Uferregionen leicht gesammelt werden kann

(Strayer, 2009). Da es sich um eine wirbellose Spezies handelt, kann sie auch im Gegensatz zu
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Vertebraten ohne Genehmigung in Tierversuchsstudien verwendet werden. Ein aufwendiges
Genehmigungsverfahren entsprechend des Tierschutzgesetzes ist nicht notig (Lorz & Metzger,

2019).

Muschelschale

Um die Wirkung von StoRwellen auf die Muschelschale zu verstehen, ist es wichtig, einen
Uberblick Giber die Muschelschale an sich als auch tber deren Auf- und Umbau zu haben.

Die Schale von Muscheln besteht aus mehreren kalzifizierten Schichten und einer organischen
Schicht (Marin et al.,, 2012). Das GrundgerUst flr die mineralisierten Schichten stellt eine
Matrix dar, welche vorrangig aus B-Chitin, einem Polysacharid, und weiteren hydrophilen,
asparaginsdurehaltigen Proteinen beststeht (Lowenstam & Weiner, 1989).

Hier soll vereinfachend vor allem auf drei Schichten eingegangen werden, ndamlich das

Periostrakum, das Ostrakum und das Hypostrakum (vgl. Abb. 3).

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Schichten von Muschelschalen. Abkirzungen: P =
Periostrakum, O = Ostrakum, H = Hypostrakum. Die orange Linie zeigt die Position der in der

vorliegenden Arbeit vorgenommenen Fluoreszenzmessungen.

Periostrakum

Die dufRerste Schicht der Muschelschale stellt das Periostrakum dar. Es besteht aus gegerbten,
hochgradig quervernetzten Proteinen, Kohlehydraten und Lipiden (Beedham, 1958; Addadi,

2006). Seine Aufgaben sind vielschichtig. Zum einen stellt es die priméare Vorlage fur die
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extrazellulare Biomineralisierung dar; es begrenzt und versiegelt aber auch den extrapallialen
Raum, welcher sich zwischen dem Mantelgewebe und der Schale selbst befindet. Eigentlicher
Zweck des Periostrakums ist, dass die Biomineralisierung in einem Raum stattfinden kann,
welcher von der Umwelt abgegrenzt ist. Somit kann Calciumcarbonat Uber die
Loslichkeitsgrenze hinaus angereichert werden, was flr die Mineralisierung essentiell ist
(Marin et al., 2012).

Eine weitere Nebenaufgabe ist beispielsweise das Ausbilden eines Schutzes gegen den
Abbau durch Mikroorganismen, sowie die Zersetzung durch duRere, chemische Einflusse (Isaji,
1993; Bers et al., 2006; Takeuchi & Endo, 2006). Die Farbung und Musterung dient auch dem
Zweck der Tarnung vor Fressfeinden.

Das Periostrakum besteht wahrend des gesamten Lebens der Muschel (Waite, 1983;

Marin et al., 2012).

Ostrakum

Unter dem Periostrakum befindet sich die Hauptschicht der Schale, das Ostrakum. Es besteht
aus calciumcarbonathaltigen Kristallen, welche senkrecht zur Flache des Ostrakums
ausgerichtet sind (Marin et al., 2012). Das Ostrakum tragt zur mechanischen Stabilitat als auch
zu den elastischen Eigenschaften der Schale bei (Duan et al., 2023). Zusatzlich konnten in dieser
Schicht hohe Konzentrationen von Mangan und Eisen nachgewiesen werden, welche sowohl
fir die mechanischen Eigenschaften der Schale als auch flr das Wachstumsverhalten relevant

sind (Mackenzie et al., 2014).

Hypostrakum

Die innerste Schicht bildet die Perlmuttschicht, welche auch Hypostrakum genannt wird. Sie
stellt die mechanisch stabilste Schicht der Schale dar (Taylor & Layman, 1972; Jackson et al.,
1990). Sie ist aufgrund ihrer optischen Eigenschaften bekanntermafen auch in der
Schmuckindustrie  beliebt.  Zusatzlich  stellt sie aufgrund des Potentials zur
Knochenregenerierung (als Quelle bioaktiver organischer Moleklle) in der Medizin ein
attraktives Material dar (Lopez et al.,, 1992; Westbroek & Marin, 1998). Sie besitzt
osteoinduktive und osteoblastische Eigenschaften (Atlan et al., 1997; Rousseau et al., 2003).
Das Hypostrakum besteht aus einer laminaren Mikrostruktur, welche wiederum aus

polygonalen bis runden aragonitischen Platten bestehen (Carter & Clark, 1985), die durch eine
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Art organischen, chitinhaltigen Zement, der sogenannten interkristallinen Matrix, dicht

gepackt zusammenliegen (Marin et al., 2012).

Mineralisierung

Fir die Mineralisierung wird Calciumcarbonat benétigt, was aus dem Wasser aufgenommen
oder auch von der Muschel selbst produziert werden kann (Fournié & Chétail, 1982). Es kann
durch die Hamolymphe transportiert werden und wird innerhalb von Matrixvesikeln
gespeichert (Anderson, 2003; Tunholi-Alves et al., 2013). Das daflr essentielle Bicarbonat kann
durch die Zellen des Mantelepithels direkt vor Ort gebildet werden (Dillaman & Ford, 1982).
Das benotigte Calcium wird ebenfalls durch Hdmolymphe transportiert und kann bei Bedarf im
Mantelepithel oder als Vesikel gespeichert werden (Mount et al., 2004). Calcium und
Bicarbonat werden dann durch Transporterproteine in den extrapallialen Raum sezerniert.
Zusatzlich produzieren die dulReren Epithelzellen die notwendigen Proteine und Glykoproteine,
welche mittels Exozytose ebenfalls in den extrapallialen Raum abgegeben werden (Weiner &
Addadi, 2011). Bei Uberschreitung der entsprechenden Léslichkeitskapazitit von Calcium und
Phosphor kommt es zur Bildung von Cas(POa); (Tricalciumphosphat). Die entstehenden
Kristalle werden nun in den extrazelluldren Raum freigesetzt, wo sie die Freirdume zwischen
den Kollagenfibrillen fillen (Yoshiko et al., 2007).
Insgesamt ist jedoch anzumerken, dass Uber die Vorgdnge der Biomineralisierung viele Details
noch nicht geklart sind, und weitere Studien notwendig sind, um zu einem besseren
Verstandnis zu gelangen (Marin et al., 2012).

Alle notwendigen Komponenten bilden dann miteinander die entsprechenden Strukturen

der Schale.

Kalzifizierung
Fir den Prozess der Kalzifizierung spielen die folgenden drei Elemente eine Rolle: das
Mantelgewebe inklusive dessen dulSeres Epithel, das Periostrakum und die wachsende Schale
selber (Marin et al., 2012). Andere Studien betonten zusatzlich die Funktion von Hamozyten
im Prozess des Calciumtransports. Mount und Kollegen kamen beispielsweise zu der
Hypothese, dass Granulozyten Calcium-Kristalle (CaCOs) an die Stelle der Schalenreparatur
transportieren und freisetzen (Mount et al., 2004).

Das Mantelorgan besteht aus mehreren Schichten, dem inneren Epithel, der Grenzflache

und dem duBeren kalzifizierenden Epithel, die beide einschichtige Epithelien mit Mikrovilli und

31



dazwischen eingestreuten Becherzellen sind (Jolly et al., 2004; Marie et al.,, 2012). Die
Mantelzellen besitzen auch Kandle und Pumpen in der Membran, um Bestandteile des
spateren Calciumcarbonats in ionischer Form gerichtet transportieren zu kdnnen (Marin et al.,
2012).

Am Rand des Mantelorgans liegt in einer Rinne zwischen der inneren und der mittleren
von drei Falten, die diese Schicht typischerweise bildet, die sogenannte periostale Rinne oder
auch Mantelrinne. Dort befinden sich spezialisierte Zellen, die das Periostrakum sezernieren.
Das Periostrakum wird als FlUssigkeit sezerniert, die spater unloslich wird und sklerosiert,
sobald sie in den extrazelluldren Raum gelangt . Sowohl die Struktur als auch die chemische
Zusammensetzung des Periostrakums sind gut untersucht (Waite, 1983), jedoch konnten
aufgrund der schlechten Loslichkeit nicht alle Einzelheiten geklart werden (Marin et al., 2012).

Der extrapalliale Raum ist mit der extrapallialen FlUssigkeit gefillt, die mit
Calciumcarbonat Uberséttigt ist. Die FlUssigkeit besteht unter anderem aus anorganischen
lonen, Proteinen und Glykosaminoglykanen (Misogianes & Chasteen, 1979; Lopes-Lima et al.,
2005; Yin et al., 2005). Neben Calcium und Bicarbonat befinden sich auch noch Natrium,
Kalium, Magnesium, Chlor und Sulfate in dieser leicht basischen Flissigkeit (Marin et al., 2012).
Die enthaltenen Makromolekile halten das Calcium voribergehend in Losung, um dann spater
eine Kristallisierung an der gewlnschten Stelle sicherzustellen. Der Weg des Calciums von der
Aufnahme bis zur letztendlichen Sekretion ist jedoch trotz zahlreicher Studien noch nicht
ganzlich geklart (Dillaman & Ford, 1982). Der Calciumtransport erfolgt im Organismus in Form
von loslichen lonen in der Hamolymphe und in amorphen Granuli (Roinel et al., 1973).
Letzteres ist aufgrund der schnellen Verfigbarkeit von grolen Mengen an Calcium,
insbesondere bei akutem Bedarf, wie zum Beispiel bei der Schalenreparatur, von Bedeutung
(Fleury et al., 2008).

Das benotigte Bicarbonat kann einerseits aufgenommen, andererseits aber auch von der

Muschel selbst mit Hilfe einer Carboanhydrase gebildet werden (Simkiss & Wilbur, 1989).

Schalenumbau und Reparatur

Obwohl die Schale selbst ein azellulares Gewebe ist, besitzt sie die Fahigkeit einer gewissen
Plastizitdt und eines Umbauvermogens (Mount et al., 2004; Fleury et al., 2008). Die Muschel
ist dabei in der Lage, verschiedenste Arten von Traumata zu reparieren. Dabei zeigen sich

mikrostrukturelle Unterschiede an Stellen, wo ebensolche Umbau- und Reparaturvorgange
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stattgefunden hatten, verglichen zu regular gebildeter Schale. Daher wird vermutet, dass das
dulere Mantelepithel im Falle einer Reparatur anders funktioniert als beim regularen
Wachstum der Muschel. An den reparierten Stellen, sowie in der Nahe derer, konnten
UbermaRig viele der calciumhaltigen Granuli sowie Hdmozyten gefunden werden (Marin et al.,
2012). Erste Reparaturvorgange finden dabei schon wenige Stunden, beziehungsweise wenige
Tage nach dem Auftreten der Lasion statt (Mount et al., 2004). In diversen Studien wurden
Reparaturantworten der Muschel auf einzelne Traumata, wie das Bohren von Lochern in die
Schale als auch repetitive Belastungen, untersucht (Cho & Jeong, 2011; Crane et al., 2021).

