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1 Einleitung

1.1 Vorbemerkung

Sehnenverkalkungen unterschiedlicher Atiologie treten an zahlreichen Stellen des
menschlichen Bewegungsapparates auf. Betroffen sind beispielsweise die Sehnen der
Rotatorenmanschette sowie die Achillessehnen [Uhthoff und Loehr, 1997;Fiamengo et al.,
1982;Fink und Corn, 1982].

Primires Therapieziel ist, die Verkalkungen rontgenologisch verschwinden und den
Patienten beschwerdefrei werden zu lassen [Loew et al., 1999]. Ein erster Versuch sind
hier konservative Massnahmen wie nicht-steroidale Medikation, Kryotherapie,
Ultraschallapplikation oder Krankengymnastik. Bei symptomatischen Verkalkungen der
Sehnen der Rotatorenmanschette, der Tendinosis calcarea der Schulter, kann durch
Anstechen der Verkalkung mittels hohllumiger Kaniilen (sog. "Needling") oder durch
Sptilung der Verkalkung (sog. "Barbotage") eine Resorption erfolgen [Lohr und Uhthoff,
1996;Rupp et al., 2000;Pfister und Gerber, 1997]. Kommt es hierunter zu keinem
rontgenologisch nachvollziehbaren "Verschwinden" der Verkalkungen, wird heute haufig
eine extrakorporale StoBwellenbehandlung zur Desintegration und Auflésung der
Verkalkungen durchgefiihrt, um eine operative Entfernung der Verkalkungen zu umgehen
[Maier et al., 2000;Rompe et al., 2001;Wang et al., 2001]. Dieses Therapieverfahren ist als
extrakorporale StoBwellenlithotripsie in der Urologie seit 20 Jahren bekannt und gilt heute
als Standardverfahren zur Desintegration symptomatischer mineralisierter Konkremente
der Nieren und der ableitenden Harnwege [Delius, 2000]. Seit zehn Jahren erfolgt der
FEinsatz extrakorporaler StoBwellen auch bei der Tendinosis calcarea der Schulter.
Zahlreiche klinische Studien haben die desintegrative Wirkung der StoBwellen
nachgewiesen [Maier et al., 2000;Rompe et al., 2001;Wang et al., 2001]. Weitere Vorteile
des Verfahren sind deren ambulante Durchfithrbarkeit, das Fehlen einer relevanten
therapieassoziierten Morbiditdt und die nur in Einzelfillen beschriebenen unerwiinschten

Nebenwirkungen.

Gegeniiber der Tendinosis calcarea der Schulter ist die Behandlung symptomatischer
Verkalkungen der Achillessehne komplexer, da bei dieser Erkrankung in der Regel eine

nicht-operative symptomatische Therapie erfolglos ist und das Anstechen oder Spiilen der



Verkalkung zu keiner Desintegration oder Resorption der Verkalkungen fiihrt. Deshalb
wird regelmiBig eine operative Entfernung der Verkalkungen durchgefiihrt [Mazzone und
McCue, 2002;Fiamengo et al., 1982;Watson et al., 2000]. Diese Operationen werden unter
stationdren Bedingungen durchgefiihrt, sind wegen einer hohen postoperativen
Infektionsrate komplikationstrichtig, fithren zu groen Substanzdefekten und bedingen
eine lange postoperative Rehabilitation [Dederich et al., 1988;Dalton et al., 2001;Majewski
et al., 2000;Saxena, 2000].

1.2 Verkalkungen der Achillessechne beim Menschen

Verkalkungen der Achillessehnen sind ein héufiger klinischer Befund, wobei diese
asymptomatisch bestehen oder mit Schmerz und Funktionseinschrinkung einhergehen
konnen [Jozsa et al., 1990;Jarvinen et al., 1997;Fox et al., 1975]. Fiamengo und Mitarbeiter
fanden bei 3% der von ihnen untersuchten Probanden asymptomatische Kalzifizierungen
der Achillessehnen, demgegeniiber wiesen sie Verkalkungen bei 25% aller Patienten mit
Schmerz und Funktionseinschrankung der Achillessehnen nach [Fiamengo et al., 1982].
Priadisponierte Region der Verkalkungen an der Achillessehne ist eine minderperfundierte
und erhohten Driicken ausgesetzte Zone zwei bis sechs Zentimeter proximal der Insertion
am Kalkaneus [Fiamengo et al., 1982;Lagergren und Lindholm, 1958;Remberger et al.,
1985;Sell et al., 1996]. Die Verkalkungen bestehen regelméBig aus Apatitkristallen
(Hydroxylapatit, Calo(PO4)3'6OH2; [Bigi et al., 1996;Landis, 1996;Landis, 1999;Seifert,
1997]). In Einzelfdllen gelang auch der Nachweis von Kalziumpyrophosphat,
Kalziumkarbonat oder Kalziumoxalat [Riley et al., 1996]. Die Kristalle weisen eine Lange
von durchschnittlich 45 nm auf und haben die Form irreguldrer Plittchen [Landis et al.,
1993;Landis, 1999]. Sie bilden Verkalkungsherde und vereinigen sich zu gréferen
Gebilden entsprechend der Triplehelixgestalt des Kollagens[Landis, 1996;Landis,
1999;Pedersen HE und Key JA, 1951;Remberger et al., 1985].

Gehen die Verkalkungen mit Schmerz und Funktionseinschrankung der betroffenen
Achillessehne einher [Fiamengo et al., 1982;Fox et al., 1975;Suso et al., 1988], muf}
diagnostisch vor allem eine partielle oder totale Sehnenruptur sonographisch oder
kernspintomographisch ausgeschlossen werden [Bauer und Eberhardt, 1999;Fiamengo et
al., 1982;Maffulli, 1999]. Beweisend fiir das Vorhandensein einer Verkalkung ist die
Rontgenuntersuchung [Gerster et al., 1977;Delank et al., 2000]. In dieser Untersuchung



erscheinen die Verkalkungen in unterschiedlicher Weise, zum Beispiel als einzelne oder
multiple, feine oder dicke lineare Strukturen oder dichtere, rundliche Ablagerungen
[Gerster et al., 1977;Fink und Corn, 1982;Suso et al., 1988;Yu et al., 1994].

Eine Therapie der Sehnenkalzifizierungen wird primér konservativ angegangen [Chao et
al.,, 1997;Delank et al., 2000;Goyal und Vadhva, 1997] und besteht aus physikalischen
Massnahmen wie Wiarme- oder Kalteapplikation, Ultraschall, Iontophorese,
Krankengymnastik, oder einer oralen Medikation mit nichtsteroidalen Antirheumatika.
Auch die lokale Infiltration der betroffenen Sehnen mit Lokalanisthetika oder Steroiden ist
eine etablierte semiinvasive Therapieoption. Ein operatives Vorgehen wird jedoch meist
notwendig; dies, wenn die konservativen Therapiemdglichkeiten ausgeschopft sind und
keine Besserung der klinischen Beschwerden erzielt wurde [Delank et al., 2000;Goyal und
Vadhva, 1997;Maftulli, 1999;Suso et al., 1988]. Hierbei werden die Verkalkungen nach
Langsinzision aus der Sehne "ausgeschilt". Hieraus resultieren jedoch grofle
Substanzdefekte, die durch aufwendige Sehnentransferoperationen oder plastische
Rekonstruktionen gedeckt werden miissen [Deiler et al., 2000;Wilcox et al., 2000;Delank
et al., 2000;Fink und Corn, 1982;Suso et al., 1988]. Die operativen Eingriffe gehen nicht
selten mit oberflichlichen und tiefen Infektionen einher und die Rehabilitation ist
iiblicherweise sehr langwierig [Dederich et al., 1988;Dalton et al., 2001;Majewski et al.,
2000;Saxena, 2000].

1.3 Fragestellung und Zielsetzung

Unter Beriicksichtigung dieser Erfahrungen in der Therapie symptomatischer
Sehnenverkalkungen der Achillessehne wiére es wiinschenswert auch bei dieser
Erkrankung eine Desintegration und damit ein rontgenologisches "Verschwinden" der
Verkalkungen mit extrakorporalen StoBwellen induzieren zu konnen. Bislang liegen jedoch
keine experimentellen oder klinischen Erfahrungen zum Einsatz extrakorporaler

StoBwellen bei Achillessehnenverkalkungen vor.

Deshalb war es das Ziel der vorliegenden Arbeit, stoBwellenvermittelte Effekte an

Verkalkungen von Achillessehnen zu untersuchen.



Diese Untersuchungen erfolgten in-vivo oder ex-vivo an der mineralisierten medialen
Gastrocnemiussehne des Truthahnes [Arsenault et al., 1991;Landis et al., 1993;Landis,
1999]. Dieses Tiermodell ist in der Literatur fiir Untersuchungen an mineralisiertem
Gewebe etabliert [Traub et al., 1992a;Landis, 1986;Knott et al., 1997;Knott und Bailey,
1998].

