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1.Einleitung

Extrakorporale StoRBwellen (ESW) gewannen in den letzten Jahren bei der Behandlung
chronischer Erkrankungen des Weichteil - und Knochengewebes mehr und mehr an
Bedeutung und sind Gegenstand zahlreicher klinischer und tierexperimenteller
Untersuchungen geworden. Vor allem der osteogenetische Effekt wird klinisch bereits in
der Therapie der aseptischen Pseudarthrose [76, 90, 92] eingesetzt. Au3erdem wird bei
Erkrankungen wie der Epicondylitis humeri radialis [5, 17, 72], der plantaren Fasziitis [8,
31, 32, 68, 71, 93, 103], der Tendinosis calcarea der Schulter [16, 29, 64] sowie der
Insertionsenthesiopathie der Achillessehne [12, 27, 69] nach ESWT eine deutliche
Symptomreduktion mit Schmerzlinderung festgestellt. Neben der klinischen Anwendung
wurde der Einfluld der ESW auch an zahlreichen etablierten Tiermodellen untersucht. Hier
konnte der osteogenetische Effekt von Stol3wellen demonstriert werden [20, 22, 30, 41,
49, 52, 85].

Nichtsdestotrotz sind die zellularen und molekularen Wirkmechanismen, welche die
Osteoneogenese und die Analgesie vermitteln noch nicht abschlieRend geklart. Erste
aktuellere Hinweise auf die Komplexitat der zugrundeliegenden Mechanismen ergaben
Zellkulturanalysen, an denen gezeigt werden konnte, dass es unter dem Einflul3
extrakorporaler Sto3wellen zu einer vermehrten Expression von Knochenmatrixproteinen
sowie Wachstumsfaktoren wie zum Beispiel des transforming growth factor beta 1 (TGF-
bl) kam. Zudem war eine deutliche Vermehrung der kultivierten Zellen auffallig [45, 46,
57, 58, 84]. Wang et al. [95, 96] konnten nach Anwendung von StolRwellen eine
Proliferation und Differenzierung mesenychmaler Zellen zu knochenbildenden Zellen
durch Induktion und Vermehrung von TGF-b1 nachweisen.

Maier et al. [49, 50] konnten des weiteren zeigen, dass nach ESWT der Neurotransmitter
Substanz P (SP) aus dem Periost des Kanichenfemurs freigesetzt wird. Die Applikation
von StolRwellen ab 0,5mJ/mm? fihrte zu einer signifikanten Erhohung der relativen
Konzentration von Substanz P im Periost bei gleichzeitiger Knochenneubildung. Somit
konnte erstmalig ein molekularer Wirkmechanismus der Knochenneubildung dargestellt
werden, da SP auch als Mediator der Osteoneogenese bekannt ist [1, 3, 40, 78, 79].
Anhand von in vitro Studien konnte gezeigt werden, dass die Neurotransmitter SP und
calcitonin gene-related peptide (CGRP) die Stammzellmitose, die Proliferation von
Osteoprogenitorzellen sowie die Aktivitdit der Osteoblasten und somit das

Knochenwachstum stimulieren und beeinflussen kénnen [1, 3, 40, 77, 78]. Desweiteren
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konnten in Osteoblasten Rezeptoren fir SP und CGRP nachgewiesen werden [1, 40, 85].
Zur gezielten Untersuchung dieser Einflisse sind ,Knock-out-Mause® von entscheidender
Bedeutung. Momentan stehen die ,PPT-A-knock-out-Maus “ (Pré-Protachykinin A) bzw.
die , NK1-receptor-knock-out-Maus® (Neurokinin 1) zur Verfugung [11, 18, 54]. Eine
Vorraussetzung, um die Bedeutung der Substanz P im knock-out-Maus Modell zu
untersuchen ist jedoch, dass eine extrakorporale Stof3wellenapplikation an der unteren
Extremitat der Maus Uberhaupt durchfiihrbar ist. Dies wurde bisher noch nicht in der
Literatur beschrieben. Im Rahmen der vorliegenden Studie sollte daher geklart werden,
ob, an der unteren Extremitat der Maus ( Balb-c-black 6, Wildtyp ) eine extrakorporale
StoRRwellenapplikation durchfiihrbar ist, und ob im StoRRwellenfokus eine signifikante

periostale Knochenneubildung stattfindet.
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2. Physikalische Grundlagen extrakorporaler StoRwellen
2.1 Definition

Extrakorporale Stof3wellen sind akustische Druckimpulse, die sich wellenformig und

dreidimensional im umgebenden Gewebe ausbreiten kénnen.
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Abb 1. Graphische Darstellung einer standartisierten StoRwelle. Der StoRwellendruck ist als Funktion der Zeit

aufgetragen. A: Anteil der StoRBwelle mit positivem Druck. B: Anteil der StoRwelle mit negativem Druck. [28].

Kennzeichnend sind der zweiphasige Verlauf, welcher in Abb.1 verdeutlicht wird, mit
folgenden charakteristischen Eigenschaften [28, 61, 98] Innerhalb von kurzer Zeit steigt
der Druck bis zu seinem Maximalwert (P+) an und fallt dann exponentiell zum negativen
Spitzendruck (P-) ab. Der Maximalwert (P+), auch positiver Spitzendruck genannt, ist
definiert als die Differenz zwischen dem maximalen positiven Druck der StoRwelle und
dem Umgebungsdruck. P+ erreicht Werte zwischen 5 und 120 MPa. Der Anstieg kann
innerhalb von 1 - 500 ns erfolgen, wobei die Anstiegszeit ( T ) als das Intervall beschrieben
wird, in dem der Druck von 10% von P+ bis auf 90% von P+ angestiegen ist. Nach
Uberschreiten des Druckmaximums kommt es zu einem exponentiellen Druckabfall bis
zum atmospharischen Umgebungsdruck.

Die Zeitdauer dieses positven Anteils der Welle, auch Pulsbreite ( Tw ) genannt, betragt
zwischen 200 ns und 500 ns, und ist der definierte Abstand zwischen dem Zeitpunkt, bei
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dem der Druck erstmalig 50% von P+ Ubersteigt und dem Zeitpunkt, bei dem wéhrend des
exponentiellen Abfalls der Druckwert unter 50% von P+ absinkt. Die Dauer von Tw
beeinflult direkt die Energieflussdichte extrakorporaler StoRRwellen. An die positive
Druckphase schlief3t sich eine negative Druckphase an. Diese zweite Phase ist im
zeitlichen Verlauf langer als die erste. Der negative Spitzendruck ( P- ) ist definiert als der
in dieser Phase maximal erzeugte negative Druck. Seine Werte entsprechen 10-20% des
positiven Spitzendruckes.

Die gesamten, eine StoRwelle kennzeichnenden Werte hdngen von der verwendeten

StolRwellenquelle ab.

2.2 Prinzipien der StoRwellenerzeugung

Zur Zeit stehen mehrere Verfahren fur die Stol3wellenerzeugung zur Verfligung, die sich in
ihren physikalischen und technischen Grundprinzipien zwar unterscheiden, aber als
gemeinsames Ziel die Erzeugung eines akustischen Druckimpulses haben. Die
Unterschiede sind in Abb. 2 schematisch dargestellt [28, 44, 49i)].
1.Elektrohydraulisches Prinzip (' s. Abb. 2A)
Im Rahmen dieses Verfahrens erfolgt die Erzeugung des Druckimpulses durch
Funkenentladung einer Elektrode, &hnlich einer Zindkerze. Hierbei kommt es zur
Entstehung von Plasmablasen. Durch die Plasmablasen wird das die Elektrode
umgebende Medium komprimiert, wodurch es zur Entstehung der Druckwellen kommt,
die Uber einen elliptischen Spiegel gebundelt und im Brennpunkt fokussiert werden.
2.Elektromagnetisches Prinzip (' s. Abb. 2B)
Die elektromagnetische StoRRwellenerzeugung beruht auf der elektrischen Aufladung
einer Flachspule. Die im Rahmen der Strominduktion entstehende Lorentz - Kraft fuhrt
zu einer explosionsartigen Auslenkung bzw. AbstoRung der kupferhaltigen Membran.
Spannungsproportional dazu wird die der Membran anliegende Wassersaule
ausgelenkt und die so generierten Druckimpulse im Medium weitergeleitet. Die
Fokussierung erfolgt durch eine akustische Linse.
3.Piezoelektrisches Prinzip ('s. Abb. 2C)
Bei der Erzeugung extrakorporaler StolRwellen mittels piezoelektrischen
StoRwellenquellen werden durch pulsformige Bestromung die Oberflachenladungen der
Piezokristalle (meist Quarzkristalle) verandert. Dadurch kommt es zur Emission kleiner
Druckimpulse. Da die Kristalle in einer kugelférmigen Schale ausgelegt sind, lassen

sich die StoRwellen in einem Fokus biindeln.



4.Ballistisches Prinzip ('s. Abb. 2D)
Bei diesem Verfahren wird ein sich in einem Lauf befindliches Projektil mittels Pressluft
extrem beschleunigt. Vergleichbar einer Pistolenkugel trifft das Projektil auf einen
Applikator, Uber den der Energieimpuls in das Gewebe fortgeleitet wird. Die Spitze des
Applikators ist der Fokus, von dem aus sich die Druckwelle radidr ausbreitet. Hierbei
erfolgt keine Fokussierung des Stol3wellenfeldes. Wegen der radidren Ausbreitung
nehmen Druck und Energiedichte mit zunehmender Eindringtiefe in das Gewebe ab.
Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Versuche erfolgten unter Verwendung einer
elektrohydraulischen StoR3wellenquelle (Typ XL 1, Dornier Medizintechnik, Wessling,
Deutschland). Die Erzeugung der StoRwellen erfolgt hier durch Funkenentladung unter
Wasser. Daflur wird die StoRBwellenquelle in ein mit deionisiertem Wasser (T = 36° + 1°C)
geflulltes Becken abgesenkt. Die Einstellung der Zielregion wird mit Hilfe zweier,
zueinander rechtwinklig angeordneter Laserstrahlen durchgefthrt, welche Uber

adjustierbare Spiegel gesteuert den zweiten Brennpunkt in der Zielregion markieren.

Abb. 2:
2.a:

Elektrohydraulische StoRwellenquelle
('s Zindkerze, r Reflektor, f1 1. Fokuspunkt
f2 2. Fokuspunkt )

2.b:

Elektomagnetische Stol3wellenquelle
(¢l Kondensator, c2 Spule, m Membran
| Linse, f1 1.Fokuspunkt, f2 2. Fokuspunkt )

2.c:
Piezoelektrische StoRwellenquelle
( p Piezokristalle, f Fokuspunkt )

2.d:

Ballistische StoRwellenquelle

(1 Druckluft, p Projektil, a Applikator, f Fokuspunkt )
p a f [28]




2.3. StoRwellenfokus

Durch die gezielte Fokussierung der Stol3wellen entsteht ein dreidimensionales
StoRwellenfeld. Ein wichtiger Parameter dieses StoRwellenfeldes ist der StoRwellenfokus,
der charakteristischerweise die Form einer ellipsenférmigen Zigarre annimmt. Zwischen
der Gestalt des Stol3wellenfokus und der physikalischen Parameter existieren komplexe
Wechselbeziehungen [87, 98]. Die momentan verfugbaren StoRwellenquellen biindeln die
akustische Energie in kleinen Fokusarealen, um einerseits die Effekte innerhalb des
Zielgebietes zu erhéhen und andererseits das umliegende Gewebe vor unerwinschten
Nebenwirkungen zu schitzen [49ii]

Ein weiterer entscheidender Parameter ist die Fokusenergie. Diese innerhalb einer Flache
von 1 mm2 im Fokus gemessene Energie — aufsummiert Gber die gesamte Dauer der
StolRwelle - wird ausgedriickt mit dem Begriff der Energiefluldichte EFD [87, 98]. Die
Einheit der Energieflussdichte ist Millijoule pro Quadratmillimeter (mJ / mm?2). Wie in
Gleichung (1) gezeigt erfolgt die Berechnung der EnergiefluRdichte als
,Pulsintegritatsintegral® (PIl):

Pll=(1/2Z) x| p2(t)dt (1)
Z steht in diTeser Gleichung fiir die akustische Impedanz eines Mediums, p fir den
akustischen Druck und t fur einen bestimmten Zeitpunkt von T. T wird als das Zeitintervall
beschrieben, Uber welchem der akustische Druck aufsummiert wird. Je nachdem ob T das
in Abb. 1 gezeigte Zeitintervall 1+ oder | umfasst, bezeichnet man die Energieflussdichte
entweder als ,, positive Energieflussdichte® (ED +) oder als ,, Gesamtenergieflul3dichte*
(ED) [98].