Bei Schaden an der Muschelschale kommt es zur Ansammlung von granuldren Blutzellen,
amoboide Zellen mit makorphagen-ahnlicher Funktion, um den Regenerationsprozess an der
Lasion zu unterstltzen. Es wird angenommen, dass ein erster Anstieg der Hamozyten-
Konzentration eine nicht spezifische Immunantwort im Zusammenhang mit der Wundheilung
darstellt, der dann zu einer Anderung des Pallialflissigkeitsflusses fiihrt und somit zu einer
CaCOs- Ablagerung beitragt (Li et al., 2016). Die genaue Funktion der Hamozyten ist jedoch
noch nicht vollstandig geklart. Sie sollen im Rahmen der physiologischen Schalenbildung keine
Rolle spielen. Bekannt ist jedoch, dass sie in der Immunabwehr sowie bei der Gewebereparatur
eine bedeutende Stellung innehaben (Dauphin & Marin, 1995).

Im Gegensatz zu Vertebraten befinden sich die Mechanorezeptoren und Effektoren des
Schalenumbaus bei Muscheln nicht innerhalb der mineralisierten Matrix, sondern im
sogenannten Mantelgewebe. Diese besonderen Zellen haben sich als essenziell in ihrer
Funktion hinsichtlich der Neubildung von Schalengewebe gezeigt (Machado et al., 1988; Immel
et al., 2016).

Durch die Epithelzellen der Mantelschicht, welche sowohl fir physikalische als auch
chemische Reize sensibel sind, wird die Mineralisierung gesteuert und Perlmutt in Richtung
des Hypostrakums sezerniert. Somit sind die Mantelepithelzellen sowohl als Sensor, aber auch

als Effektor tatig (Machado et al., 1988; Soares-da-Silva et al., 1998; Lopes-Lima et al., 2008)

Muschel als Modellorganismus

In den letzten Dekaden wurde vieles fir die Anwendung von Vertebraten in Tierversuchen auf
Gesetzesebene reglementiert. In Deutschland ist hierflr das Tierschutzgesetzt (TierSChG)

bindend (Lorz & Metzger, 2019).

33



Da es sich bei Dreissena polymorpha um eine wirbellose Spezies handelt, gelten besondere
Regelungen hinsichtlich der Verwendung zu wissenschaftlichen Zwecken. Muscheln fallen
nicht unter die Auflagen des allgemeinen Tierschutzgesetzes, sondern werden in §8 TierSChG
gesondert behandelt. Dieser Paragraph besagt, dass Tierversuche an Wirbeltieren
genehmigungspflichtig sind. Arbeiten mit Wirbellosen, worunter auch die Art Dreissena
polymorpha fallt, missen lediglich bei der zustandigen Landesbehdrde angemeldet werden. Es
liegen jedoch keine Einschrankungen beziglich der Anzahl an Versuchstieren oder ahnlichem
vor (Lorz & Metzger, 2019).

Was Muscheln als Modellorganismen interessant macht, ist die Tatsache, dass die
Prinzipien der Biomineralisierung bei Nichtwirbeltieren mit kalzifiziertem Gewebe,
insbesondere Muscheln, viele Gemeinsamkeiten zu denen der Knochen von Wirbeltieren
aufweisen. Somit kann vermutet werden, dass viele Erkenntnisse im Bereich der
Biomineralisierung, die an Muscheln gewonnen werden kdénnen, zu einem gewissen MaRe
auch auf Wirbeltiere Gbertragbar sind. Muscheln und Vertebraten unterscheiden sich jedoch
durch unterschiedliche Mineralisierungstypen. Bei den meisten Muscheln handelt es sich
vorrangig um Aragonit; bei Wirbeltieren ist Calcit der vorherrschende Typ. Es ist jedoch
anzumerken, dass diesbezlglich keine vollstandige Dichotomie vorherrscht, da in diversen
Muschelarten sowohl Calcit als auch Aragonit vorhanden sein kénnen (Simkiss & Wilbur, 1989;
Addadi et al., 2006; Mahamid et al., 2011).

Die vorliegende Arbeit wurde an der Zebramuschel (Dreissena polymorpha) als
Modellorganismus durchgefiihrt. Die Zebramuschel ist bereits sehr etabliert in den
Umweltwissenschaften sowie der Okotoxikologie und wurde dort beispielsweise in diversen
Studien zur Umweltverschmutzung zur Datengewinnung verwendet (Reeders & Bij De Vaate,
1989; Zuykov et al., 2013). So wurde sie beispielsweise anfangs zur Uberwachung der
Cadmium-Belastung und spéater der Schwermetallverschmutzung in Gewaéssern verwendet
(Bias & Karbe, 1985; Camusso et al., 2001; Immel et al., 2016). Im Rahmen einer anderen Studie
konnte auch die Eignung dieses Tiermodells flr Experimente mit extrakorporalen StofRwellen,
im konkreten Fall fir fESWs, nachgewiesen werden (Sternecker et al., 2018).

Speziell fir Versuche mit extrakorporalen StoRwellen erweist sich die Zebramuschel im
Vergleich zu Saugetieren als vorteilhaft, da sie problemlos im Wasser gelagert und behandelt
werden kann. Sdugetiere missten aufgrund der Mobilitat zuséatzlich fixiert und sediert werden.

Unter Wasser ware gegebenenfalls auch eine Beatmung der Tiere wahrend des Versuchs
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notwendig, da in der vorliegenden Arbeit allein die Dauer der Exposition mit StoRwellen Uber
2 Minuten pro Muschel betrug. Auch dies wirde einen erheblichen Mehraufwand und Kosten
bedeuten.

Die Haltung der Muscheln unter Laborbedingungen erwies sich unter Beachtung
etablierter Standards als sehr einfach. Sie bedarf keiner intensiven Pflege, wie dies
beispielsweise bei Ratten oder dhnlichen Sdugetieren notig ware (Busch et al., 2017).

Generell kamen Wirbellose seit Ende des vorletzten Jahrhunderts als Versuchstiere in der
Wissenschaft gehduft zur Anwendung (Vernon, 1895). Im Laufe des 20. und des 21.
Jahrhunderts kam es dann zu einer stetigen Zunahme an wissenschaftlichen Publikationen, in
denen diverse wirbellose Spezies verwendet wurden, um zu neuen Erkenntnissen zu kommen

und die Wissenschaft voranzutreiben (Wilson-Sanders, 2011).

Knochenwachstum und -umbau beim Menschen

In Knochen von Vertebraten, insbesondere beim Menschen, gibt es verschiedenste Zellarten,
welche fur den Knochenstoffwechsel als auch fir die Umbauvorgdnge notwendig sind. Wichtig
ist hierbei die Funktion der einzelnen Zellen, die als Sensor, Transduktor oder Effektor dienen
kénnen (Klein-Nulend et al., 1995; Weiner und Wagner, 1998; Burger und Klein-Nulend, 1999).
Hierbei soll zur Veranschaulichung relevanter Prozesse ein kurzes Augenmerk auf einige

wenige Zellarten gelegt werden.

Osteoblasten

Die Osteoblasten sind in erster Linie fir die Knochenbildung verantwortlich. Sie differenzieren
sich aus mesenchymalen Stammzellen Uber die Vorstufe der Osteoprogenitor-Zellen unter
Einfluss diverser Wachstumsfaktoren wie beispielsweise bone-morphogenic Protein 2 (BMP2)
schlieRlich in Osteoblasten (Chen et al.,, 2012). Sie synthetisieren Kollagen und steuern die
Mineralisation des noch nicht mineralisierten Osteoids. Die Knochenbildung beruht auf zwei
Prozessen: erstens der Freisetzung von organischer Matrix und zweitens der Mineralisierung
dieser (Huangetal., 2007). Ferner regulieren Osteoblasten durch Ihren Einfluss auf die Aktivitat
der Osteoklasten aber auch den Abbau des Knochens. Osteoblasten konnen sich im weiteren
Verlauf ihres Lebens in Osteozyten umwandeln oder durch Apoptose zugrunde gehen (Kim et

al., 2015).
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Osteozyten

Osteozyten stellen mit 90-95% den Grofsteil der Zellen im menschlichen Knochen dar (Parfitt,
1977). Sie werden in der mineralisierten Knochenmatrix eingeschlossen und sind tber ein fein
verzweigtes Hohlraumsystem Uber ihre spinnenbeinférmigen Ausldaufer miteinander
verbunden. Die eigentliche Aufgabe dieser Zellen ist noch nicht vollstandig geklart; sicher ist
jedoch, dass sie als Mechanorezeptoren fungieren und fir die Vitalitdt des Knochens essentiell
sind (Parfitt, 1977; Knothe Tate et al., 2008). Sie werden als Schlisselzellen fir die Steuerung
des Knochenumbaus angesehen (Goggin et al., 2016). Das Kanalikulisystem und die noch nicht
mineralisierte Matrix werden aufgrund ihrer besseren Permeabilitat fir Wasser und andere
kleine Molekdile als Sitz der Mechanorezeptoren und der Mechanotransduktion betrachtet

(Klein-Nulend et al., 2013).

Osteoklasten

Die Osteoklasten sind vor allem fir den Abbau und die Reparatur von Knochensubstanz
verantwortlich. Diese mehrkernigen Zellen stammen der Granulozyten-Makrophagen-
Zelllinien ab (Chambers, 1985; Bruzzaniti & Baron, 2006). Sie befinden sich in der
mineralisierten Knochenmatrix und fressen sogenannte Howship-Resorptionslakunen in den
Knochen. Das ganzliche Fehlen dieser Zellart fihrt zum Krankheitsbild der Osteopetrose

(Tanaka et al., 1993).

Knochenstoffwechsel

Die Knochenmasse befindet sich zeitlebens standig im Umbau, um sich an die aktuellen
Gegebenheiten und Anforderungen anzupassen, aber auch um Wachstum und Heilung von
Defekten zu ermoglichen (Wolff, 1893; Huiskes et al., 2000). Der Knochenstoffwechsel wird
zum einen Uber systemische Transmitter und Hormone reguliert, aber auch auf lokaler Ebene
durch den parakrinen Weg als Austausch zwischen den einzelnen relevanten Zellen. Einer der
hierfir relevanten Botenstoffe ist M-CSF (macrophage colony-stimulating factor) (Felix et al.,
1990). Zusatzlich ist der RANKL/RANK-Signalweg, vor allem auf dem Niveau der Zell-zu Zell
Interaktion zwischen Osteoblasten und Praosteoblasten, essenziell. Die Bindung des Liganden
flhrt zu einer Reifung der Praosteoblasten zu den eigentlichen Osteoblasten (Lacey et al.,,
1998). Eine weitere Rolle in diesem Geschehen spielt Osteoprotegerin (OPG). Es fungiert als
Decoy Rezeptor fir RANKL und hemmt die Osteoklastenbildung und somit den Abbau des

Knochens (Simonet et al., 1997; Tripodo et al., 2011).
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Die Auswirkung von mechanischer Belastung auf den Knochenstoffwechsel fuhrt zu
Scherkraften, welche wiederum von Osteozyten in biochemische Signale umgewandelt werden
(Klein-Nulend et al., 2013). Da die Exposition von Gewebe mit ESWs ebenfalls zu Scherkraften
im Gewebe fihrt, vor allem durch den Kollaps der Kavitationsblasen (Delacretaz et al., 1995),
scheint der Effekt von ESWs auf die Induktion von Biomineralisierung (eben tber den Effekt
der Scherkrafte) naheliegend (Ueberle, 1998; Tischer et al., 2008).

Bezuglich des osteogenen Effekts von StolRwellen auf Knochen konnten mehrere Studien
die Bildung von freien Radikalen und eine Hyperpolarisierung der Zellmembranen nachweisen
(Wang et al., 2003; Chen et al., 2004). AnschlieRend kommt es zur Aktivierung von VEGF
(Vascular endothelial growth factor) sowie verschiedenen BMPs (Bone morphogenic protein),
was schliel8lich zur Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen in Osteoprogenitorzellen
fihrt (Wang et al., 2001; 2002a; 2002b; 2003; 2004).

