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Zusammenfassung

Hat die MBST™-Kernspin-Resonanz-Therapie Einfluss auf die Knorpelmorphologie bei
der posttraumatischen Gonarthrose im Kaninchenmodell?
-der 12 Wochen-Trial-
Nils Ole Alt

Einleitung: Die therapeutische Applikation von Magnetfeldern und die Erforschung ihrer
Wirkmechanismen ist seit Jahrzehnten ein Thema, mit dem sich die Forschung intensiv
beschaftigt.
Im Rahmen von In-vitro-Versuchen konnten die Effekte unterschiedlicher Magnetfelder auf z.B.
die chondrozytéare Syntheseleistung nachgewiesen werden.
Auch in einer Vielzahl von klinischen Studien hat die therapeutische Anwendung von
Magnetfeldern zur Behandlung der Arthrose positive Effekte gezeigt.
Es liegen bisher aber kaum In-vivo-Untersuchungen zur Wirkung der Kernspin-Resonanz auf
den arthrotischen Knorpel vor.
Ziel dieser Studie war es, den Effekt der Magnet-Resonanz auf die Knorpelmorphologie des
spatarthrotischen Knies in einem standardisierten In-vivo-Kaninchenmodell anhand
histologischer und makroskopischer Kriterien zu untersuchen.
Methoden: In diesem Versuch wurden zwolf ausgewachsene, skelettreife, mannliche
Kaninchen der Rasse ,Neuseeland-weiB3“ verwendet.
Den Tieren wurde operativ das vordere Kreuzband beider Hinterldufe reseziert, um eine
posttraumatische Arthrose zu induzieren.
Nach zwélf Wochen wurden die Tiere in zwei Gruppen randomisiert.
An sieben aufeinanderfolgenden Tagen erhielt nun die Experimentalgruppe eine jeweils
einstindige Therapie mit dem MBST™-Gerat der Firma MedTec, die Kontrollgruppe wurde
scheintherapiert. Die Kaninchen wurden anschlieBend getdtet und die Kniegelenke anhand
makroskopischer und histologischer Kriterien untersucht.
Ergebnis: Keines der von uns untersuchten Kriterien zeigte statistisch signifikante
Unterschiede zwischen der Therapie- und der Kontrollgruppe. Dieses trifft auch auf den
makroskopischen und den histologischen Gesamtscore zu.
Schlussfolgerung: Eine Veranderung der Knorpelmorphologie des spatarthrotischen Knies

unter Magnet-Resonanz-Therapie konnte in diesem Modell nicht nachgewiesen werden.

Tag der mundlichen Prifung: 20.09.2010
Aktenzeichen tierexperimentelle Genemigung: 50.0835.1.0(G17/2004)
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Definition Arthrose

Bei der Osteoarthrose (syn. Arthrosis deformans, Arthrose) handelt es sich um eine

Degeneration des Knorpelgewebes mit sekundarer Knochenldsion, entzindlich

bedingter Schrumpfung der Gelenkkapsel und pathologischen Veranderungen des

Bandapparates sowie der periartikuldaren Muskulatur (25).

Die Osteoarthrose entwickelt sich stets aus dem Missverhéltnis von Belastung und

Belastungsfahigkeit des Gelenkes bzw. des Gelenkknorpels. Ursache kann sowohl der

primére Verschlei3 als auch die Knorpelzerstérung als Folge von Traumata, Einblutung

oder Entziindung sein.

Klinisch kommt es zunachst zu schmerzhaften Beschwerden vom morgendlichen

»2Anlaufschmerz® Uber den Belastungsschmerz bis hin zum Ruheschmerz, zum Teil

verbunden mit Schwellung, Ubererwdrmung und Muskelhartspann im betroffenen

Gelenk sowie der umgebenden Muskulatur.

Aus der fortschreitenden Destruktion und den Kontrakturen der beteiligten Weichteile

resultiert eine zunehmende Bewegungseinschrankung im betroffenen Gelenk.

Rdéntgenologisch zeigt sich die Arthrose durch:

e Gelenkspaltverschmalerung

e subchondrale Sklerosierung

e osteophytare Anbauten

e und periartikulare Verkalkungen
(53).

Abb.1: Gonarthrose im Endstadium (a.p.)
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1.2 Atiologie und Einteilung der Osteoarthrose

Schon vor Uber 220 Jahren wurden morphologische Verdnderungen des Knorpels von
den Gebrlidern Hunter beschrieben (83). Die Erforschung wurde in den 50er Jahren
des vergangenen Jahrhunderts deutlich intensiviert. Zwischen 1935 und 1970 gelang
es, folgende wesentliche Informationen fir weitere Forschungsschwerpunkte im
Bereich der Osteoarthrose zu gewinnen: die Entdeckung der Proteoglykane und der
verschiedenen Formen von kollagenem Gewebe bildeten eine wesentliche Basis flr
weitergehende Forschung. AuBerdem erkannte man die Eigenschaft des
Gelenkknorpels, sich unter gewissen Voraussetzungen selbst zu regenerieren und
man zog Rlckschlisse auf die physiologischen Eigenschaften des Knorpels (84). 1957
wurde die erste Klassifikation der verschiedenen Schweregrade durch Kellgren und

Lawrence vorgenommen (48).

Das Krankheitsbild der Arthrose lasst sich pathogenetisch in zwei Formen unterteilen.
Das Krankheitsgeschehen bei der Primédren Arthrose ist entweder auf chronische
Uberbelastung wie Schwerarbeit, Sport oder Ubergewicht zuriickzufiihren (direkte
Form) oder aber es steht die Minderwertigkeit des Knorpelgewebes im Vordergrund
(indirekte Form). Die Ursachen hierfir sind im Detail noch nicht geklart (25), es kommt
aber zu einer Verminderung der Leistungsfahigkeit des bradytrophen Knorpelgewebes
durch endogene Veranderungen wie Alterung, Stoffwechselstérungen oder genetische
Aberationen (83). Der Ubergang zwischen beiden Formen ist flieBend und heute geht
man davon aus, dass keine der Formen voéllig isoliert vorkommt.

Die Sekundére Arthrose entsteht auf dem Boden einer Grunderkrankung, wobei die
kongenitale Form meist durch Wachstumsstérungen oder Fehlanlagen der Gelenke
bedingt ist (3).

Bei der erworbenen Form sind entziindliche oder traumatische Geschehen urséchlich.
Man muss aber hinzufligen, dass nach heutiger Meinung gilt: Jeder Mensch entwickelt
Arthrosen, sofern er sie erlebt (73).

1.3 Epidemiologie der Osteoarthrose

Die degenerativen Gelenkkrankheiten sind die weitaus wichtigste und gréBte Gruppe
aller Gelenkkrankheiten und kénnen durchaus als ,Volkskrankheit“ bezeichnet werden.



Einleitung

Vornehmlich flihren sie zu Verdnderungen im Bewegungsapparat, wobei Uberwiegend
die groBen Gelenke — Wirbel-, HUft-, Knie- und Sprunggelenke — betroffen sind.

Die Arthrose ist eine Entitat mit mehr als 165 Millionen Erkrankten weltweit und

nach Angaben der NFO World Group die haufigste Ursache flir Schmerzen.
Krankheiten des Muskel-Skelett-Systems kosten die Deutschen jahrlich mehr als 25
Milliarden Euro (direkte Kosten), das sind Uber 300 Euro pro Einwohner. Allein fir die
Behandlung von Arthrose werden in Deutschland jahrlich Uber sieben Milliarden Euro
ausgegeben (2). Einer der Faktoren, der diese hohen Kosten bedingt, ist die
Verschreibung von analgetisch wirksamen Medikamenten (siehe Abb.2).

Maetzel et al bezifferten die direkten Kosten, die ein Arthrose-Patient pro Jahr erzeugt,
mit durchschnittich 5700 $. Leidet der Patient an Komorbidititen wie z.B.
Bluthochdruck, so erhdéhen sich die Kosten auf durchschnittlich 9300 $ (57). Mehr als
ein Viertel aller Fehltage am Arbeitsplatz wird durch Muskel- und Skeletterkrankungen
verursacht. 2003 entfielen 33 % aller durch Krankheit verlorenen Arbeitstage in den
USA auf Erkrankungen des muskulo-skelettalen Systems, in Deutschland waren es
immerhin noch 29 % (1). Im Jahr 2000 wurden in deutschen Krankenhausern tber 1,2
Millionen Mal Krankheiten des Muskel-Skelett-Systems diagnostiziert. Aufgrund der
steigenden Lebenserwartung der Gesellschaft ist damit zu rechnen, dass diese Zahl
weiter steigt. Schon jetzt sind 80 %der Betroffenen 40 Jahre und alter (4).

Germany-Analgesic Prescriptions
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Abb.2: Verschreibungen von analgetisch wirksamen Medikamenten in Deutschland.
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1.4 Pathogenese der Osteoarthrose

Der Verlauf von degenerativen Gelenkerkrankungen ist langsam progredient. Zu
Anfang steht der Elastizitdtsverlust des Knorpels mit Veranderung der
Knorpelgrundsubstanz und Demaskierung kollagener Fasern.

Hierbei ist die Reduktion des Proteoglykangehalts im Knorpel, die primére Erweichung
und nachfolgende Verschmalerung des Gelenkknorpels kennzeichnend.

Es entstehen Areale zerstérten Knorpels, in denen eine gesteigerte Aktivitat der
Chondrozyten als Ausdruck intensiver Reparaturvorgdnge nachzuweisen ist
(Entwicklung von sogenannten Brutinseln) (89).

Die Chondrozyten bilden eine Reihe kataboler Enzyme, von denen Kollagenasen,
Saure Phosphatase und Lysozym nur einige Beispiele sind (47).

Des Weiteren konnten Fuchs et al (29) zeigen, dass die Expression sowohl des
oberflachlich gebundenen als auch des in der Gelenkflissigkeit vorkommenden
CD44v5-Rezeptors positiv mit dem Destruktionsgrad des Knorpels korreliert ist. Dieses
zeigt, dass das arthrotische Geschehen auch mit einer Konformationsanderung auf
zellulérer Ebene einhergeht, die Uber die einfache Destruktion hinausgeht.

In dieser frilhen Phase kommt es zu gravierenden Anderungen der
Kollagenzusammensetzung der extrazellularen Matrix und zur Bildung von
,minderwertigem“ Faserknorpel (24).

Im Laufe dieser Prozesse werden die Druck aufnehmenden Areale des Knorpels
immer kleiner und es kommt an diesen Stellen zu pathologischen Druckspitzen, was
wiederum zu einer Schadigung des hier noch intakten Knorpels fihrt. Dies ist der
Beginn eines Teufelskreislaufs (73).

Unterhalb der Knorpelzonen maximaler Beanspruchung kommt es zur Ausbildung von
kleinsten Frakturen mit Bereichen auBerordentlich starker Reparatur (subchondrale
Sklerosierung). Durch die immer gréBer werdenden Schub- und Scherkréfte wird die
Knochenneubildung im Randbereich des Gelenkes induziert und es entstehen
Osteophyten. In diesem Stadium (Spatstadium) beginnt die eigentliche Arthrosis
deformans.

Ist das Reparationsvermégen des subchondralen Knochens erschépft, flhrt dies auch
hier zu einem verstarkten Gewebsuntergang mit Bildung sowohl multipler kleiner als
auch solitarer, groBer Zysten. Kommt es im Rahmen dieser Prozesse zu einem starken
Uberwiegen der regressiven Verdnderungen mit reaktiver Entziindung des Gelenkes,

spricht man von aktivierter Arthrose.

10
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Endstrecke all dieser Verdnderungen ist die Zerstérung des Gelenks mit volligem

Form- und Funktionsverlust (56).

Histologische Verinderungen des Knorpels bei Arthrose

Initiales Fokale kleine Brutinseln aus Chondrozyten
Stadium Schwellung
Fokale kleine Brutinseln aus Chondrozyten
Friihes Umschriebene Chondrozytennekrosen
Stadium Aufrauung der Knorpeloberfldche
Histochemischer Proteoglykanverlust
Tangentiale und vertikale Risse
Brutinseln aus Chondrozyten
Intermediires | Chondrozytennekrosen
Stadium Zunehmender Proteoglykanverlust

Duplikatur der Tidemark mit EinsprieBen von Gefiflen
Verbreiterung der kortikalen Deckplatte

Spites Stadium

Verlust des Knorpels
Osteophytenbildung
Deckplatteneinbriiche
Pseudozystenbildung

Markfibrose

Sekundir ischdmische Knochennekrose

Tab. 1 Histologie der Arthrose

1.5 Therapie der Osteoarthrose

Es gibt heute eine Reihe von Verfahren zur Behandlung der Arthrose. Diese lassen

sich grob in ein konservatives und ein chirurgisch-orthopadisches Vorgehen

unterteilen.

Zu Anfang steht meist die konservative Therapie, die durch Bewegungsschulung und

Muskelaufbau die Progredienz stoppen bzw. verlangsamen soll (67).

Auch die medikamentés-symptomatische Behandlung der Beschwerden hat, gerade zu

Anfang der Behandlung, einen groBen Stellenwert. Zur Verfigung stehen hier die

nichtsteroidalen Antiphlogistika wie Diclofenac, Ibuprofen oder Indometacin, die sowohl

analgetisch als auch antiinflammatorisch wirken. Dieses ist gerade in der Therapie der

aktivierten Arthrose von groBBer Bedeutung (88).

Ein neuerer Ansatz ist die Schmerzbehandlung mit Opioidanalgetika (35).

11
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Einen weiteren Therapieansatz stellt die intraartikulare Injektion von Lokalanasthetika
und Kortikosteroiden oder beidem zur Entziindungsreduktion dar. Allerdings muss hier
die Indikationsstellung sehr viel enger erfolgen, da die bakterielle Gelenkentziindung
als eine schwere Komplikation auftreten kann.

Auch eine mechanische Therapie ist durch die Verwendung von Einlagen, Gehhilfen
und Orthesen méglich (17, 53).

Da der Beweis, dass diese MaBnahmen auch kausal therapiewirksam sind noch
aussteht, sind sie als eher symptomatisch einzustufen.

Eine Form der Gelenk erhaltenden operativen Therapie ist die arthroskopische Lavage
oder ,Gelenktoilette”, bei der Zelldetritus, Pannus und osteophytare Anbauten entfernt
werden kénnen. Diese Form der Therapie kommt aber nur bei einer begrenzten Anzahl
der Patienten in Frage (7).

Eine relativ neue Therapie, die gerade in der Behandlung postraumatischer,
arthrotischer ~ Defekte  geringen  AusmaBes  eingesetzt wird, ist die
Chondrozytentransplantation (78).

Eine groBe Bedeutung bei der operativen Therapie der Osteoarthrose haben auch die
unterschiedlichen Formen der Umstellungsosteotomien. Hierbei geht es einerseits
darum bereits, arthrotische Kompartimente durch eine Achsenverédnderung zu
entlasten (16), noch gréBer ist aber der Nutzen bei der Behandlung von
praarthrotischen Deformitdten, da hier die Entwicklung einer Arthrose u. U.
abgewendet werden kann.