2.4 Druckmessung extrakorporaler StoRwellen

Zur Messung des akustischen Druckes extrakorporaler StolBwellen werden heutzutage
sogenannte  Hydrophone verwendet. Damit ist es mdglich kurzdauernde
Druckschwankungen in Wasser zu messen. Der Druckimpuls wird proportional zur
Intensitat in ein elektrisches Signal umgesetzt. Generell sind vier unterschiedliche
Methoden verfiigbar den Druck extrakorporaler Stol3wellen messtechnisch zu erfassen
[28,49i]:



.- Piezoelektrische Kristallhydrophone:

Diese Gerate bestehen aus piezoelektrischen Kristallen unterschiedlicher Grol3e. Da
der Durchmesser des Druckaufnehmers gréRRer ist als der des StoflRwellenfokus
erlauben diese Sensoren keine reproduzierbaren Messungen in streng fokussierten
Feldern. Aufgrund dieser Disproportion entstehen Ungenauigkeiten, weshalb
piezoelektrische Kristallhydrophone heutzutage nur noch zur Konstanzprifung des
StoRRwellenfokus von Stol3wellenquellen in Gebrauch sind.

. Piezoelektrische Polymermembranen aus Polyvinylidinfluorid (PVDF) :

Diese Geréate zeichnen sich durch sehr kleine Druckaufnehmer aus [14, 77], die eine
punktgenaue Messung innerhalb des akustischen Feldes ermoglichen. Nachteil dieser
PVDF-Polymembranen ist zum einen ihre kurze Haltbarkeit und die vergleichsweise
hohen Kosten.

- PVDFE Metallnadeldruckaufnehmer:

Bei diesen Geraten ist die Spitze einer scharfen Metallnadel mit einer diinnen Schicht
PVDF als Druckaufnehmer tUberzogen. PVDF-Metallnadeldruckaufnehmer sind heute
weit verbreitet, gerade auch weil sie gegentber den reinen PVDF Polymermembranen
eine langere Lebensdauer aufweisen und beziglich der geringeren Kosten eine
zusatzliche Verbesserung darstellen [20]. Der Nachteil dieser Gerate besteht darin,
dass bedingt durch Wechselwirkungen zwischen den StofRwellen und der Metallnadel
der negative Spitzendruck nicht immer exakt gemessen werden kann. P- tragt jedoch
nur 10-20% zur GesamtenergiefluRdichte bei [87].

- Fiberoptische Hydrophone (Glasfaserhydrophone):

Bei diesen Geraten kommt eine andere akustische Messtechnologie zum Einsatz [14].
Der lokale Druckaufnehmer ist in diesem Fall kein Piezokristall, sonderen eine an eine
Laserlichtquelle gekoppelte Glasfaser deren Spitze im akustische Feld zu liegen kommt.
Durch die StoBwelle andert sich die Dichte des umgebenden Mediums, was zur Folge
hat, dass sich die Intensitat des reflektierten Laserlichtes innerhalb der Glasfaser
ebenfalls andert. Diese Intensitatsschwankungen werden mit einer Fotodiode erfasst.
Systematisch vergleichende Studien zu Druckmessungen extrakorporaler Sto3wellen mit
den genannten Geréten liegen in der Literatur nicht vor. Bei den in der vorliegenden Arbeit
mit einer elektrohydraulischen StolRwellenquelle (Typ XL1, Dornier Medizintechnik,
Wessling, Deutschland) durchgefiihrten Untersuchungen wurden alle Druckmessungen

mit PVDF Metallnadeldruckaufnehmern durchgefuhrt.
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2.5 Direkte und indirekte Effekte extrakorporaler StolRwellen im biologischen

Gewebe

Extrakorporale StoRwellen wirken in biologischen Geweben unabhangig von der
Erzeugerquelle sowohl Uber direkte als auch tber indirekte Effekte [19, 28, 38, 44, 102].
Ein entscheidender physikalischer Parameter fur die direkten Effekte der StoRwellen ist
die akustische Impedanz (Schallleitungswiderstand). Dieser gewebeabhéngige
Widerstand ist der Schallausbreitung entgegengesetzt und bestimmt die Wirkung der
StoRwelle. Trifft eine Schallwelle auf die Grenzflache zweier Medien unterschiedlicher
Impedanz z.B. Muskel und Knochen auf, so kommt es zum einen zur Reflexion und
Beugung der StoRRwelle, und zum anderen zu einer Transformation der akustischen
Energie zu mechanischer Energie. Je groRer der Impedanzunterschied zwischen zwei
Geweben, desto mehr mechanische Energie wird an der Grenzflache erzeugt [28, 44]
Desweiteren ist entscheidend auf welcher Seite die grof3ere Impedanz liegt: Trifft eine
Druckwelle auf ein Medium mit héherer Impedanz, z.B: Knochen, so wird der gré3te Teil
an akustischer Energie in den Knochen fortgeleitet [87]. Folglich werden die Schallwellen
an dieser Grenzflache weniger reflektiert. Auf der abgewandten Seite des Knochens tritt
der umgekehrte Fall ein, namlich ein Ubertritt aus einem Gewebe mit hoher Impedanz in
ein Gewebe mit niedriger Impedanz (Muskel). Hier wird die akustische Energie zum
grol3ten Teil in den Knochen zurtckreflektiert und kumuliert mit den spateren Anteilen der
Welle. Dies hat zur Folge, dass der mechanische Effekt im Wesentlichen auf der der
Schallquelle abgewandten Seite zu finden ist [28].

Indirekte Effekte extrakorporaler Sto3wellen werden durch Kavitation vermittelt [20]
Darunter versteht man das Auftreten gasgefillter Blasen in Flussigkeit unter dem Einfluss
negativer Druckgradienten. Wie in Abb 1. des Abschnittes 2.1 ersichtlich schlief3t sich an
die positve Druckphase der Stol3welle eine negative Phase an. Der Unterdruck fuhrt dazu,
dass die Kohasionskrafte der Flussigkeit tUberwunden werden und gasgefuellte Blasen
entstehen koennen. Am Ende dieses Zeitintervalls kommt es durch die Rickkehr des
Druckes zum atmospharischen Umgebungsdruck zum implosionsartigen Kollaps dieser
Blasen. Die dabei entstehenden Druckpulse flihren ebenso wie die damit verbundenen
Wasserstromungen (Mikrojets) zur Freisetzung kinetischer Energie an Grenzflachen
unterschliedlicher akustischer Impedanz [28, 87, 102]



3. Material und Methoden

3.1 Verwendetes Tiermodell

Untersucht wurden 13 weibliche Méause ( Balb-C, Black 6 ) mit einem durchschnittlichen
Alter von 11 Monaten (x 3Wochen) und einem mittleren Gewicht von 30 Gramm [min. 28
Gramm, max. 32 Gramm]. Durch Werfen einer Miinze wurden sieben Tiere in die
Behandlungsgruppe und sechs Tiere in die Kontrollgruppe eingeteilt.

Wahrend der Versuche wurden die Tiere im zentralen Tierstall des Instituts fur
chirurgische Forschung der LMU Minchen in einem 12 stindigen Tag — Nachtzyklus, bei
einer Luftfeuchtigkeit von 50% und einer Temperatur von 20 - 22 °C, gehalten. In drei
Kéafigen [L: 35 cm, B: 25 cm, H: 22 cm] wurden jeweils drei Tiere, in einem Kafig 4 Tiere
gehalten. Alle Tiere hatten freien Zugang zu Wasser und Nahrung (ssniff M ® Alleindiat fur
Méause; Ssniff Spezialitaiten GmbH, Soest / Westfalen, Deutschland).

3.2 Experimente
Alle Untersuchungen erfolgten unter Beachtung der Tierschutzbestimmungen der LMU
Muenchen und wurden von der Regierung von Oberbayern mit Sitz in Minchen

genehmigt.

3.2.1 Anasthesie

Die StoRRwellenapplikation wurde in Narkose durchgefiihrt. Diese wurde mit Diethylether
(C2H5-0-C2H5; Wassergehalt 0,014%) eingeleitet. Die Tiere wurden dazu fir 7 Sekunden
in einen verschlieBbaren Ethertopf (d:20 cm, h: 30 cm) gesetzt. Mit einer einmaligen
intraperitonealen Injektion von 50 mg/kg Koérpergewicht (23, 83) Pentobarbital-Natrium

(Narcoren®; MERIAL, Halbergmoos, Deutschland) wurde die Narkose aufrechterhalten.
Wahrend der Betaubung atmeten die Tiere spontan. Nach einem Zeitraum von 90 Minuten

(£ 10 Minuten ) bewegten sich die Tiere wieder aktiv im Kafig.

3.2.2 Applikation extrakorporaler StoRwellen

Die StoRRwellenapplikation wurde bei allen Tieren mit einer experimentellen
elektrohydraulischen StoRRwellenquelle (Experimental — Lithotrypter Typ XL1; Dornier
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Medizintechnik, Wessling, Deutschland) durchgefiihrt. Die Positionierung der Tiere in der
StoRRwellenquelle erfolgte unmittelbar nach der Narkose mittels eines dafir angefertigten
Rohrensystems. Dieses bestand aus einer 30 cm langen Plexiglasrohre von 5 cm

Durchmesser, welche im hinteren Drittel um 45° nach oben gebogen war.

Schemazeichnung:

C

E
Abb. 3.1
A: Plexiglasrohre F: Styroporhille
B: Versuchstier G: seitliche Offnung
C: oberes offenes Ende H: untere Extremitéat
D: unteres verschlossenes Ende I: an der AuRenflache befestigter Hacken
E: Schlauch K: Nahtmaterial

In den unteren, horizontalen, Anteil wurde die Maus mit dem Kopf in Richtung des nach
oben gebogenen Anteils eingebracht. Auf der ausgewdahlten Seite wurden nun, durch
maximale Flexion im Kniegelenk, der distale Femur, das Knie und die proximale Tibia
durch einen 3 cm langen seitlichen Langsspalt nach aul3en verlagert und in dieser Position
mit chirurgischem Nahtmaterial (Supolene 3,5 metric 0 USP, Resorba, Nurnberg) an
einem, an der Aullenseite der Rohre befestigten, Hacken fixiert. Der untere Anteil der
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Rohre war komplett mit Styropor zum Schutz des Thorax und der Bauchhohle abgedichtet.
Das obere Ende der Rohre war offen und diente der Luftzufuhr, das untere Ende wurde
wasserdicht verschlossen. Dieses Roéhrensystem wurde mittels einer Haltevorrichtung in
das 36°+ 1°C warme Wasserbecken des Lithotrypters fixiert. Durch den Langsspalt in die
Roéhre eindringendes Wasser wurde Uber einen Schlauch abgesaugt, welcher am unteren
Ende der Rohre im Verschlul3 angebracht war (siehe Abb. 3.1).

Fokussiert wurde der ventrale Tibiaschaft auf der randomisierten Seite. Dies erfolgte mit
Hilfe zweier Laserpointer, die in 90° Stellung zueinander an der StoRwellenquelle
angebracht waren. Die punktfoermige Schnittstelle der beiden Laserstrahlen markierte den
Zielbereich.

Mit einer EnergiefluRdichte von 0,9 mJ/ mm?2 wurden allen Versuchstieren 1500

StoRwellenimpulse mit einer Frequenz von 2 Hz appliziert.

3.2.3 Totung der Tiere

10 Tage nach Applikation der extrakorporalen Stol3wellen wurden die Tiere mit einer

Uberdosis an Ether getotet.

3.3 Untersuchung

3.3.1 Préparation der unteren Extremitat

Die Praparation erfolgte direkt nach der Tétung der Tiere.

Nach Ablésung des Fells beider unterer Extremitaten, erfolgte die Durchtrennung der
Achillessehne ansatznah am Tuber calcanei. Die Muskelgruppe des M. triceps surae (a)
wurde ursprungsnah im Bereich der Kniekehle abgelost. Dabei wurde die Integritat des
Knochens beachtet. Nach Abtrennung des Unterschenkelknochens (b) von Pfote (c) und
Oberschenkel (d) im Bereich des oberen Sprunggelenkes bzw. im Kniegelenkspalt mittels
Skalpell, erfolgte die Exartikulation des Oberschenkels im Huftgelenk. Die Muskelgruppe
des M. rectus femoris (e) wurde vom Knochen abgel6st. Jede der Proben (a, b, c, d, e)
wurde einzeln in einen mit Formalin (4%) gefilliten Plastikbehalter gelegt. Alle

Probenbehalter wurden bei 4°C aufbewahrt.
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3.3.2. Einbettung der Muskeln

Alle Muskeln wurden in Paraffin eingebettet.

Dafur wurden Oberschenkel- und Unterschenkelmuskulatur jeder Seite separat in 35 x 25
mm grof3e, mit Deckel verschlieBbare, Universal Einbettkassetten (KH u. Laborbedarf
Fremdling, Furth/ Landshut, Deutschland) gelegt. Zur Identifikation des Praparats wurde
zum einen eine Papierbeschriftung mit in die Form eingebettet, zum anderen wurde die
AulRenseite der Formen mit der Nummer der Probe, der Seite und der Muskelgruppe
beschriftet.