Folgende Hypothesen wurden an der mineralisierten medialen Gastrocnemiussehne des

Truthahnes tiberpriift:

e Die Applikation extrakorporaler StoBwellen fiihrt zur Desintegration oder Auflosung
der Verkalkungen.

e Die Desintegration oder Auflésung der Verkalkungen ist von der applizierten
Energieflussdichte der extrakorporalen StoBwellen abhingig.

e Die Desintegration und Auflosung der Verkalkungen geht nicht mit Gewebedefekten

einher.



2 Material und Methodik

2.1 Extrakorporale Sto3wellen

2.1.1 Physikalische Grundlagen

StoBwellen sind definiert als einzelne akustische Druckpulse, die wenige Mikrosekunden
dauern und sich dreidimensional ausbreiten [Folberth et al., 1992]. Sie werden durch die

folgenden Eigenschaften charakterisiert [Wess et al., 1997]; Abbildung 1):
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Abbildung 1: Darstellung der standardisierten extrakorporalen StoBwelle. Der
StoBwellendruck ist als Funktion der Zeit aufgetragen. (A) StoBwellenanteil mit
positivem Druck; (B) StoBwellenanteil mit negativem Druck. P, positiver
Spitzendruck; P., negativer Spitzendruck. T,, Anstiegszeit, Ty, Pulsbreite. I,
Standardzeitintervall (Berechnung der "positiven Energien"); L

Standardzeitintervall (Berechnung der "totalen Energien"). [Gerdesmeyer et al.,

2002].



e Positiver Spitzendruck (P;): Differenz zwischen maximalem positiven Spitzendruck
und Umgebungsdruck. P zwischen 5 Megapascal (MPa) und 120 MPa.

e Negativer Spitzendruck (P.): Maximaler negativer Druck der StoBwelle. P. zwischen
10% und 20% von P..

e Anstiegszeit (T;): Intervall, in dem der Druck von 10% von P; bis auf 90% von P
ansteigt. T, zwischen ca. 1 ns bis 500 ns.

e Pulsbreite (Ty): Zeitintervall welches beginnt, wenn 50% von P; iibertroffen wird und
endet, wenn der Druck wieder weniger als 50% von P, betrdgt. T,, zwischen 200 ns

und 500 ns.

Die Werte von Py, P_, T; und Ty, sind abhidngig von der verwendeten StoBwellenquelle und
der Geriteeinstellung [Huber et al., 1998;Krause, 1997]. Unter dem negativen Anteil der
StoBwelle wird der "Zuganteil" (im zeitlichen Verlauf langer als der positive Anteil) und
unter dem positiven Anteil der "Druckanteil" verstanden. Die einzelne StoBwelle dauert

nur wenige Mikrosekunden (ps) und ihr Frequenzspektrum reicht von 16 Hz bis 20 MHz.

Die physikalischen Eigenschaften extrakorporaler Stofwellen werden mittels
Hydrophonen gemessen. Diese erfassen transiente Druckschwankungen und setzen den
Druckimpuls proportional zur Intensitét in ein elektrisches Signal um [Chow und Streem,
2000]. Alle in der vorliegenden Arbeit angegebenen physikalischen Eigenschaften
extrakorporaler Stowellen wurden mittels PVDF-(Polyvinyldifluorid) Hydrophonen und

Laserhydrophonen gemessen:

e PVDF Metallnadeldruckaufnehmer: Bei diesen Geriten ist die Spitze einer scharfen
Metallnadel mit einer diinnen Schicht PVDF als Druckaufnehmer iiberzogen. Mit
diesen Gerdten kann der negative Spitzendruck nicht immer exakt gemessen
werden [Folberth et al., 1992].

e Fiberoptische Hydrophone (Glasfaserhydrophone): Die Glasfaserspitze wird in das
akustische Feld eingebracht, wobei die auftreffende StoBwelle die Dichte des
umgebenden Mediums verindert. Dies fithrt zu Anderungen der Intensitit des
reflektierten Laserlichts innerhalb der Glasfaser, was mittels Fotodiode erfasst wird

[Coleman et al., 1998;Staudenraus und Eisenmenger, 1993].



Durch die Fokussierung extrakorporaler StoBwellen entsteht ein dreidimensionales
StoBwellenfeld. Dieses weist eine komplexe rdumliche und zeitliche Verteilung des
positiven und negativen Drucks auf.

Der Stoflwellenfokus kann auf verschiedene Weise definiert werden:

e -6 dB Fokus (fsgg): Raum, innerhalb dessen ein Druck von mindestens 50% von P,

erreicht wird (Abbildung 2A).
e 5 MPa Fokus (fsmpa): Raum, in dem der Druck 5 MPa erreicht (Abbildung 2B).

e 5 mm Fokus (fsym): Druck, der im Bereich eines Radius von 5 mm um die Léngsachse

des Fokus gemessen wird (Abbildung 2C).
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Abbildung 2B: Graphische Darstellung des 5 MPa Fokus (fsypa).
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Abbildung 2A: Graphische Darstellung des —6 dB Fokus (f_,).

Abbildung 2C: Graphische Darstellung des 5 mm Fokus (fsgm).



Zwischen der Gestalt des StoBwellenfokus und den physikalischen Parametern der

erzeugten StoBwellen existieren komplexe Wechselbeziehungen [Wess et al., 1997].

Die bei der orthopadischen StoBwellenapplikation iiblicherweise angegebene physikalische
Einheit der einzelnen StoBwellen ist die Energieflussdichte (EFD) mit der Masseinheit
Millijoule pro Quadratmillimeter (mJ/mm®) [Wess et al., 1997]. Entsprechend dem
beriicksichtigten =~ Zeitintervalls ~ wird die  Energieflussdichte als  “positive
Energieflussdichte” (ED;) oder als ”Gesamtenergieflussdichte” (ED) angegeben [Wess et
al., 1997]; (Abbildung 3).

P
Druckwelle
Zugwelle
mﬂmﬂm t
y, B

P fi ] =1 mm?

A\

PP d m
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Abbildung 3: Graphische Darstellung der physikalische Einheit Energieflussdichte
(EFD; mJ/mm?). ”Gesamtenergieflussdichte” (ED), Energie, die in einem
Quadratmillimeter des positiven und negativen Anteiles der StoBwelle gemessen

wird. Hierzu wird die positive und negative Energie integriert [Wess et al., 1997].
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Zur klinischen Anwendung werden extrakorporale StoBwellen durch unterschiedliche
Verfahren erzeugt [Krause, 1997]; (Abbildung 4). In allen Féllen wird die generierte
StoBwelle fokussiert und durch unterschiedlich Koppelmedien in den Korper eingeleitet

[Maier et al., 1999].

Abbildung 4: Schematische Darstellung der unterschiedlichen Prinzipien der StoBwellen-
erzeugung fiir die medizinische Anwendung. A, elektrohydraulische
StoBwellenquelle. s, spark (Ziindkerze); r, Reflektor. fj, erster Fokuspunkt; f3,
zweiter Fokuspunkt. B, elektromagnetische StoBwellenquelle. c¢;, Kondensator; ¢,
Spule; m, Membran; 1, Linse. fj, erster Fokuspunkt; f,, zweiter Fokuspunkt. C,

piezoelektrische StoBwellenquelle. p, Piezokristalle. f, Fokuspunkt.

Bei der elektromagnetischen Erzeugung kommt es durch die elektrische Entladung einer

Spule zur explosionsartigen Auslenkung einer Folie. Die StoBwellen werden dann tiber
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eine akustische Linse fokussiert (Abbildung 4A). Die elektrohydraulische Erzeugung
beruht auf der Funkenentladung einer Elektrode. Die entstehenden StoSwellen werden tiber
einen elliptischen Spiegel gebiindelt und im Brennpunkt fokussiert (Abbildung 4B). Bei
der piezoelektrischen Erzeugung werden im Mittelpunkt einer mit Piezokristallen
ausgelegten Kugelschale eine Vielzahl kleiner Druckimpulse emittiert und im Fokus

gebiindelt (Abbildung 4C).

Die mit den beschriebenen physikalisch-technischen Verfahren erzeugten Stofwellen
unterscheiden sich hinsichtlich ihrer biomedizinischen Wirksamkeit nicht oder nur
unwesentlich voneinander [Gerdesmeyer et al., 2002]. Von Bedeutung sind jedoch
Unterschiede beziiglich Form, Grosse und Energieflussdichte des StoBwellenfokus der
verschiedenen StoBwellenquellen. Entsprechende Detailinformationen sind auf der
Homepage der Deutschen und Internationalen Gesellschaft fiir Extrakorporale

StoBwellentherapie verfiigbar (http://www.ismst.org/fach/index.html).

Die in der vorliegenden Arbeit klinisch eingesetzten StoBwellen im in-vivo Experiment
wurden elektromagnetisch mittels der klinisch verwendeten StoBwellenquelle

CompactDelta (Dornier Medizintechnik, Wessling) erzeugt (Abbildung 5).