Die ultima ratio der operativen Arthrosetherapie stellt die endoprothetische Versorgung
dar. Hierbei werden entweder Gelenkflachen durch Oberflachenersatz oder das ganze
Gelenk durch eine Prothese ersetzt. Durch die fehlende biomechanische Anpassung
haben diese Prothesen aber nur eine begrenzte Lebensdauer, sodass die Indikation
gerade bei jingeren Patienten sehr streng gestellt werden muss. Die Ergebnisse
solcher Operationen sind sehr unterschiedlich zu bewerten. Beim endoprothetischen
Ersatz des Huftgelenkes lassen sich sehr gute Ergebnisse erzielen. (58).

Auch der kunstliche Kniegelenksersatz mittels TEP ist als gut zu bewerten (30, 62). Bei
den Schultergelenksprothesen lassen sich heutzutage mittelméBige bis gute
Ergebnisse erzielen (61, 74). Der Gelenkersatz durch Sprunggelenksendoprothesen
war gerade in den 70er und 80er Jahren aufgrund der Vielzahl der Komplikationen
abzulehnen (38). Neuere Studien und Methoden zeigen aber bessere Resultate (87).
Aufgrund der kontrovers diskutierten Methoden und dem Fehlen von

12



Einleitung

Langzeitergebnissen sind die Resultate bei Verwendung von Sprunggelenksprothesen
als maBig bis schlecht einzuschatzen. Trotz dieser Bandbreite therapeutischer
Méglichkeiten und aufgrund ihrer Beschrankungen besteht ein starkes Interesse an
minimal- oder nichtinvasiven Therapieformen, die die Arthrose im besten Fall sogar
kausal therapieren kénnen. Einer der Hoffnungstrager ist die Magnetfeldtherapie in
ihren unterschiedlichen Formen.

1.6 Magnetfeldtherapie

1.6.1 Geschichte der Magnetfeldtherapie

Die medizinische Applikation von Magnetfeldern zur Behandlung von Krankheiten hat
eine lange und faszinierende Geschichte. Schon 100 nach Christus verschrieb der Arzt
Scribonius Largus seinen Patienten das Stehen im Wasser neben elektrischen Fischen
als Kur gegen Kopfschmerz und Gicht. Auch der Schweizer Universalgelehrte
Paracelsus (1491-1541) untersuchte die Wirkung von Magneten auf Krankheiten wie
Epilepsie, Diarrhden und Blutungen und empfahl eine Kur mit Magneteisenstaben u. a.
bei Fisteln, Krebs und Knochenbrichen (79).

Die Entdeckung der piezoelektrischen Eigenschaften des Knochens durch Fukada und
Yasuda 1956 (32) lasst zum ersten Mal ein Erklarungsmodell der Magnetfeldtherapie
zu.

Bei der Piezoelektrizitat (auch piezoelektrischer Effekt, oder kurz: Piezoeffekt) handelt
es sich um das Zusammenspiel von mechanischer Verformung und elektrischer
Ladung in bestimmten kristallinen Materialien. Der direkte Piezoeffekt beschreibt das
Erzeugen von Ladungsverschiebungen auf der Oberflaiche des Materials bei
Krafteinwirkung auf der gegeniberliegenden Seite.

Beim indirekten Piezoeffekt ist die elektrische Spannungsanderung ursachlich und es
resultiert eine Verformung des Materials.

Direkte therapeutische Anwendung fand diese Erkenntnis z. B. bei dem von Kraus und
Lechner in Deutschland entwickelten System aus zwei Spulen, in dem mit einer
Solenoidspule ein elektrisches Potential in einer im Gewebe implantierten
Sekundarspule erzeugt werden sollte (64).

13



Einleitung

Ziel der induzierten elektrischen Potentialschwingungen zwischen den implantierten
Gewebeelektroden war die Erregung konformer elastischer Schwingungen des
Bindegewebes und des Knochens aufgrund ihrer piezoelektrischen Eigenschaften.
Konform zum Wolffschen (41) bzw. Rouxschen (52) Gesetz sollten so elastische
Schwingungen im Knochen erzeugt werden, um eine verstarkte Knochenbildung in den
z.B. frakturierten Bereichen zu induzieren.

Diese ersten, auf Tierversuchen basierenden Gerate wurden spater von nichtinvasiven
Therapiespulen, die das Magnetfeld von auBen applizierten, ersetzt.

Die Entdeckung der Piezoelektrik beschrankte sich nicht nur auf den Knochen. In den
70er Jahren des Zwanzigsten Jahrhunderts entdeckten Forschungsgruppen &hnliche
Ph@nomene des Knorpels und des kollagenen Bindegewebes (31).

Die oben genannten Erkenntnisse und die im klinischen Alltag auftretenden Probleme
von verzOgerter Frakturheilung und Bildung von Pseudarthrosen flhrten zur
Entwicklung und Konstruktion der modernen Gerate zur therapeutischen Applikation
von elektrischen und elektromagnetischen Feldern und der intensiven Erforschung der
Effekte dieser Gerate.

Die grundlegende Theorie postulierte ein Modell von elektrisch getriggerten
Signalkaskaden zur Signaltransduktion vom mechanischen Reiz zur zellularen
Aktivierung, die Uber die Anlage eines auBeren Magnetfeldes positiv beeinflusst
werden kann.

Die ersten durchgefihrten Tierversuche mit direkt applizierten elektrischen Feldern

— Uber implantierte Elektroden — hatten zum Ziel, genau dies zu beweisen und zeigten
ein induziertes Knochenwachstum (85). Diese zuerst viel versprechenden Ergebnisse
stellten sich spater aber als Bias heraus. Trotzdem wurde eine Reihe von weiteren
Tierexperimenten durchgefthrt, um Effekte der Magnetfeldtherapie zu beweisen.
Basset et al (9) konnten als eine der ersten Gruppen eine beschleunigte
Knochenheilung durch Magnetfeldtherapie im Tiermodell zeigen.

Inoue et al (43) untersuchten den Effekt von gepulsten elektromagnetischen Feldern
auf die Kallusbildung und Knochenheilung in einem Hundemodell. Sie konnten zeigen,
dass die Behandlung mit gepulsten magnetischen Feldern die Bildung und Reifung
sowohl von Kallusgewebe als auch von Knochengewebe bei der sekundéren
Knochenheilung férdert.

Die untersuchten Frequenzen, Feldstarken und Applikationsformen wurden mit der Zeit
immer unterschiedlicher, dennoch konnten in vielen Studien Effekte beobachtet

14



Einleitung

werden. So konnten Brighton et al zeigen, dass gekoppelte Felder die mechanische
Belastbarkeit von knéchernen Fusionsstellen erhéhen (14).

Aaron et al (6) bewiesen einige Zeit spater, dass es eine lineare Abhangigkeit von
Behandlungszeit und Effektivitat gibt.

Auch die Wahl der Tiermodelle, an denen Versuche durchgefihrt wurden, variierte im
Laufe der Zeit immer stéarker.

So gab es unterschiedliche Modelle mit Hunden (63), Ratten (86) und Pferden (18).
SchlieBlich wurden immer neue Therapiefelder der Magnetfeldtherapie erschlossen
und immer weitere Entitaten versucht zu behandeln. Unter anderem gab es eine Reihe
von Studien, die den Effekt der elektromagnetischen bzw. elektrischen Therapie auf die
Heilung von Wunden der Weichteile untersuchten.

Im Rahmen dieser Studien fanden z.B. Carley et al (19) heraus, dass die Applikation
von LIDC (low intensity direct current) in einer randomisierten, kontrollierten Studie an
30 Patienten zu signifikant schnellerer und besserer Wundheilung in der Gruppe der
LIDC therapierten Patienten fiihrte.

Zu dementsprechenden Ergebnissen kam auch Grentzkow (33) in seiner Metaanalyse.
Insgesamt sieht er einen ,zwingenden, wissenschaftlichen Beweis* flr die Sicherheit
und Effektivitat von elektrischer Stimulation bei der Behandlung von dermalen Wunden.

Ein weiterer Anwendungsbereich, der gerade in den letzten Jahren Schwerpunkt
intensiver Forschung geworden ist, ist der Einsatz von direkter Elektrostimulation und
Magnetfeldern zur Behandlung von degenerativen Gelenkerkrankungen, vornehmlich
der Arthrose.

1995 konnten Zizic et al (102) in einer doppelblind, randomisierten,
plazebokontrollierten, klinischen Studie zeigen, dass die n&chtliche Applikation von
elektrischen Feldern Uber vier Wochen eine signifkante Reduktion von Schmerz und
Morgensteifigkeit und eine bessere Beweglichkeit in der Therapiegruppe im Vergleich
zur Kontrollgruppe zur Folge hat.

Zu ahnlichen Ergebnissen kamen auch Jacobson et al (45), die in einer klinischen,
ebenfalls doppelblind, randomisierten, plazebokontrollierten Studie an 176 Patienten
mit Gonarthrose einen positiven Effekt der Magnetfeldtherapie auf das
Schmerzempfinden und die Steifigkeit im Gelenk der Probanden feststellen konnten.
Weitere Untersuchungen sowohl am Tiermodell als auch in klinischen Studien kommen
zu vergleichbaren Resultaten.
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In diesem Rahmen untersuchten Fini et al eine Versuchsgruppe von zehn Dunkin-
Hartley-Guinea-Schweinen, von denen flunf mit gepulsten Magnetfeldern (PEMF)
behandelt wurden. Sie fanden heraus, dass das Voranschreiten der Arthrose in der
Behandlungsgruppe signifikant langsamer war als das in der Kontrollgruppe. Des
Weiteren war der Knorpel in der Behandlungsgruppe signifikant dicker (26). Diese und
einige weitere Studien konnten deutliche Effekte zeigen, die héchstwahrscheinlich auf
die jeweils angewendete Therapie zurlckzuflhren waren, aber es konnten bislang
keine definitiven Aussagen zu dem Wirkmechanismus bzw. den Wirkmechanismen
gemacht werden.

1.6.2 Molekulare Wirkmechanismen der Magnetfeldtherapie

Waéhrend die ersten Erklarungsmodelle noch von der Annahme ausgingen, dass die
biologische Wirksamkeit der Magnetfeldtherapie das Magnetfeld an sich sei, geht man
heute davon aus, dass die induzierten elekitrischen Ladungen und
Ladungsverschiebungen ursachlich fir die beobachteten Effekte sind.
Der genaue Mechanismus, Uber den die Magnetfeldtherapie in den Geweben wirkt, ist
nicht bekannt. Es gibt aber drei prinzipielle physikalische Erklarungsmodelle, die die
Wirkung von Magnetfeldern und elektromagnetischen Feldern vermitteln kénnten:

1. das Vorhandensein magnetisierbaren Materials

2. Veranderung von lonen- und Ligandenbewegung aufgrund verschiedener

elektrischer Energieniveaus (Singlet-Triplet-Mischzustande)

3. die Larmor-Préazession geladener Teilchen.
Die Existenz magnetisierbaren Materials in Form kleinster Magnetmineralien innerhalb
der Zellen als eine Art Magnetrezeptor, der z.B. die Orientierung im Erdmagnetfeld bei
Vogeln ermoglicht, gilt heute als erwiesen (49, 97). Daruber hinaus sind diese auch bei
einer Reihe von Mikroorganismen gefunden worden. Zellularer Ferromagnetismus ist
aber bei der Mehrzahl aller Lebewesen nicht nachgewiesen. Zudem Ubersteigt die
Komplexitat und Sensitivitat der gefundenen Effekte diesen Ansatz um ein Vielfaches.
Man vermutet, dass bestimmte Singlet-Triplet-Zustdnde von Molekilen Redox-
Reaktionen beeinflussen kdnnen. Hier geht es darum, dass bei der Wechselwirkung
eines Moleklls mit elektromagnetischer Strahlung das Molekil kurzzeitig Energie
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aufnehmen und vom Grundzustand (Singlet) in einen angeregten Zustand (Triplet)
Uberfiihrt werden kann. Durch diese Energieaufnahme, die sich als Beschleunigung
darstellt, soll die Passage der lonen durch die Kanale in der Zellmembran erleichtert
werden. Wéahrend die Berechnung und Vorhersage der Grundzustédnde heutzutage mit
Hilfe spezieller Programme auch dem Nicht-Experten mdéglich ist, verhdlt es sich
grundlegend anders mit elektrisch angeregten Zustanden: ihre quantenchemische
Beschreibung ist ungleich schwieriger und erfordert eine fundierte Kenntnis der zu
Grunde liegenden Theorie sowie der Mdglichkeiten und Grenzen verschiedener
Naherungen, was die Erforschung besonders diffizil macht. Des Weiteren gibt es
Kritiker dieser Theorie, die diesen Effekt als nur im Vakuum existent beschreiben (101).
Folglich sind diese Mechanismen nach wie vor Gegenstand intensivster Forschung.
Zwei Theorien, die hier nur namentlich erwdhnt werden sollen, sind der Radikalpaar
Effekt und die sog. lon-Zyklotron-Resonanz (IZR) bzw. lon-Parametrie-Resonanz
(IPR).

Die Larmor-Prazession geladener Teilchen wird unter dem Abschnitt 1.6.4
Larmorprazession und Kernspin-Resonanz naher erklart.

Wie die oben genannten molekularen Phanomene die Wirkung der Magnetfeldtherapie
im Einzelnen vermitteln ist auch heute noch Gegenstand der Forschung.

1.6.3 Humorale Wirkmechanismen der Magnetfeldtherapie

Das Modell, das heutzutage breiteste Akzeptanz genieBt, ist die biophysikalische
Transduktion Uber veranderte Liganden-Rezeptor-Bindung an der Zelloberflache, die
ihrerseits verschiedenste Signalkaskaden in Gang setzt oder hemmt (15).

Eine Entdeckung, die diese Hypothese stark unterstitzt, ist die Beobachtung, dass
eine Vielzahl in Frequenz, Feldstérke und Applikationsform, unterschiedlichster Felder
ahnliche oder gleiche Klinische Effekte hervorrufen. Dieses gilt auch fir ein
physikalisch andersartiges Verfahren, wie die Ultraschalltherapie (44).

Die zwei Wege, Uber die eine solche Aktivierung vermutlich vermittelt wird, sind
einerseits eine Signaltransduktion, die z.B. in vermehrter Synthese von extrazellulérer
Matrix resultiert, auf der anderen Seite eine Induktion von Wachstumsfaktorproduktion
und -sekretion.
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Studien, die sich mit dem Thema Signaltransduktion beschéaftigen, untersuchen zwei
generelle Ansédtze: zum einen die Aktivierung von transmembranen Kanélen, zum
anderen die kiinstliche Aktivierung oder Blockade von transmembranen Rezeptoren.
Es konnte gezeigt werden, dass die Therapie mit einem kapazitiv gekoppelten
elektrischen Feld die intrazellulare Kalziumkonzentration erhdht, aber nur wenn keine
Inhibitoren des Kalziumtransportes wie Verapamil, einem Kalziumkanalblocker; W-7
einem Calmodulin-Antagonist; Indocin, einem Hemmer der Prostaglandinsynthese oder
Bromphenacyl-Bromid, einem Phospholipase A2-Inhibitor zugegen waren.