Als nachstes wurden alle Proben 2,5 h unter flieBendes Wasser gestellt. Anschliel3end
erfolgte die automatische Entwasserung Uber 24 h. mit dem Entwéasserungsautomat
Processor 2 LE (Shandon, Runcorn, England). Hierbei lagen die Proben jeweils 2 Stunden
in 50%, 70%, 70%, 80%, 90%, 100%, 100% Ethanol, dann jeweils 2 Stunden in 3
Fraktionen Xylol und zum Schluf3 4 Stunden in flussigem Paraffin bei 60°C.

24 Stunden spater wurden die Proben in Paraffin ausgegossen.

Hierfir wurden die Proben zuerst in ein 62°C warmes Paraffinbecken gelegt. Als nachstes
wurde mit einer Pinzette die Muskelprobe aus den Férmchen mittig in eine Silberschale
gelegt, diese Schale wurde bis zum Oberrand mit Paraffin aufgeftllt und mit dem Boden
des Formchens abgedeckt. Damit der Paraffinblock gut mit dem Boden verklebt, wurde
dieser zusatzlich mit Paraffin ibergossen. Der ganze Komplex wurde nun zum Ausharten
auf eine — 6°C kalte Platte gestellt. Nach Erkalten und Aushaerten wurde vorsichtig die
Silberschale entfernt, und alle Proben bis zum Schneiden im Kuihlschrank bei 4°C

aufbewabhrt.

3.3.3 Einbettung der Knochen.

10 Tage nach der Tétung der Tiere und der Praparation wurden die Knochen, nach
Fixierung in Formalin (4%), in Methylmetacrylat (MMA) (Merck-Schuchardt, Hohenbrunn,
Deutschland) eingebettet. Dies erfolgte nach dem Minchner MMA — Einbettprotokoll [59].

Als erstes wurden die Knochen Uber einen Zeitraum von sieben Tagen in einer
aufsteigenden Alkoholreine (50% Ethanol aufsteigend bis 100% Ethanol, siebter Tag
Aceton) fixiert. Am achten Tag erfolgte ein Wechsel des Acetons, welches am neunten
Tag durch ein 1:1 Gemisch aus Aceton und 100% Methanol ersetzt wurde. Nach jeweils 2
tagiger Fixierung in 2 Fraktionen 100% Methanol wurden die Knochen am 15. Tag in

reines MMA einbettet. Hiefir wurden alle Knochenproben einzeln in verschlielbare
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Einbettkassetten (KH u. Laborbedarf Fremdling, Furth/Landsberg, Deutschland)
umpositioniert. Diese wurden an der Auf3enseite beschriftet und in einem grof3en Glas,
welches mit purem MMA aufgefillt war, in den Exikator gestellt. Durch anlegen von
Unterdruck wurde hier ein Vakuum erzeugt, in welchem die Proben 2 Tage lang belassen
wurden. Dieser Vorgang wurde 2 mal wiederholt. Nach 3 Fraktionen MMA pur erfolgte der
Wechsel zum vorlaufigen MMA — Einbettgemisch.

Dieses polymerisationsfahige Gemisch, besteht aus dem Grundkunstoff Methylmetacrylat
(), dem Weichmacher Nonylphenylpolyethylenglycol acetat (ii)(Merck-Schuchardt,
Hohenbrunn, Deutschland) und dem Katalysator Benzoylperoxid (getrocknet) (iii) (Merck-
Schuchardt, Hohenbrunn, Deutschland). Es wurde in einem Verhaltnis von 1000ml (i) /
250 ml (i) / 35g (iii) in einem Erlenmeyerkolben vermischt, und in das Glas mit den
Knochenproben eingeflllt. Dieses wurde zunachst in den Exikator und nach einer Stunde
im Vakuum, fest verschlossen in den Kiuhlschrank bei 4°C gestellt.

Vier Tage spéter erfolgte die entgultige Einbettung der Knochen.

Hierfir wurden Rollrandglaser verwendet, die bis zur Halfte mit neu hergestelltem MMA —
Einbettgemisch aufgeflllt wurden. Die Probe wurde zentriert und zusammen mit einer
Papierbeschriftung in diese Einbettmischung positioniert. Nach einer Stunde im
Vakuumzustand wurden die Glaser mit ausreichendem Abstand zueinander in mit Wasser
gefullte Petrischalen gestellt, und fir die nachsten zehn Tage verschlossen in den
Warmeschrank bei 25°C zum Aushéarten gestellt. Danach wurden die Proben fur weitere
sieben Tage in einen 37°C Warmeschrank gestellt. Die Aushartung dauerte jeweils 15

Tage.

3.3.4. Herstellung histologischer Schnittpréparate

3.3.4.1. Herstellung der Paraffinschnitte

Die Proben wurden zunadchst mit einem Messer zugeschnitten, so dass eine achteckige
Schnittflache entstand. Da der Boden des Einbettformchens, auf welchem die
Paraffinprobe befestigt worden war, auf beiden La&ngsseiten schrag verlief und deshalb
nicht far Langsschnitte im Mikrotom befestigt werden konnte, wurde die Probe auf ein
rechteckiges Holzklétzchen umgelagert. Mit einem Skalpell wurde die Paraffinprobe
vorsichtig vom Boden abgelost. Ein Metallschaber wurde mit dem Bunsenbrenner
erwarmt. Damit wurde die Unterflache der Probe aufgeweicht und auf das Holzklotzchen

aufgeklebt. Nach dem Einspannen in das Mikrotom (2050 Supercut, Reichert Jung,
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NuBloch, Deutschland) erfolgte der Anschnitt bei 15 pum. Nach dem erstmaligen
Anschneiden von Muskelgewebe wurde die Schnittdicke auf 9 pum reduziert. Die im
folgenden hergestellten Schnitte wurden zuerst mit Pinzette und Nadel fir wenige
Sekunden in eine Schale mit kaltem destilliertem Wasser gelegt, danach mit Hilfe des
Objekttragers (Superfrost) in eine Schale mit 50°C warmem destilliertem Wasser. Dort
verblieben sie solange, bis das Paraffin um die Muskelprobe durchsichtig geworden war.
Danach wurden, je nach Groé3e der Proben, vier Schnitte mit Hilfe einer Nadel auf den
Objekttrager aufgezogen. Das restliche Wasser, welches sich um die Schnitte
angesammelt hatte, wurde abgesaugt. Zum Trocknen wurden die Objekttrager zuerst auf
eine 40°C vorgeheizte Warmebank gelegt, dann in Mappen einsortiert und Gber Nacht im
Warmeschrank bei 37°C gelagert.

Im Mittel wurden von allen Proben funf Objekttrager mit jeweils vier Schnitten angefertigt.

3.3.4.2. Herstellung der MMA - Schnitte (Kunstharzschnitte)

Nach kompletter Aushartung im Warmeschrank bei 37°C wurde zur Vorbereitung fur das
Schneiden das Rollrandglas von den MMA — Blécken entfernt. Dazu wurden die Proben
fur eine Stunde in das Gefrierfach gestellt. Danach wurden sie in ein Handtuch gewickelt
und das Glas mit dem Hammer abgeschlagen. Die Splitterreste wurden unter flieRendem
Wasser entfernt. Im nachsten Schritt wurden die Proben mit einer Diamantbandsége
(Amur- Maschinenbau, Mdssingen, Deutschland) zugetrimmt, beschriftet und an der
Unterseite abgeschliffen. Mit Sekundenkleber (Cyanolit adhesive) wurde diese Seite nun
auf einen speziellen Metallteller geklebt.

Dieser Metallteller wurde in die Innenlochsége (Sagemikrotom, Leica SP 1600, Bensheim,
Deutschland) eingespannt, bis zur Messerkante vorgeschoben, und so festgeschraubt,
dal3 der Block genau an die Unterkante des Messers stiel3. Auf dieser Hohe wurde der
MMA Block wieder zum Anschlag zuriickgedreht. Nach Einstellung der Schnittdicke von
120 um, wurde der Wasserstrahl angestellt und genau auf die Schnittkante des Messers
gerichtet. Bei einer Motorgeschwindigkeit von 15 mm / min. wurden nun von jeder
Knochenprobe planparallele Langsschnitte durchgefuhrt. Nach jedem Durchgang wurde
vor Entnahme des Schnittes der Motor und das Wasser abgestellt, die Geschwindigkeit
und die Schnittdicke auf O gestellt, und der Metallteller zur Ausgangsposition
zurtckgeschoben. Der Schnitt wurde entnommen, beschriftet und zum Trocknen zwischen
zwei Glasplatten gelegt. Bei einer Messerdicke von 300 um und einer Schnittdicke von

120 um wurden von jedem Knochenprdparat drei Schnitte angefertigt.
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3.3.5. Anfertigung von Mikroradiographien (MRG)

Zur Anfertigung der Mikroradiographien (MRG) wurden hochauflosende Photoplatten
(Agfa Art. 596003 FL5 HD 10 x 10 cm, Belgien) verwendet. Die getrockneten und planen
Knochenschnitte wurden zunéchst bei Tageslicht auf eine Schablone, die in der GroRRe
den Mikroradiograpie - Platten entsprach, aufgelegt. Danach wurden sie sowohl
untereinander, als auch mit der Schablone durch kleine transparente Klebestreifen
befestigt. Auf jeder Platte konnten 15 Schnitte fixiert werden.

Im Fotolabor wurden die untereinander fixierten Schnitte auf die beschichtete Seite der
Photoplatte aufgeklebt, ohne dal’3 die Beschichtung mit den Fingern berthrt wurde. Die
Platte wurde dann in einen Papierumschlag eingelegt. Mittels des
Feinfokusrontgengerates (Faxitron — Mikrofocus X — Ray System / Hawlett Packard, Palo
Alto, USA) wurde die Mikroradiographie durchgefihrt. Dazu wurde die Platte mittig im
Strahlengang des Gerates ausgerichtet. Bei einer Stromstarke von 2 mA und einer
elektrischen Spannung von 19 kV wurde die Platte 70 Minuten lang belichtet.

Nach Ablauf der Zeit wurde die Platte entnommen und entwickelt. Nach 10 Minuten bei
20°C in der Entwicklungslésung (1 Teil Agfa G 282c Entwickler; 4 Teile Leitungswasser)
wurde die Platte fir 10 Sekunden im Stoppbad (destiliertes Wasser) geschwenkt um
anschlieend fur weitere 10 Minuten in die Fixierlosung (1 Teil Agfa G 333c Fixierer; 4
Teile Leitungswasser) gelegt zu werden. Zum Abschlul3 wurde die Platte 20 Minuten
flieBend gewassert. Um das Auftreten von Wasserflecken zu verhindern wurde die Platte
danach mit destiliertem Wasser abgespult. AnschlieRend wurde die beschichtete Seite
beschriftet, und die Platte schrag in den Warmeschrank zum Trocknen gestellt.

3.3.5.1. Klassifikationskriterien der Mikroradiographien

Die Auswertung der Mikroradiographien erfolgte mit einem Lichtmikroskop (Leitz—Dialux—
20EB, Leitz Wetzlar, Deutschland). Die im folgenden aufgefuhrten Kriterien wurden jeweils
getrennt fur Kortikalisoberflache des Tibiaschaftes der behandelten als auch der
unbehandelten Seite untersucht.

Die Klassifikation erfolgte in Anlehnung an die Habilitationsschrift von Maier M (LMU
Minchen, 2001) [49 iii)].
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1. Reaktionstyp der Knocheneubildung

Klasse 1: Keine bzw. nicht mel3bare Knochenneubildung.

Klasse 2: deutliche, entlang der &uferen Kortikalisoberfliche mef3bare — jedoch nicht
vollstdndige — Knochenneubildung.

Klasse 3: deutliche, entlang der aul3eren Kortikalisoberflache mel3bare — vollstandige —

Knochenneubildung.

2. Mittleres relatives Ausmald der Knochenneubildung

Klasse 1: Knochenneubildung an weniger als 33% der periostalen Kortikalisoberflache.

Klasse 2: Knochenneubildung an mehr als 33% aber weniger als 66% der periostalen
Kortikalisoberflache.

Klasse 3: Knochenneubildung an mehr als 66% der periostalen Kortikalisoberflache

nachweisbar.

3. Messung des groRten Durchmessers des neugebildeten Knochens in um.

Das Praparat wurde hierzu in seiner gesamten Lange und Breite im Kontron KS 400
Bildanalysesystem (Zeiss, Goéttingen, Deutschland) erfal3t. Die Messung erfolgte von der
Basis der Kortikalis bis zum Punkt der maximalsten Auspragung der Knochenneubildung.

Bei der Auswertung der Préparate stellte sich heraus, dass die Ergebnisse von der Lage
des jeweiligen Schnittes abhingen. Bedingt durch die Anschnittsgeometrie war das
maximale Ausmald der Knochenneubildung an den peripheren Schnitten gréRer als auf
den zentralen Schnitten. Aufgrund dessen wurde die Analyse der Mikroradiographien auf

die zentralsten Schnitte beschrankt, um vergleichbare Ergebniss zu erhalten.