Die in der vorliegenden Arbeit eingesetzten StoBwellen im ex-vivo Experiment wurden
elektrohydraulisch mittels der StoBBwellenquelle XL1 (Dornier Medizintechnik, Wessling)
erzeugt (Abbildung 6), da diese Quelle StoBwellen mit hoherer Energieflussdichte als die

klinische Quelle CompactDelta erzeugen kann.
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C-Bogen

Therapiekissen

Abbildung 5: StoBwellengenerator CompactDelta (Dornier Medizintechnik, Wessling)
mit integriertem Rontgenbildwandler. Diese StoBwellenquelle wird in der

klinischen StoBwellenapplikation eingesetzt [Nesslauer et al., 1999].
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SW-Generator Wasserbad Therapiekopf

Abbildung 6: StoBwellenquelle XL1 (Dornier Medizin Technik, Wessling). Der
elektrohydraulische Generator befindet sich unter einem Becken (90x60x10cm,
Liange, Breite, Tiefe), welches mit 32°C warmem, entgasten Wasser gefiillt ist. Im

Zentrum des Bodens befindet sich der Therapiekopf [Delius et al., 1995].
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Die biologische Wirkung extrakorporaler Stowellen wird einerseits liber einen direkten
Wirkmechanismus vermittelt. Dieser beruht darauf, dass es an der Grenzschicht zweier
Medien unterschiedlicher akustischer Impedanz zur Freisetzung kinetischer Energie
kommt [Granz und Kohler, 1992;Krause, 1997;Lokhandwalla und Sturtevant, 2000].

Wesentliche akustische Gewebekenndaten sind in Tabelle 1 zusammengestellt.

Schalleitungs- Akustische
Material / Gewebe Geschwindigkeit Impedanz
[m/s] [x10° Ns/m’]
Luft 343 429
Fett 1,450 1,380
Wasser 1,483 1,480
Glycerin 1,895 2,330
Aluminium 6,420 17,300
Stahl 5,790 45,700
Lunge 650-1,160 260-460
ZNS 1,560 1,600
Blut 1,530 1,620
Niere 1,570 1,630
Leber 1,560 1,650
Muskel 1,545-1,630 1,650-1,740
Knochen 2,700-4,100 3,200-7,400
Nierenstein 4,000-6,000 5,600-14,400

Tabelle 1: Schalleitungsgeschwindigkeiten und akustische Impedanzen von Materialien

und Geweben [Krause, 1997].

Andererseits wirken extrakorporale StoBwellen indirekt iiber Kavitation [Delius, 1995].
Kavitation ist definiert als das Auftreten gasgefiillter Blasen in Fliissigkeiten unter dem
Einfluss negativer Druckgradienten. In der Unterdruckphase der StoBwelle kommt es zur
Grossenzunahme der Gasblasen, die implodieren und somit kinetische Energie freisetzen,

wenn wieder Umgebungsdruck herrscht [Zhong et al., 1997]; (Abbildung 7).
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Stoflwellen :
Micr(éj ets
(gelb)

harte Struktur
(griin)

Risse
(rot)

I t

Zugwelléa

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Kavitation. Im Gewebe physiologisch
vorhandene Gasblasen werden durch das Auftreffen der StoBwellen, bzw. durch die
Druckwelle, komprimiert. Geht die Druckwelle in die Zugwelle iiber, dehnen sich
durch die zu diesem Zeitpunkt vorhandenen negativen Driicke die Gasblasen aus.
Sobald am Ende der Zugwelle wieder Umgebungsdruck herrscht, kollabieren die
expandierten Blasen. Durch diese Implosion entstehen neue StoBwellen und sog.
,Microjets. Dies sind Fliissigkeitsstrahle mit Geschwindigkeiten bis zu 800 m/s,
entsprechend der Geschwindigkeit einer Gewehrkugel. Diese Fliissigkeitsstrahle

dringen z.B. in eine Verkalkung ein und entfalten so ihre destruierende Wirkung.
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2.1.2 Klinische Anwendung am Stiitz- und Bewegungsapparat

Vor etwa zwanzig Jahren wurde durch die Einfiihrung der Extrakorporalen Stowellen-
lithotripsie (ESWL) die Behandlung symptomatischer Steine der Nieren und ableitenden
Harnwege grundlegend beeinflusst [Chaussy et al., 1980a;Chaussy et al., 1980b]. In der
Folgezeit ergaben tierexperimentelle  Untersuchungen  hinsichtlich  moglicher
unerwiinschter Nebenwirkungen der Methode, dass eine StoBwellenapplikation am
Harnleitersystem zu Verdnderungen des benachbarten Os ilium fiihrte. Hier wurde eine
initiale Osteozytenschddigung mit konsekutiver Osteoblastenstimulation beobachtet [Graff
et al., 1988;Graff, 1989;Brimmer et al., 1990;Delius, 1994]. Auf Grund dieser
Beobachtungen wurde gezielt nach einer Stimulation der Knochenheilung durch
extrakorporale Stowellen geforscht. Bei einigen Tiermodellen wurde eine
Beschleunigung der Frakturheilung [Ekkernkamp et al., 1991;Haupt et al., 1992;Johannes
et al, 1994], bei anderen eine Verzogerung der Osteoncogenese [Seemann et al.,
1992;Perren, 1993;Forriol et al.,, 1994;Augat et al., 1995] beobachtet. Trotz
widerspriichlicher Datenlage wurde die Extrakorporale StoBwellentherapie zur klinischen
Behandlung von Frakturen mit verzogerter Heilung oder Pseudoarthrosenbildung
[Valchanou VD und Michailov P, 1991;Haist et al., 1992;Schleberger und Senge, 1992]
eingesetzt.

Im weiteren Verlauf wurde die Indikation der Methode auf die Behandlung chronischer
Verldufe der Tendinosis calcarea der Schulter ausgeweitet. Heute finden sich in der
Literatur Ergebnisse mehrerer prospektiver Studien zur Wirksamkeit der Extrakorporalen
StoBwellentherapie bei diesem Krankheitsbild [Daecke et al., 1997;Krischek et al.,
1997;Loew et al., 1999;Seil et al., 1999;Rompe, 1998]. Eine Desintegration der
Verkalkungen wird bei 16% bis 85%, Beschwerdefreiheit bei 34% bis 67% der Patienten
erzielt [Daecke et al., 1997].

Da auch eine analgetische Wirkung extrakorporaler StoBwellen beobachtet werden konnte,
wurden schmerzhafte, chronisch verlaufende Sehnenansatzerkrankungen wie die radiale
Epikondylitis oder die plantare Fasziitis [Maier et al., 2000;Fritze, 1998;Haupt, 1997;Loew
und Rompe, 1998] mit extrakorporalen StoBwellen behandelt. Erste Hinweise zum
molekularen Mechanismus der analgetischen Wirkung extrakorporaler Stowellen sind

bekannt [Maier et al., 2002].
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Heute werden die Krankheitsbilder verzogerte Frakturheilung und Pseudarthrose,
Tendinosis calcarea der Schulter, radiale Epikondylitis und plantare Fasziitis als
Standardindikationen der Extrakorporalen StoBwellentherapie angesehen. In den USA ist
die Methode zur Behandlung der radialen Epikondylitis und plantaren Fasziitis von der
Federal Drug Administration (FDA) zugelassen [Ogden et al., 2002;Henney, 2000;FDA,
2001]; FDA-webside http://www.fda.gov/bbs/topics/ ANSWERS/ANS01045.html.

Aktuell finden sich in der Literatur erste Berichte {iber den Einsatz des Verfahrens bei der
aseptischen Hiiftkopfnekrose, wobei hierzu jedoch keine gesicherten Ergebnisse vorliegen

[Ludwig et al., 2001;Hofmann und Mazieres, 2000;Ludwig et al., 1999;Lauber, 1999].
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2.2 Methodik der Untersuchungen

2.2.1 Histopathologische und kontaktmikroradiographische Untersuchungen (in-vivo)

Alle in-vivo Untersuchungen waren von der Regierung von Oberbayern, Miinchen,
genehmigt und erfolgten an fiinf ménnlichen Truthdhnen (British United Turkey; B.U.T.
Big 6; Firma Hohenrainer Delikatessen GmbH, Hohenrain), 21 Wochen alt und mit einem
Korpergewicht von 18 kg bis 20 kg.

Wihrend der gesamten Zeit der Untersuchungen wurden die Truthdhne am Institut fiir
Gefliigelkrankheiten, ~Ludwig-Maximilians-Universitdit ~Miinchen, Oberschleilheim
gehalten. Hier wurde ein jeweils zwolfstiindiger Zyklus von Licht und Dunkelheit
eingehalten, wobei das Licht ab 07." Uhr morgens eingeschaltet wurde. Die
Raumtemperatur betrug 21°C bei einer Luftfeuchtigkeit von 60%. Wihrend der gesamten

Untersuchungen hatten die Tiere freien Zugang zu Standardtrockenfutter und Wasser.