Im Gegensatz dazu hatte die Zugabe von Neomycin, einem Inhibitor der Inositol-
phosphat-Kaskade keine hemmende Auswirkung (54).

Brighton et al (15) kommen zu ahnlichen Ergebnissen. Dartber hinaus erkannten sie
aber, dass auch die Hemmung der Kalziumfreisetzung aus intrazellularen
Kalziumspeichern keinen Einfluss auf die Wirkung der angelegten Felder hat.

Dieses legt die Vermutung nahe, dass die Antwort der Knochenzellen auf die Therapie
mit einem kapazitiv gekoppelten Feld durch den Kalziumeinstrom Uber
membransténdige, spannungsabhangige Kalziumkanale vermittelt wird (54).

Luben et al untersuchten die Auswirkung von pulsierenden elektromagnetischen
Feldern auf die Wirkung von Parathormon an Osteoblasten. Hierbei konnte gezeigt
werden, dass die Exposition zu einer deutlich verringerten c-AMP-Aktivierung fUhrte.
Sie kamen zu dem Schluss, dass die Felder die hemmende Wirkung des Hormones
auf die Kollagensynthese blockierten (55).

Ein weiterer Erklarungsansatz ist die Auswirkung elektrischer und elektromagnetischer
Felder auf die Produktion und Sekretion von Zytokinen und Wachstumsfaktoren.

Heute ist eine groBe Anzahl von Zytokinen, Enzymen und Faktoren bekannt, die in
einem engen Zusammenhang mit Veranderungen von Wachstum und Abbau von
Knorpel und Knochen im Speziellen und extrazellularer Matrix im Allgemeinen stehen
(Enzyme wie z.B. Metalloproteinasen, Kollagenasen, Stromelysine, Aggrekanasen und
Gelatinasen; Zytokine wie z. B. IL-1, TNF-a, Onkostatin M, IL-17, IL-18 und
Wachstumsfaktoren wie z. B. IGF-1, TGF-3, BMP).

Der Entzindungsmediator Interleukin-1 (IL-1) hat einen groBen Anteil an der
Entstehung der Arthrose (12). Er unterdriickt die Synthese des im hyalinen Knorpel
vorkommenden Kollagens Typ |l. Dartber hinaus verstarkt er die Synthese von
Kollagen Typ I, einem in Faserknorpel stark vertretenen Kollagen.
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IL-1 induziert wiederum die Produktion von Metalloproteinasen, die — je nach Subtyp —
entweder anabol oder katabol wirken kénnen und unterdriickt die Neusynthese von
Proteoglykanen in den Chondrozyten. Diese sind ein bedeutender Anteil der
extrazelluldren Knorpelmatrix.

AuBerdem hemmt IL-1 die Proliferation von Chondrozyten, induziert die Produktion von
Stickoxid (NO) in den Knorpelzellen und bewirkt hier eine vermehrte Apoptose.
Hauptbildungsort sind die Knorpelzellen und aktivierte Makrophagen (94).

Auf der anderen Seite stehen Wachstumsfaktoren wie der insulin-like growth factor-1
(IGF-1) oder der transforming growth factor beta (TGF-B). Diese Wachstumsfaktoren
wirken zwar nicht direkt auf Entzindungsmediatoren wie IL-1, sie wirken aber
antagonistisch Uber ihren anabolen Effekt (96). Im physiologischen, nicht destruierten
Knorpel ist IGF-1 der wichtigste anabole Wachstumsfaktor des Erwachsenen.

Darlber hinaus konnten Eckenstedt et al (23) im Tiermodell nachweisen, dass bei
IGF-1 defizienten Ratten der Schweregrad arthrotischer Knorpelverdnderungen
zunimmt.

TGF-B stimuliert Chondrozyten normalerweise nur sehr schwach. Es kommt jedoch bei
langerer Exposition der Chondrozyten mit diesem Wachstumsfaktor zu einer
Veranderung des Phanotyps und damit zu einer Sensibilisierung gegenltber TGF-B.
Stimulation mit TGF-B fhrt dann zu einer deutlichen Steigerung der Synthese von
Proteoglykanen und zu einer Entkopplung von Entzindungsprozessen und
Knorpelzerstérung (94).

Die durch diese Stoffe vermittelten Prozesse und ihre Interaktionen sind aber erst in
Ansatzen bekannt und deshalb nicht ausreichend verstanden, um hier gezielt heilend
eingreifen zu kénnen. Das Verhéltnis und Zusammenspiel der einzelnen Komponenten
ist so komplex, dass eine therapeutische Intervention mit Blockade oder Stimulation
eines einzelnen Metaboliten oft nicht die gewtinschte Wirkung zeigt.

Ungeachtet dessen ist eine Vielzahl an Untersuchungen durchgefihrt worden, die zum
Ziel hatten, die Wirkung von Magnetfeldtherapie auf einen oder mehrere dieser
Faktoren zu untersuchen. Dies ist einerseits natlrlich interessant, um die
grundlegenden Mechanismen der beobachteten Effekte zu identifizieren, andererseits
kann dieser Erkenntnisgewinn helfen, das physiologische Zusammenspiel der
einzelnen Faktoren besser zu begreifen.

DemgemaB konnten Fitzsimmons et al (28) zeigen, dass eine humane Zelllinie von
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TE-85 Osteosarkom Zellen nach einer relativ kurzen , Therapiezeit® von zehn Minuten
mit einem kombinierten Magnetfeld (CMF) fiinfmal mehr Insulin-like-growth-factor-I|
(IGF-II) produzierten bzw. sezernierten als die ohne Magnetfeld gehaltenen Zellen.

Die gleiche Arbeitsgruppe machte daran anschlieBend die Entdeckung, dass die
Exposition dieser Zellen im Magnetfeld auch die Anzahl an exprimierten IGF-II-
Rezeptoren erhdhte (27).

Die Konzentration sowohl der m-RNA fir TGF-B als auch des Proteins an sich kann
durch Magnetfeldexposition gesteigert werden (8).

Des Weiteren weil3 man, dass die Therapie mit gepulsten elektromagnetischen Feldern
die Knorpelmasse erhéhen kann, die dann als GerUst fir Knochenwachstum fungiert
(5).

Dies macht man sich in der Magnetfeldtherapie der behandlungsrefraktdren
Pseudarthrose zu Nutze (82).

Als mdéglichen Mechanismus dieser Effekte untersuchten Guerkov et al (36) die Zellen
von humanem, sowohl hypertrophem als auch atrophem Pseudarthrosengewebe auf
die Expression von TGF-B. Die Haélfte dieser Zellen wurde mit einem gepulsten
elektromagnetischen Feld behandelt. Das Resultat war eine, von der Behandlungszeit
abhangige, Erhéhung des TGF-B-Spiegels in der Kultur der exponierten Zellen,
wahrend sich die Konzentration in den Kontrollkulturen nicht &nderte.

Andere wichtige Faktoren der Osteoblastenfunktion wie Proliferation, alkalische
Phosphatase-Aktivitat und Produktion von Prostaglandin E2 werden durch die
Magnetfeldtherapie vermutlich aber nicht veréndert (8, 36).

Deshalb ist es wahrscheinlich, dass die klinischen Erfolge der Magnetfeldtherapie nicht
ausschlieBlich auf Effekte an den Osteoblasten zuriickzufiihren sind.

Diese Schlussfolgerung flihrte zur Untersuchung von PEMF auf die Angiogenese.
Tepper et al (92) untersuchten humane Endothelzellen, Fibroblasten und Osteoblasten
auf ihre Reaktion bei Behandlung mit PEMF im Vergleich zu einer jeweils nicht
exponierten Kontrollgruppe. Wahrend keine Anderung in der Konzentration von VEGF
(vascular endothelial growth factor) zu beoboachten war, konnte ein finffacher Anstieg
des FGF-II (fibroblast growth factor) sowie seiner m-RNA gezeigt werden.

Auch die Migration von sowohl Fibroblasten als auch Endothelzellen wurde durch die
Therapie positiv beeinflusst.

Zusétzlich zu den In-vitro-Ergebnissen konnte gezeigt werden, dass auch die In-vivo-
Angiogenese im Matrigel-Assay an transgenen Mausen signifikant erhéht war.
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Die Autoren folgern aus diesen Ergebnissen, dass die Fahigkeit der PEMF-Behandlung
Frakturheilung zu unterstiitzen hauptsachlich auf die durch die Therapie gesteigerte
Vaskularisation zurtickzufthren ist.

Auch Yen-Patton et al (99) kamen zu dem Ergebnis, dass PEMF-Behandlung
Angiogenese bei Endothelzellen in-vitro um den Faktor drei steigern kann.

Die oben genannten Studien zeigen zum Teil unterschiedliche, zum Teil gleiche und
teilweise  synergetische  Effekte der  Applikation von elektirischen und
elektromagnetischen Feldern.

Zusammenfassend legt dieses die Annahme nah, dass die Wirkung der
Magnetfeldtherapie hochstwahrscheinlich multifaktoriell vermittelt wird.

1.6.4 Larmorprazession und Kernspin-Resonanz

Um zu verstehen, wie die Applikation elektrischer und elektromagnetischer Felder ihre
Effekte vermittelt, muss man die molekularen Auswirkungen der Felder betrachten.

Die Grundlage fur das Verstédndnis der von uns in therapeutischer Absicht benutzten
Kernspin-Resonanz ist die Larmorprazession.

Die Protonen und Neutronen der Atome und Molekile besitzen einen Eigendrehimpuls
den so genannten Kernspin. Vereinfacht kann man sich einen bewegten Kreisel
vorstellen. Durch diesen Spin erhalten die Kerne ein magnetisches Moment.
Normalerweise liegen die Kerne ungeordnet, d. h. in alle Richtungen zeigend, im
Gewebe vor (Abb.4).

Wird nun ein statisches Magnetfeld (M1) von auBen angelegt, so richtet sich ein
Atomkern in diesem Feld aus. Aufgrund seines Spins dreht sich der Kern nicht einfach,
sondern er dreht seine Rotationsachse (R) in Richtung des Magnetfeldes, wahrend er
sich weiterhin um diese Achse dreht, d.h. er prazediert (Abb.3).

Vereinfacht verhélt er sich wie ein schlingernder Kreisel, der sich am Ende ,fangt* und
dann wieder ruhig l4uft.

Wird dieses Magnetfeld (M1) abgestellt, ,fallt* der Kern in seine urspringliche Lage

zuriick. Wiederum flhrt er eine Prézessionsbewegung aus.
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Ein ahnliches Phanomen ist zu beobachten, wenn man ein zweites, zu M1
orthogonales, hochfrequentes Magnetfeld (M2) (oder einen hochfrequenten
Radioimpuls) anlegt. Der Kern préazediert bis seine Rotationsachse parallel zu M2 liegt.
Schaltet man M2 ab, so richtet sich der Kern wieder in Richtung von M1 aus.

Je gréBer der Winkel zwischen R und dem Magnetfeld M1 ist, umso mehr Energie
erhalt der Kern. Nach dem Abschalten von M2 und dem Rduckfall in die M1-Position gibt
der Kern diese Energie an seine Umgebung ab (Abb.6). Das Umklappen des Kerns
aus dem urspringlichen Feld M1 wird als Kernspinresonanz bezeichnet.

Spinachse

Abb.3: Mechanismus der Kernspinresonanz

Durch das Einbringen eines Hochfrequenzsignals kénnen also Kerne zur Prazession
gebracht werden.

Wenn dieses Signal lange genug aufrechterhalten wird, richten sich alle Kerne des
exponierten Gewebes in einer Ebene aus. Die Kerne liegen entweder parallel oder
antiparallel im Feld, wobei die parallele Ausrichtung etwas energiedrmer und damit
bevorzugt ist (Abb.5). Die zeitliche Ausrichtung erfolgt exponentiell. Stellt man nun das
Signal ab, so kommt es durch Wechselwirkung mit den umgebenden Kernen (die
zusammen ein "vibrierendes" Gitter bilden), zu einer Relaxation (Spin-Gitter-
Relaxation), d.h. die Magnetisierungsvektoren richten sich wieder entlang des
statischen Feldes M1 aus, Energie wird abgegeben.
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Die Zeit bis die Ursprungsverteilung ca. 64 % ihres Ausgangswertes wieder erreicht
hat, nennt man Spin-Gitter-Relaxationszeit oder auch T1-Zeit, was fir das Verstandnis
des MRI (Magnet Resonance Imaging) besonders wichtig ist.

Durch den unterschiedlichen Aufbau verschiedener Atome und Molekile und die
unterschiedlichen Wechselwirkungen der einzelnen Teilchen hat jeder Kern einen
anderen Spin und dadurch eine andere Resonanzfrequenz. Dariber hinaus verandert
sich diese Frequenz proportional mit der Feldstarke eines angelegten Magnetfeldes.
Diese Frequenz wird Larmorfrequenz genannt.

Durch entsprechende Feldstarke von M1 und geeigneter Wahl der Frequenz von M2
lasst sich bei bekannter Larmorfrequenz genau bestimmen, welche Kerne angeregt
werden (65).

Unausgerichtete Wasserstoffatornkerne Ausrichtung derWasserstoffatomkern im statischen Feld
Abb.4: Zustand vor Anlage des statischen Magnetfeldes Abb.5: Zustand im statischen Magnetfeld
(ungeordnete Lage der Kerne) (geordnete, parallele oder antiparallele Lage der Kerne)

Energiedberragung des Kernspinfeldes in Resonanz

Abb.6: Zustand nach Einschalten des Storfeldes (M2)
(Prézession der Kerne)
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1.6.5 Was ist MBST™?

MBST™ (Multi Biosignal Therapie) ist ein Verfahren, das der Magnet-Resonanz-
Tomographie (MRI), die bereits eine breite Anwendung im klinischen Alltag findet, eng
verwandt ist.

Die klinische Erfahrung mit Arthrosepatienten zeigte, dass ein Teil von ihnen nach
stattgehabter MRI eine subjektive Beschwerdebesserung von zum Teil beachtlichem
Ausmap erlebte.

Diese Beobachtung und entsprechende, bei der Magnetfeld-Therapie erzielten Erfolge
fihrten zur Entwicklung des MBST™-Geréates der Firma MedTec.

Die physikalische Grundlage der MBST™ ist die Kernspinresonanz, die im Detail unter
1.6.4 Larmorpréazession und Kernspinresonanz beschrieben wurde.

Far die therapeutische Anwendung der MBST™ sind bestimmte Parameter definiert,
die sich von dem Einsatz der Kernspinresonanz (KSR) im Rahmen der Bildgebung
unterscheiden. Die bei der MBST™ eingesetzten Magnetfelder und die
entsprechenden KSR-Frequenzen sind wie folgt definiert:

e Starke des Kernspinmagnetfeldes: 0,4 mT bis 2,35 mT je nach Behandlungs-
system (unterschiedliche Systeme fiir Arthrose, Osteoporose, Riickenschmerz
usw.)

e Kernspinresonanzfrequenzen: 17 KHz bis 100 KHz je nach Behandlungs-
system (diese Frequenz muss der Larmorfrequnz entsprechen und verandert

sich je nach Starke des jeweiligen Magnetfeldes)

Nach jeder KSR-Sequenz wird die Magnetisierung umgepolt (Energie-Austausch) und
die Protonen strahlen gleichzeitig ein KSR-Signal (Energie) im Bereich der oben
genannten Larmorfrequenz in die Umgebungszellen ab.