4 Mikroradiographische Merkmale

- Periostale Ablosung :  osteoperiostale Ablosung des kortikalisseitig gelegenen Periosts
mit fehlendem Kontakt
- Periostaler Anbau: periostseitig gelegene Knochenneubildung

- Kortikale Frakturen: sichtbare Kontinuitatsunterbrechungen

In Anlehnung an Klassifizierungen bei Backman et al. [2] und Rompe et al. [70] wurde die
folgende semiquantitative Klassifizierung verwendet:

Klasse 0: keine Auspragung aller genannten Merkmale

Klasse 1. geringe Auspragung aller genannten Merkmale

Klasse 2: mittelgradige Auspragung aller genannten Merkmale
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Klasse 3: deutliche Auspragung aller genannten Merkmale

3.3.6. Farbung der Paraffindiinnschnitte

3.3.6.1. Farbung mit Hamatoxylin — Eosin ( H.E. - Farbung )

Zur besseren Darstellung der Muskulatur, der Kerne und eventueller Blutungen wurden
alle Muskelschnittpraeparate mit Hamatoxylin - Eosin angefarbt.

Zur Vorbereitung wurden die Objekttrager mit den Schnitten auf eine 60°C heil3e
Warmebank gelegt bis das Paraffin geschmolzen war und glasig durchsichtig wurde.

Fur den weiteren Verlauf wurden nun jeweils zehn Objektrager in einem Drahtgestell
zusammen befestigt und en bloc gefarbt.

Im ersten Schritt erfolgte die Entparaffinierung in 2 mal funf Minuten Xylol. Daraufhin
wurden die Schnitte in eine absteigende Alkoholreihe (jeweils funf Minuten in 100%,
100%, 96%, 80%, 70% Ethanol) eingefiihrt und gewassert. Nach kurzem Abspilen in
destiliertem Wasser. wurden die Objekttrager anschlieBend fur zehn Minuten in den
basischen Kernfarbstoff Hamalaun gestellt. Als nachstes wurden die Schnitte fur zehn
Minuten unter Leitungswasser flielRend gewéassert, bevor sie fir weitere 10 Minuten in
0,1% waessrige Eosinloesung eingelassen wurden. Mit destiliertem Wasser wurden die
FarbUberreste abgespullt. Zum Schlul3 wurden die Objektrager in einer aufsteigenden
Alkoholreihe (jeweils zwei Minuten in 80%, 96%, 2 Fraktionen 100% Ethanol) und in zwei
Fraktionen Xylol (jeweils drei Minuten) entwaessert. Alle Objektrager wurden danach

sofort mit Eukitt ueberschichtet und eingedeckt.

3.3.6.2. Farbung mit Berliner Blau

Zur exakteren Darstellung von Einblutungen, welche speziell wahrend oder kurze Zeit
nach der StoBwellenapplikation auftreten koennen, wurde an ausgewahlten Schnitten eine
Berliner Blau - Farbung zum Nachweis von dreiwertigem Eisen (Fe3+) durchgefthrt [6, 9].
Es wurde von allen Versuchstieren jeweils ein Objekttrager mit Schnitten von
Unterschenkel und Oberschenkel der behandelten Seite bzw. der unbehandelten
Kontrollseite angefarbt. Insgesamt wurden 26 Objekttrager prozessiert.

Die Anfangsschritte dieser Farbung entsprechen denen, die ausfihrlich unter Punkt 3.6.1.
aufgefiihrt wurden. Nach der Entparaffinierung und der Wasserung durch die absteigende

Alkoholreihe wurden die Schnitte zuerst fur finf Minuten in eine 10%ige walirige Losung
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von Kaliumferrozyanid gestellt. Danach wurden sie flr weitere 30 Minuten in eine
Mischung aus gleichen Teilen 20%iger Salzsaeure und 10%iger Kaliumferrozyanidlésung
eingelassen. Nach sorgfaltigem Auswaschen in destiliertem Wasser erfolgte fur fiunf
Minuten die Gegenfarbung mit Kernechtrot. Die Farblberreste wurden mit destiliertem
Wasser abgesplilt, bevor die Objekttrager, wie unter Punkt 3.6.1. beschrieben, Uber eine

aufsteigende Alkoholreihe in Xylol Gibergefihrt wurden und mit Eukitt eingedecket wurden.

3.3.6.3. Klassifikationskriterien der Paraffindiinnschnitte

Die Muskelschnitte wurden zum einen nach Zeichen der Faserschadigung und Nekrose
durch die StoRwellenapplikation und zum anderen nach Zeichen der nachfolgenden
Regeneration untersucht. Das Vorhandensein von regenerierenden Fasern, in
Abwesenheit nekrotischer Fasern, wurde als Indikator einer vorrausgegangenen

Schéadigung des Muskels angesehen [81]

oFaserschédigung

- Inflammatorische Reaktion : Einwanderung von Granulozyten und Makrophagen in
das Endomysium und Sarcoplasma [10, 73, 81, 82]
- Frische / Alte Blutung : Nachweis von Fe3+ mit Berliner Blau [6, 9]

oFaserregeneration
- Kernketten [10, 81, 82 ]
- Basophiles Sarkoplasma [73, 81, 82]

Klasse 0: keine Auspragung der genannten Merkmale
Klasse 1: geringe Auspragung der genannten Merkmale
Klasse 2: mittelgradige Auspragung der genannten Merkmale

Klasse 3: deutliche Auspragung der genannten Merkmale

Die Einteilung und Auswertung der Kriterien erfolgte in Zusammenarbeit mit dem

Pathologischen Institut der LMU Munchen.
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3.4 Statistische Analyse

Fur jede untersuchte Seite der Versuchstiere (behandelt; unbehandelt) sowie fur die
Kontrollgruppe wurden Mittelwert und Standardabweichung fur alle untersuchten Variablen
berechnet. Vergleiche innerhalb der Gruppen (z.B. zwischen behandelten und
unbehandelten Tibiae der gleichen Tiere) wurden mit dem Wilcoxon — Test fur verbundene
Stichproben auf signifikante Unterschiede hin ueberprueft. Bei Vergleichen zwischen
Versuchstier und Kontrolltier kam der Mann-Whitney U — Test fur unverbundene
Stichproben zur Anwendung. Die Untersuchungsergebnisse hinsichtlich der maximalen
Dicke der Knochenneubildung wurden ebenfalls mit dem Wilcoxon — Test fir verbundene
Stichproben und dem Mann-Whitney U — Test flr unverbundene Stichproben geprueft.
Das statistische Signifikanzniveau wurden bei p < 0,05 festgelegt. Alle Berechnungen
wurden mit SPSS 12.0 Version fur Windows (SPSS Inc, Chicago,IL) durchgefihrt.

Die Daten der einzelnen Mittelwerte und Standardabweichungen, sowie die Daten der
Signifikanzanalyse sind in Ubersichtstabellen im Anhang 8.1.1 — 8.1.4 einzusehen.

Pw= p-Wert Wilcoxon Test. Pu= p-Wert Mann-Whitney Test
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4 . Ergebnisse

4.1 Untersuchungen zur Wirkung extrakorporaler StoRBwellen auf den

Tibiaschaft der Maus

4.1.1. Ergebnisse der mikroradiographischen Untersuchungen anhand der einzelnen

Klassifikationskriterien

4.1.1.1. Zusammenfassung der Untersuchungsergebnisse (Knochen)

Die mikroradiographisch hergestellten Knochenschnitte wurden nach den in Kapitel 3.3.5.1
beschriebenen Kriterien untersucht. Danach zeigten 10 Tage nach Applikation
extrakorporaler Stol3wellen mit einer EnergieflulRdichte von 0,9 mJ/mm?2 funf von sieben
Versuchstieren (71%) eine deutliche Knochenneubildung auf der behandelten Seite. Bei
zwei Tieren (29%) konnte nach diesem Zeitraum keine Knochenneubildung nachgewiesen
werden. Weder auf der unbehandelten Seite der Versuchstiere noch bei den Kontrolltieren
konnte nach diesem Zeitraum eine Knochenneubildung ausgemacht werden.

Eine zusammenfassende Tabelle der Ergebnisse fur Versuchs- und Kontrolltiere mit
Einteilung in die einzelnen Klassen st in Abbildung 4.1 dargestellt. Eine
Zusammenfassung der statistischen Analyse unter Punkt 8.1.1 und 8.1.3.

Pw= p-Wert Wilcoxon Test. Pu= p-Wert Mann-Whitney Test.
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Probe

Dicke

in um

Periost Abl.

Kortikale Frak.

1 beh.

Seite

214,55

1 unb.

Seite

2 beh.

Seite

XX

2 unb.

Seite

XX

XX

3 beh.

Seite

207,35

XX

XXX

3 unb.

Seite

XX

XX

4 beh.

Seite

761,7

XXX

XX

4 unb.

Seite

XX

XX

5 beh.

Seite

480,38

XX

5 unb.

Seite

XX

6 beh.

Seite

240,86

XX

XXX

6 unb.

Seite

7 beh.

Seite

XX

XXX

7 unb.

Seite

8 Kirl.tier

9 Kirl.tier

10 Kitrl.tier

11 Ktrl.tier

12 Ktrl.tier

13 Kitrl.tier

Abbildung 4.1. Ergebnisse der mikroradiographischen Auswertung, entsprechend den im
Punkt 3.3.5.1. aufgefuhrten Kriterien. Die Anzahl der x-Markierungen in den Spalten
.periostale Ablésung, und ,kortikale Frakturen, entsprechen dem Ausmal? der Variablen:

keine Merkmalsauspragung
** . Mittelgradige Merkmalsauspragung

* .

Geringe Merkmalsauspragung

*** - Deutliche Merkmalsauspragung
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4.1.1.2. Ergebnisse der qualitativen Untersuchung (A.: Reaktionstyp der

Knochenneubildunq)

In den Praparaten der behandelten Seite der Versuchstiere konnte eine zum Teil
prominente Geflechtknochenbildung nachgewiesen werden (4.2 a, b, c). Der neugebildete
Knochen lasst sich nicht scharf von der Kortikalis abgrenzen (4.2 c). In den
Knochenschnitten der unbehandelten Seite der Versuchstiere sowie der Kontrollgruppe
kann keine Knochenneubildung festgestellt werden (Abbildung 4.3 a,b,c). Der Vergleich
zwischen behandeltem und unbehandeltem Tibiaschaft der Versuchstiere zeigte eine
statistisch signifikante Knochenneubildung auf der behandelten Seite (pw=0,034). Hierbei
befanden sich 2 Tiere in der Klasse A 1, 4 Tiere in Klasse A 2 und 1 Tier in Klasse A 3.
Die unbehandelte Seite der Versuchstiere zeigte keine Knochenreaktion und wurden in die
Klasse A 1 eingeteilt (siehe auch Abbildung 4.4). Die sechs Tiere der unbehandelten
Kontrollgruppe zeigten keine Knochenneubildung und wurden in die Klasse A 1 eingeteilt.
Der Vergleich zwischen Versuchs- und Kontrolltier ergab eine statistisch signifikante

Knochenneubildung auf seiten der Versuchstiere (pu= 0,013).

4.1.1.3. Ergebnisse der guantitativen Untersuchung (B.: Mittleres relatives Ausmald der

Knochenneubidunq)

Drei Versuchstiere (43%) erflllten die Kriterien fur Klasse B3 und jeweils zwei Tiere (je
28%) fur Klasse B2 und Bl. Die unbehandelten Seiten der Versuchstiere sowie die
Kontrollgruppe wurde in Klasse B1 eingeteilt (vgl. Abbildung 4.4). Abbildung 4.2 a-c und
4.3 a-c.

Es zeigte sich ebenfalls eine signifikante Knochenneubildung auf der behandelten

Tibiaschaftseite des Versuchstieres (pw= 0,038; pu= 0,014).

4.1.1.4. Ergebnisse der absolute Knochendicke

Da weder auf der unbehandelten Seite der Versuchstiere noch bei den Kontrollgruppen
eine Knochenneubildung nachzuweisen war, wurden hierfir nur die Schnitte der
behandelten Seiten der sieben Versuchstiere herangezogen und ausgewertet. Bei drei
der sieben behandelten Tieren (43%) lagen Werte in vergleichbarem Ausmal zwischen
207um (=min) und 241pm (=max) vor. Bei zwei Tieren (28%) waren die gemessenen

Werte doppelt bzw. dreifach so hoch (min= 480pum und max= 762um). Bei den restlichen
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zwei Versuchstieren (28%) konnte in den angefertigten Knochenschnitten keine messbare
Knochenneubildung nachgewiesen werden.

Wie die statistische Analyse bestatigt zeigte sich an der behandelten Seite der
Versuchstiere, im  Vergleich zur unbehandelten Seite, eine signifikante
Knochenneubildung (pw = 0,043). Gleiches trifft auch auf den Vergleich zwischen
Versuchstieren (behandelte Seite) und Kontrolltieren zu (pu = 0,015).

Abbildung 4.1 und 4.4.

4.1.1.5. Untersuchungsergebnisse der mikroradiographischen Merkmale

Die Merkmale periostale Ablésung und kortikale Frakturen zeigten sich in
unterschiedlichem MalRe sowohl auf der behandelten wie auch auf der unbehandelten
Seite desselben Versuchstieres. Ebenso wiesen auch die Schnitte der unbehandelten
Kontrollgruppe diese Merkmale auf.