Studien an Osteozyten konnten nachweisen, dass pulsierender Fluss interstitieller
Flussigkeit einen hoéheren Einfluss auf die Proliferation von Osteoblasten und die
Knochenbildung hat als intermittierende hydrostatische Kompression der Zellmassen (Klein-

Nulend et al., 1995, Ajubi et al., 1996).

Mechanosensoren

Die Osteozyten dienen in Knochen von Wirbeltieren, wie bereits erwdhnt, als
Mechanosensoren und stimulieren anschlielend dann selbst mit den Osteoblasten die
eigentlichen Effektorzellen. Da sich die Osteozyten aber eingemauert in der Knochenmatrix
befinden, sind sie fir Untersuchungen nur sehr schwer bis gar nicht zuganglich (Klein-Nulend

et al., 2013).

Gemeinsamkeiten von Muschelschale und Knochen
Die Mineralisierung in der Muschelschale findet im EPR statt. Dieser weist erhebliche
Ahnlichkeiten zu der Mineralisationsfront im Knochen von Vertebraten auf. Bei beidem handelt
es sich um ein von der AuBBenwelt getrenntes Kompartiment (Veis, 2005). Die Mantelzellen
wirken in diesem Prozess dahnlich den Osteoblasten im Knochen oder den Odontoblasten im
Dentin der Zéhne (Sasaki & Garant, 1996).

Ferner kann durch Belastungen, denen die Muschel ausgesetzt wird, auch eine
Verbesserung der mechanischen Resistenz des Gewebes erzielt werden, abhangig von der

Starke der Belastung. So konnte gezeigt werden, dass Tiere, die einer starkeren Belastung
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ausgesetzt waren, im Anschluss an diese standhafter gegenliber Traumata waren als Tiere, auf
die eine geringere mechanische Belastung ausgelbt wurde. Dies ist eine Folge der
postwendenden Anpassung und Reparaturvorgdnge in der Schale (Crane et al., 2021).
Ahnliches gilt auch fir die Knochenqualitdt, welche auch als Anpassung an Belastung
verbessert werden kann (Cowin, 1984). Bei einem Mangel an mechanischer Beanspruchung
kommt es hingegen zu einer Abnahme der Knochendichte und einer damit verbundenen

erhohten Suszeptibilitat fir Frakturen (Takata & Yasui, 2001).

Unterschiede von Muschelschalen und Knochen

Das Wachstum von Muschelschalen ist stark beeinflusst von den Umweltbedingungen, in
denen Muscheln leben, der Wassertiefe als auch der Jahreszeit. Es kommt beispielsweise
insbesondere im Frihjahr zu einer jahrlichen Phase von GroRenwachstum (Garton & Johnson,
2008). Beim Knochen ist das Wachstum ein komplexer, hochgradig regulierter Prozess, welcher
durch osteogenetische und angiogenetische Wachstumsfaktoren gesteuert wird (Zhang et al.,

2018).
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Fragestellung

Die StoRwellentherapie stellt eine attraktive Behandlungsmoglichkeit fir eine Vielzahl von
Krankheitsbildern aus verschiedenen Fachgebieten dar. Um die Wirkung von rESWs auf die
Schale der Zebramuschel zu untersuchen, sollen folgende Fragen in dieser Arbeit beantwortet
werden.
1. Kann durch rESWs eine Biomineralisierung in der Schale von Zebramuscheln induziert
werden?
Dass durch StolRwellentherapie ein Biomineralisierung in der Schale von Zebramuscheln
verursacht werden kann, wurde bereits fir fESWs gezeigt (Sternecker et al., 2018). Uber die
Wirkung von rESWs auf die Schale von Zebramuscheln gibt es bisher noch keine
entsprechenden Arbeiten, die diesen Aspekt untersucht haben. Mit dieser Arbeit soll nun
Uberprift werden, ob auch mit rESWs Biomineralisierung in der Muschelschale ausgel6st
werden kann. Der Vergleich von behandelten Muschelgruppen mit einer Vergleichsgruppe,
welche keinen rESWs ausgesetzt war, soll darliber Aufschluss geben.
2. Besteht ein Zusammenhang zwischen der verwendeten Intensitdt der rESWs und dem
Ansprechen darauf?
Bezogen auf die Wirkung von StoRwellentherapie zur Schmerzreduktion wurde bereits in
Ubersichtsarbeiten gezeigt, dass hohere Intensititen zu gréReren Ansprechraten fiihren (Liao
et al., 2019; Zhang et al., 2023). In dieser Arbeit sollen nun Gruppen von Versuchstieren mit
unterschiedlichen Intensitaten behandelt werden. Dies soll dazu dienen, Zusammenhange
zwischen Ansprechraten und der verwendeten EFD zu untersuchen und einen mdglichen
Schwellenwert der Intensitat, ab dem es zu einer Wirkung kommt, zu identifizieren.
3. Findet die induzierte Biomineralisierung generalisiert in der gesamten Schale oder nur lokal
begrenzt statt?
Um eine induzierte Biomineralisierung fluoreszenzmikroskopisch nachzuweisen, wurden pro
Versuchstier beide Schalenhalften an jeweils 4 Messstellen untersucht. Bei der Verwendung
von fESWs konnte bereits gezeigt werden, dass die Wirkung der StoRwellen nicht nur auf die

unmittelbare Fokuszone begrenzt ist (Sternecker et al., 2018).
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Methoden

Im Marz 2018 wurden von Frau Dr. Katharina Sternecker (promovierte Mitbetreuerin der
vorliegenden Arbeit und Expertin auf dem Gebiet der aquatischen Systembiologie) in einem
Fluss in Bayern (Gotzinger Aache; Abfluss aus dem Tachinger und Waginger See; Landkreis
Traunstein) 60 Zebramuscheln gesammelt. Die Nummern dieser Tiere sind in Tabelle 2

zusammengefasst.

Tabelle 2: Nummern der Tiere, die in der vorliegenden Arbeit behandelt, aufgearbeitet und
ausgewertet wurden. Die Gruppeneinteilung entspricht der Exposition mit rESWs mit

verschiedenen Intensitéten (Details in Abschnitt "Versuchsablauf").

0 bar 2 bar 2,5 bar 3 bar 3,5 bar 4 bar
2674 2634 2644 2654 2664 2684
2675 2635 2645 2655 2665 2685
2676 2636 2646 2656 2666 2686
2677 2637 2647 2657 2667 2687
2678 2638 2648 2658 2668 2688
2679 2639 2649 2659 2669 2689
2680 2640 2650 2660 2670 2690
2681 2641 2651 2661 2671 2691
2682 2642 2652 2662 2672 2692
2683 2643 2653 2663 2673 2693

Die Tiere wurden im Frihjahr und somit vor der Fortpflanzungsperiode, sowie vor der
saisonal starksten Wachstumsphase, gesammelt (Jantz & Neumann, 1998). Das Sammeln der
Tiere erfolgte ca. drei Wochen vor der geplanten Exposition mit rESWs. Die Tiere wurden
umgehend in Eimern, gefillt mit Seewasser, in die Anatomische Anstalt der LMU transportiert.
Dort wurden sie im Keller des Laborgebdudes in Aquarien gehalten. Die Akklimatisierung
erfolgte dabei gemal den Richtlinien flir Untersuchungen an StiRwassermuscheln in Laboren,
ASTM E2455-06 (Ingersoll et al., 2006). Hierbei erfolgte eine schrittweise Abkihlung des

Wassers.
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Zunachst wurden die Tiere in zwei Aquarien gegeben, zwischen denen mehrmals grofRe
Teile des Wassers ausgetauscht wurden, um fir moglichst gleiche Bedingungen zu sorgen. Die
Wassertemperatur in den Aquarien betrug im Zeitraum, in dem die Tiere gehalten wurden,
17,1°C + 1,1°C (alle angegebenen StreumafRe sind Standardabweichungen). Die niedrige
Wassertemperatur war insofern wichtig, da bei Temperaturen Uber 20° der metabolische
Bedarf der Muscheln steigt und letztlich die Aufnahmekapazitdten der Muscheln von Nahrung
Uberschritten wird. Dies fuhrt zu Stress fir die Tiere und einem Gewebeverlust durch eine
negative Kalorienbilanz. Die Tiere sind jedoch in der Lage, zumindest Uber einige Stunden auch
héhere Temperaturen zu tolerieren (MaMahon & Ussary, 1995).

Die Fltterung der Tiere wahrend des Experiments erfolgte mit Shellfish diet 1800° (Reed
Mariculture, Campbell, CA, USA). Davon wurden 10ml in 2| Leitungswasser geldst, was zweimal
pro Woche frisch angesetzt und zugefiihrt wurde.

Die Tiere wurden vor der StoBwellenexposition vermessen. Dabei ergaben sich folgende

DurchschnittsmaRe: Lange 23 + 2,2mm, Breite 12 + 1,5 mm, Hohe 11 + 1,2 mm.

Versuchsablauf

Am Tag der Exposition wurden die Tiere randomisiert in Gruppen zu je 10 Tieren aufgeteilt (vgl.
Tabelle 2). Es wurde darauf geachtet, dass sich in den Gruppen jeweils sowohl groRere als auch
kleinere Tiere befanden, um eine vergleichbare DurchschnittsgrofRe zwischen den Gruppen zu
erreichen und zu vermeiden, dass sich in einzelnen Gruppen UbermaRig viele kleine oder
UbermaRig viele grolle Tiere befanden. Danach wurden die Tiere mit einem analogen
Rontgengerat (Faxitron 3; Hologic, Martborough, MA, USA) geréntgt, um sicherzugehen, dass
die Schalen vor der StoRwellenapplikation keine Risse oder Beschadigungen aufwiesen (beim
Rontgen verwendete Einstellungen: Voltage Tube 38 Belichtung 30“). Die Bilder wurden mit
Structurix D4DW Rontgenfilm (Agfa, Mortsel, Belgien) angefertigt. Die anschlieRende
Untersuchung der Rontgenbilder erfolgte auf einem Leuchtkasten (Rex Messinstrumentenbau
GmbH Erlangen, Deutschland) und mit einer Lupe (Leitz, Wetzlar, Deutschland). Dabei zeigten
sich bei keinem der Tiere Beschadigungen der Schale.

Die Gruppen wurden anschlieRend in kleine GlasgefdlRe gegeben und dann entsprechend
ihrer Gruppenzugehorigkeit mit 2, 2.5, 3.0, 3.5 und 4.0 Bar oder (als Vergleichsgruppe) mit
einer Scheinexposition behandelt. Bei den behandelten Gruppen erfolgte die Applikation von

1000 rESWs mit einer Frequenz von 8Hz an der linken Schalenhalfte.
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Versuchsaufbau
Alle Versuche fanden im Labor des Lehrstuhls Il der Anatomischen Anstalt der LMU Minchen
statt. Ziel des Aufbaus war es, die Muscheln moglichst sicher und unter gleichbleibenden

Bedingungen mit rESWs zu exponieren. Die Abbildungen 4 und 5 zeigen den Versuchsaufbau.

Bei allen Tieren wurde die linke Muschelschale mit rESWs exponiert.