Fur KSR-Verfahren missen folgende Bedingungen erfillt sein:

e Das Wechselfeld (M2) muss senkrecht zu dem statischen Feld (M1) stehen.

e Die Frequenz des Wechselfeldes ist korreliert mit dem statischen Feld (die
Larmorfrequenz der Protonen andert sich proportional zu der Feldstarke des
statischen Feldes)
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e Zwischen zwei konsekutiven KSR-Sequenzen muss eine Mindestzeit folgen um
die Protonen-Magnetisierung  wiederherzustellen (etwa 5 - 50Hz
Repetitionsrate, gewebeabhéngig).

Zuséatzlich wird mit Hilfe einer ,Sweep-Spule* die Stérke des Magnetfeldes langsam
sinusférmig geandert, um flir alle Protonen die Kernspinresonanzbedingung zu
erflllen.

Hierbei wird zeitgleich mit jeder Abnahme der Feldstarke der Radioimpuls (M2)
gesendet. Diese KSR-Sequenz wird im Englischen als ,Fast-Adiabatic-Passage” (FAP)
bezeichnet.

Der wesentliche Vorteil des schnellen adiabatischen Durchlaufes (FAP) besteht darin,
dass eine effektive Spininvertierung auch in Feldern mit relativ groBer Magnetfeld-

Inhomogenitét erreicht werden kann.

Abb.7: Steuergerit der MBST™-Spule
Abb.8::Prototyp der von uns genutzten
MBST™-Spule

Uber die in Abb.7 gezeigte Steuereinheit wird das MBST™-Gerat bedient. Die
jeweiligen Therapieparameter (Feldstarke, Resonanzfrequenz und Behandlungszeit)
werden Uber Chipkarten vor Behandlungsbeginn in das Geréat eingelesen. Je nach
Entitdt stehen dem Anwender verschiedene Behandlungsmodelle in Form
verschiedener Chipkarten zur Verflgung.

Die Feldstarke der zur Behandlung genutzten Felder entspricht etwa 1/10.000 der
Feldstarke, die im Bereich der Kernspinresonanztomographie Anwendung findet. Nach
heutigem Kenntnisstand ist die Therapie damit unschéadlich (37, 91).
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2 Material und Methode

2.1 Tiere

Bei den in dieser Versuchsreihe verwendeten Tieren handelte es sich um zwolf
mannliche Kaninchen der Rasse ,Neuseeland-weiB“ (Fa. Peter Rollié, Oelde,
Deutschland). Alle Tiere waren ausgewachsen, skelettreif und wogen 33669 + 188g.
Die Verwendung des Kaninchenmodells zu Erforschung der Osteoarthrose entspricht
aufgrund der standardisierten und reproduzierbaren Ergebnisse und der starken
Korrelation mit der humanen Arthrose einem Standardmodell der heutigen
Wissenschaft.

Die Tiere wurden insgesamt 14 Wochen in einem Kéfig mit Plastikboden der GrdBe 1l
(MaBe: 100 cm x 70 cm x 40 cm) bei 20°- 22° C gehalten.

Die Beleuchtung wurde in einem Zwdlfstundenintervall geregelt, um Tag- und
Nachtphasen zu simulieren.

Wasser und Futter wurden ad libitum zur Verfigung gestellt.

2.2 Operationsmethode

Alle Eingriffe wurden in Form einer parenteralen Mischanasthesie mit 0,5 ml (20mg/ml)
Xylacin Hydrochlorid und 1,5ml (100mg/ml) Ketamin Hydrochlorid durch eine i.m.-
Applikation in die Paravertebralmuskulatur eingeleitet. Nach ca. funf Minuten trat bei
den Tieren eine suffiziente Anasthesie und Narkose fur eine Periode von ca. 30 bis 45
Minuten ein. Innerhalb dieses Zeitraumes war es mdglich, das jeweilige Tier fur die
Operation vorzubereiten (Rasur, steriles Abwaschen des OP- Bereiches) und die
Operation an beiden Hinterlaufen durchzuflhren.

Die zu operierenden Hinterldufe wurden mit gefarbtem Alkohol 80% vol. desinfiziert
und es wurde ein steriles Operationsfeld durch Stoff- und Papierabdeckung hergestellt.
Wahrend der Operation lagen die Tiere in einer méglichst stabilen und sicheren
Rickenlage. Somit waren die Hinterlaufe gut fixiert und konnten optimal eingesehen
werden. Die Atmung sowie die Pupillenreflexe konnten permanent Gberprift werden,

ohne das Operationsfeld zu tangieren.
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Nach einer antero-medialen, parapatellaren Inzision der Haut von ca. 4 cm wurde die
Patella nach lateral luxiert und das Kniegelenk unter Darstellung des vorderen
Kreuzbandes eré6ffnet. Das vordere Kreuzband wurde 1-2 Millimeter defektstreckig
durchtrennt (vgl. Abb.9 u. 10). Zur Uberpriifung der Kniegelenksinstabilitdt wurde
intraoperativ der Lachmann-Test durchgeflhrt (10).

gt fe

Abb.10: Kreuzbandstumpf nacﬁ Durchtrennung

.

Abb.9: Intraoperative Darstellung des VKB

Es erfolgte die Spllung des Gelenkes mit NaCl-Lésung 0,9 %. AnschlieBend wurde
die physiologische Rekonstruktion der Kniegelenkskapsel durch einen resorbierbaren
Faden (5-0 Vicryl) vorgenommen, der Hautverschluss erfolgte ebenfalls durch einen
resorbierbaren Faden (5-0 Vicryl) um sowohl einer Inokulation des Fadens durch das
Tier als auch einem neuerlichen Stress fur das Tier durch Fadenentfernung
vorzubeugen.

Postoperativ konnten sich die Tiere frei in ihren Kéfigen bewegen. In den folgenden
zwolf Wochen wurden sie taglich auf ihren Gesundheitszustand hin untersucht, um
frihzeitig ~ eventuelle Infektionszeichen oder postoperative Komplikationen zu
erkennen. Die Wundverhaltnisse der Tiere wiesen weder Anzeichen von
Heilungsstérungen auf noch musste eine Sekundarnaht gezogen werden. Die Tiere
tolerierten die stattgefundene Wundversorgung ausnahmslos gut.
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2.3 Therapie

Nach der zwélfwdchigen Phase freier Bewegung wurden die Tiere in zwei Gruppen
randomisiert.

Der Therapiegruppe wurden sieben, der Kontrollgruppe vier Individuen zugeteilt, da ein
Tier postoperativ, vor der Randomisierung paravertebrale Abszesse entwickelt hatte
und aus der Studie herausgenommen werden musste.

Far die jeweilige Therapiesitzung wurden die Kaninchen initial durch eine
intramuskulare, paravertebrale Injektion mit 1,5ml Ketamin (100mg/ml) und 0,5ml
Xylazin (20mg/ml) sediert.

Diese Sedierung wurde dann bei jedem Kaninchen individuell durch eine niedriger
dosierte Gabe fur eine Stunde aufrecht gehalten. Die Menge an Sedativa konnte in
allen Fallen gering gehalten werden, da die anschlieBende Therapie fir die Tiere
schmerzfrei war.

Nachfolgend wurden immer zwei Kaninchen zeitgleich in der durch die Firma MedTec,
zur Verfigung gestellten MBST™-Spule gelagert und eine Stunde dem dort
herrschenden Magnetfeld (20-40 Gauss Permanentmagnetfeld; 2,35 mT, 100 KHz
Storfeld, It. Fa. MedTec) ausgesetzt (Abb.12).

Abb.11: Therapiespulen mit Auflageplateau fiir Kaninchen Abb.12: Therapiesitzung mit 2 sedierten Kaninchen.
Die Op-Tiicher (griin) dienen der Reizabschirmung

Die Tiere der Kontrollgruppe wurden sediert und entsprechend gelagert. Da in den
Therapiegeraten konstruktionsbedingt ein nicht abschaltbares permanentes Magnetfeld
von 20-40 Gauss herrscht, wurden die Tiere nicht in den Spulen gelagert. Somit war es
maoglich, in Bezug auf die duBeren Einflusse und die versuchsnotwendigen Faktoren
fur alle Tiere die gleichen Voraussetzungen zu schaffen.

Direkt nach der Therapiesequenz wurden die Tiere wieder in ihre Ké&fige gebracht, wo

sie unter engmaschiger Kontrolle langsam erwachen konnten. Die Kaninchen konnten
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sich danach frei in ihren Kafigen bewegen. Dieses Procedere wurde an sieben
aufeinander folgenden Tagen durchgefiihrt. Auf die einwéchige Therapiephase folgte
ein einwdchiges Intervall freier Bewegung in den Kéfigen.

In der Therapiewoche wurde bei keinem Tier ein Narkosezwischenfall beobachtet.

Auch die Aufwachphasen gestalteten sich problemlos.
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2.4 Totung und Probenentnahme

Am Tag der Toétung wurden die Kaninchen durch eine intramuskulére Injektion mit
Ketamin (10 %, Sanofi-CEVA GmbH) und Xylazin (2 %, CEVA) anéasthesiert und
danach mit einer intrakardialen Injektion von T61® getdtet.

Jedes Knie wurde mit 2ml Kochsalzlésung (0,9 %) gespult und wurde anschlieBend
punktiert, um die Synovialflissigkeit zu gewinnen.

Die Hinterlaufe wurden im Huftgelenk exartikuliert und im Folgenden prapariert.
Daraufhin erfolgte die geblindete makroskopische Untersuchung der Kniegelenke
durch zwei Untersucher, wobei die Palpation der Kniegelenke zur Uberpriifung des
Gelenkergusses schon vor der Spulung erfolgt war (siehe 2.5.1).

Nach der Exartikulation des Kniegelenkes wurden die Tibia- und Femurmetaphyse von
der jeweiligen Diaphyse mit einer Knochensége unter Kiihlung getrennt.

Die Gelenkflachen des Tibiaplateaus wurden dann mit Hilfe eines Skalpells in ihren
medialen und lateralen sowie ihren ventralen und dorsalen Anteil geteilt (vgl. Abb.:13)

und in Formalin fixiert.

Anterior cruciate ligament Transverse ligament

Ligament of Wrisherg

Posterior cruciate ligement

Abb.13: Darstellung der Schnittfiihrung fiir die histologische Auswertung;

gestrichelt: “zone of interest”
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2.5 Aufarbeitung der Proben

2.5.1 Gewinnung der histologischen Schnitte

Nach der Fixierung der Tibiaplateauanteile in Formalinlésung (40 % gepuffertes
Formalin) Uber eine Woche wurden die Proben fur zwolf Wochen in EDTA (20 %; pH
7,4) bei 37°C entkalkt. Die entkalkten Proben wurden Uber Nacht mit flieBendem
Leitungswasser gespllt und dann nach folgendem Schema entwassert:

Lagerung jeweils eine Stunde in 50 % und 60 % danach jeweils zwei Stunden in 70 %
und 80 % und je drei Stunden in 80 % und 96 % Isopropylalkohol. AnschlieBend
Lagerung tber Nacht in 96 % Isopropylalkohol bei 45°C. Es folgte die Entwasserung
flr zweimal vier Stunden in 100 % Isopropylalkohol und Uber Nacht in gleicher Lésung.
Daran schloss sich eine Lagerung tber zweimal zwei Stunden in Xylol an, worauf eine
Lagerung Uber zwei und drei Stunden in Paraffin folgte.

Zuletzt wurden die Proben tber Nacht bei 60°C in Paraffin gelagert und am folgenden
Tag mittels der Einbettstation AP280 der Firma Microm in Paraffin eingebettet.

Die Blécke wurden auf einer Klhlplatte Uber einige Minuten ausgehartet. Es wurden
mit dem Schlittenmikrotom der Firma Leica 5 ym dicke Schnitte angefertigt.

Diese Schnitte wurden anschlieBend auf handelsiblichen Objekttragern fixiert und
dann im Warmeschrank bei 60° C gestreckt.

2.5.2 Farbeverfahren

Hamatoxilin-Eosin-Farbung (HE)

Die Schnittpraparate wurden fir zweimal finf Minuten in Xylol und dann jeweils in
absteigender Reihe funf Minuten in 100 %, 96 %, 70 % Ethanol und in destilliertem
Wasser entparaffiniert. AnschlieBend wurden die Proben fir finf Minuten in die
Farbelésung Hamalaun nach Mayer gegeben und dann fir zehn Minuten unter
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flieBendem Wasser geblaut. Es folgte eine Farbung mit Eosin fir zwei Minuten. Im
Anschluss wurden die Schnitte kurz mit 70 % Ethanol abgesplilt. Die Proben wurden
dann in einer aufsteigenden Alkoholreihe zwei Minuten in 96 % Ethanol, zweimal flnf
Minuten in 100 % Ethanol und zweimal finf Minuten in Xylol hochgefiihrt und mit Eukitt
eingedeckt.

Die so entstandene Féarbung stellt Zellkerne, Kalk und Knorpelsubstanz blau dar,
wahrend sich Zytoplasma, Kollagenfasern, Bindegewebe und Erythrozyten in
verschiedenen Rotténen einfarben (vgl. Abb.14)

Abb.14: HE-Priparat des Knorpels

Safranin-O-Farbung

Zur Herstellung dieser Farbung wurden die Schnitte in der absteigenden Alkoholreihe
Uber zweimal finf Minuten Xylol, je funf Minuten 100 %, 96 % und 70 % Ethanol und
funf Minuten destilliertes Wasser entparaffiniert. Nach vierminttiger Farbung mit
Weigert's Eisenhdmatoxilin (Merck, Lésung A und B in Mischung 1:1) wurden die
Proben kurz in angesauerten Alkohol (1 ml konzentrierte Salzsdure in 100 ml 70 %
Alkohol) gegeben. AnschlieBend wurden sie mit Leitungswasser fir funf Minuten
flieBend gewassert. Es folgten eine dreiminttige Farbung mit Echtgrin 0,02 %, 30
Sekunden Spilung mit 1 % Essigsdure und eine Farbung mit Safranin-O fir finf
Minuten. Dann wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe Uber je finf
Minuten 70 %, 96 % Ethanol, zweimal fiinf Minuten 100 % Ethanol und zweimal finf
Minuten Xylol entwéssert und mit Eukitt eingedeckt.
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Nach der Farbung mit Safranin-O sind die Proteoglykane rot, das Zytoplasma griin und
die Zellkerne schwarz angefarbt (vgl. Abb.15).

-
'.-.
S ek

. ol x
- AT e

o IR ,
Abb.15: Safranin-O-Priparat des Knorpels

-

Masson-Goldner

Die Schnittpraparate wurden zu Anfang zehn Minuten in Xylol und dann jeweils
zweimal in absteigender Reihe 30 Sekunden in 100 %, 96 % und 70 % Ethanol und in
destilliertem Wasser entparaffiniert. Nach vierminlitiger Farbung mit Weigert's
Eisenhamatoxilin (Merck, Lésung A und B in Mischung 1:1) wurden die Proben far finf
Minuten unter flieBendem Leitungswasser und fir 30 Sekunden mit 1 % Essigsaure
gespult.