Fur das Merkmal kortikale Frakturen (Abb. 4.2 e, f) konnte kein signifikanter Unterschied
beim Vergleich der behandelten Seite gegentber der unbehandelten Seite der einzelnen
Versuchstiere nachgewiesen werden (pw = 0,098), jedoch war der Unterschied zur
Kontrollgruppe deutlich signifikant ( pu = 0,006 ). In den Praparaten der Kontrollgruppe
konnten nur bei zwei Tieren (28%) kortikale Frakturen nachgewiesen werden, wohingegen
samtliche Knochenschnitte der unbehandelten Seite der Versuchstiere diese
Veranderungen aufwiesen.

Bei dem Merkmal periostale Ablosung (Abb. 4.2 d und 4.3 d) konnte weder zwischen der
behandelten und der unbehandelten Seite der Versuchstiere (pw = 0,180), noch gegeniber
der Kontrollgruppe signifikante Unterschiede festgestellt werden ( pu = 0,054 ). Das

Merkmal zeigte sich in unterschiedlichem Ausmal in allen untersuchten Schnitten.
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d)

Knochenanbau

periostale
Abldsung

kortikale Fraktur: O in f)

Abbildung 4.2

Mikroradiographischer Nachweis von Knochenneubildung und Knochenschadigung an der
behandelten Tibia eines mit einer Energiefludichte von 0,9mJ/mm? behandelten
Versuchstieres 10 Tage nach extrakorporaler Sto3wellenapplikation.

- Knochenneubildung: a,b,cdf
- periostale Ablésungen: d
- kortikale Frakturen: e,f

Balken in den einzelnen Abbildungen:
a,f)460um b,d,e) 230pum c¢) 115um
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Abbildung 4.3

Mikroradiographische Darstellung der unbehandelten Seite eines mit einer
Energiefluldichte von 0,9 mJ/mm?2 behandelten Versuchstieres 10 Tage nach
extrakorporaler  Stol3wellenapplikation, sowie Darstellung der unbehandelten
Kontrollgruppe.

a — d: unbehandelte Seite zeigt keine Knochenneubildung aber periostale Abloesung
erkennbar (roter Kreis in d)
e — f: Kontrollgruppe zeigt keine Merkmalsauspraegung

Balken in den einzelnen Abbildungen:
a) 460 um b,d,e,f) 230pum c¢) 115um
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a) Behandelte Seite Unbehandelte Seite  Kontrollgruppe

Reaktionstyp :
der Knochenneubildung

Mittlere relative
Knochendicke :

Periost. Ablosunq:

Kortikale Frakturen:

800,00 1

600,00 A

b) Maximales Ausmalfd —
der absoluten 400,00
Knochenneubildung:

200,00 -

0,00 —

Versuchstier

Abbildung 4.4 Legende siehe naechste Seite
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Legende zu Abbildung 4.4

a) Relative und absolute Haufigkeiten der Tiere in den einzelnen Klassen der bei den
mikroradiographischen Untersuchungen am Tibiaschaft der Maus nach extrakorporaler
StoRwellenapplikation erhobenen Daten. Bei der Darstellung der Kriterien fir die
Knochenneubildung (A: Reaktionstyp, B: mittleres relatives Ausmald der
Knochenneubildung) reprasentieren hellgraue Flachen ( ") Klasse 1, graue Flachen (Il )
Klasse 2 und schwarze Flachen () Klasse 3.

In den Darstellungen der mikroradiographischen Merkmale ( periostale Ablésung, kortikale
Frakturen ) reprasentiert die helle Flache ([ ) zuséatzlich die Klasse 0.

Die Ergebnisse wurden jeweils im Vergleich zwischen den behandelten und den
unbehandelten Tibiae derselben Versuchstiere, sowie im Vergleich zu den Kontrolltieren
aufgetragen.

b) Zur besseren Darstellung der absoluten Messwerte der Knochenneubildung wurden
diese Daten in einen BOX-Plot eingetragen. Da innerhalb der Kontrollgruppe keine
Knochenneubildung festgestellt werden konnte, konzentriert sich die Darstellung auf den
Vergleich zwischen behandelter Seite (B) und unbehandelter Seite (U) der Versuchstiere
(x-Achse). Die y-Achse gibt die absoluten Messwerte der Knochendicke in pm an.

Der kraftige schwarze Strich in der Box stellt den Medianwert dar mit den
Standardabweichungen (Randbegrenzungen der Box). Der einzelne Punktwert am oberen
Bildrand entspricht dem hdchsten Wert.

Die Analyse mittels Wilcoxon Test (W) und Mann-Whitney U Test (U) ergab statistisch
signifikante Unterschiede zwischen behandelten und unbehandelten Tibiae der
Versuchstiere [W] sowie zwischen Versuchstier und Kontrollgruppe [U]:

Reaktionstyp : p = 0,034 [W] ; p = 0,013 [U]

Mittleres relatives Ausmal’ der Knochenneubildung : p = 0,038 [W]; p =0,014 [U]
Absolute Knochendicke in um : p =0,043[W ]; p = 0,015 [U]

Kortikale Frakturen : p = 0,006 [U]

Bei folgenden Merkmalen liel3en sich keine signifikanten Unterschiede nachweisen:
e Periostale Ablésung : p =0,180 [W] ; p = 0,054 [U]
e Kortikale Frakturen : p = 0,098 [W]
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4.2 Untersuchungen zur Wirkung extrakorporaler StoRwellen auf die

Unterschenkelmuskulatur der Maus

4.2.1. Ergebnisse der histologischen Muskeluntersuchungen nach den einzelnen

Klassifikationskriterien

4.2.1.1. Zusammenfassunqg der Untersuchungsergebnisse (Muskel).

Wie im Abschnitt 3.3.6.3. aufgefihrt, wurden die einzelnen Muskel-Paraffindiinnschnitte
nach Zeichen der Faserschadigung und Nekrose und nach Zeichen der Regeneration
untersucht. Es wurden fir jede Sparte zwei Kriterien festgelegt. Die Auswertung ergab,
dass die Anwendung extrakorporaler StoRRwellen mit einer statistisch signifikanten
Schadigung des, den Knochen umgebenden Weichgewebes, einhergeht.

Eine zusammenfassende Tabelle der histologischen Ergebnisse ist in Abbildung 4.5 zu
sehen. Eine tabellarische Zusammenfassung der statistischen Analyse ist unter Punkt
8.1.2 und 8.1.4 im Anhang zu finden.

Pw= p-Wert Wilcoxon Test. Pu= p-Wert Mann-Whitney Test.
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Basophile Inflammatorische Fe (1l
Gruppe StruEtur Kernketten Reaktion ablagéru)ng

1 beh.Seite - - * -
1 unb. Seite - - - -

2 beh. Seite — - - *x
2 unb. Seite - - * -
3 beh. Seite s - - ok
3 unb. Seite - - * -
4 beh. Seite - - ok *x
4 unb. Seite - - * -
5 beh. Seite *x ok —— ——
5 unb. Seite - - * -
6 beh. Seite —— - —— *x
6 unb. Seite - - - -

7 beh. Seite * * - *x
7 unb. Seite - - - -
8 Ktrigruppe - - - -
9 Ktrigruppe - - * -
10 Ktrlgruppe - - - -
11 Ktrlgruppe - - * -
12 Ktrlgruppe - - - -
13 Ktrlgruppe - - * -

Abbildung 4.5 Ergebnisse der histologischen Untersuchung der, den Fokus umgebenden
Muskulatur, entsprechend den aufgefiihrten Kriterien in Abschnitt 3.3.6.3.

In der oberen Halfte sind die Versuchstiere getrennt nach behandelter und unbehandelter
Seite aufgefuhrt. In der unteren Halfte sind die Tiere der Kontrollgruppe (Ktrigruppe)
aufgelistet.

Die Anzahl der *-Markierungen entsprechen dem Ausmass der Variablen:

- . keine Auspragung der Merkmale

* . Geringgradige Auspragung der Merkmale

** . Mittelgradige Auspragung der Merkmale

*** - Deutliche Auspragung der Merkmale
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4.2.1.2 Analyse der Faserregeneration:

4.2.1.2.1 Basophiles Sarkoplasma

In der Muskulatur der behandelten Seite der Versuchstiere konnte eine Auspragung des
Merkmals gefunden werden (Abb. 4.6 a, b). Weder in den Schnitten der unbehandelten
Seite der Versuchstiere, noch in den Schnitten der Kontrolltiere fand sich eine
entsprechende Auspragung (Abb. 4.7 a-d).

Eine verstarkte Basophilie war auf der behandelten Seite der Versuchstiere bei drei von
sieben Tieren (43%) deutlich erkennbar; bei zwei (28%) in mittlerem Ausmal3. Bei je einem
Tier konnte nur eine geringe Auspragung bzw. keine Auspréagung der Basophilie
nachgewiesen werden (siehe Abb 4.8). Der statistische Vergleich zwischen behandelter
und unbehandelter Seite der Versuchstiere zeigte ein signifikantes Ergebnis (pw = 0,026),

ebenso der Vergleich zwischen Versuchstier und Kontrollgruppe (pu = 0,005).

4.2.1.2.2 Kernkettenbildung

Fur diesen Klassifikationspunkt wurden die einzelnen Muskelschnitte daraufhin untersucht,

ob eine zentrale Aneinanderreiung mehrerer Muskelfaserkerne vorliegt (Abb. 4.6 a-c). Der
Nachweis von Kernketten als Zeichen der Muskelfaserregeneration ergab ein signifikantes
Ergebnis auf der behandelten Seite der Versuchstiere (pw = 0,024 ; pu = 0,004). Bei diesem
Kriterium  zeigten vier der sieben Versuchstiere (57%) eine deutliche
Merkmalsauspragung. Je ein Versuchstier (14%) zeigte eine mittelgradige bzw. geringe
Auspragung. Bei einem Versuchstier konnte in den angefertigten Muskelschnitten keine
Kernkettenausbildung gefunden werden. In den Muskelschnitten der unbehandelten Seite
der Versuchstiere wie auch der Kontrolltiere konnte keine Merkmalsauspragung

nachgewiesen werden.

4.2.1.3 Analyse der Faserschadigunag:

4.2.1.3.1 Inflammatorische Reaktion

Der Vergleich von Versuchs- und Kontrolltieren zeigte, dass sich die
Entzindungsmerkmale ( Einwanderung von Granulozyten und Makrophagen in das
Endomysium und Sarkoplasma ) bei allen Versuchstieren, aber nicht bei Kontrolltieren
nachweisen lie3en (Abb. 4.5 und.4.8). Auf der behandelten Seite zeigten vier der sieben
Versuchstiere (57%) eine deutliche Entziindungsreaktion (Abb.4.6 a, b), zwei Tiere (28%)
wiesen eine mittelgradige und ein Tier (14%) eine geringgradige Merkmalsauspragung

auf.
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Im Unterschied zu den bereits erwdhnten Muskelklassifikationsmerkmalen konnten jedoch
bei vier Versuchstieren in einigen Schnitten der unbehandelten Seite ebenfalls minimale
Anzeichen einer entziindlichen Reaktion gefunden werden. Ebenso konnte bei der Halfte
der Kontrolltiere eine geringgradige Merkmalsauspragung nachgewiesen werden.

Trotz dieser minimalen Reaktion konnte an der behandelten Seite von Versuchstieren, im
Vergleich zur unbehandelten Seite ( pw = 0,017 ) und zu Kontrolltieren( pu = 0,004 ) eine
signifikant deutlichere Entziindungsreaktion beobachtet werden).

4.2.1.3.2 Nachweis von Eisenablagerungen

Der Austritt von Erythrozyten in die Muskelfaserzwischenrdume im Rahmen einer
Gefal3schadigung konnte anhand dieser Farbung blau dargestellt werden (Abb. 4.6 d).

Das Ergebnis zeigte eine signifikante Merkmalsauspragung auf der behandelten Seite der
Versuchstiere ( pw = 0,023; pu = 0,004 ). Zwei der sieben Tiere (28%) zeigten eine deutliche,
vier (57%) eine mittelgradige Auspragung. Bei einem Versuchstier (14%) konnte kein
Hinweis auf eine Einblutung gefunden werden. Es konnte weder auf der unbehandelten
Seite der Versuchstiere, noch auf Seiten der Kontrolltiere ein positiver Eisennachweis
gefuerht werden. Dieser negative Befund lasst den SchluR zu, dass auf der nicht
behandelten Seite der Versuchstiere sowie bei den Kontrolltieren keine Einblutung in das

Muskelgewebe stattgefunden hat.
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Kernketten Basophiles Sarkoplasma

Q » Inflammatorische Reaktion

c)

Fe- Nachweis
d) — i

Abbildung 4.6

Histologische Darstellung muskuléarer Veranderungen auf der behandelten Seite eines mit
einer EnergieflulRdichte von 0,9mJ/mm? behandelten Versuchstieres 10 Tage nach
extrakorporaler Stol3wellenapplikation.