Abbildung 4: Versuchsaufbau der vorliegenden Arbeit. Abkirzungen: G, radiales
extrakorporales Stofwellengerct (Swiss DolorClast Classic; Electro Medical Systems, Nyon
Schweiz); H, Handsttlick; B, Bohrstédnder; W, Wasserbad, S, Sand. Das gezeigte Foto wurde auch

in der Publikation Wu W,...Meindlhumer L, Sternecker K,..Schmitz C. J Orthop Surg Res

2021a;16(1):707 verwendet.
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Abbildung 5: Schematische Detailansicht des Versuchsaufbaus dieser Arbeit. Abkiirzungen: H,
Handstlick des verwendeten rESWT-Gerdits (Swiss DolorClast Classic; Electro Medical Systems);

AS, Applikatorspitze; M, Muschel; S, Sand; W, Wasser.

Zur Stabilisierung der Muscheln wahren der Applikation von rESWs wurde Substrat aus der
Aquaristik (Reef Ground, Dupla Marin 2-3mm, Dohse Aquaristik, Grafschaft Gelsdorf,
Deutschland; ,,Sand” in Abbildungen 4 und 5) verwendet. Das Substrat wurde initial mehrmals
mit Leitungswasser gespllt, um vorhandene Tribstoffe herauszuwaschen. Das Ziel des
Aufbaus war zum einen die kontinuierliche Stabilisierung der Muschel wahrend der
StoRwellenapplikation, sowie das Sicherstellen einer moglichst guten optischen Kontrolle Gber
die Position der Muschel wahrend der Applikation. Sollte es zu einem etwaigen Verrutschen
des Tieres kommen, konnte dies sofort erkannt und die Applikation dann gegebenenfalls
schnellstmoglich unterbrochen werden. Ziel war es, einen direkten Kontakt und somit die
potenzielle Gefahr einer mechanischen Beschadigung der Muschel durch die metallische
Applikatorspitze zu vermeiden. Zusatzlich sollte durch den gleichbleibenden Abstand auch eine
gleichbleibende EFD an der Schale gewahrleistet werden. Im Falle eines Verrutschens wurde
die Behandlung unterbrochen und nach einer erneuten Positionierung fortgesetzt. Insgesamt
herrschten jedoch dulerst stabile Lageverhaltnisse. Dadurch konnte eine gleichbleibende

Verteilung der Energie und Minimierung von Reflexionsphanomenen sichergestellt werden.
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Das Substrat befand sich in einem flachen Kunststoffbehéltnis, das mit Leitungswasser
geflllt wurde. Im Substrat wurde dann ein kleiner Higel geformt, in dessen Mitte die Muscheln
in einer Mulde eingebettet wurden. Die Muscheln waren wahrend der Behandlung vollstandig
mit Wasser bedeckt. Die Applikation der StoRwellen erfolgte mit einem Abstand von 2,5 bis
3,2mm zwischen linker Schalenhalfte und Applikatorspitze, welche selbst auch zum Zwecke der
Kopplung in das Wasser getaucht war. Der Abstand wurde mittels einer Einwegpipette aus
Kunststoff kontrolliert, welche einen Durchmesser von etwa 2,5mm aufwies und zwischen der
Schale und der Applikatorspitze durchbewegt wurde.

Die EFD, welche bei 3,0 bzw. 4.0 Bar auf die Muschelschale wirkt, betrdagt etwa 0,08 bis
0,11 mJ/mm? (Csaszar et al., 2015). Das Handstiick wurde, wie in Abbildung 4 gezeigt, mit
einem Bohrstander fixiert. Verwendet wurde ein Swiss DolorClast Classic rESWT-Gerat (Electro
Medical Systems, Nyon, Schweiz) mit ,,Radial” Handstlck und 6mm Applikator

Fir die anschlielende Auswertung wurden lediglich duRerlich unbeschadigte Tiere

verwendet.

Weiterer Versuchsablauf

Nach der Behandlung und optischen Uberpriifung auf Beschadigungen wurden die Tiere
wieder in eigene kleine Glasbehaltnisse, entsprechend der Versuchsgruppen, gegeben. Dabei
wurde darauf geachtet, dass die Dauer der Exposition mit Luft so gering wie moglich gehalten
wurde.

Unmittelbar nach der Exposition mit rESWs wurden die Tiere in kleinen, siebartigen
GefaRen (10 x 15 x 15 cm?) in eine Glasschale eingebracht, die mit 6 Litern Calcein-Griin-Lésung
(C30H26N2 O13; 10mg/I, Produktnummer C0875-5G; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) gefllt
war, und in der Calcein-Grin-Ldsung fur 24h inkubiert. Die Position innerhalb der Glasschale
wurde dabei randomisiert festgelegt. Wahrend der Inkubation befand sich die Glasschale auf
einem Ruttler (Typ Unimax 2010 Heidolph, Schwabach, Deutschland), um eine gleichméaRige

Inkubation mit der Calcein-Grin-Lésung zu gewahrleisten (Abbildung 6).
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Abbildung 3: Schemazeichnung einer Glasschale mit Calcein-Griin-L6sung zur Inkubation auf

einem Riittler.

Calcein-Grin ist ein fluoreszierender Farbstoff mit Ahnlichkeiten zur Antibiotikaklasse der
Tetracycline. Beide kdnnen unter anderem mit Calciumionen Komplexe ausbilden, um
Ablagerungen und Knochenbildung beziehungsweise Schalenbildung nachweisen zu kénnen.
Dies konnte sowohl bei Wirbeltieren als auch bei Wirbellosen und rezent auch bei der
Zebramuschel gezeigt werden (Stuart & Smith, 1992; Kaehler & McQuaid, 1999; Sternecker et
al., 2018). Calcein-Grin wird zum Beispiel in Calcium-Carbonat-Strukturen im Rahmen von
Wachstums- oder Umbauprozessen eingebaut (van Gaalen et al., 2010; Spires et al., 2022).
Calcein zahlt zu den Fluorochromen und weist ein Exzitationsmaximum von 495nm und ein
Emissionsmaximum von 517nm Wellenldange auf (Horobin & Kiernan, 2020).

AnschlieRend wurden die Tiere fir weitere 24h in Leitungswasser und danach zurick in
die Aquarien gegeben. Dort wurden Sie flr weitere 14 Tage belassen. Es fanden taglich
Vitalitatskontrollen der Tiere statt, wobei keine Verluste an Tieren verzeichnet wurden. Zur
nochmaligen Kontrolle auf mechanische Schaden an der Schale wurden gruppenweise analoge

Rontgenbilder (wie oben beschrieben) angefertigt (Abbildung 7).
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Abbildung 4: Exemplarisches analoges Réntgenbild von Muscheln zur Detektion von Schdden an
der Schale. Die Beschriftung entspricht der internen Registrierung der Tiere im Labor des

Lehrstuhls Il der Anatomischen Anstalt der LMU Miinchen.

Danach wurde mit der Aufarbeitung der Muscheln begonnen. Zunachst wurden die Tiere
in einer 70%igen Ethanollosung euthanasiert, die beiden Schalenhalften getrennt und der
Weichkorper entfernt. Von hier an wurden die einzelnen Schalenhalften vollstandig
unabhangig voneinander in einzelnen Behaltnissen eingebettet und danach aufgearbeitet und
ausgewertet.

Zunachst erfolgte eine Dehydrierung in einer aufsteigenden Ethanolreihe (Merck,
Darmstadt, Deutschland):

e 70%: 6 Tage, dann Wechsel des Mediums (W), dann weitere 2 Tage
o 80%:4Tage/W /3 Tage

e 90%:2Tage/W /4 Tage/W /3 Tage

e 100%:3Tage/W /3 Tage/W /5Tage/W /3 Tage
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Danach erfolgte eine Entfettung in Xylol (VWR, Radnor, PY, USA) fiir 3 und — nach Wechsel
des Mediums — fur weitere 4 Tage. Daran anschliellend erfolgte eine Einbettung in Methanol
(Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) fir 4, 3 und nochmals 4 Tage, bevor die Muschelschalen
schlussendlich fir insgesamt 17 Tage in pures Methylmetacrylat (MMA; Produktnummer
800590; Merck) gegeben wurden. Zuletzt erfolgte eine Umbettung in MMA-Gemisch. Dieses
wurde zundchst fur 4 Tage im Kihlschrank bei 4°C belassen; danach erfolgte ein UmgielRen in
frisches MMA-Gemisch, welches dann bis zur finalen Polymerisierung in einem Warmeschrank
(Heraeus, Hanau, Deutschland) verwahrt wurde. Dies dauerte im Durchschnitt etwa 14 Tage.
Das MMA-Gemisch wurde aus 1000ml| Methylmetacrylat (Merck), 250 ml Nonylphenyl-
Polethylenglycol-Acetat  (Produktnummer 74332; Merck) und 35g Benzylperoxid
(Produktnummer 801642; Merck) angesetzt. Das beschriebene Einbettungsprotokoll kam
bereits bei anderen Studien zum Einbetten von Knochen oder Muschelschalen zum Einsatz
(Schenk, 1965; Milz & Putz, 1994, Sternecker et al., 2018).

Wahrend all diesen Schritten befanden sich die Schalenhalften jeweils einzeln in kleinen
Rollrandgldschen. Nach der Aushartung des MMAs wurden die einzelnen Prdparate aus dem
Glas geschlagen, Glasreste wurden fein sduberlich entfernt, weiche Reste mit einem
handelsiblichen Skalpell abgeschnitten und die MMA-Bl6ckchen an einem Trennschleifgerat
(cut Grinder, patho-Service GmbH, Oststeinbek, Deutschland) zurecht gesagt. AnschlieRend
wurden die MMA-Blockchen mit einkomponentigem Klebstoff (Cyanolit 201, Panacol,
Steinbach/Taunus, Deutschland) auf Metallbolzen geklebt, sodass die Muschelunterseite nach
unten zeigte und die Sagittale der Muscheln in einem rechten Winkel zur Klebeflache stand.
Nach einer Trocknungszeit von mindestens 5 Minuten wurde mit dem Schneideprozess
begonnen. Dabei wurde Schnitte von 458 + 132 um Dicke an einem Ringsage-Mikrotom unter
Wasserkthlung mit 600 Umdrehungen pro Minute mit einem Innenlochsdgeblatt mit
Diamantkornbeschichtung und einer Dicke von 280 um bei einem Vorschub von 10mm/min
horizontal angefertigt (SP1600; Leica, Wetzlar, Deutschland). Die Schnitte wurden
anschliefend zwischen beschwerten Glasplatten fiir mindestens eine Woche getrocknet, um
eine Wolbung im Rahmen des Trocknungsprozesses der Schnitte zu vermeiden. Diese wurden
danach an einer Mikroschleifmaschine geschliffen und poliert (Exakt Advanced Technologies,
Norderstedt, Deutschland). Die finalen Schnitte wiesen nach diesen Vorgéangen eine Dicke von

etwa 250 um auf. Die Vermessung erfolgte mit einem digitalen Mikrometer (Mitutoyo,
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Kawasaki, Japan). Die Lage der angefertigten Schnitte der Muschelschalen wird in Abbildung 8

veranschaulicht.

Schuittebene,/ )N

cm
0 1 2 3

Abbildung 5: Lage des Schnitts innerhalb einer Schalenhdlfte; Perspektive auf die Schalenhdlfte

von der Seite. Abkiirzungen: U = Umbo, WZ = Wachstumszone, cm= Zentimeter.

Im Anschluss erfolgte das Aufbringen der Schnitte, wiederum mittels oben genannten
Klebstoffs, auf Objekttrager. Diese wurden danach zwischen 2 Teflonplatten sowie 2
Metallplatten in einen Schraubstock eingespannt. Dort wurden sie fiir eine Dauer von jeweils
ca. 5 Minuten belassen, um eine ausreichende Aushartung des Klebstoffs zu gewahrleisten.
Danach wurde die Dicke der Schnitte plus Objekttréager und Klebstoff unter Zuhilfenahme der
digitalen Schublehre ermittelt.