Die Spulung mit 1 % Essigsaure wurde ebenfalls nach folgenden drei Farbeschritten
far 30 Sekunden durchgefuhrt:

1. Farbung mit Azophloxin-Lésung fur zehn Minuten,

2. Féarbung mit Phosphorwolframséure-Orange G-Lésung flr eine Minute und

3. Farbung mit Lichtgrin-SF fir zwei Minuten.

SchlieBlich wurden die Proben in einer aufsteigenden Alkoholreihe Uber je 30
Sekunden (70 %, 96 % und dreimal 100 %) und zweimal fanf Minuten in Xylol
entwassert und ebenfalls mit Eukitt eingedeckt.

Die Mason-Goldner-Farbung bietet folgende Vorteile: Sie kann an Formalin fixiertem
Material durchgefiihrt werden und Bestandteile wie Muskulatur, Zytoplasma und
Erythrozyten kénnen nach einer Kernfarbung mit Weigert’'s Eisenh&matoxylin mit
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Azophloxin und Orange-G-Lésung angefarbt werden. Das Bindegewebe wird
anschlieBend mit Lichtgriin-SF- Lésung gegengefarbt.

Mit Hilfe dieses Farbekittes werden Zellkerne (braun-schwarz), Zytoplasma (ziegelrot),
Erythrozyten (orange- gelb) sowie das Bindegewebe (griin) angefarbt (vgl. Abb.16)

g “3 ...' “R A 0 S o
Abb.16: Masson-Goldner-Priparat des Knorpels

2.5.3 Mikroskopische Auswertung

Die mikroskopische Auswertung erfolgte durch zwei geblindete Untersucher, die die
Proben anhand des Mankinscores (60) bewerteten. Dabei wurden die mit Hamatoxilin-
Eosin und Safranin-O gefarbten Schnitte nach den Kriterien Struktur, Zellverteilung und
—dichte, Anfarbbarkeit mit Safranin-O und Intaktheit der Knorpel-Knochen-Grenze
beurteilt.

Die den Ergebnissen entsprechenden Punktwerte (vgl. Tab.2) wurden addiert und es
ergaben sich Werte zwischen 0 (keine arthrotischen Veranderungen) und 14
(arthrotische Destruktion im Endstadium).

Um eine bessere Beurteilung des Gesamtpraparates zu gewdhrleisten, wurde der
jeweilige Einzelscore an drei Bildausschnitten an unterschiedlichen Stellen des
Praparates bestimmt. Aus diesen zwdlf Einzelwerten (pro Kriterium) wurde dann der
Median bestimmt.
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| Struktur Grad i Safranin- Grad
Mormal 0 normal 0
Oberflachenunregelmaiigkeiten 1 geringfiigige 1
Reduktion
Pannus, 2 s . 2
Oberflaichenunregelmalkigkeiten malige Reduktion
Risse bis in die Ubergangszone 3 starke Reduktion 3
Risse bis in die Radiarzone 4 keine Farbung 4
nachweisbar
Risse bis in die verkalkte Zone 5
6

Komplette Desorganisation

Integritét der

1 Zellen v
Knorpel-
normal 0 intakt 0
Diffuse Hyperzellularitat 1 Yon Blutgefalken 1
durchzogen
Cloning 2
3

Hypozellulartat

Tab.2: Kriterien des Mankinscores

2.5.4 Makroskopische Auswertung

Vor der histologischen Aufarbeitung der Knochen wurden die entnommenen
Kniegelenke von zwei Untersuchern geblindet anhand der Methode von Tibesku et al
(93) auf vier makroskopische Arthrosekriterien beurteilt. Es wurde das Auftreten von
Fibrillationen und Ulzerationen des Knorpels, das AusmaB osteophytarer Anbauten
und das Bestehen eines Ergusses bewertet.

Den makroskopischen Befunden wurde nach Schweregrad ein Punktwert (vgl. Tab.3)
zugeordnet und die Einzelpunktwerte wurden addiert.

Es ergaben sich Gesamtpunktwerte zwischen 0 und 11, wobei ein Punkwert von 0
einer makroskopisch gesunden Gelenkflache und ein Punktwert von 11 einer
makroskopisch hochgradigen Arthrose entspricht.
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I Fibrillationen Grad Il Osteophyten Grad
keine 0 keine 0
gering 1 gering 1
mittelgradig 2 mittelgradig 2
ausgepragt 3 ausgeprigt 3

I Ulzerationen Y Erguss
keine 0 kein 0
kleinflachig 1 gering 1
groliflachig 2 mittelgradig 2

grofl} 3

Tab.3: Kriterien des makroskopischer Arthrosescores

2.5.5 Statistische Methodik

Die statistische Auswertung dieser Arbeit wurde mit Hilfe der Statistiksoftware

SPSS 11.5 durchgeflhrt. Beim Vergleich der Gruppen mit den entsprechenden
Kontrollgruppen wurde, nach Ricksprache mit dem Institut fir Biomathematik der
Westfalischen Wilhelms Universitat Minster, der Man-Whitney-U-Test verwendet.

Das Signifikanzniveau dieser Arbeit wurde mit p < 0,05 angesetzt.

Da es sich bei den von uns erhobenen Ergebnissen um Zahlen auf Ordinalskalen-
Niveau handelt und somit Mittelwertsberechnungen nicht durchgefiihrt werden kénnen,
wurde aus den Einzelwerten der mikroskopischen Scores der Median errechnet.

Der Median der Einzelwerte wurde dann zur statistischen Analyse verwendet.

Weil bei dem makroskopischen Score nur ein Wert pro Kriterium erhoben wurde, war
dies hier nicht nétig.

Aufgrund des Ordinalskalen-Niveaus der erhobenen Werte konnte eine Poweranalyse
nicht durchgefihrt werden. Durch der Verwendung des Man-Whitney-U-Tests war
dieses aber auch nicht erforderlich.

Die Nullhypothese, die widerlegt werden sollte lautete: Die Kernspin-Resonanz-
Therapie hat keinen Einluss auf die Knorpelmorphologie bei der posttraumatischen
Arthrose.
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3 Ergebnisse

Die Versuchsreihe wurde mit zw6lf méannlichen Kaninchen der Rasse ,Neuseeland-
weiB“ durchgeflhrt.

Zum Zeitpunkt der Operation wogen die Tiere durchschnittlich 40069 + 528g.

Bei der Tétung lag das durchschnittliche Gewicht der Tiere bei 39539 + 368g.

Pra- und Intraoperativ kam es zu keinerlei Komplikationen jedoch bildeten sich bei
einem Kaninchen sieben Tage postoperativ multiple paravertebrale Abszesse, infolge
derer das Tier aus der Studie genommen werden musste. Ansonsten gestaltete sich
der postoperative Heilungsverlauf bei allen anderen Tieren komplikationslos.

Zum Zeitpunkt der Tétung lieB sich bei allen Kaninchen die vollstéandige Durchtrennung
des vorderen Kreuzbandes bei ansonsten — soweit beurteilbar — intakien

Bandverhaltnissen erkennen.

3.1 Makroskopische Ergebnisse

Nach der Tétung und Entnahme der Kniegelenke wurden diese von zwei geblindeten
Untersuchern nach folgenden makroskopischen Kriterien untersucht :

e A Fibrillationen

e B : Osteophyten

e C: Ulzerationen

e D: Erguss
Den Ergebnissen wurde jeweils ein Punktwert zugeordnet und diese Punktkwerte

anschlieBend zu einem Gesamtscore addiert.

osteophytare
Ausziehungen

groBe Ulzeration

a.p. verlaufende
Fibrillationen

Abb.17: Aufsicht auf Tibiaplateau mit arthrotischen Verdnderungen
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A Fibrillationen

Bei den untersuchten Knien wurde auf die Anzahl der erkennbaren ,Riefen“ geachtet.
Von den 14 untersuchten Tibiaplateaus der Therapiegruppe wies eines geringe
Fibrillationen auf, bei sechs zeigten sich mittelgradige Fibrillationen und in sieben
Féllen lieBen sich ausgepréagte Fibrillationen erkennen.

In der Kontrollgruppe wiesen drei der acht Gelenke geringe, ebenfalls drei Gelenke
mittelgradige und zwei ausgepragte Fibrillationen auf.

Fibrillationen Fibrillationen Kontrollgruppe
Therapiegruppe

38%

43 %
50%

37%

25%

7%
Ilkeine Bgering Omittel @ausgeprigt I Ilkeine Bgering Omittel Wausgepragt I
Fibrillartionen .
Man-Whitney-U 50,000 )
Wilcoxon-White 86,000 N
Asymptotische 20
Signifikanz (2- 0,659
Seltlg) 15
Median: 2"
e Therapiegruppe: 2 ol - -
° KO ntro I Ig ru ppe : 2 Therapie Kontrolle

GRUPPE

Abb.18: Ergebnis Fibrillationen der Makroskopie
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B Osteophyten

Bei der Untersuchung auf Osteophyten wurde sowohl die Anzahl als auch die GréBe
der knéchernen Anbauten berlcksichtigt.

Osteophytdre Anbauten unterschiedlicher Auspragung lieBen sich in allen 22
Kniegelenken erkennen.

Im Einzelnen wiesen drei Knie der Therapiegruppe eine geringe, drei Gelenke eine
mittlelgradige und acht Kniegelenke eine ausgepragte Osteophytenbildung auf.

In der Kontrollgruppe zeigten sich bei funf Kaninchen geringe osteophytére Anbauten,
bei einem Tier mittelgradige und bei zwei Tieren ausgepréagte.

Osteophyten Therapiegruppe Osteophyten Kontrollgruppe

21%

13%

21%

62%
25%

58%

r.keine Bgering Omittel @ausgeprigt I Ilkeine Bgering Omittel @ausgepragt I

Osteophyten s

Man-Whitney-U 31,000 "

Wilcoxon-White 67.000 25

Asymptotische 20

Signifikanz (2- 0,065 v
seitig) >

§ 1,0

Median: 8

Therapie Kontrolle

e Therapiegruppe: 3
e Kontrollgruppe: 1.5

GRUPPE

Abb.19: Ergebnis Osteophyten der Makroskopie
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C Ulzerationen

Das Kriterium zur Bewertung der Knorpeldefekte war die GréBe der jeweils
erkennbaren Ulzeration.

Auf allen entnommenen Tibiaplateaus waren Ulzerationen als Zeichen der Arthrose zu
erkennen. FUnf Plateaus der Therapiegruppe lieBen kleinflachige Ulzerationen
erkennen, wahrend sich bei neun Plateaus groBflachige Ulzerationen zeigten.

In der Kontrollgruppe zeigten sich auf sieben Plateaus kleine Ulzerationen und auf

einem groBe Ulzerationen.

Ulzerationen Therapiegruppe Ulzerationen Kontrollgruppe
13%
36%
64%
87%
r.keine Bkleinflichig DgroBflachig I r.keine Bkleinflichig OgroBflichig I
Ulzerartionen 22
Man-Whitney-U 49,000 2o
. . 1,8
Wilcoxon-White 85,000
1,6
Asymptotische .
Signifikanz (2- 0,580
seitig) e
=
E 1,0
Median: N
e Therapiegruppe: 1.5 ’ Trecgie Koriroll
e Kontrollgruppe: 1 GRUPPE

Abb.20: Ergebnis Ulzerationen der Makroskopie
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D Erguss

Das Kriterium bei dieser Untersuchung war die Menge an Flussigkeit, die sich vor
Erdffnung des Kniegelenkes jeweils palpieren lieB. Uberstieg die Menge der danach
entnommenen Synovialis 1ml so galt dies als groBer Erguss.

Bei funf Knien der Therapiegruppe lieB sich eine geringe Ergussmenge nachweisen,
wahrend sich in drei Knien eine mittlere Flissigkeitsmenge fand.

Flnf der Knie der Therapiegruppe hatten einen groBen Erguss.

In einem Knie lieB sich die Menge nicht objektiv bestimmen.

Bei der Kontrollgruppe lieB sich in zwei Knien kein Erguss nachweisen,

drei der Tiere hatten einen geringen Erguss gebildet, eines einen mittleren und bei
zweien fand sich eine groBe Ergussmenge.

Erguss Therapiegruppe Erguss Kontrollgruppe

23 % 37%

13%

25% 25%

I.kein Bgering Omittel WgroB I r.kein Bgering Omittel @groB I
Erguss 35

Man-Whitney-U 47,500 30

Wilcoxon-White 83.500 .

Asymptotische "

Signifikanz (2- 0,543 10

seitig) s

Median: g .
e Therapiegruppe: 2 T e Konwole
e Kontrollgruppe: 1 GRUPPE

Abb.21: Ergebnis Erguss der Makroskopie
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3.2 Makroskopischer Gesamtscore

Es wurden insgesamt 22 Kniegelenke auf makroskopische Zeichen einer Arthrose
untersucht. Bei allen Tieren, sowohl der Therapiegruppe als auch der Kontrollgruppe,
waren arthrotische Veranderungen unterschiedlichen AusmaBes zu erkennen.
Die Ergebnisse der makroskopischen Einzelscores der beiden Gruppen unterschieden
sich nicht statistisch signifikant:

e Fibrillationen 2vs.2 p=0,659

e Osteophyten 3vs. 1.5 p=0,065

e Ulzerationen 1.5vs.1 p=0,580

e Erguss 2vs.1 p=0,543.
Ebenso unterschieden sich Therapie- und Kontrollgruppe in der ermittelten
Gesamtscore nicht statistisch signifikant voneinander (8,5 vs. 6,5 p = 0,111).

Makroskopische 2
Score Gesamt
Man-Whitney-U 33.000 0
Wilcoxon-White 69.000 ¢ i
Asymptotische ’
Signifikanz (2- 0,111 w
seitig) o
[
Median: Thersie Koniole
e Therapiegruppe: 8.5 GRUPPE
e Kontrollgruppe: 6.5

Abb.22: Gesamtergebnis der Makroskopie
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3.3 Histologische Ergebnisse

Von den 22 Plateaus wurden histologische Praparate angefertigt, von denen jeweils
eines mit HE und ein weiteres Praparat mit Safranin-O gefarbt wurden.
AnschlieBend wurden die Schnitte von zwei geblindeten Untersuchern anhand der vier
Kriterien:

e A Struktur

e B Zellen

e C Anfarbbarkeit mit Safranin- O (Proteoglykangehalt)

e D Auftreten von GefaB3en

auf mikroskopische Zeichen der Arthrose untersucht.
Den jeweiligen Ergebnissen wurde ein Punktwert zugeordnet und diese Punktwerte
anschlieBend zu einem Gesamtscore addiert.

starke Entfarbung als
Zeichen des
Proteoglykanverlustes
Hypozellularitat

Bildung von Brutinseln

Einsprossen von GefaBen ~------=-===----mmommmmommooooog = o

_ .
- g
LW BT 4

Abb.23: Histologische Darstellung der arthrotischen
Veridnderungen

A Struktur

Bei der Bewertung der Struktur der Praparate wurde auf Risse und ihre jeweilige Tiefe
in der Knorpelschicht geachtet.
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Um die Gesamtheit des untersuchten Areals besser abzubilden, wurden die einzelnen
Praparate an jeweils drei Stellen untersucht. Hieraus ergibt sich eine heterogene, aber
reprasentative Verteilung der einzelnen Werte.