H.E Farbung in Abbildung a-c; Berliner Blau Farbung in Abbildung d.
Zeichen der Faserschadigung:

- Inflammatorische Reaktion:  Bild a,b,c
- Eisenablagerungen: Bild d

Zeichen der Faserregeneration:
- Basophiles Sarkoplasma: Bild a,b
- Kernketten: Bild a,b,c

Balken in den Abbildungen:
a,b,d)57um c) 28um



Abbildung 4.7

Histologische Darstellung der Muskulatur auf der unbehandelten Seite eines mit einer
EnergieflulRdichte von 0,9mJ/mm? behandelten Versuchstieres 10 Tage nach
extrakorporaler  StoRwellenapplikation, sowie Darstellung der Muskulatur der
unbehandelten Kontrolltiere.

a) Muskelquerschnitt; unbehandelte Seite Versuchstier
b) Muskellangsschnitt; unbehandite Seite Versuchstier
c,d) Muskellangsschnitt; Kontrolltier

H.E Farbung in Abbildung a-d.

Es lassen sich weder in der Muskulatur der unbehandelten Seite noch in der der
Kontrollgruppe Zeichen der Faserschadigung (Zellreichtum bei inflammatorischer
Reaktion) als auch Anzeichen fir eine Faserregeneration (basophiles Sarkoplasma und
Kernketten) nachweisen.

Balken in den Abbildungen:
a,b,c) 57um d) 115pm
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Behandelte Seite  Unbehandelte Seite  Kontrollgruppe

Auspragung
der Basophilie :

Vorhandensein
von Kernketten:

Auspragung der
entzindl. Reaktion:

Auspragung der
Eisenablagerung:

¢
¢
<
&
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Abbildung 4.8. Legende siehe folgende Seite
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Legende der Abbildung 4.4

Relative Haufigkeiten der Tiere in den einzelnen Klassen der bei den histologischen
Untersuchungen an der Muskulatur der unteren Extremidt der Maus nach extrakorporaler
StoRwellenapplikation erhobenen Daten. Einteilung siehe Punkt 3.3.6.3.

In der Darstellung reprasentieren die hellen Flachen (1) Klasse 0, hellgraue Flachen ()
Klasse 1, graue Flachen (H) Klasse 2 und schwarze Flachen (ll) Klasse 3.

Nach Applikation extrakorporaler Stof3wellen konnten isoliert auf der behandelten Seite
der Versuchstiere Zeichen der Faserregeneration, wie die basophile Verfarbung des
Sarkoplasmas und die Kernkettenausbildung, sowie Zeichen der Faserschadigung
(Vorhandensein von Einblutungen) nachgewiesen werden. Diese Merkmale waren weder
auf der unbehandelten Seite der Versuchstiere noch bei den Kontrolltieren auffallig.

Die verstarkte Zelleinwanderung in das Muskelgewebe als Zeichen der inflammatorischen
Reaktion konnte auch in vereinzelten Muskelschnitten der unbehandelten Seite und der
Kontrollgruppe gefunden werden.

Die Analyse mittels Wilcoxon Test (W) und Mann-Whitney U Test (U) ergab statistisch
signifikante Unterschiede zwischen behandelten und unbehandelten Tibiae der
Versuchstiere [W] sowie zwischen Versuchstier und Kontrollgruppe [U]:

Nachweis und Auspragung einer Basophilie: p = 0,026 [W]; p = 0,005 [U]
Nachweis und Auspragung von Kernketten: p = 0,024 [W] ; p = 0,004 [U]
Nachweis und Auspragung einer entziindl. Reaktion: p = 0,017 [W]; p = 0,004 [U]
Nachweis und Auspragung von Eisenablagerungen: p = 0,023 [W]; p = 0,004 [U]
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5. Diskussion

5.1 Wirkung extrakorporaler StoRwellen auf das Knochengewebe

Die Verwendung extrakorporaler Stof3wellen ist seit Jahrzehnten bei der Behandlung
urologischer Erkrankungen wie Harnleiter- und Harnblasensteine eine haufig eingesetzte
und etablierte Therapiemdglichkeit. In den letzten Jahren richtete sich das
Hauptaugenmerk der extrakorporalen Stol3wellentherapie (ESWT) jedoch zunehmend auf
die Behandlungen von chronischen Erkrankungen des Bewegungsapparates. So konnte
unter anderem ein beschleunigter Ausheilungsprozeld der Tendinitis calcarea der
Rotatorenmanschette [16, 29, 64, 94] ebenso nachgewiesen werden wie eine
Symptomreduktion im Rahmen der Fasciitis plantaris [8, 31, 32, 68, 71, 103], der
Insertionsenthesiopathie der Achillessehne [12, 69, 27] oder der Epicondylitis humeri
radialis [5, 17, 72]. Vor allem der osteoneogenetische Effekt extrakorporaler StoRwellen
wurde Thema einer Vielzahl unterschiedlicher tierexperimenteller Untersuchungen, bei
denen sowohl an intakten [20, 22, 30, 49, 52, 53, 74] wie auch an frakturierten [25, 34, 41,
60] Knochen eindrucksvoll Zonen neugebildeten Knochens nach ESWT nachgewiesen
werden konnten. Diese tierexperimentellen Studien wurden bisher zu einem gro3en Anteil
an grélReren Saugetieren vornehmlich Kaninchen [20, 52, 53, 60, 74, 84], Hunden [21, 41,
91] und Schafen [22, 25] durchgefuhrt.

In der vorliegenden Studie wurde an der Maus, als Modell fur ein kleines Saugetier, die
Wirkung ESW auf den Knochen der unteren Extremitat untersucht. In Ubereinstimmung
mit den vorausgegangenen Versuchsmodellen in der Literatur fihrte die Applikation von
extrakorporalen Stol3wellen an der proximalen Tibia der Maus mit einer Energieflul3dichte
von 0,9 mJ/mm?2 zu einer periostalen Knochenneubildung isoliert auf der behandelten
Seite der Versuchstiere. Die in unserer Studie verwendete Energiefluldichte von 0,9
mJ/mm?2 wurde bereits mehrfach in der Literatur zur Induktion von Knochenneubildung an
unterschiedlichen Tiermodellen appliziert [22, 51, 52, 53, 85]. Die Verwendung der
hoherenergetischen StoRwellen in der vorliegenden Arbeit liegt darin begrindet, dass die
Reaktion des Modellorganismus Maus sowie die Auswirkungen der StoB3wellenapplikation
auf den Stutz- und Bewegungsapparat aufgrund fehlender Daten in der Literatur nicht
eindeutig vorhersehbar waren. Die Tiere in unserer Studie wurden 10 Tage nach
Applikation der ESW getotet. Innerhalb dieses Zeitraumes bildete sich ein
mikroradiographisch deutlich nachweisbarer Geflechtknochen. Dies entspricht den
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Erfahrungen vorausgegangener Studien in denen ebenfalls nach dieser kurzen Zeit
nachweisbare Knochenverdnderungen auftraten [52, 53,75, 85].

In den mikroradiographischen Untersuchungen der Knochen lie3en sich ferner die in der
Literatur [25, 20, 49, 52] nach Applikation hoher EnergiefluRdichten (in diesem Fall 0,9
mJ/mm?) bekannten und beschriebenen kortikalen Frakturen und periostalen Ablésungen
nachweisen. In der vorliegenden Studie konnte allerdings sowohl bezlglich der periostalen
Ablosung als auch der kortikalen Frakturen kein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen der behandelten und der unbehandelten Seite der Versuchstiere festgestellt
werden. Da diese beiden genannten Merkmale zusatzlich auch in unterschiedlichem
Ausmald an den Knochen der Kontrolltiere nachzuweisen waren, muss in Betracht
gezogen werden, dass ein Grolteil der dokumentierten Verdnderungen Artefakte waren
und nicht stoRwellenbedingt entstanden sind. Eine moégliche Erklarung dafir kénnte in der
Anfertigung der einzelnen Mikroradiographieschnitte liegen. In der vorliegenden Studie
wurde versucht mehrere (im Mittel drei) 120 um dicke Schnitte bei einer Messerdicke des
Osteotoms von 300 pum aus der Tibia der Maus anzufertigen. Hierbei waren immer wieder
vereinzelte Schnitte nicht verwertbar, da entweder das Knochenmaterial aus der
geharteten MMA — Masse ausbrach oder wahrend des Schneidevorganges in sich
frakturierte. Daher liegt nahe, dass der angewandte Versuchsaufbau zur Anfertigung der
Mikroradiographieschnitte fir das Tiermodell Maus weniger geeignet ist. Eine Reduktion
der Schnittanzahl auf einen zentralen Schnitt sowie eine Vergrol3erung der Schnittdicke
auf >150 um konnten das Ergebnis in folgenden Studien verbessern. Jedoch kénnte eine
Vergrolierung der Schnittdicke zu einem weiteren Problem fihren. In unserer Studie
konnte bei zwei der sieben Versuchsméuse keine Knochenneubildung in den vorliegenden
drei Mikroradiographieschnitten nachgewiesen werden. Wenn man bedenkt, dass der
maximale Durchmesser des Tibiaknochens der Maus bei ca. 2 mm liegt, ware es maoglich
dass die Zonen der Knochenneubildung bei diesen Tieren gar nicht angeschnitten und
erfasst wurden und deshalb ein negatives Ergebnis dokumentiert wurde.

Wenn man der in der Literatur lange Zeit favorisierten Hypothese folgt, dass SW induzierte
Knochenneubildung die Generierung von Mikrofrakturen zur Vorraussetzung hat [39, 89],
werfen die Befunde der vorliegenden Studie bei der Maus die Frage auf, ob die hier
beobachtete Knochenneubildung, in Anbetracht der nicht eindeutig durch SW bedingten
kortikalen Frakturen, tGberhaupt SW induziert ist. Knochenneubildung ist allerdings nicht
nur durch hochenergetische StoRwellen mit einer EnergiefluBdichte > 0,9 mJ/mm?
maoglich. Bereits in zahlreichen Untersuchungen der letzten Jahre konnte eine verstarkte

Knochenaktivitat am intakten und auch frakturierten Knochen durch Applikation
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niederenergetischer Stof3wellen mit einer Energieflul3dichte < 0,5mJ/mmz2 gezeigt werden
[25, 43, 60, 76, 85, 90]. Aus diesen Studien geht jedoch nicht hervor, ob
niederenergetische SW neben einer Knochenneubildung auch kortikale Frakturen oder
periostale Ablésungen hervorrufen kénnen. Erstmalig wurde 2001 [49] beschrieben, dass
nach Applikation von niedrigenergetischen extrakorporalen StoRwellen (0,5 mJ/mm?2) klar
erkennbare Zeichen der periostalen Knochenneubildung ohne Zeichen von kortikalen
Frakturen und periostalen Ablosungen beobachtet werden konnten. Weiterfliihrende
Studien [52] bestatigten dieses Ergebnis. Damit konnte die langfavorisierte Hypothese [39,
89] widerlegt werden, dass die stof3welleninduzierte Knochenneubildung die Generierung
von Mikrofrakturen voraussetzt. Die Mechanismen, die diese stof3welleninduzierte
periostale Knochenneubildung ohne oben genannte Veranderungen vermitteln, sind
jedoch noch weitestgehend unklar. Angesichts dieser Ergebnisse scheint es wiederum
plausibel anzunehmen, dass das Knochenwachstum am Tibiaschaft der Maus in der

vorliegenden Studie SW induziert ist.

Aus Grundlagenexperimenten ist bekannt, dass die Effekte der Sto3wellentherapie an den
Ubergangen zwischen Gewebe unterschiedlicher Impedanz nachzuweisen sind [28, 98].
Die verschiedenen Weichgewebe haben vergleichbar niedrige Impedanzen wogegen die
Schalldichte von Knochen 5-fach hoher ist [28, 98]. Deshalb sind die gré3ten Effekte einer
extrakorporalen Stol3wellentherapie im Periost des kortikalen Knochens zu erwarten. Das
Periost spielt eine zentrale Rolle in der Frakturheilung sowie im Knochenstoffwechsel und
in der Knochenneubildung [33, 62]. Es ist bekannt, das sowohl sensorische Nervenfasern
[4, 36], welche vornehmlich Substanz P und calcitonin gene-relatet peptide (CGRP) als
Neurotransmitter freisetzen als auch zahlreiche Wachstumsfaktoren unter anderem der
transforming growth factor beta 1(TGF-b1l) und insulin-like growth factor-1 (IGF-I) [24, 79]
iIm Periost nachzuweisen sind. Das Vorhandensein von TGF-b1l fuhrt unter anderem zu
einer Erh6hung von IGF-1, wodurch wiederum die Vermehrung von Osteoblasten sowie die
Knochenmatrixsynthese stimuliert werden [98]. Desweiteren reguliert TGF-bl
verschiedene Zelltypen welche eine direkte Rolle in der Knochenneubildung spielen,
beispielsweise mesenchymale Stammzellen, Chondrozyten, Osteoblasten und
Osteoclasten. Mesenchymale  Stammzellen  differenzieren  sich  dadurch zu
Osteoprogenitorzellen, welche proliferieren und sich weiter zu knochenbildenden
Osteoblasten entwickeln [37, 42, 100].