Die Inhalationsandsthie der niichternen Tiere erfolgte iiber eine spezielle Gesichtsmaske
direkt vor der StoBwellenbehandlung [Grimm, 1987]. Die Betdubung wurde mit Isofluran
eingeleitet (5%Vol) und aufrechterhalten (1,0% Vol bis 1,5%Vol). Wahrend die Tiere
betdubt waren, wurden kontinuierlich die Atemfrequenz und Atemtiefe sowie die Reflexe

der Tiere kontrolliert [Grimm, 1987].

In Betdubung wurden alle Federn beider Beine distal der Kniegelenke vollstindig entfernt
und die Tiere anschlieBend in Bauchlage auf dem Behandlungstisch gelagert. Die
StoBwellenapplikation erfolgte randomisiert entweder am linken oder rechten
Unterschenkel. Der unbehandelte gegenseitige Unterschenkel diente in allen Féllen als

intraindividuelle Kontrolle.
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Das zu behandelnde Bein wurde in Innenrotation auf dem Behandlungstisch fixiert. Die
Ankopplung des Schallkopfes der StoBwellenquelle auf die Hautoberfldche erfolgte mittels
klinisch verwendetem Ultraschall-Gel (Apotheke, Klinikum GroBhadern; [Maier et al.,
1998]. Der StoBwellenfokus der Stowellenquelle wurde dann unter rontgenologischer
Kontrolle in zwei Ebenen auf die mediale Gastrocnemiussehne, einen Zentimeter proximal
der Bifurkation zur lateralen Gastrocnemiussehne, eingestellt und wihrend der Applikation

kontinuierlich iiberpriift (Abbildungen 8§,9).

mediale

mineralisierte

Abbildung 8: Lage der medialen Gastrocnemiussehne am Unterschenkel des Truthahnes.

A, Ansicht von dorsal; B, Ansicht ventral; aus: [Salomon FV, 1993].
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mediale Gastrocnemiussehne

SW-Applikatorkissen

.

OP-Tisch

Abbildung 9: Zur StoBwellenapplikation wurde die mineralisierte mediale
Gastrocnemiussehne einen Zentimeter proximal der Bifurkation mit der lateralen

Gastrocnemiussehne fokussiert.

Als StoBwellenquelle diente der elektromagnetische StoBwellengenerator CompactDelta

(Dornier Medizintechnik, Wessling) mit integriertem Rontgenbildwandler (Abbildung 5).

Die hochste Energieflussdichte dieser StoBwellenquelle betriigt 0,6 mJ/mm’. Die
Vermessung der physikalischen Parameter dieses StoBwellengenerators erfolgte gemal
IEC 61846 (IEC 1998, Chicago, IL, USA) unter Verwendung eines fiberoptischen (P.,
55,0 MPa; P_, —8,0 MPa; Tw, 460 ns) sowie eines PVDF-Hydrophones (P, 49,0 MPa; P_,
—9,0 MPa; Tw, 470 ns).

Bei allen Tieren wurden 1500 StoBwellen einer Energieflussdichte von 0,6 mJ/mm? bei
einer Frequenz von 1 Hz wihrend 25 Minuten appliziert.

Sofort nach Abschluss der StoBwellenapplikation wurde die Zufuhr des
Inhalationsanisthetikums gestoppt. Wenn die Tiere vollstindig aus der Narkose erwacht

waren, wurden sie zuriick in den Stall gebracht.

Vier Wochen nach der Behandlung wurden alle Tiere getotet, beide Unterschenkel im
Kniegelenk und Sprunggelenk exartikuliert und die medialen Gastrocnemiussehnen

vollsténdig prépariert. Die Sehnen wurden im Anschluss sofort in Methanol (100%) fixiert.
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Durchfithrung der histologischen (Gallaminblau-Giemsa  Férbung) und

kontaktmikroradiographischen Untersuchungen der medialen Gastrocnemiussehnen

wurden diese in Methylmetacrylatblocke eingebettet (Tabelle 2).

Schritte der Einbettung Reagenzien

1 Methanol (100%) I
Methanol (100%) 11
Methylmetacrylat |
Methylmetacrylat 11

Einbettungsgemisch I

AN N B~ W

Einbettungsgemisch II

Tabelle 2: Schritte der Einbettung der medialen Gastrocnemiussehnen und hierzu

verwendete Reagenzien. Methylmetacrylat (Merck, Darmstadt);
Einbettungsgemisch: Methyl-Methacrylat (100ml) und Nonylphenylpolyethylen-
glycolacetat (18ml) (Fluka Chemie, Buchs, Schweiz) und getrocknetes
Benzoylperoxid (3g) (Merck, Darmstadt) [Schenk, 1965]. I und Il in der Tabelle

bedeuten einen Umbettvorgang, bei dem dieselbe Fliissigkeit frisch
zugegeben wurde und die alte Fliissigkeit substanzentsprechend entsorgt wurde.
Die einzelnen Einbettungsschritte (1 bis 6) erfolgten jeweils im einwdchigen
Abstand. Die Prdparate befanden sich hierzu jeweils einzeln in luftdicht
verschlieBbaren  Rollrand-Schnappgldsern ~ (Schultheil, = Miinchen).  Bis
einschlieBlich des flinften Schrittes der Einbettung wurden die Sehnen bei 4°C
aufbewahrt. Der sechste Schritt der Einbettung erfolgte initial im Wasserbad (24°C)
solange bis die Blocke ausgehirtet waren. AnschlieBend erfolgte im Warmeschrank

bei 24°C eine Woche lang die Nachhértung.

Zur Anfertigung der Schnitte der Sehnenpriparate wurden die Kunstharzblocke mit darin

befindlichen Sehnen mit Sekundenkleber (Cyanolit, Biirklin, Miinchen) auf dem

Probenhalter der Innenlochsdge (Sdgemikrotom 1600, Leitz, Wetzlar; Abbildung 10)

fixiert. Mittels eines diamantbestiickten Sageblattes (Dicke 30um) wurden bei 600

Umdrehungen pro Minute unter Wasserkithlung des Ségeblattes von jeder im

Methylmetacrylatblock eingebetteten Sehne 100um dicke Schnitte gefertigt. Die

Genauigkeit der Schnittdicke betrug £10um (Abbildung 11).
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Stellschraube fiir
Schnittdicke

Kaltwasserdiise

Diamant-
Sageblatt

Abbildung 10: Sidgemikrotom 1600 (Leitz, Wetzlar) mit Kaltwasserdiise, Diamant-

sdgeblatt und Justiervorrichtung.
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Anfertigung von Schnitten (blau)
im Sdgemikrotom

Sehne

eingebettet im
Methylmetacrylatblock <

(rot)

1 cm

Abbildung 11: Schema der Aufarbeitung der Sehnen. Die Sehne ist im Kunstharzblock
eingebettet dargestellt. Die Dicke der Schnitte betrug 100pum.

Die Férbung der 100um dicken Methylmetacrylatschnitte mit Gallaminblau-Giemsa
erfolgte in mehreren Schritten:

Nach initialer Entfettung mittels Aceton und Ethanol (100%, Verhéltnis 1:1) wurden die
Schnitte mit Gallaminblau (Polysciences, Inc., Warrington, USA) bei 23°C fiir 20 Stunden
gefarbt. Nach anschlieBender Spiilung der Schnitte mit destilliertem Wasser erfolgte die
Féarbung in Giemsa-Losung (Azur-Eosin-Methylenblau, Merck, Darmstadt) bei 37°C im
Waérmeschrank. Nach erneuter Spiilung mit destilliertem Wasser und Eintauchen in
Ethanol (96%; Auswaschen tiberschiissiger Farbe) wurden die Schnitte 14 Tage bei 24°C
getrocknet und gepresst und anschlieBend auf Objekttragern mit Eukitt (Kindler, Freiburg)

aufgezogen.

Zur Erstellung der Kontaktmikroradiographien der medialen Gastrocnemiussehnen wurden
jeweils von einer Sehne sechs 100um dicke Schnitte auf Photoplatten mit hoher Auflésung
(IMTEC High-Resolution-Plate, Kodak, Stuttgart) aufgebracht. Die Photoplatten mit den
darauf befindlichen Sehnen wurden im Faxitron Microfocus System (Hewlett Packard,

Miinchen) 70min lang bei 17kV und 2mA belichtet.
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Zur Beurteilung der Integritit der medialen Gastrocnemiussehnen (Sehne und
peritendindses Gewebes) wurden sowohl fiir die Gallaminblau-Giemsa Fiarbungen wie

auch die kontaktmikroradiographischen Untersuchungen als Parameter definiert:

e Desintegration (Kontinuitidtsunterbrechungen, Fragmentierung, Bruchbildung)
e Auflosung der Sehnenverkalkungen

e Verlust der parallelen Anordnung der Faserziige

Die Beurteilung aller Sehnenschnitte (Gallaminblau-Giemsa Farbungen und
kontaktmikroradiographische = Untersuchungen) erfolgte 1im  Konsensusverfahren
lichtmikroskopisch durch zwei Pathologen (Leitz Dialux 20 EB Lichtmikroskop; Leitz
Objektiv 10x und 25x, NPL Fluotar; Leitz, Wetzlar; da die Fotokamera eine zweifache
Eigenvergrosserung aufweist, ist die Gesamtvergrosserung der im Ergebnisteil und Anhang

abgebildeten Fotos der Sehnenschnitte 50-fach).
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2.2.2 Histopathologische und kontaktmikroradiographische Untersuchungen (ex-vivo)

Von 24 minnlichen Truthdhnen (British United Turkey; B.U.T. Big 6; Firma Hohenrainer
Delikatessen GmbH, Hohenrain) im Alter von 21 Wochen und einem Korpergewicht von
18 kg bis 20 kg wurde direkt nach der Schlachtung jeweils die linke oder rechte mediale

Gastrocnemiussehne entnommen.