Im nédchsten Schritt wurden die Schnitte auf den Objekttrdagern initial mit grobem Silicium-
Carbid Schleifpapier mit einer Koérnung von p800 (Hermes Schleifmittel, Hamburg,
Deutschland) auf die gewlinschte Dicke abgeschliffen. Ein Zielwert von ca. 200 um wurde auf
einem Mikroschleifgerdt (Exakt Advanced Technologies, Norderstedt) angestrebt.
AnschlieRend erfolgte ein erneutes Vermessen. Die dabei gemessene Dicke der Schnitte
abzlglich Objekttrager und Klebstoff betrug 208 + 40 um. Danach erfolgte noch ein Feinschliff
mit p1200 Schleifpapier an der gleichen Maschine fir eine durchschnittliche Dauer von 5

Minuten, um etwaige Rillen auf der Oberflache der Schnitte zu minimieren und optische
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Effekte bei der spateren mikroskopischen Auswertung zu verhindern. Dabei kam es zu keiner

nennenswerten weiteren Abnahme der Schnittdicke.

Fluoreszenzmikroskopische Messungen

Pro Schalenhalfte erfolgten fluoreszenzmikroskopische Messungen in jeweils 4 Regionen (vgl.
Abbildung 9). Region A befand sich an der Schale nahe des Umbos (dem Gelenk, das die beiden
Schalenhélften in vivo verbindet), und Region D am anderen Ende, nahe der
Wachstumsschicht. Die Regionen B und C befanden sich gleichmalig dazwischen. Es wurde
darauf geachtet, die Messungen exakt in den dargestellten Regionen durchzufthren. Falls an
einer Stelle Artefakte, zum Beispiel durch den vorangehenden Schneide- oder Schleifprozess
oder durch mechanische Manipulation im Rahmen des Aufbringens der Schnitte auf die
Objekttrager, vorhanden waren, wurde nicht genau an den Stellen der Artefakte gemessen,
sondern so nahe wie moglich direkt daneben. Dabei kam es jedoch nicht zu (berméaRigen

Abweichungen von den Messregionen, was vergleichbare Messungen gewahrleistete.

Wachstumszone

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Messregionen an einer Muschelschale (jeweils A-D
mit der zugehdérigen Seite (L = links, R = rechts)). Die Exposition mit rESWs erfolgte immer auf
der linken Seite.

Fluoreszenzmikroskopische Bilder wurden mit einem Fluoreszenz-Mikroskop (Olympus
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BX51WI; Olympus, Tokyo, Japan) mit einem 4-fach UPlanSApo Objektiv (numerische Apertur
0.16; Olympus) sowie einem Alexa Fluor 488 Filter (49011; Chroma, Bellows Falls, VT, USA),
einer Graustufen EM CCD-Kamera (Model C9100-02; 1000x1000 Pixel; Hamamatsu Photonics,
Hamamatsu City, Japan) und SOLA LED Lampe (Lumencor, Beaverton, OR, USA) aufgenommen.
Alle Bilder wurden dann mittels der Software Stereo Investigator (64 Bit, Version 11.07, MBF
Bioscience, Williston, VT, USA) angefertigt und als 8 Bit Dateien (Grauwerte von 0 bis 255)
digital gespeichert. Durch die Verwendung von Pilotmessungen wurde die Kamera so
adjustiert, dass eine Uberbelichtung vermieden wurde. Alle Grauwerte waren kleiner als 255.
Die verwendeten Kameraeinstellungen waren wie folgt: Belichtungszeit 24 ms, Sensitivitat 80;
Gamma 1.0.

Wie auch schon in einer vorangegangenen Studie (Sternecker et al., 2018) wurde in der
vorliegenden Arbeit das starkste Fluoreszenzsignal im Hypostrakum gefunden. Nach
Auswertung der Ergebnisse aus der Scheinexpositionsgruppe zeigte sich, dass die gemessene

Fluoreszenz tatsachlich durch die applizierten rESWs induziert wurde (Abbildung 10).
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Abbildung 7: (a-f) Représentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von linken
Muschelschalen-Hdlften nach Exposition mit rESWs mit unterschiedlicher Energie (bzw.
unterschiedlicher Einstellung des verwendeten rESWT-Gerdits). Die einzelnen Schichten der
Schalen sind violett gekennzeichnet (P = Periostrakum, O = Ostrakum, H = Hypostrakum); die
orange Linie in Bild ¢ zeigt die Stelle einer Fluoreszenzmessung im Hypostrakum. (a’-f*) Zur
eindeutigen Identifizierung der einzelnen Schichten der Muschelschalen wurden
fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen derselben Regionen zusdtzlich mit gednderten
Kameraeinstellungen aufgenommen, was ab 2,5 bar zur Uberbelichtung fiihrte (c). An diesen
Aufnahmen wurden jedoch keine Messungen vorgenommen. Der Messbalken in f* entspricht

300 um in allen Teilbildern.

Die Auswertung der angefertigten Bilder erfolgte in den jeweils vier in Abbildung 9
gezeigten Regionen mit der Linear Pixel Plot Funktion der Software Stereo Investigator (MBF
Bioscience). Dadurch konnte den Grauwerten der Bilder ein numerischer Wert zugeordnet
werden, wobei ein starkes Signal, im Sinne einer starken Helligkeit, einem hohen Wert

entsprach.
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Am Umbo selber wurden keine Messungen durchgefiihrt, da dort starke Autofluoreszenz

gefunden wurde (wie auch schon in Sternecker et al. (2018) beschrieben).

Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung der Daten wurden die Mittelwerte und Standardabweichungen
der gemessenen Fluoreszenzsignale der unterschiedlichen Gruppen (0 Bar, 2,0 Bar, 2,5 Bar, 3,0
Bar, 3,5 Bar und 4,0 Bar Arbeitsdruck) ermittelt. Hierbei erfolgte der Vergleich der einzelnen
Messregionen (A-D in Abbildung 9) sowie der Seiten (linke Schalenhélfte: exponiert; rechte
Schalenhalfte: nicht exponiert). Ungewohnlich hohe Messwerte (AusreifRer, bedingt durch
Reflexionsphanomene oder mechanische Beschadigungen an den Schalenschnitten) wurden
mit der Methode nach Tukey (1977) identifiziert; die entsprechenden Berechnungen erfolgten
mit der Software GraphPad Prism (Version 10.4.0; GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
Die Ausreiller wurden bei der Berechnung von Mittelwerten, Standardabweichungen und den
nachfolgenden statistischen Tests nicht bericksichtigt.

Unterschiede in den mittleren Fluoreszenzsignalen wurden mithilfe einer allgemeinen
linearen Modellanalyse (,,univariate general linear model”) untersucht, wobei die Intensitat der
rESWs, die Schalenhalfte und die Messregion (Regionen A—D in Abbildung 9) als feste Faktoren
und die ermittelten Fluoreszenzsignale (je ein Wert pro Muschel, Schalenhilfte und
Messregion) als abhangiger Faktor dienten. Post-hoc-Analysen (Intensitdt der rESWs,
Messregion) wurden mithilfe des Bonferroni-Mehrfachvergleichstests durchgefiihrt. Diese
Berechnungen erfolgten mit der Software SPSS (Version 26.0.0.0; IBM, Armonk, NY, USA).

P-Werte, die kleiner als 0,05 waren, wurden als statistisch signifikant angesehen.
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Ergebnisse

Tabelle 3 fasst die ermittelten Fluoreszenzsignale (Rohdaten) aller in der vorliegenden Arbeit
untersuchten 60 Tiere zusammen, geordnet nach Intensitdatsgruppen, Schalenhalften und
Messregionen (gemald Abbildung 9). Ungewodhnlich hohe Messwerte (AusreifRer, bedingt durch
Reflexionsphanomene oder mechanische Beschadigungen an den Schalenschnitten) sind

durch Fettdruck markiert.

Tabelle 3: Ermittelte Fluoreszenzsignale (Rohdaten) aller in der vorliegenden Arbeit
untersuchten 60 Tiere, geordnet nach Intensitédtsgruppen ("Bar"), Schalenhilften und
Messregionen (die Abkiirzungen "AL" bis "DR" sind in Abbildung 9 illustriert). Der rote Rahmen
fasst exemplarisch die Rohdaten an Messregion B der rechten Schalenhdilfte derjenigen 10 Tiere
zusammen, die mit rESWs, die mit 2 Bar Arbeitsdruck generiert wurden, exponiert wurden. Der
Wert 210,85 von Tier 2638 wurde mit der Methode nach Tukey (1977) als Ausreifser identifiziert
(alle AusreifSer sind durch Fettdruck markiert). Diese Werte wurden bei den nachfolgenden

statistischen Tests nicht berticksichtigt.

Bar Nr. AL BL CL DL AR BR CR DR

OBar | 2674 | 10,26 16,53 11,39 9,72 12,76 10,21 14,50 9,12

OBar | 2675 9,70 9,42 12,56 10,71 9,34 9,24 11,06 9,86

OBar | 2676 9,34 8,52 10,56 9,08 9,17 10,08 10,41 9,77

OBar | 2677 | 10,24 12,07 10,97 10,76 12,73 10,98 12,02 10,71

OBar | 2678 | 11,75 10,50 9,73 9,29 10,10 11,48 9,75 10,98

OBar | 2679 9,56 9,99 10,53 9,83 10,40 10,38 9,82 9,60

OBar | 2680 | 10,95 12,47 11,02 10,07 10,44 9,62 10,86 11,37

OBar | 2681 | 14,09 13,33 11,97 10,89 12,22 14,15 12,04 10,72

OBar | 2682 | 10,86 10,32 12,54 10,23 11,16 10,24 10,39 10,08

OBar | 2683 9,64 11,59 9,82 10,16 9,05 9,56 9,66 9,24

2Bar | 2634 | 12,11 12,02 10,93 8,75 16,51 10,96 13,08 12,19

2Bar | 2635 | 10,35 10,15 10,66 9,47 13,85 11,54 11,05 10,92

2Bar | 2636 | 11,18 9,51 12,83 9,12 39,31 11,78 12,42 11,01

2 Bar 2637 10,12 11,93 10,41 11,71 9,78 12,24 11,01 10,68

2 Bar | 2638 9,45 10,47 10,47 10,63 92,51 | 210,85 | 210,85 | 23,50
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Bar Nr. AL BL CL DL AR BR CR DR
2Bar | 2639 | 11,43 9,77 10,33 10,65 11,22 15,03 11,13 10,11
2Bar | 2640 | 10,09 9,61 10,89 11,98 12,98 10,85 12,40 11,19
2Bar | 2641 9,60 12,36 16,85 11,32 11,68 11,15 10,22 10,55
2Bar | 2642 | 11,85 10,43 11,68 10,59 10,80 10,75 11,62 14,11
2Bar | 2643 | 11,08 11,21 11,28 35,08 11,72 11,27 14,14 10,80