Der Einflul3 extrakorporaler StoRRwellen unterschiedlicher Energie auf das biologische

Verhalten von Periost- und Osteoblastenzellen wurde in zahlreichen in vitro Experimenten
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untersucht. Dabei konnte ein dosisabhéngiger Wirkmechanismus festgestellt werden.
ESW hoher Energie [57, 58] gingen mit einem cytotoxischen Effekt einher, wohingegen
niedrig energetische StoRwellen zu einer vermehrten Zellproliferation und zur Expression
von Knochenmatrixproteinen, wie Alkaline Phosphatase (ALP), Osteocalcin und
Prokollagen Typ |, sowie Wachstumsfaktoren wie TGF-b1 fuhrten [46, 45, 84, 95, 96].

Zusatzlich zu der Hypothese, dass niedrig-energetische StoRBwellen, Uber Induktion
verschiedenster Wachstumsfaktoren im Periost, eine Knochenneubildung auslésen
kobnnen, wurde in den letzten Jahren vermehrt die Rolle der im Periost liegenden
afferenten Nervenfasern und deren Neurotransmitterfreisetzung untersucht. Besonderes
Augenmerk richtete sich hierbei auf die Wirkung von Substanz P (SP) und CGRP. Beide
Neurotransmitter kommen ubiquitar im zentralen und peripheren Nervensystem vor [1, 78,
79]. Entsprechende afferente Nervenfasern wurden in Bandern, Muskeln, Periost [4,36]
und im Knochenmark [66] nachgewiesen. Anhand von in vitro Studien konnte gezeigt
werden, dass sowohl SP als auch CGRP die Stammzellmitose, die Proliferation von
Osteoprogenitorzellen und auch die Aktivitdt der Osteoblasten und somit das
Knochenwachstum stimulieren und beeinflussen kénnen [1, 3, 40, 78, 79]. Desweiteren
konnten in Osteoblasten Rezeptoren fir CGRP und SP nachgewiesen werden [1, 40, 86].
Die Zugabe von SP zu Knochenmark-Zellkulturen fiihrte in diesen Studien zu einer
Vermehrung der Kolonien und zu einer Proliferation derselben. Unter dem Einfluf3
extrakorporaler StolB3wellen kam es in weiteren Untersuchungen zu einem signifikanten
Anstieg der Substanz P Freisetzung aus dem Periost des behandelnden Knochens in den

ersten 24 h nach ESWT bei gleichzeitig nachgewiesener Knochenneubildung [52, 50].

Zusammenfassend ist es unter Betrachtung der aufgefuhrten Erkenntnisse und
Ergebnisse der vorliegenden Studie durchaus moéglich, dass Knochenneubildung durch
ESWT weniger vom Vorhandensein kortikaler Frakturen und periostaler Abldsungen
abhangig ist, sondern durch Induktion von im Periost lokalisierter Wachstumsfaktoren und
Neurotransmitter bedingt ist. Diese Hypothesen missen jedoch in funktionellen und

klinischen Studien weiter getestet werden.
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5.2 Wirkung extrakorporaler StoRBwellen auf das umgebende

Weichteilgewebe

In der vorliegenden Studie wurde untersucht welche Auswirkung die applizierten
StoRwellen auf das, den Knochen umgebende Muskelgewebe haben. Die Kriterien flur die
Faserschadigung und Faserregeneration (siehe 3.3.6.3) nach denen die einzelnen
histologischen Schnitte eingeteilt wurden, entsprechen den in der Literatur etablierten
Standards [10, 73, 81, 82]. Wie unter 5.1 erwahnt, ist die Impedanz der Muskulatur im
Vergleich zum Knochen verhaltnismalfig niedrig, sodass der grof3te Anteil der Energie auf
den Knochen (bergeht. Nichtsdestotrotz zeigten die behandelten Seiten aller
Versuchstiere im Vergleich zur nicht behandelten Seite signifikante Anzeichen einer
entzindlichen Reaktion sowie einer Gewebeschadigung, unter anderem nachgewiesen in
Hamosiderinablagerungen. In den histologischen Schnitten der Kontrolltiere konnten keine
vergleichbaren Anzeichen einer Gewebeschadigung gefunden werden. Wohl aber waren
vereinzelte entztindliche Reaktionen deren Ausmald weit unter dem der Versuchstiere lag
nachweisbar. Dies kdnnte damit erklart werden, dass Muskelkontraktionen bei normaler
Bewegung der Tiere im Ké&fig zu einer geringgradigen Einwanderung inflammatorischer
Zellen fihren kann [15]. In der Literatur liegen keine uns bekannten Ergebnisse
histologischer Untersuchungen von Muskelverdnderungen nach ESWT vor, jedoch wurden
in tierexperimentellen Studien die entzundliche Reaktion von Sehnen, vornehmlich der
Achillessehne und Quadricepssehne nach ESWT beschrieben [2, 12, 55, 56, 70]. In
Ubereinstimmung mit den in der vorliegenden Studie gefundenen Veranderungen wurde in
diesen Untersuchungen eine verstarkte Infiltration des betroffenen Gewebeareals mit
inflammatorischen Zellen nachgewiesen. Ebenso kam es aufgrund der erhohten
Gefal3permeabilitdt zu einem verstarkten Austreten von Erythrozyten in das umliegende
Gewebe. In mehreren klinischen Studien an Patienten fiel auf, dass sich im
StoRwellenfokus Ro6tungen, Petechien und Ha&matome ausbilden kdnnen, zum Tell
einhergehend mit einer Uberwarmung der Haut [29, 31, 64, 71, 103]. Im Hinblick auf
unsere Studienergebnisse liegt der Schlul3 nahe, dass es sich bei diesen Beobachtungen
ebenfalls um entziindliche Gewebereaktionen und — schadigungen handelte.

In der Literatur sind noch eine Reihe weiterer unerwtnschter Nebenwirkungen nach
Anwendung von ESW aufgefihrt. So beschrieben unter anderem Wang et al. [91] eine
deutliche Schadigung der auReren Gefaliwande der V. und A. femoralis sowie eine leichte

Schwellung der Nervenfasern des N. femoralis, nachdem sie den Gefal3-Nervenstrang von
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Hunden einer Energieflu3dichte von 0,5mJ/mm?2 aussetzten. Des weiteren sind vereinzelte
Einblutungen in das Lungengewebe von Hunden, bei einem StoRwellenfokus auf Hohe der
Gallenblase beschrieben worden [21] sowie Lungenembolien aufgrund eingeschwemmter
Knochenfragmenten nach Applikation von StoRwellen auf die Knochen der unteren
Extremitat [51]. Andere Studien, vornehmlich aus dem Gebiet der Urologie, berichteten
uber signifikante stoBwellen-bedingte Schaden am Nierenparenchym [67,97],
perinephritischen Abszessen [63] sowie Abszessbildungen im Psoasmuskel [65] und in
der Bauchdeckenmuskulatur [88]. Als eine mdgliche Ursache dieser unterschiedlichen
Gewebeschadigungen wird der cytotoxische Effekt hochenergetischer Stol3wellen
angesehen. Rompe et al. [70], Fuchs et al. [ 26 ] und Delius et al. [ 21] konnten in ihren
Studien nachweisen, dass das Ausmall der Weichteilschadigung und die Schwere
entscheidend von der Hohe der verwendeten EnergiefluRdichte abhéngt. Rompe et al. [70]
behandelte die Achillessehnen von 42 Kaninchen mit aufsteigenden Energieflu3dichten
von 0,08 mJ/mm?2 bis 0,6 mJ/mm?2. Dabei wies die 0,6 mJ/mm? Gruppe mit Abstand die
starksten  histologischen  Veranderungen  (Infiltration von  Entzindungszellen,
Gewebsnekrosen) auf. Die Muskelschéden in der vorliegenden Studie sind daher bei der
verwendeten EnergieflulRdichte von 0,9mJ/mm?2 nicht Uberraschend. Dieser Dosis -
Wirkungs Effekt entspricht letztendlich den Erfahrungen, die man im Rahmen der ossaren
StoRRwellenbehandlung in vivo und in vitro gemacht hat. Unter Bertcksichtigung der beiden
in 5.1 aufgefuhrten Hypothesen zur Knochenneubildung stellt sich die Frage in wieweit die
in diesem Abschnitt beschriebenen, in den meisten Fallen entzindlichen,
Gewebeveranderungen die StolRwellenwirkung am Knochen positiv unterstitzen. Der
Grund fur diese positive Wirkung ist hdchstwahrscheinlich in unterschiedlichen Mediatoren
und Cytokinen zu finden welche durch entzindlich verandertes Muskelgewebe in groRRer
Zahl freigesetzt werden. Hierunter zahlen unter anderem das bereits erwéhnte TGF-b1l
sowie PDGF (platelet derived growth factor) und VEGF (vascular endothelial growth
factor) [15, 48,75]. All dies Proteine tragen nachweislich entscheidend zur
Osteoblastenstimulation und Knochenneubildung bei [7, 99, 37]. Desweiteren ist bekannt,
dass Substanz P und CGRP freisetzende afferente Nervenfasern nicht nur im Periost und
Knochenmark vorkommen, sondern auch in Sehnen, Bandern sowie in der Muskulatur
nachzuweisen sind [36,78, 4]. Zudem kann Substanz P sogenannte ,neurogene
Entzindungen® verursachen welche vornadmlich durch noxische Reize hervorgerufen
werden(47, 100). Diese noxischen Reize erregen die afferente Nervenfasern und fuhren
S0 zu einer Freisetzung vasoaktiver Neuropeptide wie Substanz P und CGRP [100], deren

positive Wirkung auf das Knochenwachstum im Abschnitt 5.1 bereits erwahnt wurden.
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5.3 Klinische Anwendung extrakorporaler StoRBwellen am Stitz-und

Bewegungsapparat des Menschen

Die vorherrschende Domaéane der klinischen Anwendung extrakorporaler Stol3wellen am
muskuloskelettalen System lag in der letzten Jahrzehnten vor allem in der Behandlung der
chronischen plantaren Fasciitis [8, 31, 32, 68, 71, 93, 103], der Tendinosis calcarea der
Rotatorenmanschette [16, 29, 63, 93], der Insertionsenthesiopathie der Achillessehne [12,
27, 69] und der Epicondylitis humeri radialis [5, 17, 72]. Neben der Forderung des
Ausheilungsprozesses steht bei diesen chronischen Sehnenerkrankungen vor allem die
Schmerzreduktion im Vordergrund. In der Literatur ist bekannt, dass Patienten oft inital
eine Hyperalgesie mit Rotung und Uberwarmung im Bereich des StoRwellenfokus
angeben, welche nach einigen Tagen verschwindet und mit einer langanhaltenden
Hypoalgesie einhergeht. In einigen, allerdings bisher nur tierexperimentellen Studien [35,
52, 50] konnte nachgewiesen werden, dass es inital, in den ersten 24h, zu einer
verstarkten Freisetzung von Substanz P nach ESWT kommt. Diese erhéhte Konzentration
war in den folgenden 6 Wochen nach der Behandlung nicht mehr nachweisbar. Aktuell ist
nicht bekannt, ob auch beim Menschen nach StoRwellenapplikation ein derartiger Verlauf
der Transmitterfreisetzung vorliegt. Substanz P kommt multifokal sowohl in der Muskulatur
als auch im Periost vor und kann als Reaktion auf noxische Reize, unter anderem durch
ESW, von afferenten Nervenfasern freigesetzt werden und eine neurogene Entziindung
verursachen [100]. Ob und wie SP beim Menschen die Ausheilung sowie die
Schmerzfreiheit chronischer Sehnenerkrankungen beeinflusst wird Gegenstand weiterer
Untersuchungen sein. Allerdings geben klinische Studien bereits erste deutliche Hinweise,
dass die Verwendung von Lokalanasthetika sich negativ auf den Heilungsprozess
auswirkten [27, 71]. Lokalanasthetika blockieren reversibel die Entstehung und Fortleitung
des Aktionspotentials Uber Nervenfasern und verhindern dadurch die Freisetzung der
Neurotransmitter an den Synapsen [27, 71]. Hieraus lasst sich wiederum eine zentrale
Bedeutung der Neurotransmitter, im Speziellen SP fur stoRBwellenvermittelte
Gewebereaktionen vermuten.