Es wurden immer nur so viele Sehnen entnommen, dass spétestens vier Stunden nach der
Schlachtung die StoBwellenbehandlung erfolgen konnte. Die Aufbewahrung zwischen

Praparation und StoBBwellenbehandlung erfolgte bei 4°C.

Zur StoBBwellenapplikation wurde die experimentelle elektrohydraulische StoBwellenquelle
XL1 (Dornier Medizintechnik, Wessling) verwendet (Abbildung 6). Die Sehnenpriparate
wurden mit Katheterklemmen (Hartmann-ScandiCare, Anderstorp, Schweden) in der
StoBwellenquelle fixiert, die Bestimmung des StoBwellenfokus erfolgte iiber zwei
gegeneinander 90° versetzt angeordnete Laserlichtquellen. Fokussiert wurde jede mediale
Gastrocnemiussehne identisch zu den in-vivo durchgefiihrten Behandlungen (einen

Zentimeter proximal der Bifurkation mit der lateralen Gastrocnemiussehne).

Bei sechs Sehnen erfolgte eine Scheinbehandlung, jeweils weitere sechs Sehnen wurden
mit 1500 Impulsen einer Energieflussdichten von 0,6, 0,9 und 1,2 mJ/mm’ bei einer
Frequenz von 1 oder 2 Hz behandelt (Tabelle 3). Die Ergebnisse der Messungen der
physikalischen Parameter der StoBwellenquelle (entsprechend IEC 61846, fiberoptisches
Hydrophon) sind in Tabelle 4 dargestellt.
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Gruppe Sehnen  Spannung EFD Frequenz StofBwellen
[n] [kV] [mJ/mm?] [Hz] [n]

1 6 0 0 0 0

2 3 15 0.6 1 1500
3 3 15 0.6 2 1500
4 3 20 0.9 1 1500
5 3 20 0.9 2 1500
6 3 25 1.2 1 1500
7 3 25 1.2 2 1500

Tabelle 3: Parameter der StoBBwellenapplikation. EFD, Energieflussdichte.

Ladespannung EFD P+ P. Tw
[kV] [mJ/mmz] [MPa] [MPa] [ns]

15 0,6 87,5+11,1 -9,4+1,0 658 £ 179

20 0,9 94,8 £ 13,6 9,0+ 1,3 716 + 135

25 1,2 110,6 £16,0 —-9,8+1,5 967 + 97

Tabelle 4: Ergebnisse der Messungen der physikalischen Parameter der StoBwellenquelle
XL1 (Dornier Medizintechnik, Wessling; Abbildung 6) entsprechend IEC 61846
mit fiberoptischem Hydrophon. EFD, Energieflussdichte; P, positiver

Spitzendruck; P_, negativer Spitzendruck; Ty, Pulsdauer.

Nach der Scheinbehandlung oder StoBwellenapplikation wurden alle Sehnen identisch mit
den in-vivo Untersuchungen fixiert und in Methylmetacrylatblocken eingebettet. Aus den
Blocken wurden 100pum dicke Schnitte angefertigt, die mit Galaminblau-Giemsa gefarbt

oder kontaktmikroradiographisch untersucht wurden.
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Als Parameter der Evaluation wurden sowohl fiir die histopathologischen als auch fiir die

kontaktmikroradiographischen Untersuchungen definiert:

e Desintegration (Kontinuititsunterbrechungen, Fragmentierung, Bruchbildung)
e Auflésung der Sehnenverkalkungen

e Verlust der parallelen Anordnung der Faserziige

Die Auswertung erfolgte analog dem in-vivo Versuch lichtmikroskopisch durch zwei

Pathologen im Konsensusverfahren.
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2.2.3 Biomechanische Testungen (ex-vivo)

Von 36 minnlichen Truthdhnen (British United Turkey; B.U.T. Big 6; Firma Hohenrainer
Delikatessen GmbH, Hohenrain) im Alter von 21 Wochen und einem Korpergewicht von
18 kg bis 20 kg wurde direkt nach der Schlachtung jeweils die linke oder rechte mediale
Gastrocnemiusehne entnommen.

Es wurden immer nur so viele Sehnen entnommen, dass spétestens vier Stunden nach der
Schlachtung die StoBwellenbehandlung erfolgen konnte. Die Aufbewahrung zwischen

Préparation und StoBwellenbehandlung erfolgte bei 4°C.

Zur StoBwellenapplikation wurde die experimentelle elektrohydraulische StoBwellenquelle
XL1 (Dornier Medizin Technik, Wessling; Abbildung 6) verwendet. Die Sehnenpriparate
wurden mit Katheterklemmen (Hartmann-ScandiCare, Anderstorp, Schweden) in der
StoBwellenquelle fixiert, die Bestimmung des StoBwellenfokus erfolgte iiber zwei einander
90° versetzt angeordnete Laserlichtquellen. Fokussiert wurde jede mediale
Gastrocnemiussehne identisch zu den in-vivo durchgefithrten Behandlungen (einen

Zentimeter proximal der Bifurkation mit der lateralen Gastrocnemiussehne).

Bei zwolf Sehnen erfolgte eine Scheinbehandlung, jeweils weitere zwolf Sehnen wurden
mit 1500 Impulsen einer Energieflussdichten von 0,6 und 1,2 mJ/mm?2 bei einer Frequenz

von 2 Hz behandelt (Tabelle 5).

Gruppe Sehnen Spannung EFD Frequenz StoBBwellen
[n] [kV] [mJ/mmz] [Hz] [n]
8 12 0 0 0 0
9 12 15 0.6 2 1500
10 12 25 1.2 2 1500

Tabelle 5: Parameter der StoBwellenapplikation. EFD, Energieflussdichte.

Direkt im Anschluss an die StoBwellenbehandlung erfolgte bei allen Sehnen die

biomechanische Testung.
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Hierzu wurde das servohydraulische, universelle Testgerdt (Typ Z010/TN2A; Zwick Roell
AG, Ulm) eingesetzt (Abbildung 12A).

Die Sehnen wurden an ihren Enden fixiert und senkrecht in die Versuchsvorrichtung
eingebracht, wobei der distale Teil der Sehne in die untere und der proximale Teil in die
obere Klemme eingespannt wurde. Zwischen Sehne und Klemme wurde feinmaschiges
Gitterleinen (Lux GmbH&Co KG, Wermelskirchen) eingespannt, um die Fixierung der
Sehne in der Klemme zu gewéhrleisten. Der Abstand zwischen unterer und oberer Klemme
betrug 30 mm, so dass sich derjenige Anteil der Sehne, auf den die StoBwellenquelle
fokussiert war, genau mittig zwischen den Klemmen befand.

Zur Testung der Stabilitdit wurden die Sehnen mit der beweglichen oberen Klemme und
einer Zuggeschwindigkeit von 10mm/min von der fixierten unteren Klemme ohne Vorlast
distrahiert. Die Testung erfolgte solange, bis die Sehne riss oder aus der Klemme
herausrutschte. Wéhrend der gesamten Versuchsvorgidnge wurden die Sehnenpriaparate mit
physiologischer Kochsalzlosung feucht gehalten (nach [Noyes et al., 1984]). Die maximale
Zugkraft [N] und die maximale Zugstrecke bei maximaler Zugkraft [mm] wurden bis zum
Reissen der Sehnen in einer angegliederten Messbuchse erfasst (Gassmann-Theis,
Bickenbach), mittels spezieller Software auf einem angegliederten Rechner gespeichert
(test-xpert; Zwick Roell AG, Ulm; Abbildung 12B) und als Kraft-Weg-Diagramme
dargestellt (Abbildung 13).
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ALLERE R R}

Zwick-
Zugvorrichtung

Eingespannte Sehne

Zwick-
Zugvorrichtung

Auswertungs-
Computer

Abbildung 12: A, Testgerit (Typ Z010/TN2A; Zwick Roell AG, Ulm) mit eingespannter

Sehne zwischen den Zugklemmen. B, angegliederter Auswertungsrechner.
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Zugkraft Zerreissung
[N] 4 A/
Kraftmaximum

[N]

>
Wegmaximum / Wegstrecke

[mm] [mm]

Abbildung 13: Schematische Darstellung eines Kraft-Weg-Diagramms. Ordinate,
Zugkraft in Newton [N]; Abszisse, Wegstrecke in Millimeter [mm]. Am Punkt der
Zerreissung der Sehne, als abrupter Abfall in der Kurve dargestellt, wird die
maximale Zugkraft [N] und die maximale Zugstrecke bei maximaler Zugkraft [mm]

bestimmt.