Struktur 5
Man-Whitney-U 50,500 _
Wilcoxon-White 141,500 3
Asymptotische .
Signifikanz (2- 0,910 2
seitig) z B
£

Median: E oo

e Therapiegruppe: 3 Therai Kontle

e Kontrollgruppe: 3 GRUPPE

Abb.24: Ergebnis Struktur der Mikroskopie

B Zellen

Bei diesem Kriterium wurden die Anzahl und Verteilung der Zellen in der Knorpelmatrix
beurteilt. Auch hier wurden zur besseren Wiedergabe der Gesamtsituation drei
unterschiedliche Areale untersucht.

Zellen as

Man-Whitney-U 50.500
Wilcoxon-White 141.500 25 _
Asymptotische 20 - T
Signifikanz (2- 0,904 i,
seitig)
Median: g .

e Therapiegruppe: 2 . Kortole

e Kontrollgruppe: 2 GRUPPE

Abb.25: Ergebnis Zellen der Mikroskopie
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C Anfarbbarkeit mit Safranin-O

Die Anfarbung mit Safranin-O dient der Darstellung von Proteoglykanen in der
extrazelluldaren Matrix. Mit fortschreitender Degradation des Knorpels verringert sich
der Gehalt an Proteoglykanen und die Farbung vermindert sich entsprechend.

Wie bei allen histologischen Untersuchungen wurden auch hier drei unterschiedliche

Bereiche des jeweiligen Praparates beurteilt.

Safranin-O 3s
51,000 o0 T

25

Man-Whitney-U

Wilcoxon-White

142,000 20
Asymptotische 15 -
Signifikanz (2- 0,941 10

seitig) L s

Median: L
e Therapiegruppe: 1 ’ Trerapie Konirle
e Kontrollgruppe: 1.5 GRUPPE

Abb.26: Ergebnis Safranin-O der Mikroskopie

D Auftreten von GefaBen

Ein Zeichen von Knorpeldestruktion ist das Auftreten von GeféaBen in der
Knorpelmatrix. Die Angiogenese wird ausgeldst durch die fortschreitende Destruktion
und die damit verbundenen Reparaturvorgange.

Der Nachweis eines GefaBes — in der Zone IV des Knorpels oder dariiber — im Verlauf
des Praparates ist hier schon ausreichend, um als positiv gewertet zu werden. Die hier
etwas abweichende Darstellung im Boxplot kommt durch die andere Art der Daten
zustande. Nur die Zahlen 1 (GefaBe vorhanden) und 0 (keine GeféaBe vorhanden)
waren mdglich. Da der GroBteil der Ergebnisse bei 0 liegt, gelten die Werte mit 1 als
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AusreiBer und werden durch Kreuze mit der dazugehérigen Fallnummer
gekennzeichnet. Die Werte der AusreiBer betragen nicht 1 sondern 0,5, da bei der
Statistischen Auswertung der Scores der Median verwendet wurde.

GeféBe s

Man-Whitney-U 50 000 . . .

Wilcoxon-White 86.000 4

Asymptotische ,

Signifikanz (2- 0,812

seitig) A

Median: i i m 3
e Therapiegruppe: 0 Trerapi Ktrole
e Kontrollgruppe: 0 GRUPPE

Abb.27: Ergebnis Gefile der Mikroskopie
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3.4 Histologischer Gesamtscore

Es wurden insgesamt 66 Praparate der 22 Tibiaplateaus mikroskopisch untersucht.
Auch hier lieB sich in jedem Fall eine arthrotische Destruktion unterschiedlichen
AusmaBes feststellen. Nach der Auswertung der Ergebnisse des Mankin-Score lasst
sich feststellen, dass weder bei den Einzelwerten des mikroskopischen Scores:

e  Struktur 3vs.3 p=0,910

o Zellen 2vs.2 p=0,904

e Safranin-O 1vs. 1.5 p= 0,941

e GefaBe Ovs.0 p=0,812
noch bei dem Gesamtscore (6,05 vs. 6,25 p= 0,942) einen signifikanten Unterschied
zwischen der Therapie- und der Kontrollgruppe bestand.

Mankin-Score 10
gesamt \
Man-Whitney-U 51.000
Wilcoxon-White 142 000 7
Asymptotische :
Signifikanz (2- 0,942 @ °
seitig) O
. g s
Med Ian : " The‘rsapie Kontamlle
e Therapiegruppe: 6.05 GRUPPE
e Kontrollgruppe: 6.25

Abb. 28: Gesamtergebnis der Mikroskopie
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4 Diskussion

4.1 Diskussion des Modells

Die grundlegende Forderung an jedwede Form medizinischer Forschung ist die nach
Objektivitat, Reliabilitat und Validitat. Diese klassische Trias des Versuchsdesigns lasst
sich gut auf die Wahl des Tiermodells tbertragen.

Natlrlich muss ein Tiermodell valide sein, es muss also das ,messen®, was es vorgibt
zu messen. In unserem Fall ist die Frage nach der Validitdt des Modells die Frage:
,Erzeugt dieses Tiermodell eine Arthrose, die fiir diese Untersuchung nutzbar ist?*
Prinzipiell lassen sich drei M®oglichkeiten der Arthroseinduktion im Tiermodell
unterscheiden. Zum einen die groBe Gruppe der chemisch oder mechanisch
induzierten Arthrose, zum anderen die Nutzung gentechnisch veranderter Tiere z.B.
von knock-out-Mausen (21).

Wir entschieden uns gegen die Nutzung transgener Tiere, da die in einem solchen
Modell auftretende Arthrose nach heutigem Wissensstand nur bedingt mit der
humanen Arthrose vergleichbar ist.

Bei der chemisch induzierten Arthrose werden inflammatorische Substanzen wie
Papain (71), Zymokin und Sodium lodoacetat (40) intraartikular injiziert. Der Vorteil
dieser Methode ist die minimale Invasivitat und die Minimierung der Gefahr iatrogen
Knorpelldsionen zu verursachen.

Der Nachteil dieser Methode liegt in der schlechten Steuerbarkeit und den
interindividuell teils starken Unterschieden im Auspragungsgrad der Arthrose.

Zwei Kriterien sprachen gegen die Wahl dieser Methode. Zum einen war es fur den
Versuch wichtig, eine pathogenetisch gleichartige Arthrose bei allen Kaninchen dieser
Versuchsreihe zu erzeugen, gleichzeitig aber eine gute Steuerbarkeit des
Schweregrades der induzierten Arthrose zu gewahrleisten.

Zum Zweiten ist die chemisch induzierte Arthrose nur bedingt mit der menschlichen
Arthrose vergleichbar.

Aufgrund dieser Nachteile entschieden wir uns, ein Modell mit mechanisch induzierter

Arthrose zu verwenden.
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Es gibt drei unterschiedliche Arten eine mechanische Arthrose zu induzieren.

1. Immobilisation (75)
2. Denervierung (80)
3. Destabilisierung (42, 70).

Sowohl durch Immobilisation als auch durch Denervierung lasst sich eine Arthrose mit
Knorpelzelluntergang auslésen, dieser ist aber rein metabolisch bedingt und
entsprechende Reparaturvorgdnge wie Zellvermehrung, vermehrte Produktion
extrazelluldrer Martix und Entwicklung von Osteophyten lassen sich kaum nachweisen
oder fehlen ganz (76).

Des Weiteren flhrt die Immobilisation zu Veranderungen am vorderen Kreuzband (46,
72), was gerade in der posttherapeutischen Bewegungsphase zu einer individuell
unterschiedlichen Instabilitat mit nachfolgender Arthroseinduktion fihren koénnte.
Dadurch ware die Krankheitsausbildung schlechter steuerbar und damit schlechter
vergleichbar.

Blatter et al (11) untersuchten die Wirkung von Granulozyten-spezifischer-Elastase auf
die Knorpelmorphologie im Kaninchenmodell. Nebenbefundlich stellten sie fest, dass
eine Immobilisation der Hinterlaufe in der Kontrollgruppe tber sechs Wochen zu keiner
nennenswerten arthrotischen Veranderung in den jeweiligen Kniegelenken flhrte.
Dieses erklarten sie mit dem Unvermdgen der Tiere kompromittierende, d.h.
schmerzende oder ruhig gestellte Hinterlaufe zu entlasten.

Die durch Destabilisierung hervorgerufene Arthrose ist der menschlichen Arthrose
pathogenetisch am ahnlichsten, auch wenn sie nur den kleinen Anteil der sekundar
posttraumatischen Arthrosen simuliert.

Um eine Instabilitdt zu induzieren gibt es eine Vielzahl an operativen Mdglichkeiten.

Die partielle oder totale einseitige oder beidseitige Meniscektomie (66), die Resektion
eines oder beider Kreuzbander, die einseitige oder beidseitige Durchtrennung der
Kollateralb&dnder und eine Fiille von Kombinationen dieser Methoden (51).

Das AusmaB der dabei induzierten Arthrose sowie die Latenzphase unterscheiden sich
zum Teil sehr stark. So stellten Hulth et al (81) fest, dass die Latenzperiode bei der
partiellen und kompletten Meniscektomie relativ lang ist. Des Weiteren ist die
auftretende Schéadigung lokal sehr begrenzt.

Dass auch ein radikales operatives Vorgehen nicht immer positiv mit der entwickelten
Arthrose korreliert, erkannten Hulth et al schon 1970 (42).

49



Diskussion

Das von uns angewendete und durch Yoshioka et al (100) etablierte Modell der
isolierten Durchtrennung des vorderen Kreuzbandes ist zurzeit das Standardmodell zur
Induktion einer Arthrose.

Dieses liegt an der leichten Durchfihrbarkeit, der Komplikationsarmut und der
pathogenetisch engen Verwandtschaft zur humanen posttraumatischen Arthrose.

Ein weiterer Vorteil der von uns benutzten Methode ist die hohe Korrelation zwischen
Latenzphase und Arthrosegrad.

In Studien, die einen Zusammenhang zwischen dem Grad der Arthrose und dem
Zeitraum ihrer Entwicklung untersucht haben, wird die in diesem Modell induzierte
Arthrose nach vier Wochen als geringgradig, nach acht Wochen als mittelgradig und
nach zwolf Wochen als schwergradig eingestuft (93, 100).

Danach ist die in diesem Versuch induzierte Arthrose als schwer anzusehen.

Somit ist die Forderung nach Validitéat bestmdglich erfillt worden. Als Hinweis auf einen
hohen Grad an Reliabilitat Iasst sich die Tatsache werten, dass dieses Modell in einer
groBen Zahl an Studien zur Arthroseforschung Anwendung gefunden hat (22, 68, 90).
Auch die Forderung nach Objektivitat Iasst sich anhand der Literatur gut belegen. So
hat eine Reihe unterschiedlicher Untersucher zu unterschiedlichen Zeitpunkten an
unterschiedlichen Orten mit diesem Modell eine &hnliche Arthrose induziert.

Der Nachteil dieses Modells liegt darin, dass im Gegensatz z. B. zur chemisch
induzierten Arthrose, eine kontinuierliche Zerstérung des Knorpels durch die Instabilitat
hervorgerufen wird, da die Ursache der Knorpeldestruktion nicht beseitigt wird.

4.2 Diskussion der Probenaufarbeitung ,,Zone of interest”

Eine Kniegelenksarthrose weist Zonen auf, in denen sie verschieden stark ausgepragt
ist. Diese ungleiche Verteilung der Arthrose hangt besonders von der Kongruenz der
Gelenkanteile, sowie der Stellung der Gelenkachse ab.

Mankin et al (60) untersuchten 31 Areale auf 13 Femurkdpfen beziglich histologischer
und biochemischer Zeichen von Arthrose. Sie wiesen nach, dass, abhéngig von dem
Zeitraum Uber den die Arthrose bestand, Unterschiede im AusmaB der arthrotischen
Veranderung des Knorpels bestanden. Um die Vergleichbarkeit der histologischen
Beurteilung der Kaninchengelenke untereinander zu gewahrleisten, sollten die Proben
somit aus jeweils derselben, dieser Spezies entsprechenden, Belastungszone

50



Diskussion

stammen. Von besonderem Interesse sind zum einen der mediale Anteil des
Tibiaplateaus, da er am haufigsten und ausgepragtesten arthrotische Veranderungen
aufweist, sowie der laterale Anteil des Plateaus. Zentrale Gelenkanteile werden starker
belastet als randstandige (69). Somit erklart sich auch die von uns vorgenommene
Teilung der Gelenkflachen in eine anteriore und posteriore Hélfte, die gewahrleistet,
dass die Schnittpréparate aus dem Zentrum des Gelenkes stammen.

Die mikroskopische Auswertung dieser Arbeit orientierte sich daher in erster Linie an
der Bearbeitung der zentralen Anteile des medialen und lateralen Tibiaplateaus,
stellvertretend flr das gesamte Knie.

Die makroskopischen Parameter wurden durch Inspektion des gesamten Tibiaplateaus
erhoben.

4.3 Diskussion des makroskopischen Scores

Die Gonarthrose ist eine degenerative Gelenkerkrankung, die mit bestimmten
pathologischen Verdnderungen am Knorpel, aber auch am gesamten Gelenk
einhergeht. Zu diesen Veranderungen gehdren Erosionen des Knorpels,
Osteophytenbildung und Bildung von Gelenkerguss.

Wahrend es radiologisch schon anerkannte Scores zur klinischen In-vivo-Bewertung
von arthrotischen Deformitaten gibt (48), fehlt ein standardisiertes Bewertungsmodell
fur die Wissenschaft.

In der Vergangenheit kam es so zu einer sehr groBen Varianz von Kriterien zu
makroskopischen Beurteilung von arthrotischen Deformationen.

So benutzten Yoshioka et al (100) ein Modell, in dem sie drei Gruppen von Kaninchen
mit einem jeweils unterschiedlichen Arthrosegrad (gering, mittel, schwer) untersuchten.
Im Vordergrund standen die Messung des Durchmessers der Knorpelschicht, die
Begutachtung der oberflachlichen Beschaffenheit sowie die Zelldichte der
Knorpelschicht des Tibiaplateaus.

Hashimoto et al (39) versuchten die Entwicklung und Regulation der osteophytaren

Strukturen in einem Modell der induzierten Arthrose nachzuvollziehen.

Analog zum Mankin-Score publizierten Tibesku et al. 2005 ein Messinstrument zur
makroskopischen Beurteilung arthrotischer Kniegelenke.

In diesen Score flieBen vier Kriterien zur Beurteilung der arthrotischen Schadigung des
Knorpels ein (93).
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Dies erlaubt eine umfassende Beschreibung der arthrotischen Veradnderung des
untersuchten Gelenks. Weitere Vorteile dieser Methode sind die immerwahrende
Verfligbarkeit und die kostengiinstige Anwendung.