Aufgrund des osteoneogenetischen Effektes der ESW richtete sich das Hauptaugenmerk
in den letzten Jahren verstarkt auf die Behandlung von schlecht heilenden Frakturen und
Pseudoarthrosen. In einer aktuelleren Untersuchung [90] von 72 Pseudoarthrosen konnte
festgestellt werden, dass vor allem bei hypertrophen Pseudoarthrosen ein fast 80% Erfolg

nach einem Jahr festzustellen war, wohingegen die Erfolgsquote bei atrophen
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Pseudoarthrosen weit niedriger lag (27%). In einer erst kirzlich von Wang et al. [92]
verOffentlichten Studie wurden der fordernde Effekt der ESWT im Rahmen der
Frakturheilung sowie die Reduktion des Pseudoarthroserisikos hervorgehoben. Sowohl
die Studien von Wang et al. [90, 92] als auch von Schaden et al. [76] berichteten Uber
hohe Konsolidierungsraten (75-80%) von Pseudoarthrosen an verschiedenen Knochen bei
Behandlung mit Energieflussdichten unter 0,5 mJ/mm2. Zahlreiche tierexperimentelle
Untersuchungen [25, 43, 60, 76, 85, 90] bestatigten, dass eine Knochenneubildung auch
bei Verwendung niedrig energetischer Stol3wellen mit einer Energieflussdichte

< 0,5mJ/mm2 mdglich ist. Allerdings wurden die meisten tierexperimentellen Studien an
intakten Knochen durchgefuihrt und entsprechen daher nicht dem pathologisch
verdnderten Gewebe im Rahmen der klinischen Anwendung. Die Verwendung von
Energieflussdichten > 0,9mJ/mm?2, wie in der vorliegenden Studie verwendet, scheint trotz
allem in der klinischen Anwendung nicht notwendig, vor allem unter Beriicksichtigung der
unerwinschten Nebenwirkungen auf das umgebende Weichteil — und Knochengewebe
wie unter 5.1 und 5.2 beschrieben.

Im Vergleich zu dem hier vorgestellten Tiermodell der Maus ist der StoRwellenfokus beim
Menschen viel genauer einstell- und begrenzbar, womit sich die Streueffekte auf das
umliegende Gewebe bereits deutlich reduzieren lassen, jedoch ist die weitere Reduktion
der verwendeten Energieflussdichte auf ein maximal notwendiges Mald in zukinftigen

klinischen Studien und Anwendungen von entscheidender Bedeutung.



6. Zusammenfassung

In der Vergangenheit wurde die ESWT zur Behandlung verschiedener, meist chronischer
Erkrankungen am muskuloskelettalen System eingesetzt. Speziell der Einflul? der ESWT
auf das Knochengewebe wurde anhand zahlreicher etablierter Tiermodelle untersucht. In
diesen Studien konnte der osteoneogenetische Effekt von Stol3wellen demonstriert
werden. Nichtsdestotrotz sind die, diesen Beobachtungen zugrunde liegenden, zellularen
und molekularen Wirkmechanismen noch weitgehend ungeklart. Neuere Studien
diskutierten die Mdglichkeit einer stol3wellenvermittelten Induktion von Neurotransmittern
als einen moglichen Wirkmechanismus der Knochenneubildung. Ein besonderes
Augenmerk lag hier in den Veré&nderungen der Konzentration von Substanz P am Periost,
wobei noch kein direkter kausaler Zusammenhang zwischen einer erhdhten Substanz P
Konzentration und der gesteigerten Knochenneubildung hergestellt werden konnte. Zur
gezielten Untersuchung dieses Einflusses sind ,Knock-out-M&use,von entscheidender
Bedeutung. Die Maus ist jedoch bislang als Modellorganismus zur Untersuchung
stoRwelleninduzierten periostalen Knochenwachstums wenig etabliert.

Ziel der hier vorliegenden Arbeit war es in erster Linie zu uUberprifen, ob durch
extrakorporale StolRwellen auch bei kleinen Saugetieren wie der Maus eine signifikante
periostale Knochenneubildung induzierbar ist. Weiterhin sollte geklaert werden, welche
Auswirkung die StoRRwellen auf das, unmittelbar im Fokusbereich liegende, Muskelgewebe
haben.

Insgesamt 13 Mause ( Balb-C, Black 6 ) wurden 2 Gruppen zugeteilt. Sieben Tiere kamen
in die Behandlungsgruppe, sechs Tiere in die Kontrollgruppe. Einer der Hinterlaufe der
Mause der Versuchgruppe wurde durch extrakorporale StoRBwellen mit einer
Energieflussdichte von 0,9 mJ/mm? behandelt. Die Tiere der Kontrollgruppe wurden nicht
behandelt. Nach einem Zeitintervall von 10 Tagen wurden die Tiere getttet und die
unteren Extremitdaten samt der Muskulatur fur die in vitro Analysen aufgearbeitet. Dabei
kamen verschiedene histopathologische Techniken zum Einsatz. Mittels Mikroradiographie
wurde zum Einen das Ausmal? der stoRwelleninduzierten Knochenneubildung, aber auch
das Ausmald der hierdurch erfolgten Knochenschadigung untersucht. Die angefertigten
Muskelschnitte wurden nach Durchfiihrung verschiedener Farbungen auf Veranderungen
der Struktur, im Besonderen auf Zeichen der Faserschadigung und Faserregeneration
untersucht.

Es konnte festgestellt werden, dass die untersuchten Merkmale bei Versuchstieren, im
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Vergleich zur Kontrollgruppe, deutlich signifikante Unterschiede aufwiesen. Innerhalb der
Versuchstiere zeigten die behandelten Hinterlaufe eine eindeutige Knochenneubildung,
wohingegen an der unbehandelten Seite keine Veranderungen nachzuweisen waren.
Zeichen der Knochenschadigung waren auf der behandelten Seite zwar haufiger, wurden
jedoch in geringem Ausmald auch auf der unbehandelten Seite und bei den Kontrolltieren
festgestellt. Die histologischen Untersuchungen der Muskulatur zeigten eine auffallend
starkere Faserschadigung an den Hinterlaufen der behandelten Tiere, welche auf die
StoRwellenapplikation zurtckzufihren war, da sowohl auf der unbehandelten Seite der
Versuchstiere als auch bei den Kontrolltieren kein derartiges Ausmald der Schadigung
nachzuweisen war. Diese Befunde entsprechen den Daten in der Literatur, wo
vornehmlich an den Achillessehnen von Kaninchen und Ratten nach Applikation
extrakorporaler Sto3wellen entsprechende Veranderungen gefunden wurden.

Diese Ergebnisse bestatigen unsere Arbeitshypothese, dass auch bei kleinen S&ugetieren
wie der Maus mittels extrakorporaler Stol3wellen eine signifikante Knochenneubildung
induziert werden kann.

In weiterfihrenden klinischen und tierexperimentellen Studien ist es nun wichtig folgende
Punkte vertieft zu tGberprifen. Zum einen muss geklart werden inwieweit die verwendete
Energie reduziert werden kann, um Nebenwirkungen vorallem an der, den Fokus
umgebenden, Muskulatur zu minimieren, und den eigentlich erwiinschten Effekt (Induktion
der Knochenneubildung, Analgesie) zu maximieren.

Zum anderen koénnen nun unter Zuhilfenahme von ,knock-out® Mausen die Einflisse der
sowohl im Periost als auch in der Muskulatur vorkommenden und freigesetzten,
Neurotransmitter Substanz P und Calcitonin gene-related peptide (CRGP) sowie
unterschiedlicher Wachstumsfaktoren auf die Knochenneubildung und Analgesie nach

StoRwellenapplikation genauer und expliziter untersucht werden.
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8. Anhang

8.1 Tabellenanhang zur statistischen Analyse der mikroradiographischen und
histologischen Untersuchungsergebnisse der Wirkung extrakorporaler StolR3wellen
auf den Tibiaschaft der Maus

X119 1 1121 1 1)272 | /119 14 12124 16 05
s|]o,7 O 009 O O0]J270 [/ /10,7 05 0,4f 0,8 0,8 0,83

Tabelle 8.1.1
Untersuchungen zur Wirkung extrakorporaler StolB3wellen auf den Tibiaschaft der Maus-
Ergebnisse der mikroradiographischen Untersuchung.

Die Tabelle zeigt fur jede untersuchte Variable A bis E die Mittelwerte (X) sowie die
Standardabweichung (s) der in den Abbildungen 4.1 sowie 4.4 gezeigten Klassifizierung
getrennt nach behandelten (b) und unbehandelten (u) Tibiae der Versuchstiere sowie die
der Kontrollgruppe (K) .

A: Reaktionstyp der Knochenneubildung. B: mittleres relatives Ausmal3 der
Knochenneubildung. C: absolute Knochendicke in um. D: periostale Ablésungen. E:
kortikale Frakturen.

In der Spalte der Gruppe C wurden keine Mittelwerte und Standardabweichungen fur die
unbehandelte Seite sowie fur die Kontrollgruppe errechnet, da in beiden Fallen keine
messbare Knochenneubildung nachzuweisen war.

(zur Definition der Klassen siehe Punkt 3.3.5.1)
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Tabelle 8.1.2
Untersuchungen zur Wirkung extrakorporaler StoB3wellen auf den Tibiaschaft der Maus-
Ergebnisse der histologischen Untersuchung der Unterschenkelmuskulatur.

Die Tabelle zeigt fur jede untersuchte Variable F bis | die Mittelwerte (X) sowie die
Standardabweichung (s) der in den Abbildungen 4.5 sowie 4.8 gezeigten Klassifizierung
getrennt nach behandelter (b) und unbehandelter (u) Seite der Versuchstiere sowie die
der Kontrollgruppe (k).

F: Nachweis und Ausprdgung der Basophilie. G: Nachweis und Auspragung von
Kernketten. H: Nachweis und Auspragung einer inflammatorischen Reaktion. I: Nachweis
und Auspragung von Eisenablagerungen.

In den Spalten der Gruppe F,G und | wurden keine Mittelwerte und
Standardabweichungen fir die unbehandelte Seite sowie fir die Kontrollgruppe errechnet,
da in diesen Féllen die Einteilung in die Klasse 0 erfolgte und keine der Variablen
nachgewiesen werden konnte

(zur Definition der Klassen siehe Punkt 3.3.6.3.)
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A a B b C C D d E e
p 0,034 0,013 0,038 0,014]0,043 0,015] 0,28 0,054 | 0,098 0,006
Zw | -2,12 -2,07 -2,02 -1,34 -1,66
Zu -2,49 -2,47 -2,44 -1,93 -2,74
Tabelle 8.1.3

Untersuchungen zur Wirkung extrakorporaler Stol3wellen auf die proximale Tibia der
Maus- Ergebnisse der mikroradiographischen Untersuchung.

Die Tabelle zeigt die Ergebnisse der statistischen Analyse der in den Abbildungen 4.1 und
4.4 gezeigten Daten (zur Definition der Klassen siehe Punkt 3.3.5.1) der sieben
Versuchstiere sowie der sechs Kontrolltiere beziglich der Frage, ob sich die behandelten
von den unbehandelten Tibiae der Versuchstiere sowie die Versuchstiere selbst von den
Kontrolltieren unterscheiden.

Analyse mittels Wilcoxon Test fur verbundene Stichproben und Mann-Whitney Test fur
unverbundene Stichproben.

A: Reaktionstyp der Knochenneubildung. B: mittleres relatives Ausmal3 der
Knochenneubildung. C: absolute Knochendicke. D: periostale Ablésungen. E: kortikale
Frakturen.

Die GrolRbuchstaben reprasentieren
unbehandelter Seite eines Versuchstieres.
Die Kleinbuchstaben spiegeln den Vergleich zwischen behandelter Seite des Versuchstier
und Kontrolltier wider.

den Vergleich zwischen behandelter und

P: p-Wert. p-Werte < 0,05 sind durch Kursivdruck hervorgehoben.
Zw: TestgroRe beim Wilcoxon Test. Zu: Testgrél3e beim Mann-Whitney Test.
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F f G g H h | [
p |0,026 0,005|0,024 0,004 0,17 0,004]0,023 0,004
Zw| -2,23 -2,26 -2,39 -2,27
Zu -2,82 -2,84 -2,89 -2,85
Tabelle 8.1.4
Untersuchungen zur Wirkung extrakorporaler Stol3wellen auf die proximale Tibia der
Maus- Ergebnisse der histologischen Untersuchung der Muskulatur der unteren
Extremitat.

Die Tabelle zeigt die Ergebnisse der statistischen Analyse der in den Abbildungen 4.5 und
4.8 gezeigten Daten (zur Definition der Klassen siehe Punkt 3.3.6.3 ) der sieben
Versuchstiere sowie der sechs Kontrolltiere bezuglich der Frage, ob sich die behandelte
von den unbehandelte Seite der Versuchstiere sowie die Versuchstiere selbst von den
Kontrolltieren unterscheiden.

Analyse mittels Wilcoxon Test fur verbundene Stichproben und Mann-Whitney Test fir
unverbundene Stichproben.

F: Nachweis und Auspragung der Basophilie. G: Nachweis und Auspragung von
Kernketten. H: Nachweis und Auspréagung einer inflammatorischen Reaktion. I: Nachweis
und Auspragung von Eisenablagerungen.
Die GrolRbuchstaben reprasentieren
unbehandelter Seite eines Versuchstieres.
Die Kleinbuchstaben spiegeln den Vergleich zwischen behandelter Seite des Versuchstier
und Kontrolltier wieder.

den Vergleich zwischen behandelter und

P: p-Wert. p-Werte < 0,05 sind durch Kursivdruck hervorgehoben.
Zw: TestgrofRe beim Wilcoxon Test. Zu: TestgrofRe beim Mann-Whitney Test.
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