Die statistische Analyse der Messergebnisse erfolgte mit dem nichtparametrischen
Kruskall-Wallis-Test flir unabhingige Stichproben sowie mittels Dunn's multiple
comparison test fiir paarweise Vergleiche (post hoc Test). P<0,05 wurde als statistisch
signifikant angesehen. Alle Berechnungen wurden mit GraphPad Prism, Version 3,00 fiir

Windows (GraphPad Software, San Diego, USA) durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Histopathologische und kontaktmikroradiographische Untersuchungen

(in-vivo)

Keine der unbehandelten medialen Gastrocnemiussehnen zeigte in den histopathologischen
und kontaktmikroradiographischen Untersuchungen Zeichen der Desintegration
(Kontinuitdtsunterbrechungen,  Fragmentierung, = Bruchbildung), = Auflosung  der
Sehnenverkalkungen oder Verlust der parallelen Anordnung der Faserziige. Keine der in-
vivo mit StoBwellen einer Energieflussdichte von 0,6 mJ/mm’ behandelten medialen
Gastrocnemiussehnen  zeigte in  den histopathologischen oder kontaktmikro-
radiographischen Untersuchungen pathologische Auffilligkeiten. Es bestand kein
Unterschied zwischen scheinbehandelten und behandelten medialen Gastrocnemiussehnen

(Abbildung14).
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Kalzifizierte
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Abbildungen 14: repriasentative Gallaminblau-Giemsa Féarbungen (VergroBerung 50x).
A, Bild einer scheinbehandelten Kontrollsehne in-vivo. B, Bild einer mit 0,6
mJ/mm® behandelten MMGS in-vivo. Keine Hinweise auf Desintegration
(Kontinuitdtsunterbrechungen, Fragmentierung, Bruchbildung), Auflésung der

Sehnenverkalkungen oder Verlust der parallen Anordnung der Faserziige.
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Abbildungen 14: repriasentative Kontaktmikroradiographien (VergroBBerung 50x)

C, Bild einer scheinbehandelten Kontrollsehne in-vivo. D, Bild einer mit 0.6
mJ/mm’ behandelten MMGS in-vivo. Kalzifizierte Sehnenanteile kommen weif
zur Darstellung. Keine Hinweise auf Desintegration (Kontinutdtsunterbrechungen,
Fragmentierung, Bruchbildung) oder Auflosung der Sehnenverkalkungen.

Blutgefidfle mit Pfeilen markiert.
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3.2 Histopathologische und kontaktmikroradiographische Untersuchungen

(ex-vivo)

Keine der scheinbehandelten medialen Gastrocnemiussehnen zeigte in den
histopathologischen und kontaktmikroradiographischen Untersuchungen Zeichen der
Desintegration (Kontinuitdtsunterbrechungen, Fragmentierung, Bruchbildung), Auflésung
der Sehnenverkalkungen oder Verlust der parallelen Anordnung der Faserziige.
Unabhingig der applizierten Energieflussdichte und Applikationsfrequenz zeigte keine der
mit StoBwellen behandelten medialen Gastrocnemiussehnen in den histopathologischen
oder kontaktmikro-radiographischen Untersuchungen Zeichen der Desintegration
(Kontinuitdtsunterbrechungen, = Fragmentierung, = Bruchbildung),  Auflésung  der
Sehnenverkalkungen oder Verlust der parallelen Anordnung der Faserziige. Es bestand
kein  Unterschied  zwischen scheinbehandelten und  behandelten  medialen

Gastrocnemiussehnen (Abbildungen 15-17).
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Abbildungen 15: repriasentative Gallaminblau-Giemsa Féarbungen (VergroBerung 50x).
A, Bild einer scheinbehandelten Kontrollsehne ex-vivo. B, Bild einer mit 1,2
mJ/mm® behandelten MMGS ex-vivo. Keine Hinweise auf Desintegration
(Kontinuitdtsunterbrechungen, Fragmentierung, Bruchbildung), Auflésung der

Sehnenverkalkungen oder Verlust der parallelen Anordnung der Faserziige.



Abbildungen 15: repriasentative Kontaktmikroradiographien (VergroBerung 50x)

C, Bild einer scheinbehandelten Kontrollsehne ex-vivo: D, Bild einer mit 1.2
mJ/mm’ behandelten MMGS ex-vivo. Kalzifizierte Sehnenanteile kommen weif
zur  Darstellung. Keine Hinweise auf Desintegration (Kontinuitdtsunter-
brechungen, Fragmentierung, Bruchbildung) oder Auflésung der Sehnen-

verkalkungen. Blutgefdf3e mit Pfeilen markiert.
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Abbildungen 16: reprasentative Gallaminblau-Giemsa Féarbungen (Vergroferung 50x)
A, Bild einer scheinbehandelten Kontrollsehne ex-vivo. B, Bild einer mit 0.6
mJ/mm® behandelten MMGS ex-vivo. Keine Hinweise auf Desintegration
(Kontinuitdtsunterbrechungen, Fragmentierung, Bruchbildung), Auflésung der

Sehnenverkalkungen oder Verlust der parallelen Anordnung der Faserziige.
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Abbildungen 16: repriasentative Kontaktmikroradiographien (VergroBBerung 50x)
C, Bild eciner scheinbehandelten Kontrollsehne ex-vivo. D, Bild einer mit 0.6
mJ/mm’ behandelten MMGS ex-vivo. Kalzifizierte Sehnenanteile kommen weil
zur  Darstellung. Keine Hinweise auf Desintegration (Kontinuitéts-
unterbrechungen, Fragmentierung, Bruchbildung) oder Auflésung der Sehnen-
verkalkungen. Blutgefdle mit Pfeilen markiert. Schnittbedingter Artefakt mit
Blockpfeil markiert.
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Abbildungen 17: représentative Gallaminblau-Giemsa Féarbungen (VergroBerung 50x)
A, Bild einer scheinbehandelten Kontrollsehne ex-vivo. B, Bild einer mit 0,9
mJ/mm® behandelten MMGS ex-vivo. Keine Hinweise auf Desintegration
(Kontinuitdtsunterbrechungen, Fragmentierung, Bruchbildung), Auflésung der

Sehnenverkalkungen oder Verlust der parallelen Anordnung der Faserziige.
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Abbildungen 17: reprisentative Kontaktmikroradiographien (Vergrof3erung 50x)
C, Bild ciner scheinbehandelten Kontrollsehne ex-vivo. D, Bild einer mit 0.9
mJ/mm’ behandelten MMGS ex-vivo. Kalzifizierte Sehnenanteile kommen weif
zur  Darstellung. Keine Hinweise auf Desintegration (Kontinuitdtsunter-
brechungen, Fragmentierung, Bruchbildung) oder Auflosung der

Sehnenverkalkungen. Blutgefd3e mit Pfeilen markiert.
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3.3 Biomechanische Untersuchungen (ex-vivo)

Die maximale Zugkraft bis zum Zerreissen der Sehne betrug 1051 + 20N (Mittelwert +
Standardabweichung) bei den  scheinbehandelten (0,0 mJ/mm®) medialen
Gastrocnemiussehnen. Demgegeniiber war die maximale Zugkraft bis zum Zerreissen der
Sehne bei den mit 0,6 mJ/mm? (1027 + 26 N) und 1,2 mJ/mm? behandelten Sehnen (748 +
26 N) geringer (Abbildung 18A).

Die Sehnenverldngerung bei maximaler Zugkraft betrug 3.0 + 0.2 mm bei den
scheinbehandelten (0,0 mJ/mm?) Sehnen und war somit der Sehnenverlingerung bei
maximaler Zugkraft der mit einer Energieflussdichte von 0.6 mJ/mm® behandelten (3.0 +
0.2 mm) Sehnen vergleichbar. Die Sehnenverlingerung bei maximaler Zugkraft war bei
den mit 1,2 mJ/mm?® behandelten Sehnen (1,9 £ 0,2 mm) gegeniiber den scheinbehandelten

und mit einer Energieflussdichte von 0.6 mJ/mm” behandelten Sehnen geringer (Abbildung

18B).

Fiir beide untersuchten Variablen ergab die statistische Analyse (Kruskal-Wallis-Test)
einen signifikanten Unterschied zwischen scheinbehandelten (0,0 mJ/mm?®) und
behandelten (0,6 mJ/mm” und 1,2 mJ/mm?) Sehnen (maximale Zugkraft, p<0,001;
Sehnenverldngerung bis Sehnenzerreissung, p<0,001). Der Dunn's post test zeigte
statistisch signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen scheinbehandelten Sehnen (0,0
mJ/mm?) und den mit einer Energieflussdichte von 1,2 mJ/mm” behandelten Sehnen sowie
zwischen Sehnen, die mit einer Energieflussdichte von 0,6 mJ/mm? und 1,2 mJ/mm’
behandelt wurden. Zwischen scheinbehandelten Sehnen (0,0 mJ/mm?) und mit einer
Energieflussdichte von 0,6 mJ/m* behandelten Sehnen bestand kein statistisch signifikanter

Unterschied (Abbildung 18A,B).
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Abbildung 18: Ergebnisse der biomechanischen Testung. A, maximale Zugkraft bis zum
Zerreissen der Sehne. B, Sehnenverliangerung bis zur Zerreissung der Sehne.