Der Nachteil dieser Methode ist, dass die Grundlage der Bewertung die subjektive
Sicht des Untersuchers darstellt. Daraufhin kénnte vermutet werden, dass die
absoluten Ergebnisse unterschiedlicher Studien nur schwer miteinander vergleichbar
seien. Fur den einzelnen Versuch sind die Ergebnisse aber reprasentativ, wenn die
gleichen Untersucher die Bewertung geblindet vornehmen. Das war in diesem Fall
gegeben. Darlber hinaus kann man mutmaBen, dass die Objektivitat, die bei dem
Mankin-Score als bewiesen gilt, auch fir diesen analog entwickelten Score gilt.

4.4 Diskussion des histologischen Scores

Auch histologisch gibt es eine Reihe von Kriterien, die zur Bewertung des
Arthrosegrades herangezogen werden kénnen.

Hier konnten wir aber auf ein sehr gut validiertes und etabliertes Messinstrument
zuriickgreifen.

Bereits in den 70er Jahren entwickelten Mankin et al den Mankin-Score, der die
histologischen Kriterien Struktur, Zellen, Safranin-O und GeféBe beinhaltet (60).
Methodisch schwer zu erhebende Parameter wie Knorpeldickemessung erhalten
keinen Einzug in die Bewertung. Die schon bei der Makroskopie erwahnte Problematik
der subjektiven Bewertung der Arthrosezeichen trifft auch hier zu.

Des Weiteren bleiben auch die normalen Probleme histologischer Aufarbeitung von
Proben bestehen. So kann es vorkommen, dass bei der Zerteilung der Tibiaplateaus
und dem anschlieBenden Herstellen der Schnittpraparate Lasionen erzeugt werden,
die als arthrotische Destruktion fehlgedeutet werden kénnen.

Dieses haben wir durch sorgfaltige Praparation mit unbenutzten handelsiblichen
Einwegskalpells und Verwendung frischer Mikrotommesser zu verhindern versucht.

Ein weiteres Problem kann die nicht reprasentative Wiedergabe der
Knorpelverhéltnisse sein. So konnten Mankin et al (60) zeigen, dass es innerhalb eines
Gelenkes, vor allem bei schon weit fortgeschrittener Arthrose, groBe Unterschiede im
AusmaB der arthrotischen Veranderung zwischen einzelnen Arealen des Knorpels gibt.
Bei der Herstellung von Schnittpraparaten kann es zur Darstellung eines GbermaBig
destruierten oder unversehrten Areals kommen. Auch Uberlagerungsphédnomene bei
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nicht genau orthogonalem Anschnitt der Gelenkflachen kénnen zu falschen
Bewertungen durch die Untersucher fihren.

Um diese Fehler so weit wie méglich auszuschlieBen haben wir uns zur Untersuchung
der Tibiaplateaus entschieden. Im Unterschied zu den abgerundeten femoralen
Anteilen ist das Tibiaplateau nahezu flach. Zusétzlich sind die femoralen Bereiche der
Destruktion oft kleiner als die tibialen, da immer nur ein relativ kleines Knorpelareal des
Femurs auf dem gesamten Tibiaplateau ,walzt*.

Zuséatzlich wurden sowohl die lateralen als auch die medialen Gelenkanteile des
Plateaus histologisch an jeweils drei Stellen untersucht, um ein méglichst groBes und
damit reprasentatives Areal zu beschreiben.

Durch strikt mittige Teilung des Tibiaplateaus und Parafineinbettung genau parallel zur
Schnittfiihrung wurde versucht Uberlagerungsphdnomene zu verhindern.

Auch die Anfertigung immer gleich dicker Schnitte von 5 ym hatte dieses Ziel.
Zusatzlich lassen sich viele der Uberlagerungsphanomene durch einen erfahrenen
Untersucher erkennen. Beide Untersucher hatten ausreichend Erfahrung im
Mikroskopieren histologischer Schnitte.

4.5 Diskussion der Therapie

Bei dem von uns benutzten Therapiegerat der Firma Medtec handelt es sich um ein
Gerat, das fir die Anwendung am Menschen konstruiert ist. Alle Parameter, wie die
Frequenz des Magnetfeldes, die Starke des Feldes und auch die Dauer der Therapie
orientieren sich an empirischen Parametern aus der humanen Anwendung oder an
Resonanzfrequenzmessungen an Proben unterschiedlicher Gewebe.

Zwar ist es bei genauer Kenntnis der Larmorfrequenz der einzelnen Atomkerne
physikalisch-theoretisch méglich, durch die Wahl der Starke des ersten (statischen)
Feldes und die Wahl der Frequenz des Transversalfeldes sehr genau zu bestimmen,
welche Kerne in Resonanz geraten sollen, dies ist aber in derart komplexen Systemen
wie dem Kaninchen oder auch dem Menschen nicht uneingeschrankt mdglich.

Auch die Therapiedauer in unserem Modell orientiert sich am menschlichen
Behandlungsmuster.

Studien mit gepulsten elektromagnetischen Feldern an Hartley-Guinea-Schweinen
zeigten einen deutlichen Effekt nach sechs Monaten einstiindiger Behandlung (20).

Ein solches Behandlungsschema wére auch flr die humane Anwendung praktikabel.
Goodwin et al (34) sahen dagegen, dass sehr lange Behandlungszeiten zu einer

schlechten Patientencompliance fihrten.
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In zwei klinischen Studien mit PEMF konnte die Wirksamkeit der Therapie bei einer
taglichen Behandlungsdauer von Uber finf Stunden auf die Knochenheilung gezeigt
werden (13, 59).

Des Weiteren kommt ein unabhangiger Gutachter zu dem Ergebnis, dass schon relativ
kurze Behandlungszeiten von 3, 5, 9 oder 10 Behandlungsstunden pro Therapieserie
nutzbringend sein kénnen.

Eine klinische, placebokontrollierte Studie, die in der klrzesten Vergangenheit die
Wirkung der MBST™-Therapie untersuchte, kam zu dem Ergebnis, dass die
einstindige Behandlung in einer flnftadgigen Therapieserie die Schmerzen der
Therapiegruppe in einem Kollektiv von 62 Patienten mit Rickenschmerz signifikant
vermindern konnte (50).

Somit orientierten wir uns an den fur die humane Anwendung Ublichen Therapiedauern
und Feldstarken, da keine Daten =zur therapeutischen Anwendung der
Kernspinresonanz fur das Kaninchen vorlagen. Dies stellt eine Limitierung des Modells
dar.

Es lasst sich jedoch nicht ausschlieBen, dass eine Therapie mit anders gewahlten
Parametern, wie z.B. einer langeren Behandlungszeit, einen Effekt in dem von uns

gewahlten Modell gezeigt hatte.

4.6 Diskussion der Ergebnisse

Die Gelenkknorpel von zwdlf Kaninchen sollten in unserem Versuch untersucht
werden. Bei zwei operierten Gelenken pro Tier ergibt dies eine GesamtprobengrdBe
von 24 Knien. Ein Tier entwickelte postoperativ spontane Abszesse und musste aus
der Studie herausgenommen werden.

Das Praparat des medialen Gelenkanteils eines weiteren Tieres erwies sich als
objektiv nicht auswertbar, so dass letztendlich 21 Gelenke zur Auswertung genutzt
werden konnten. Dies entspricht einer drop-out-Rate von 7,2 %. Da bei der Planung
des Versuchsaufbaus mit einer Rate von 10 — 15 % gerechnet wurde und die Anzahl
der Tiere entsprechend gewahlt wurde, scheint das Ergebnis nicht durch eine zu kleine
ProbengréBe verfalscht zu sein.

Da statistische Untersuchungen mit dem verwendeten Man-Whitney-U-Test gegen
Abweichungen von der Normalverteilung resistent sind, erlbrigte sich die
Durchfihrung einer Poweranalyse.
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Die in diesem Versuch erhobenen Werte zeigen eine groBe Varianz in vielen
Bereichen. So verteilen sich die Werte fir Struktur des lateralen Plateaus von Tier K
von gering (1) bis zur héchsten méglichen Punktzahl (6).

Die arthrotischen Verédnderungen bei einigen Tieren waren nicht wie erwartet als
schwer oder schwerstgradig zu erkennen, z.B. unterscheiden sich die histologischen
Scores von Tier A-re (3) zu Tier H-re (11) um fast den Faktor vier.

Diese deutlichen Unterschiede bei Tieren, die zum gleichen Zeitpunkt postoperativ
getdtet wurden, werden in der Literatur schon von Vignon et al (95) und auch von
Tibesku et al (938) beschrieben. Eine mdgliche Erklarung fir diese interindividuell
starken Unterschiede koénnten die abweichenden Auspragungen als Folge einer
genetisch determinierten unterschiedlichen Knorpelqualitét sein. Ahnlich also wie dies
beim Menschen auch angenommen wird.

Des Weiteren waren bei den Tieren beider Versuchsgruppen starke Unterschiede in
der Gewichtszunahme und dem Bewegungsverhalten zu beobachten.

Eine Einflussnahme auf diese Faktoren ist nur sehr begrenzt méglich. Die Auswahl der
Tiere nach gleicher Rasse, Geschlecht, Gewicht und gleichem Zichter sowie die
Haltung unter gleichen standardisierten Bedingungen sollte die héchstmdgliche
Homogenitat der Versuchspopulation gewahrleisten.

DarUber hinaus kann man diese Ergebnisse nicht isoliert betrachten, sondern muss sie
im Zusammenhang mit den aktuellen Forschungsergebnissen anderer Gruppen sehen.

Das Ziel unserer Studie war es, einen mdglichen Erklarungsansatz fur die in klinischen
Untersuchungen gezeigten Effekte am Menschen im Tiermodell zu verifizieren oder zu
widerlegen.

Dieser Erklarungsansatz geht von der direkten Beeinflussung der Knorpelmorphologie
durch die Kernspin-Resonanz-Therapie aus. Entsprechend lautete unsere
Nullhypothese: Die MBST™-Kernspin-Resonanz-Therapie hat keinen Einfluss auf die
Knorpelmorphologie bei der Gonarthrose.

Diese Hypothese konnte durch unseren Versuch nicht widerlegt werden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass wir in unserem Modell mit der MBST™-
Kernspin-Resonanz-Therapie keinen signifikanten Unterschied im Arthrosegrad
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zwischen der Therapiegruppe und der Kontrollgruppe feststellen konnten, sich also die
Knorpelmorphologie nicht Gberzufallig in beiden Gruppen unterschied.

Grundlage fur die von uns durchgefihrte Untersuchung war die Erkenntnis, dass die
Ergebnisse klinischer Studien am Menschen zum Teil sehr vielversprechend sind. Die
Parameter, die bei diesen Untersuchungen gemessen werden kénnen, sind
standardisierte Schmerzscores und Bewegungsumfange in den betroffenen Gelenken.
Eine Untersuchung dieser Kriterien ist im Tierversuch, wenn Uberhaupt, sehr schwer zu
realisieren und sehr stéranfallig.

Ob sich diese MessgréBen in unserem Versuch geandert haben, konnte aufgrund der
Natur des Tierversuches nicht festgestellt werden und darGber hinaus lag unser
Augenmerk auf der Morphologie des Knorpels.

Eine mdgliche Erklarung fir diese Ergebnisse ist, dass die MBST™-Kernspin-
Resonanz-Therapie nicht direkt die Morphologie des Knorpels beeinflusst, sondern die
artikulare Entzindungsreaktion modifiziert. Mogliche Ansatzpunkte waren z.B. die
Matrixmetalloproteinasen, von denen es katabole und anabole Isoformen gibt, oder
aber Zytokine wie TGF-f oder IGF-I und IGF-II, von denen man annimmt, dass sie die
Arthroseentstehung beeinflussen (98). Dieses war aber nicht Gegenstand der von uns
durchgefihrten Untersuchung.

Im Hinblick auf den dokumentierten Erfolg der Methode in klinischen Studien kdnnte
die Schlussfolgerung bei diesem Erklarungsmodell lauten: Alle Patienten haben die
gleiche Arthrose aber die MBST™-Kernspin-Resonanz-Therapie kénnte die
Schmerzibertragung oder Entziindungsreaktion so beeinflussen, dass therapierte
Patienten die Arthrose nicht mehr so stark spuren.

Eine andere, mdégliche Erklarung ist die, dass die MBST™-Kernspin-Resonanz-
Therapie sehr wohl auf die Morphologie des arthrotischen Knorpels und des
subchondralen Knochens wirkt, die Schadigung und Deformation in der zwdlf-Wochen-
Gruppe aber so langanhaltend und groB waren, dass die Effekte mit unseren
Methoden nicht mehr messbar waren.

Eine Erkenntnis, die diese Theorie unterstltzt, stammt von Papaioannou et al (77), die
zeigen konnten, dass sich in dem von uns benutzten Tiermodell eine eher
degenerative Phase (Wochen eins bis acht) und eine eher regenerative Phase (Uber
acht Wochen) bei fortschreitender Arthrose unterscheiden lassen. So kdénnten die
Effekte der MBST™-Kernspin-Resonanz-Therapie gerade in der degenerativen Phase
stattfinden.
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Die Schlussfolgerung dieses Models wirde lauten: Die MBST™-Kernspin-Resonanz-
Therapie wirkt gerade in den frihen Stadien der arthrotischen Destruktion.

Dartber hinaus muss auch die unterschiedliche pathogenetische Ursache von Arthrose
in die Diskussion einbezogen werden. Wahrend in den humanen Versuchsreihen die
Patienten mit posttraumatischer Arthrose nur einen Teil der Versuchspopulation
ausmachten, war unsere Versuchsreihe aufgrund der unter 4.1 genannten Punkte auf
Tiere mit posttraumatischer Arthrose beschréankt. Denkbar wére aber, dass gerade
Patienten mit minderwertigem Knorpelgewebe im Besonderen von der MBST™-
Kernspin-Resonanz-Therapie profitieren.

Die Schlussfolgerung in diesem Fall hieBe: Gerade Patienten mit einer idiopatischen
priméren Arthrose profitieren von der MBST™-Kernspin-Resonanz-Therapie.

4.7 Schlussfolgerung

AbschlieBend lasst sich sagen, dass wir in unserem definierten Modell mit unseren
definierten Therapieparametern, mit den von uns genutzten Messinstrumenten keinen
Effekt der Therapie auf die Knorpelmorphologie nachweisen konnten.

Es kann hierdurch jedoch nicht die pauschalisierte Aussage getroffen werden, dass die
Kernspin-Resonanz-Therapie keine Wirkung hat; in dem von uns gewahlten
Versuchsaufbau konnte ein mdéglicher Effekt jedoch nicht gezeigt werden. Grund
hierfar kdnnte sein, dass die Ursache der arthrotischen Destruktion, die Instabilitat des
Kniegelenkes, durch die Therapie nicht beseitigt wurde. Da eine Beseitigung der
Ursache an sich, sofern moglich, immer Bestandteil der medizinischen Therapie sein
sollte, stellt dies einen Kritikpunkt an unserem Modell dar.

Mdoglicherweise ist ein Modell, bei dem der Ausléser der Destruktion nur Uber eine
definierte Zeit wirkt, besser geeignet, da etwaige Regenerationsprozesse hier Zeit
haben zu wirken.