2,5Bar | 2644 | 11,53 12,39 11,70 9,41 9,25 9,80 11,13 10,12
2,5Bar | 2645 | 11,94 11,50 10,73 11,80 10,17 10,65 11,37 13,17
2,5Bar | 2646 | 10,44 10,54 9,34 11,03 9,88 10,56 11,43 12,87
2,5Bar | 2647 | 10,92 15,45 14,66 11,85 11,79 11,59 13,13 12,80
2,5Bar | 2648 9,15 10,69 13,36 9,43 10,02 12,80 14,48 8,67
2,5Bar | 2649 | 64,45 13,38 12,71 11,91 18,47 27,62 59,99 10,43
2,5Bar | 2650 | 180,53 16,89 57,02 15,32 14,77 25,61 18,70 12,00
2,5Bar | 2651 | 20,16 35,66 85,19 30,06 10,94 9,98 11,61 11,69
2,5Bar | 2652 | 13,77 15,82 13,60 14,38 13,29 16,13 16,62 9,92
2,5Bar | 2653 9,72 10,86 10,93 10,27 13,31 16,84 13,41 12,24
3Bar | 2654 | 13,57 9,86 10,76 10,72 26,07 13,76 16,21 10,56
3Bar | 2655 | 46,15 20,64 21,45 10,79 9,68 10,65 14,33 19,34
3Bar | 2656 | 10,16 10,48 13,87 10,88 14,94 14,25 10,33 10,84
3Bar | 2657 | 27,16 30,15 35,63 13,43 32,53 43,14 39,26 9,63
3 Bar | 2658 9,05 14,35 11,15 10,30 9,39 9,30 9,61 9,83
3Bar | 2659 | 10,24 10,28 13,47 10,47 44,37 37,74 46,76 9,75
3Bar | 2660 | 14,14 9,90 11,14 9,96 10,87 13,90 10,74 10,38
3Bar | 2661 8,80 10,69 9,59 9,24 10,54 12,28 13,47 16,23
3Bar | 2662 | 10,21 14,77 10,52 11,94 9,89 10,15 10,94 10,74
3Bar | 2663 | 26,03 28,92 28,61 15,69 13,10 9,94 14,54 11,90
3,5Bar | 2664 | 17,60 27,56 11,75 9,39 8,72 9,09 10,13 9,72
3,5Bar | 2665 | 11,73 10,34 11,10 9,90 8,97 20,41 10,25 10,16
3,5Bar | 2666 9,21 12,30 9,47 12,13 8,91 9,34 9,96 10,68
3,5Bar | 2667 9,43 10,73 10,78 11,73 9,21 15,23 14,43 14,43
3,5Bar | 2668 8,62 11,96 9,58 9,93 8,91 10,65 13,09 9,90
3,5Bar | 2669 | 44,27 29,57 243,43 10,55 21,65 9,19 10,17 9,41
3,5Bar | 2670 8,52 8,81 9,34 9,05 11,21 11,04 13,23 10,57
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Bar Nr. AL BL CL DL AR BR CR DR
3,5Bar | 2671 9,05 9,13 9,51 11,32 10,85 9,82 10,13 9,39
3,5Bar | 2672 8,47 9,46 10,89 9,01 8,81 10,22 8,55 10,36
3,5Bar | 2673 9,01 9,18 9,86 9,54 8,99 14,10 10,10 9,47

4 Bar | 2684 9,54 9,47 10,14 15,81 9,95 19,36 11,06 11,36
4 Bar | 2685 9,45 10,25 10,82 10,56 10,26 11,96 11,11 11,52
4 Bar | 2686 | 35,25 146,37 | 118,45 10,38 11,43 13,49 12,28 11,46
4 Bar | 2687 | 10,38 16,00 10,88 11,26 9,73 23,37 10,29 10,23
4 Bar | 2688 | 11,40 15,15 12,78 10,64 10,93 11,46 12,16 9,67
4 Bar | 2689 | 22,17 38,30 16,53 18,42 97,66 9,99 10,43 10,41
4 Bar | 2690 | 12,69 11,87 10,10 10,40 9,48 8,83 10,48 10,12
4Bar | 2691 | 17,08 14,22 34,04 10,94 9,75 9,28 11,20 11,67
4 Bar | 2692 | 10,59 11,10 12,37 10,18 17,35 10,00 10,18 9,82
4 Bar | 2693 9,58 10,11 11,95 11,11 14,93 11,58 15,59 9,35

36 der insgesamt 480 (7,5%) Messwerte wurden mit der Methode nach Tukey (1977) als

AusreilSer identifiziert. Die maximale Anzahl von Ausreillern pro Gruppe (Exposition mit rESWs

gleicher Energie, gleiche Schalenhilfte und gleiche Messregion) betrug 2; es fand sich keine

Haufung von Ausreillern bei zunehmender Energie der verwendeten rESWs. Somit mussten

diese Artefakte bei der Aufarbeitung der Muschelschalen im Labor verursacht worden sein.

Tabelle 4 zeigt die Mittelwerte und Standardabweichungen der in Tabelle 3 gelisteten

Fluoreszenzsignale fur die einzelnen Intensitdatsgruppen, Schalenhalften und Messregionen.

Tabelle 5 fasst die Ergebnisse der statistischen Analyse dieser Daten zusammen.
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Tabelle 4: Mittelwerte ("M") und Standardabweichungen (standard deviation; "SD") der in
Tabelle 3 zusammengefassten Fluoreszenzsignale fiir die einzelnen Intensitétsgruppen ("Bar"),

Schalenhdlften und Messregionen (die Abktirzungen "AL" bis "DR" sind in Abbildung 9 illustriert).

Bar AL BL CL DL AR BR CR DR

M SD M SD M SD M SD M SD M SD M SD M SD

0 |103| 08 |109| 16 |11,1| 10101 |06 | 10,7 | 14 |10,2|07 | 10,2 |09 | 10,2 |08

2 10,7} 09 108|111 111 (08|105| 11 (123 | 21 11305 |11,3| 12| 11,3 |12

251|180 | 17,7 | 13,1 | 24 | 12,1 | 18 | 136 | 61 | 12,2 | 28 | 13,8 |51 | 13,8 | 26 | 13,8 | 15

3 |176| 121|160 | 79| 166 |90 | 109 | 12| 18,1 | 121 | 11,8 | 20 | 11,8 | 24 | 11,8 | 0,7

35|136| 111 |139|78|103|09|103 |11 |106| 40 | 119 |36 |119 |19 | 119 | 15

4 |148| 83 |152 (90| 14,476 |120| 28| 202|274 )|108| 161|108 |08 | 108 |09
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Tabelle 5: Ergebnisse der statistischen Auswertung der in Tabelle 4 gezeigten Ergebnisse. P-

Werte <0,05 sind fettgedruckt dargestellt.

Messregion

Ergebnisse der linearen Modellanalyse P

Intensitat der rESWs <0,001
Schalenhélfte 0,429
Messregion 0,005
Intensitat der rESWS x Schalenhélfte 0,095
Intensitat der rESWs x Messregion 0,062
Schalenhélfte x Messregion 0,771
Intensitat der rESWs x Schalenhalfte x 0,847

Ergebnisse der post-hoc Bonferroni-Tests zwischen den einzelnen Messregionen A-D untereinander

Messregion Messregion Messregion
A B C
verglichen p verglichen P verglichen P
mit mit mit
Messregion 1,000
B
Messregion 1,000 Messregion 1,000
C C
Messregion 0,014 Messregion 0,007 Messregion | 0,035
D D D

Ergebnisse der post-hoc Bonferroni-Tests der unterschiedlichen In

tensitaten der rESWs untereinander

4 Bar 3,5 bar 3,0 bar 2,5 bar 2,0 bar
verglichen P verglichen P verglichen P verglichen P verglichen p
mit mit mit mit mit
0 bar 0,298 0 bar 1,000 0 bar <0,001 0 bar 0,033 0 bar 1,000
2,0 bar 1,000 2,0 bar 1,000 2 bar <0,001 2 bar 0,502
2,5 bar 1,000 2,5 bar 0,013 2,5 bar 0,106
3,0 bar 0,010 3 bar <0,001
3,5 bar 0,137
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Diskussion

Die Ergebnisse der statistischen Analyse der in Tabelle 4 gezeigten Daten kann wie folgt

zusammengefasst werden:

1. Beiden Haupteffekten gab es einen statistisch hochsignifikanten Effekt des festen Faktors
"Intensitat der rESWs" (p < 0,001) sowie einen ebenfalls statistisch hochsignifikanten Effekt
des festen Faktors "Messregion" (p = 0,005) auf die mittleren Fluoreszenzsignale. Dagegen
hatte der feste Faktor "Schalenhalfte" keinen statistisch signifikanten Effekt auf die
mittleren Fluoreszenzsignale (p = 0,429).

2. Bei den Interaktionen zeigten sich Trends fir die Kombinationen der festen Faktoren
"Intensitat der rESWs" und "Schalenhilfte" (p = 0,095) sowie "Intensitat der rESWs" und
"Messregion" (p = 0,062), die bei groRerem Stichprobenumfang eventuell relevant sein
kdnnten.

3. Insgesamt war der feste Faktor "Intensitdt der rESWs" der einzige Haupteffekt mit
robusten, statistisch signifikanten Einflissen auf die mittleren Fluoreszenzsignale. Dabei
unterschieden sich insbesondere die mittleren bis hohen Intensitaten der rESWs statistisch
signifikant von den niedrigeren Intensitdaten der rESWs.

4. Auch der feste Faktor "Messregion" zeigte signifikante Effekte (vgl. Tabelle 5), was auf eine

anatomisch unterschiedliche Reaktion der Muscheln auf die Exposition mit rESWs hinweist.

Im Marz 2019 wurden von Frau Dr. Katharina Sternecker in einem anderen Fluss in Bayern
(Schinderbach; Zufluss des Waginger Sees; Landkreis Traunstein) weitere 30 Zebramuscheln
gesammelt. Diese Tiere wurden von einem anderen Doktoranden am Lehrstuhl fir Anatomie
[l der Anatomischen Anstalt der Universitat Minchen (Herr Wenkai Wu) mit rESWs exponiert,
weiter behandelt, histologisch aufgearbeitet und ausgewertet, und zwar auf identische Art und
Weise wie in der vorliegenden Arbeit beschrieben. Anschliefend wurden die Rohdaten der
vorliegenden Arbeit mit den Rohdaten von Herrn Wu gepoolt und gemeinsam statistisch
ausgewertet, und zwar wiederum auf identische Art und Weise wie in der vorliegenden Arbeit
beschrieben. Die Ergebnisse der Analyse der gepoolten Rohdaten wurde gemeinsam in der
Publikation Wu W,..Meindlhumer L, Sternecker K,..Schmitz C. J Orthop Surg Res
2021a;16(1):707 publiziert. Dabei wurde in der Publikation explizit erwahnt, dass sie Daten der

vorliegenden Arbeit enthalt ("This paper contains data from the Ph.D. thesis of Wenkai Wu as
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well as the M.D. thesis of Lukas Meindlhumer."). Zwei Drittel der in der Publikation Wu et al.
(2021a) analysierten Rohdaten stammte somit aus der vorliegenden Arbeit.

Eine Neuanalyse der AusreilRer in den gepoolten Rohdaten mit der Methode nach Tukey
(1977) ergab folgendes Ergebnis (diese Analyse ist nicht in der Publikation Wu et al. (2021a)
enthalten):

1. 58 der insgesamt 720 (8,0%) Messwerte (davon 420 Messwerte aus der vorliegenden
Arbeit; vgl. Tabelle 3) wurden als Ausreiller identifiziert. Die maximale Anzahl von
Ausreillern pro Gruppe von 15 Tieren (Exposition mit rESWs gleicher Energie, gleiche
Schalenhiélfte und gleiche Messregion) betrug 3; es fand sich keine Haufung von
AusreiSern bei zunehmender Energie der verwendeten rESWs. Somit mussten auch die
von Herrn Wu registrierten Artefakte bei der Aufarbeitung der Muschelschalen im
Labor verursacht worden sein.