* Unterschied statistisch signifikant (p<0,05).
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4 Diskussion

Das wesentliche Ergebnis der vorliegenden Untersuchungen ist, dass in-vivo applizierte
extrakorporale StoBwellen einer Energieflussdichte von 0,6 mJ/mm’ weder zu
Desintegration  (Kontinuitdtsunterbrechung, Fragmentierung, Bruchbildung) oder
Auflosung der Sehnenverkalkung noch zum Verlust der parallelen Anordnung der
Faserziige der medialen Gastrocnemiussehnen fithren. Diese Energieflussdichte ist auch
bei der klinischen StoBwellentherapie am Stiitz- und Bewegungsapparat etabliert.

Auch die extrakorporale StoBwellenapplikation mit einer Energieflussdichte von 1,2
mJ/mm’ -also doppelt so hoch wie die meisten klinisch etablierten Energieflussdichten-
fiihrte ex-vivo weder zu Desintegration (Kontinuitdtsunterbrechung, Fragmentierung,
Bruchbildung) oder Auflosung der Sehnenverkalkung noch zum Verlust der parallelen
Anordnung der Faserziige der medialen Gastrocnemiussehnen. StoBwellen dieser
Energieflussdichte (1,2 mJ/mm?) fiihrten jedoch zu einer signifikanten Verminderung der

mechanischen Stabilitit der Sehnen.

Zwei der eingangs formulierten Hypothesen konnten durch die vorliegenden
Untersuchungsergebnisse nicht bestdtigt werden, eine Hypothese wurde bestitigt.
Entsprechend dieser Hypothesen konnen die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung

wie folgt formuliert werden:

e Die Applikation extrakorporaler StoBwellen flihrt zu keiner Desintegration oder
Auflosung der Verkalkungen.

e Die Desintegration oder Auflosung der Verkalkungen ist nicht von der applizierten
Energieflussdichte der extrakorporalen StoBwellen abhéngig.

e Die Desintegration und Auflosung der Verkalkungen geht nicht mit lichtmikroskopisch
sichtbaren Gewebedefekten einher. Dennoch weisen die stoBwellenbehandelten Sehnen

eine signifikante Verminderung der mechanischen Stabilitét auf.

Die bei den Untersuchungen verwendeten StoBBwellengeneratoren sind fiir Applikationen
am Stitz- und Bewegungsapparat etabliert. Der StoBwellengenerator CompactDelta
(Dornier Medizintechnik, Wessling), der bei den zuerst durchgefiihrten in-vivo Versuchen

verwendet wurde, wird auch in der klinischen StoBwellenapplikation eingesetzt. Die
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Energieflussdichte von 0.6 mJ/mm? ist das Maximum dieser StoBwellenquelle. Da
hierunter keinerlei histopathologische oder kontaktmikroradiographischen Verdanderungen
der behandelten Sehnen nachweisbar waren, sollte in den weiteren Versuchen tiberpriift
werden, ob StoBwellen hoherer Energieflussdichten zu histopathologischen oder
mikroradiographischen Verdnderungen der behandelten Sehnen fiihren; denn es ist
bekannt, dass die Effektivitdt der StoBwellen hinsichtlich ihrer desintegrativen Wirkung
von der Hohe der applizierten Energieflussdichte abhédngt [Heller und Niethard,
1998;Loew et al., 1995;Rompe et al., 1998].

Diese Versuche konnten aber nur an der StoBwellenquelle XL1 (Dornier Medizintechnik,
Wessling) durchgefiihrt werden, die im Institut fiir Chirurgische Forschung der Universitét
Miinchen zur Verfiigung steht. Nur diese experimentelle StoBwellenquelle kann Impulse
mit einer Energieflussdichte bis 1,2 mJ/mm’ generieren. In-vivo konnte die Behandlung
der Truthdhne an der StoBwellenquelle XL1 nicht erfolgen, da in dieser StoBwellenquelle
die Ankoppelung der StoBwellenquelle an die Korperoberfliche der Tiere iiber ein
Wasserbad erfolgen muss. Die Truthdhne waren aber fiir dieses Wasserbad zu grof3
(Dimensionen des Wasserbades: 90x60x10cm, Lénge, Breite, Tiefe). Sie hitten in dem
Wasserbad nicht so positioniert werden konnen, dass eine Fokussierung der medialen
Gastrocnemiussehne moglich gewesen wire. Deshalb wurden die Untersuchungen mit der

Energieflussdichte von 1,2 mJ/mm?” im weiteren ex-vivo durchgefiihrt.

Die zur Evaluation einer Desintegration oder Auflésung der Verkalkung verwendete
Gallaminblau-Giemsa  Fiarbung gewidhrt als klassische Trichromfarbung  fiir
Methylmetacrylatschnitte Differenzierungsmoglichkeiten zwischen den verschiedenen
Arten von mineralisiertem und nichtmineralisiertem Gewebe und erlaubt somit die
Beurteilung der Integritit dieser Gewebe [Burkhardt, 1966b;Burkhardt, 1966a;Burkhardt,
1966¢].

Die zusidtzlich eingesetzte Kontaktmikroradiographie ermdglicht die mikroskopische
Beurteilung mineralisierter Gewebsstrukturen und erlaubt somit eine zusétzliche
Beurteilung der Integritdt des verkalkten Gewebes [Hobdell und Boyde, 1969].

Die biomechanische Zugtestung der Sehnen im universellen Zwick-Testgerdt ist ein
geeignetes Verfahren zur Testung der Stabilitdt von Sehnen [Gerich et al., 1998;Gerich et
al., 1997;Woo et al., 1991;Hlawa, 2000].
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Das in dieser Studie verwendete Tiermodell der kalzifizierten medialen
Gastrocnemiussehnen des Truthahnes ist in der Literatur flir Untersuchungen an
mineralisiertem Gewebe eingehend beschrieben [Traub et al., 1992a;Landis, 1986;Knott et
al., 1997;Knott und Bailey, 1998]. Es ist zu beachten, dass bei diesen Tieren die
Verkalkung der medialen Gastrocnemiussehne physiologisch auftritt. Sie beginnt in der 13.
bis 14. Lebenswoche in der Mitte der Sehne und schreitet proximal und distal voran
[Landis, 1986;Knott et al., 1997;Abdalla, 1979]. Erster Schritt der Mineralisation ist die
Formation von Hydroxylapatit-Kristallen in Matrixvesikeln [Arsenault et al., 1991;Landis
und Arsenault, 1989;Traub et al., 1992a]. Diese Kristalle werden aus den Matrixvesikeln
ausgeschleust und lagern sich in die Tripelhelixstruktur der Kollagenfibrillen ein [Landis,
1999;Landis und Arsenault, 1989;Arsenault et al., 1991]. Somit bestimmt die rdumliche
Anordnung der Kollagenfibrillen die Form der Hydroxylapatitformation [Gadaleta et al.,
1996;Traub et al., 1992b;Traub et al., 1992a]. Bekannt ist, dass die Elastizitdt der Sehne
von den mechanischen Eigenschaften des Kollagens [Kirkendall und Garrett, 1997] und
dem Grad der Mineralisation abhéngig ist [Takano et al., 1996]. Insofern wére es moglich,
dass die Beeintrachtigung der mechanischen Integritét der Sehnen durch die extrakorporale
StoBwellenbehandlung mit einer Energieflussdichte von 1,2 mJ/mm” auf einer Schidigung
der Verbindung zwischen Kollagen und Hydroxylapatitkristallen beruht. Jedoch haben die
lichtmikroskopischen Untersuchungen dieser Studie keinen Hinweis fiir diese Annahme
erbracht. Moglicherweise konnten elektronenmikroskopische Untersuchungen hier weitere
Einblicke ermdglichen, die jedoch im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen nicht

durchgefiihrt wurden.

Erfolgt eine extrakorporale StoBwellenapplikation bei der chronisch symptomatischen
Tendinosis calcarea der Schulter des Menschen wird die Stofwellenquelle auf die
Verkalkungen der Rotatorenmanschettensehnen fokussiert. Hieraus folgt in einem hohen
Prozentsatz (85% [Rompe et al., 2001]; 77% [Daecke et al., 1997]; 65% [Loew et al.,

1995]) eine Desintegration oder ein Auflosen dieser Verkalkungen.