2. Die relative Anzahl von AusreiSern bei der Analyse der gepoolten Rohdaten lag fiir die
Daten der vorliegenden Arbeit bei 6,5% (31 AusreifRer bei 480 Messwerten), und fur die
Daten von Herrn Wu bei 11,1% (27 AusreiSer bei 240 Messwerten). Darlber hinaus
wiesen bei der gepoolten Analyse der 48 Gruppen von Tieren jeweils 24 /17 /7 /0
Gruppen von Tieren genau 0/ 1/ 2 /3 Ausreiler in den Daten der vorliegenden Arbeit
auf, und jeweils 30 /11 /5 / 2 Gruppen von Tieren genau 0/ 1 /2 /3 AusreiRer in den
Daten von Herrn Wu. Dieser Unterschied war statistisch nicht signifikant (Fisher's exact
Test; p=0,241; berechnet mit der Software GraphPad Prism, Version 10.4.0; GraphPad
Software). Somit konnten die Daten der vorliegenden Arbeit und die Daten von Herrn

Wu flr eine gemeinsame statistische Analyse gepoolt werden.

Tabelle 6 zeigt (in Analogie zu Tabelle 4 im Ergebnisteil) fir die gepoolten Rohdaten die
Mittelwerte und Standardabweichungen der gemessenen Fluoreszenzsignale fir die einzelnen
Intensitatsgruppen, Schalenhalften und Messregionen. Tabelle 7 fasst (in Analogie zu Tabelle
5 im Ergebnisteil) die Ergebnisse der statistischen Analyse der in Tabelle 6 gezeigten Daten
zusammen. Die Tabellen 6 und 7 finden sich in ahnlicher Form und mit denselben Daten auch

in der Publikation Wu et al. (2021a; dort Tabelle 1 und Tabelle 2).
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Tabelle 6: Mittelwerte ("M") und Standardabweichungen (standard deviation, "SD") der
gepoolten Fluoreszenzsignale (berticksichtigt sind alle Rohdaten der vorliegenden Arbeit sowie
der zusdtzlich von Herrn Wu erhobenen Daten) fiir die einzelnen Intensitdtsgruppen ("Bar"),
Schalenhdlften und Messregionen (die Abktirzungen "AL" bis "DR" sind in Abbildung 9 illustriert).
Die in dieser Tabelle gezeigten Daten finden sich auch in Tabelle 1 in der Publikation Wu et al.

(2021a).

Bar AL BL CL DL AR BR CR DR

0 99 | 08 | 108 2,1 10,7 1 99 | 06 | 104 13 10,1 | 08 | 10,5 | 0,9 10 | 07

2 | 108 | 05 | 10,3 11 106 | 09 10,1 1 11,3 21 10,7 | 09 | 115 | 12 | 109 | 13

2,5 | 257 | 226 | 12,6 2,2 12,4 24 155 | 7.3 | 12,2 3,2 13 43 | 12,2 | 27 11 | 14

3 18,9 | 128 | 17,7 10 16,7 8 104 | 12 | 183 12 11,7 | L7 | 12,4 | 28 | 10,3 | 07

35 (183|157 | 132 | 67 | 11,1 | 22 | 108 | 19 | 109 | 36 | 11,5 | 33 | 11,5 | 31 | 11,3 | 29
4 |328326|309 307|224 | 191|127 |35]|455 | 513 | 10,7 | 13| 109 | 09 | 10,7 | 09
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Tabelle 7: Ergebnisse der statistischen Auswertung der in Tabelle 6 gezeigten Ergebnisse. P-
Werte <0,05 sind fettgedruckt dargestellt. Die in dieser Tabelle gezeigten Daten finden sich
auch in Tabelle 2 in der Publikation Wu et al. (2021a).

Ergebnisse der linearen Modellanalyse p
Intensitat der rESWs <0,001
Schalenhélfte 0,018
Messregion <0,001
Intensitat der rESWs x Schalenhalfte 0,426
Intensitat der rESWs x Messregion <0,001
Schalenhélfte x Messregion 0,509
Intensitat der rESWs x Schalenhalfte x 0,005
Messregion

Ergebnisse der post-hoc Bonferroni-Tests zwischen den einzelnen Messregionen A-D untereinander

Messregion Messregion Messregion
A B C

verglichen p verglichen p verglichen p
mit mit mit

Messregion | <0,001
B

Messregion | <0,001 | Messregion 1,000
C C

Messregion | <0,001 | Messregion 0,399 Messregion 1,000
D D D

Ergebnisse der post-hoc Bonferroni-Tests der unterschiedlichen Intensitaten der rESWs untereinander

4 Bar 3,5 bar 3,0 bar 2,5 bar 2,0 bar
verglichen p verglichen p verglichen p verglichen p verglichen p
mit mit mit mit mit
0 bar <0,001 0 bar 1,000 0 bar 0,100 0 bar 0,185 0 bar 1,000
2,0 bar <0,001 2,0 bar 1,000 2 bar 0,278 2 bar 0,478
2,5 bar <0,001 2,5 bar 1,000 2,5 bar 1,000
3,0 bar <0,001 3 bar 1,000

3,5 bar <0,001

Die in Tabelle 4 (vorliegende Arbeit) und Tabelle 6 (gepoolte Rohdaten; Publikation Wu et
al. (2021a) fur die scheinbehandelten Tiere (0 Bar) ermittelten mittleren Fluoreszenzsignale
unterschieden sich nur minimal, was darauf hindeutet, dass die Analysen der vorliegenden
Arbeit und die Analysen von Herrn Wu tatsachlich miteinander vergleichbar sind.

Bei hdheren Intensitaten der verwendeten rESWs zeigten sich dann allerdings teilweise

deutliche Unterschiede; so waren die Mittelwerte der Fluoreszenzsignale der Messregionen
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AL, BL, CL und AR bei der gepoolten Analyse etwa doppelt so grols wie in der vorliegenden
Arbeit. Diese Unterschiede hatten auch Auswirkungen auf die Ergebnisse der statistischen
Auswertung der mittleren Fluoreszenzsignale (Tabellen 5 und 7).

Eine vergleichende Analyse der Ergebnisse der statistischen Auswertung der mittleren

Fluoreszenzsignale (Tabellen 5 und 7) ergab die folgenden Befunde:

1. Die Effekte fUr die festen Faktoren "Intensitat der rESWs" und "Messregion" blieben trotz
zusatzlicher Daten bei der gepoolten Analyse statistisch signifikant oder waren sogar noch
ausgepragter. Dies spricht flr eine hohe Replizierbarkeit der Haupteffekte Uber
unterschiedliche Tiergruppen hinweg (Tiere 1-10 (Daten der vorliegenden Arbeit) aus dem
Fluss Gotzinger Aache; Tiere 11-15 (Daten von Herrn Wu) aus dem Fluss Schinderbach).

2. Bei der gepoolten Analyse zeigte sich ein statistisch signifikanter Effekt fir den festen
Faktor "Schalenhalfte" (p = 0,018), der in der vorliegenden Arbeit nicht gefunden wurde.
Auf den ersten Blick kdnnte dies daflir sprechen, dass Herr Wu eine systematische
Seitenpraferenz hatte (z. B. kleine Unterschiede im Handling oder der Bildauswertung links
vs. rechts). Dagegen sprechen aber die Ergebnisse der scheinbehandelten Tiere sowie die
Tatsache, dass die Analysen der Fluoreszenzsignale mit einer Methode durchgefihrt
wurden, die praktisch unabhangig vom Untersucher ist. Viel wahrscheinlicher ist, dass Herr
Wu Tiere mit anderen anatomischen Feinheiten untersucht hat. Da sowohl in der
vorliegenden Arbeit wie auch von Herrn Wu Zebramuscheln untersucht wurden, die von
Frau Dr. Sternecker gesammelt worden waren, kann die Hypothese aufgestellt werden,
dass Unterschiede in den aquatischen Umgebungen im Abfluss des Waginger Sees (Fluss
Gotzinger Aache; Daten der vorliegenden Arbeit) und im Zufluss des Waginger Sees (Fluss
Schinderbach; Daten von Herrn Wu) zu den hier berichteten Unterschieden in der Reaktion
der Tiere auf die Exposition mit rESWs geflihrt haben. Dieser Befund ist deswegen wichtig,
weil es sich bei den in der vorliegenden Arbeit bzw. den von Herrn Wu untersuchten
Zebramuscheln nicht um Labortiere handelte, die (iber mehrere Generationen unter sehr
ahnlichen bzw. identischen Bedingungen gehalten wurden. Eine Uberpriifung dieser
Hypothese wirde eine vollstandige Wiederholung der in der vorliegenden Arbeit
beschriebenen Versuche, histologischen Aufarbeitungen und Analysen durch dieselbe
Untersucherin bzw. denselben Untersucher an Zebramuscheln aus verschiedenen
aquatischen Umgebungen erfordern. Fiir die aquatische Systembiologie mag dies evtl. von

Relevanz sein; fir die Humanmedizin erscheint die Uberpriifung dieser Hypothese vor dem
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Hintergrund des erforderlichen Aufwands, dem zu erwartenden Erkenntnisgewinn und
insbesondere der Vergleichbarkeit der grundlegenden Schlussfolgerungen der
vorliegenden Arbeit und der Publikation Wu et al. (2021a) jedoch nicht gerechtfertigt.

3. Beim paarweisen Vergleich fanden sich in der vorliegenden Arbeit statistisch signifikante
Unterschiede in den mittleren Fluoreszenzsignalen zwischen den Intensitaten O Bar und
2,5 Bar bzw. 0 Bar und 3 Bar (Tabelle 5), die bei der gepoolten Analyse nicht gefunden
wurden (Tabelle 7). Dies war aller Wahrscheinlichkeit nach auf die groRere
Standardabweichung der Daten in der gepoolten Analyse zurtckzufthren.

Zusammenfassend zeigten sich bei der gepoolten Analyse im Vergleich zur vorliegenden Arbeit

die folgenden Effekte:

e Stabilitat von Haupteffekten: Die Haupteffekte (Intensitat der rESWs, Messregion) waren
reproduzierbar, was flr eine starke biologische Basis der erhobenen Daten spricht.

e Neuer Schalenhalften-Effekt: Dieser Effekt war hochstwahrscheinlich auf echte biologische
Streuung (Unterschiede in den aquatischen Umgebungen im Abfluss und Zufluss des
Waginger Sees) zurickzufihren.

e Abgeschwdchte post-hoc Signifikanzen: Dies war ein Hinweis auf zunehmende Varianz der
erhobenen Fluoreszenzsignale, bedingt durch Unterschiede in den aquatischen
Umgebungen.

e Statistischer "Lerneffekt": Die Kombination aus wiederholter Struktur und groRerer
Heterogenitat erlaubt robustere Aussagen Uber einen Gesamteffekt, kann aber

Feinauflosungen zwischen benachbarten Gruppen reduzieren.