Verkalkungen der Sehnen der Rotatorenmanschette unterscheiden sich von Verkalkungen
der Achillessehnen hinsichtlich ihres Aufbaus und der Morphologie. Deshalb sind die
Erfahrungen zur StoBBwellentherapie bei der Tendinosis calcarea nur eingeschrinkt auf die

Behandlung von Verkalkungen der Achillessehne tibertragbar.
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Verkalkungen der Rotatorenmanschettensehnen weisen einen phasenhaften klinischen und
rontgenmorphologischen Verlauf auf [Uhthoff, 1975;Uhthoff und Loehr, 1997;Rompe et
al., 2001;Wittenberg et al., 2001;Gartner und Heyer, 1995]. Sie erscheinen einerseits als
rontgenologisch homogene Ablagerungen, die sich makroskopisch als steinformige
Konglomerate, andererseits konnen sie als rontgenologisch wolkige, inhomogene
Verkalkungen erscheinen, die sich makroskopisch fliissig bis zahnpastaartig darstellen
[Remberger et al., 1985;Gartner und Heyer, 1995;Uhthoff und Loehr, 1997].

Bei Verkalkungen der Achillessehnen erscheinen diese rontgenologisch immer als klar
abgegrenzte Strukturen, die keinen Gestaltwandel und keine Konsistenzverinderung im
Verlauf aufweisen [Fiamengo et al., 1982;Fink und Corn, 1982;Yu et al., 1994].
Intraoperativ stellen sich die Verkalkungen der Achillessehne als in die Sehne integrierte
Segmente dar [Yu et al., 1994;Joshi et al., 1994;Fiamengo et al., 1982].

Der bei der Tendinosis calcarea der Sehnen Rotatorenmanschette beschriebene
selbstlimitierende Krankheitsverlauf, an dessen Ende eine Selbstheilung der Erkrankung
mit Resorption der Verkalkungen steht [Uhthoff, 1975;Uhthoff und Loehr, 1997;Rompe et
al., 2001;Wittenberg et al., 2001], ist bei den Verkalkungen der Achillessehne nicht

beschrieben.

Das gewihlte Tiermodell der mineralisierten medialen Gastrocnemiussehne ist aus den
genannten Griinden kein Modell einer Verkalkung der Sehnen der Rotatorenmanschette.
Die mineralisierte mediale Gastrocnemiussehne weist aber Ahnlichkeiten mit den
Verkalkungen der humanen Achillessehne auf. Beide Verkalkungen bestehen aus
Hydroxylapatit, werden in ihrer Entstehung aktiv durch Matrixvesikel initiiert und
abgelagert und sind entlang der Tripelhelices der Typ I-Kollagenfibrillen in hoch
organisierter Form angeordnet [Yu et al., 1994;Arsenault et al., 1991;Landis, 1999;Landis
und Arsenault, 1989].

Zusatzlich ist aus der Literatur bekannt, dass die mineralisierte mediale
Gastrocnemiussehne des Truthahnes auch ein etabliertes Modell fiir Knochengewebe
darstellt [Abdalla, 1979;Fratzl et al., 1996;Hohling et al., 1997;Bigi et al., 1996]. Deshalb
konnen die hier durchgefiihrten Untersuchungen auch als Modell der Behandlung einer
Sehnenverkndcherung diskutiert werden. Derartige Sehnenverkndcherungen werden zum
Teil nach einem Sehnentrauma, insbesondere der Achillessehne [Lotke, 1970;Suso et al.,

1988;Brown et al., 1986;Delank et al., 2000] beobachtet. Wenn derartige
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Sehnenverkndcherungen klinisch symptomatisch werden und mittels konservativer
Therapiemassnahmen der begleitende Schmerz und die Funktionseinschrdnkung nicht
gebessert oder beseitigt werden konnen, kann die operative Entfernung der
Verknocherungen notwendig sein [Goyal und Vadhva, 1997;Delank et al., 2000;Lotke,
1970]. Eine extrakorporale StoBwellentherapie zur Desintegration oder Auflosung der
Sehnenverkndcherungen kann entsprechend den Ergebnissen der vorliegenden
Untersuchung nicht empfohlen werden, da eine Beeintrdchtigung der Sehnenintegritét
resultieren und zum frithzeitigen Reissen der betroffenen Sehne fiihren kdnnte. Wie auch
bei den Sehnenkalzifizierungen bereits erwéhnt, muss einschrinkend ergénzt werden, dass
die elastischen Eigenschaften u.a. vom Grad der Mineralisation abhingig und beim
menschlichen Knochen und der kalzifizierten medialen Gastrocnemiussehne
unterschiedlich sind [Takano et al., 1996;Kirkendall und Garrett, 1997]; eine direkte
Ubertragbarkeit der Ergebnisse ist also nicht mdglich.

Die klinische Relevanz der vorliegenden Ergebnisse ist zum einen vor dem Hintergrund
der Therapieempfehlungen von Ikeda und Mitarbeitern (1999) zur StoBwellenapplikation
bei gestorter Frakturheilung oder Pseudarthrose zu sehen [lkeda et al., 1999]. Diese
empfehlen flir diese Krankheitsbilder die Fokussierung extrakorporaler StoBwellen
"ultrahoher* Energieflussdichten (10 bis 40 mJ/mm?) auf die Stelle des kndchernen
Defektes, also zehn bis vierzigmal so hoch wie die hier angewendete Energieflussdichte,
die zum friihzeitigen Reissen der untersuchten Sehne in der biomechanischen Testung
fiihrte. Jedoch liegen hierbei auch Sehnen im StoBwellenfokus, so dass deren mechanische
Integritdt durch die ultrahochenergetische StoBwellenbehandlung zerstort werden konnte.
Derartige unerwiinschte Nebenwirkungen wurden aber von Ikeda und Mitarbeitern (1999)
nicht untersucht. Solange nicht gezeigt wird, dass derartige hohe Energieflussdichten beim
Menschen nicht zur Verminderung der mechanischen Integritit fiihren, sollte die

Therapieempfehlung von Ikeda und Mitarbeitern (1999) sehr kritisch beurteilt werden.

Die hier vorgestellten Ergebnisse lassen aber auch die Schlussfolgerung zu, dass
symptomatische Verkalkungen oder Verknocherungen der Achillessehne klinisch nicht mit
extrakorporalen Stofwellen unter der Zielsetzung der Desintegration oder Auflosung
behandelt werden sollten. Eine StoBwellenapplikation an der pathologisch verdnderten
Achillessehne konnte deren mechanische Integritdt herabsetzen und zur frithzeitigen

Ruptur flihren.
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S Zusammenfassung

Der klinische Einsatz extrakorporaler StoBwellen fiihrt regelmaBig zu einer Desintegration
und Auflosung symptomatischer Verkalkungen beim Krankheitsbild der Tendinosis
calcarea der Rotatorenmanschette. Basierend auf dieser Beobachtung wurde in der
vorliegenden Arbeit iiberpriift, ob auch andere Sehnenverkalkungen als die der Sehnen der
Rotatorenmanschette durch extrakorporale StoBwellen desintegriert oder aufgelost werden
konnen. Dariiber hinaus wurde iberpriift, ob die Desintegration oder Auflésung der
Verkalkungen von der applizierten Energieflussdichte der extrakorporalen StoBwellen
abhingig ist und ob die Desintegration und Auflésung der Verkalkungen mit
Gewebedefekten einhergeht.

Die Untersuchungen erfolgten an mineralisierten medialen Gastrocnemiussehnen von
B.U.T.-Big-6 Truthdihnen. Diese wurden fiir die Auswertungen in Methylmetacrylat
eingebettet und die 100 pm dicken Schnitte zum einen mit Gallaminblau-Giemsa geférbt
und zum anderen kontaktmikroradiographisch untersucht. In-vivo applizierte
extrakorporale StoBwellen einer Energieflussdichte von 0,6 mJ/mm® fiihrten weder zu
Desintegration  (Kontinuitdtsunterbrechung, Fragmentierung, Bruchbildung) oder
Auflosung der Sehnenverkalkung noch zum Verlust der parallelen Anordnung der
Faserziige der medialen Gastrocnemiussehnen. Ex-vivo applizierte extrakorporale
StoBwellen einer Energieflussdichte von 1,2 mJ/mm® fithrten weder zu Desintegration
(Kontinuitdtsunterbrechung, Fragmentierung, Bruchbildung) oder Auflésung der
Sehnenverkalkung noch zum Verlust der parallelen Anordnung der Faserziige der medialen
Gastrocnemiussehnen. StoBwellen einer Energieflussdichte von 1,2 mJ/mm? fiihrten jedoch
zu einer signifikanten Verminderung der mechanischen Stabilitét der Sehnen.

Als klinische Konsequenz der vorliegenden Untersuchungen ergibt sich, dass
extrakorporale StoSwellen bis zu einer Energieflussdichte von 1,2 mJ/mm’® zu keiner
Desintegration oder Auflosung von Verkalkungen der Achillessehne fithren und deshalb
zur Therapie dieses Krankheitsbildes nicht eingesetzt werden sollten. Dariiber hinaus
deuten die Ergebnisse darauf hin, dass extrakorporale StoBwellen einer Energieflussdichte
groBer 0,6 mJ/mm’ zur Beeintrichtigung der mechanischen Integritit der behandelten

Sehnen fihren konnten.
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