In der Zusammenschau der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sowie der Publikation Wu
et al. (2021a) konnte ein Zusammenhang zwischen der Intensitat der rESWs, der stimulierten
Region der Muschelschale und der Biomineralisierung gezeigt werden. Dies entspricht auch
Ergebnissen von Zhang et al. (2021), die bei der Behandlung von Patienten mit
Kniegelenksarthrose eine bessere Wirkung von rESWT mit hoherer Intensitdt bezogen auf die
Abnahme der Beschwerden in der Kontrolluntersuchung nach 4 Wochen berichteten. Eine
andere Studie an Ratten wiederum zeigte, dass rESWT einen positiven Einfluss auf die
Knochenheilung hat. Diese kamen jedoch zu dem Ergebnis, dass die verwendete Intensitat

daflr nicht entscheidend sei (Inoue et al., 2021). Dabei wurden Intensitdten zwischen 1,0 und
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4,0 Bar, ahnlich wie in dieser Studie, verwendet. Nachteilig wurde in der Studie von Inoue et
al. (2021) jedoch angemerkt, dass es bei Verwendung hoherer Intensitaten zu einer verstarkten
Kallusbildung kam, welche auch Uber den Beobachtungszeitraum von finf Wochen hinaus
persistierte. In der Kontrollgruppe zeigte sich dies wieder regredient. Ob dieses Phdnomen so
auch beim Menschen auftritt, ist nicht bekannt.

Bezogen auf die Verwendung von rESWT stellen die Ergebnisse dieser Studie ein Novum
dar. Die einzige bisherige Studie Uber die Wirkung von ESWT an Muscheln wurde mit
fokussierter ESWT durchgefihrt (Sternecker et al., 2018)

Andere Studien, welche ebenfalls mit Muscheln und Stofswellen arbeiteten, verwendeten
letztgenannte beispielsweise, um Muschelpopulationen zu reduzieren, in dem die Tiere durch
die hohen Energien getdtet oder zumindest von dem zuvor besiedelten Objekt geldst wurden.
Dabei wurde Energien zwischen 162 und 1,458 kJ verwendet (Ge et al., 2019), die aber mit den
in der vorliegenden Studie verwendeten Energien nicht vergleichbar sind. Dadurch wurden bis
zu ca. 75% der Tiere mit der hochsten Intensitdtsstufe getotet. Andere Studien, die auch eine
Totung der Tiere als Ziel hatte, arbeiteten ebenso mit viel hoheren Intensitaten, beispielsweise
5,81/m? (Schaefer et al., 2010).

Im Vergleich zu den genannten Studien betrug die Energie in der vorliegenden Arbeit,
welche die Muschelschale erreichte, in etwa 0,11mJ/mm? in der 4 Bar Gruppe (Cszaszar et al.,
2015). In der vorliegenden Arbeit konnte auch gezeigt werden, dass die verwendeten, geringen
Intensitdten zu keiner gesteigerten Mortalitat der Versuchstiere Uber alle Gruppen hinweg
fuhrten, was abermals die Sicherheit der rEWST unterstreicht.

Das entstandene erhohte Fluoreszenzsignal in der Muschelschale nach Applikation der
StoBwellen konnte im Hypostrakum nachgewiesen werden, jener Schicht, die auch auf
mechanische Traumata mit einer gesteigerten Biomineralisierung reagiert (Beedham, 1965;
Mount et al.,, 2004). Zum gleichen Ergebnis kamen auch Sternecker et al. (2018), die die
Wirkung fokussierter StoRwellen auf Muscheln untersuchten.

Wie in der vorliegenden Arbeit auch fanden Sternecker et al. (2018) das durch die
Exposition mit StoRwellen verursachte Fluoreszenzsignal nicht Uber die gesamte Schalenléange
konstant verteilt, sondern vom Umbo (in der Ndhe von Messstelle A) in Richtung der
Wachstumszone (nahe Messstelle D) abnehmend. Dies entspricht auch dem bekannten
physiologischen Prozess der Mineralisierung von Muschelschalen (Ramdn & Richardson, 1992;

Addadi et al., 2006).
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Bezlglich der klinischen Wirksamkeit der ESWT scheint es im Outcome der hier
vorliegenden Studie sowie der Studie von Sternecker et al. (2018) keine pauschale Klarheit
darUber zu geben, welche Art der StoRwelle (FESWT oder rESWT) effektiver ist. Fir die klinische
Anwendung der ESWT bei der Behandlung von Pseudarthrosen fanden Kertzman et al. (2017)
eine mittlerere Erfolgsrate von ca. 75%, die in etwa der mittleren Erfolgsrate bei der
Behandlung von Pseudarthrosen mit fESWT entspricht (Kertzman et al., 2017).

Fir die Auswahl des Therapieverfahrens bei der Behandlung von Pseudarthrosen (fESWT
oder rESWT) ergeben die hier diskutierten Studien (vorliegende Studie und Sternecker et al.,
2018) insgesamt keine pauschale Empfehlung. Vielmehr muss insbesondere die Lage des
betroffenen Knochens im Korper bertcksichtigt werden. Liegt das zu behandelnde Ziel tiefer
im Gewebe, zeigt sich fESWT Uberlegen, bei oberflachlicher gelegenen Zielregionen und

groleren zu behandelnden Strukturen oder Flachen scheint rESWT besser geeignet.

Limitierungen

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, an einem Tiermodell (Zebramuscheln) neue Erkenntnisse
Uber die Wirkung radialer StoRwellen zu gewinnen, welche dann maglicherweise in der
klinischen Anwendung am Menschen genutzt werden kénnen. In Anbetracht dessen ergeben
sich zweifellos einige Limitierungen.

Es muss der offensichtliche Umstand erwdhnt werden, dass die Versuche an einem
wirbellosen Modellorganismus (Zebramuscheln) erfolgten. Diese weisen wie bereits erwahnt
zwar generelle Gemeinsamkeiten hinsichtlich der Biomineralisierung mit Wirbeltieren (und
somit dem Menschen) auf, zeigen jedoch auch erhebliche Unterschiede im Vergleich zu
menschlichen Knochen. Somit wird versucht, Erkenntnisse fir die Behandlung von (unter
anderem) knochernen Verletzungen am Menschen an einem wirbellosen Tiermodell zu
gewinnen. Ein gewisser Ubertrag sollte jedoch aufgrund der Ahnlichkeiten moglich sein (vgl.
auch Sternecker et al., 2018).

Ergebnisse zu den Effekten von rESWT variieren jedoch. So postulierte beispielsweise eine
frihere Studie (Notarnicola et al., 2012), dass radiale StoBwellentherapie nicht geeignet sei,
um eine erhohte Osteoblastenaktivitat zu induzieren. In dieser Studie wurden Osteoblasten in
Zellkulturen nach Exposition mit rESWs untersucht, wobei mit 0.05 mJ/mm? nur eine sehr
geringe EFD zur Anwendung kam (Notarnicola et al., 2012). Mit dem in der vorliegenden Arbeit

verwendeten rESWT-Geréat wird diese EFD bei ca. 1,8 Bar Arbeitsdruck erzielt (Csaszar et al.,
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2015). Andere Studien wiederum zeigten sehr wohl ein gesteigertes Knochenwachstum oder
eine Knochenbildung nach Exposition von Versuchstieren mit rESWs (Gollwitzer et al., 2013;
Ramesh et al.,, 2020). Gollwitzer et al. (2013) konnten in ihrer Studie eine gesteigerte
Knochenneubildung bei Kaninchen nach Exposition mit rESWs nachweisen, wobei dasselbe
rESWT-Gerat wie in der vorliegenden Arbeit und ein Arbeitsdruck von 4 Bar verwendet wurden.
Ramesh et al. (2020) untersuchten die Auswirkung der Exposition von kultivierten, fetalen
Rattenknochen mit rESWs auf das Knochenwachstum. Dabei zeigte sich sowohl eine Zunahme
des Knochenwachstums als auch eine Steigerung der Chondrogenese.

AuBerdem wurden in der vorliegenden Arbeit nur die Auswirkungen einer einmaligen
Applikation von rESWs untersucht, was nicht der klinischen Realitdt entspricht (vgl. 3-4
Behandlungen mit rESWT bei Pseudarthrosen in einer Studie von Kertzman et al. (2017) mit
demselben rESWT-Gerdt wie in der vorliegenden Arbeit verwendet). Eine Aussage auf den
weiteren Verlauf der Biomineralisierung durch wiederholte Exposition von Zebramuscheln mit
rESWs konnte daher nicht getroffen werden.

Ferner ist anzumerken, dass die vorliegende Arbeit nicht zu einem besseren Verstandnis
der molekularen und zellularen Mechanismen bei der Induktion von Biomineralisierung durch
rESWs beitragt. Stattdessen wurden ausschlieRlich die Folgen dieser molekularen und
zelluldaren Vorgange untersucht. Dies ist jedoch als wichtiger erster Schritt zu werten, da im Fall
eines Negativ-Ergebnisses der vorliegenden Arbeit eine Untersuchung dieser molekularen und
zellularen Vorgange Uberflissig wéare. Dies ist jedoch nicht der Fall.

Da mit Ausnahme der erwahnten Studie von Sternecker et al. (2018) alle bisherigen
Studien zu molekularen und zelluldren Mechanismen bei der Induktion von Biomineralisierung
mittels extrakorporalen StoRwellen ausschlielRlich an Zellkulturen oder Vertebraten
durchgefihrt wurden (u.a. Tischer et al., 2008; Gollwitzer et al., 2013), stellt die Exposition

einer wirbellosen Spezies mit rESWs in der vorliegenden Arbeit ein Novum dar.
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Fazit

Zusammenfassend ldsst sich mit Hilfe der vorliegenden Arbeit feststellen, dass durch die
Applikation von rESWs der Prozess der Biomineralisierung am Tiermodell der Zebramuschel
induziert werden kann.

Somit kann die vorliegende Arbeit insbesondere dazu beitragen, zu verstehen, warum eine
hohere EFD der applizierten StoRwellen nicht zwangslaufig zu einer starkeren Antwort des
Organismus oder gesteigerten Erfolgsraten bei der Anwendung von rESWT bei der Behandlung
von Pseudarthrosen (Kertzman et al.,, 2017) fuhrt, sofern ein bestimmter Schwellenwert
zumindest erreicht wurde. Es ist denkbar, dass jenseits dieses Schwellenwerts zumindest fur
die Induktion von Biomineralisierung keine weitere Steigerung mehr maoglich ist. Daflir wirde
auch sprechen, dass bei der Behandlung von Pseudarthrosen mit fESWs mit EFD = 0.7 mJ/mm?
gegeniuber fESWs mit EFD = 0.4 mJ/mm? kein besseres Ergebnis erzielt wurde (Cacchio et al.,
2009).

DarUber hinaus bietet sich das in der vorliegenden Arbeit verwendete Tiermodell an, um
in weiteren Studien zu untersuchen, ob eine wiederholte Exposition mit rESWs im Vergleich zu
einer einmaligen Exposition zu einer weiter gesteigerten Induktion der Biomineralisierung
fahrt.

SchlieRlich zeigte die vorliegende Arbeit ebenfalls (wie auch schon bei Sternecker et al.
(2018) gezeigt), dass die physiologische Antwort auf den externen Reiz nicht nur auf die
unmittelbar exponierten Abschnitte der Schale beschrankt war, sondern auch zu
Biomineralisierung in nicht direkt exponiertem mineralisiertem Gewebe flhrte. Auch dies ist
ein fur die klinische Anwendung aullerordentlich wichtiger Befund, da bei der Behandlung von
Pseudarthrosen mit rESWT nicht exakt auf die Stelle der Pseudarthrose gezielt werden muss,
was ohne Bildgebung gar nicht moglich ware. Es erscheint ausreichend, dass Zielgebiet
ungefahr eingrenzen zu kénnen und dann entsprechend mit rESWs ohne Bildgebung zu

behandeln.
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