Weitere Untersuchungen, wie z.B. molekularbiologische Analysen oder Beschreibung
von Entziindungsparametern sowie bestimmten Enzymen, waren zur weiteren Klarung

der Frage nach einer Wirksamkeit sicherlich sinnvoll.
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5 Ausblick und mogliche Folgeuntersuchungen

Die Effekte der Kernspin-Resonanz-Therapie, die in klinischen Studien gezeigt wurden,
lassen eine Vielzahl hypothetischer Wirkprinzipien zu, von denen nur ein Teil zu
morphologischen  Verdnderungen der von uns untersuchten mechanisch
beanspruchten Komponenten Knorpel und Knochen flihren wirde.

Dementsprechend vielfaltig sind auch die weitergehenden Untersuchungen, die
sinnvoll erscheinen:

1. Ausweitung der Analytik zur Untersuchung der beteiligten Strukturen.

Hier scheint unter anderem die Untersuchung der Expression von Zytokinen (z.B. TGF-
B, Interleukin-6), die als Entziindungsmediatoren das Ausmaf und Voranschreiten der
Erkrankung modifizieren, wertvoll.

Auch die Expression von arthroseassoziierten Rezeptoren (z.B. CD-44) der
Chondrozyten kénnte aussagekraftig ndher untersucht werden.

Denkbar ist auch die Messung der biomechanischen Belastbarkeit der Knorpelanteile
von Tibia und Femur.

Dartber hinaus scheint auch die exakte Messung des Wasser- und
Proteoglykangehalts des Knorpels sinnvoll.

2. Anderung des Studiendesigns auf ein longitudinales, anstelle eines
endpunktorientierten Designs.

Dieses schlieBt die Messung der Zusammensetzung der Synovialflissigkeit,
insbesondere des Anteils und des Verhéltnisses der Entziindungsmediatoren genauso
mit ein, wie die Messung des Anteils und Verhaltnisses der an Umbauvorgangen
beteiligten Enzyme, z.B. der Matrixmetalloproteinasen.

In regelméaBigen Abstanden durchgefiihrte bildgebende Diagnostik wie Réntgen, CT
oder Mikro-CT zur Evaluation des Destruktionsgrades der beteiligten Strukturen lieBe
die Erhebung wertvoller Daten schon in-vivo zu.

Auch die Messung der neuronalen Aktivitat, insbesondere der Schmerzafferenzen und
der Rezeptordichte der Schmerzrezeptoren, erscheint als einer der mdglicherweise
beeinflussten Faktoren folgerichtig.

3. Verdnderung des Tiermodells.

Gerade die Nutzung gendefizienter knock-out-M&ause zur Untersuchung von ,spontan”
entwickelter Arthrose lieBe die Untersuchung einer groBen Versuchspopulation mit
einem 6konomischen Kosten-Nutzen-Verhaltnis zu.
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Denkbar wéare auch die Durchfiihrung einer Versuchsreihe mit anschlieBender
Refixation des vorderen Kreuzbandes zur Ausschaltung des pathologischen Reizes.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente fanden im Rahmen eines

Pilotversuches statt, so dass nur ein begrenztes AusmaB der denkbaren
Untersuchungen durchgefihrt wurde.
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8 Anhang

8.1 Makroskopische Befunde

Probe | Fibrillationen | Ulzerationen | Osteophyten Erguss Kreuzband
A links 2 1 1 0 durchtrennt
A rechts 1 1 1 0 durchtrennt
B links 3 2 3 2 durchtrennt
B rechts 2 2 1 1 durchtrennt
€ links 3 1 2 1 durchtrennt
C rechts 2 2 1 1 durchtrennt
D links 3 1 3 2 durchtrennt
D rechts 2 1 3 1 durchtrennt
E links 3 1 3 2 durchtrennt
E rechts 2 2 3 3 durchtrennt
F links 2 2 2 2 durchtrennt
F rechts 3 1 3 1 durchtrennt
G links 1 1 1 3 durchtrennt
G rechts 1 1 1 3 durchtrennt
H links 3 2 3 3 durchtrennt
H rechts 3 2 3 3 durchtrennt

Tinks 2 1 2 3 durchtrennt
I rechts 1 1 1 3 durchtrennt

J links 3 2 1 1 durchtrennt
J rechts 2 1 2 1 durchtrennt
K links 2 2 3 1 durchtrennt
K rechts 3 2 3 2 durchtrennt
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8.2 Mikroskopische Befunde

Probe Rechts | Struktur (0-6) | Zellen (0-3) | Safranin- O (0-4) | GefidBe (0-1)
A medial 0-0-1-1-1-1 1-1-2-2-2-2 1-1-1-1-1-1 0-0-0-0-1-1
A lateral 223333 1-1-1-1-2-2 0-0-1-1-1-1 0-0-0-0-1-1
B medial _ _ L L
B lateral _ _ _ _

C medial 1-1-1-1-1-1 1-1-1-1-2-2 0-0-1-1-1-1 0-0-0-0-0-0
C lateral 3-3-3-3-3-3 1-1-2-2-3-3 223333 1-1-1-1-1
D medial 1-1-1-1-2-2 1-1-1-1-1-1 1-1-2-2-2-2 0-0-0-0-1-1
D lateral 222222 | 00-1-1-1-1 1-1-1-1-1-1 0-0-1-1-1-1
E medial 3.3-3-3-3-3 1-1-3-3-3-3 3-3-3-3-3-3 0-0-0-0-0-0
E lateral 333344 | 222233 2-22-2-33 0-0-0-0-1-1
Fmedial 2-2-3-3-3-3 1-1-2-2-2-2 2-2-2-2-3-3 0-0-0-0-0-0
F lateral 333344 | 223333 0-0-0-0-1-1 0-0-1-1-1-1
G medial 222033 | 222222 222233 0-0-0-0-0-0
G lateral 333366 | 113333 222244 0-0-0-0-1-1
H medial 1-1-1-1-4-4 1-1-1-1-3-3 3-3-3-3-3-3 0-0-0-0-1-1
H lateral 1-1-3-3-33 1-12:222 0-0-1-1-1-1 0-0-1-1-1-1
I'medial 2-2-33-5-5 | 2-2-2-2-3-3 2-2-2-2-4-4 0-0-0-0-1-1
I lateral 223333 1-12:222 1-1-1-122 0-0-0-0-1-1
J medial 11122 | 1-1-1-1-1-1 0-0-0-0-1-1 0-0-0-0-0-0
J lateral 223355 1-1-1-1-2-2 0-0-1-1-4-4 0-0-0-0-1-1
K medial 1-1-2-2-3-3 1-1-2-2-2-2 0-0-1-1-2-2 0-0-0-0-1-1
K lateral 1-1122:6-6 | 222233 1-1-1-1-33 0-0-0-0-1-1

II
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Probe Links Struktur (0-6) | Zellen (0-3) | Safranin- O (0-4) | GefiaBe (0-1)
A medial 3-3-3-3-3-3 3-3-3-3-3-3 2-2-2-2-3-3 0-0-0-0-1-1
A lateral 002222~ | 1-1-1-122 0-0-1-1-1-1 0-0-0-1-1-1
B medial 3-3-3-3-4-4 1-1-1-1-2-2 0-0-0-0-1-1 0-0-0-0-1-1
B lateral 1-1-4-4-4-4 1-1222-2 0-0-0-0-1-1 0-0-0-0-1-1
C medial 1-1-3-3-33 | 1-1-2-2-2-2 1-1-2-2-2-2 0-0-0-0-0-0
C lateral 0-0-1-1-1-1 222222 1-1-1-1-3-3 0-0-1-0-0-1
D medial 223333 | 1-1:2222 | 0-0-0-0-0-0 0-0-0-0-0-0
D lateral 334444 | 222222 0-0-1-1-22 0-0-0-0-0-0
E medial 3-3-4-4-4-4 1-1-2-2-2-2 0-0-1-1-2-2 0-0-0-0-0-0
E lateral 3-3-3-3-3-3 222222 1-1-1-1-1-1 0-0-0-0-1-1
F medial 4-4-4-4-4-4 2-2-2-2-3-3 2-2-2-2-3-3- 0-0-0-0-1-1
F lateral 1-1-1-1-4-4 1-1-1-1-2-2 0-0-2-2-4-4 0-0-0-0-0-0
G medial 3-3-4-4-4-4 1-1-1-1-3-3 1-1-1-1-2-2 0-0-0-0-1-1
G lateral 3-3-3-3-33 222222 1-1-1-1-4-4 1-0-0-0-1-0-
Hmedial 3-3-3-3-4-4 1-1-1-1-2-2 2-2-3-3-3-3 0-0-0-0-1-1
H lateral 3-3-3-3-4-4 | 2-2-22-3-3 2-22-2-3-3 0-0-0-0-1-1
I'medial 44-4-4-4-4 | 1-1-2-2-33 1-1-1-1-2-2 0-0-0-0-0-0
I lateral 3-3-3-3-3-3 1-122-2-2 222222 0-0-0-0-0-0
J medial 444455 | 333333 1-1-2-2-33 0-0-0-0-0-0
J lateral 3-3-5-5-55 1-1-3-3-3-3 1-122-4-4 0-0-1-1-1-1
K medial 2-2-3-3-6-6 1-1-2-2-3-3 0-0-1-1-4-4 0-0-0-0-1-1
K lateral 334455 1-1222-2 1-1-1-1-1-1 0-0-0-0-1-1

I
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8.3 Randomisierungsschlissel

Tier Gruppe
A Therapie (T27)
B Therapie (T24)
C Kontrolle (K21)
D Therapie (T21)
E Therapie (T23)
F Kontrolle (K22)
G Kontrolle (K24)
H Therapie (T26)
I Therapie (T25)
J Kontrolle (K23)
K Therapie (T22)

IV
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8.4 Lebenslauf
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8.6 Versuchsgenehmigung

Bei den in dieser Dissertation durchgefihrten tierexperimentellen Untersuchungen

handelte es sich um in vivo- Experimente.

Die Durchfihrung dieser Versuche erfolgte gemaB des Antrages auf

Versuchsvorhaben mit Wirbeltieren (§ 8 Abs. 1 Tierschutzgesetz).

Bezirksregierung Miinster

ing Miinster e 48128 Minster

Bezirksr

Gegen Empfangsbekenntnis

Herrn

Priv.-Doz. Dr. med. Rainer Meffert
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gemdfl § 8 Tierschutzgesetz (TierSchG) in der zur Zeit giiltigen Fassung (BGBIL. I S. 1103,
1818) wird Thnen die Genehmigung zur Durchfiihrung des nachstehenden Versuchsvorhabens

erteilt:

" Welchen Effekt hat die MBST® — Kernspin-Resonanz-Therapie auf die Morpholo-
gie des Knorpels bei Kniegelenks- Arthrose im Kaninchenmodell?"

Leiter des Versuchsvorhabens und sein Stellvertreter sind:

Herr Herr

Priv.-Doz. Dr. med. Rainer Meffert Dr. med. H. Jansen

Klinik und Poliklinik fiir Unfall-, Hand- Klinik und Poliklinik fiir Unfall-, Hand-
und Wiederherstellungschirurgie und Wiederherstellungschirurgie
Universitdtsklinikum Miinster Universitatsklinikum Miinster
Waldeyerstr. 1 Waldeyerstr. 1

48149 Miinster 48149 Miinster

Griines Umweltschutztelefon: (0251) 411-3300 172

E-Mail: poststelle@bezreg-muenster.nrw.de e Internet: www.bezreg-muenster.nrw.de

zentrale Telefaxnummer: (0251) 411-2525

Konten der Landeskasse Minster:

Deutsche Bundesbank - Filiale Miinster - BLZ: 400 000 00 Konto: 40001 520

WestLB AG Miunster BLZ: 400 500 00 Konto: 61820

OPNV ab Hbf: Linien 14 ¢ 20 bis Haltestelle Domplatz, Linien 2 e 10 e 11 e 12 bis
laltestelle WindthorststraBe (Haus K). Linie 7 bis HaltestelleWiener Str (TTane WA

— 7
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Diese Genehmigung gilt bis zum 30.04.2003.
Zur Durchfiihrung des Versuchsvorhabens diirfen folgende Tiere verwendet werden:
36 Kaninchen
Mit dem Versuchsvorhaben darf erst nach Vorliegen dieser Genehmigung begonnen werden.

Laut Auskunft der Stadt Miinster liegt fiir Herm Dr. med. H.-P. Tiittenberg bisher kein Sach-
kundenachweis vor. Die Genehmigung des: Tierversuches erfolgt mir der Auflage, dass Herr
Dr. med. H.-P. Tiittenberg erst nach Vorlage des Sachkundenachweises bei der Stadt Miinster
an diesem Versuch teilnimmt,

Sofern der Leiter des Versuchsvorhabens oder sein Stellvertreter wechselt, ist mir dieser
Wechsel unverziiglich anzuzeigen.

Diese Genehmigung wird zurlickgenommen, wenn bei der Erteilung die Voraussetzungen
nach § 8 Abs. 3 TierSchG nicht gegeben waren.

Sie wird widerrufen, wenn die Voraussetzungen nach § 8 Abs. 3 TierSchG nicht mehr gege-
ben sind und dem Mangel nicht innerhalb einer von mir zu bestimmenden Frist abgeholfen
wird; sie kann widerrafen werden, wenn ihre Bedingungen und Auflagen nicht erfiillt werden
oder den Vorschriften des § 9 Abs. 2 TierSchG wiederholt oder grob zuwidergehandelt wor-
den ist.

Ein Antrag auf Verldngerung der Genehmigung ist rechizeitig vor Ablauf der Frist bei mir zu
stellen. : :

Ich weise darauf hin, dass diese Genehmigung eine evtl. erforderliche Zustimmung nach dem
Gentechnikgesetzt fiir Arbeiten mit transgenen Tieren nicht einschliefit.

Da das Versuchsvorhaben tiberwiegend im 6ffentlichen Interesse erfolgt, wird von der Erhe-
bung einer Verwaltungsgebtihr Abstand genommen.

Rechtsbehelfsbhelehrung

Gegen diesen Bescheid kann innerhaib eines Monats nach Bekanntgabe Widerspruch erhoben
werden. Der Widerspruch ist bei mir unter der oben genannten Anschrift schriftlich oder zur
Niederschrift einzureichen.

Sollte die Frist durch das Verschulden eines von Thnen Bevollmachtigten versaumt werden, so
wiirde dessen Verschulden Ihnen zugerechnet werden.

Ich bitte um umgehende Riickgabe des beiliegenden Empfangsbekenntnisses.

it freundlichen Grﬁssen

(nf Aufirag .
@‘;AL%/‘?;..(-

Dr Piantlbaweli
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Bezirksregierung Miinster
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Antrag vom 21.01.2004
Mein Genehmigungsbescheid vom 28.04.2004 — Az.: 50.0835.1.0 (G 17/2004) —

Sehr geehrter Herr Dr. Meffert,

gem. § 8 Tierschutzgesetz (TierSchG) in der Fassung der Bekanntmachung vom 25.
Mai 1998 (BGBI. I S. 1105) verlangere ich auf lhren Antrag hin die Genehmigungs-
dauer fur die Durchfiihrung des o.a. Versuchsvorhabens bis zum 30.04.2006.

Die Verlangerung kann jeweils nur Uber einen Zeitraum von einem Jahr ausgespro-
chen werden. Der nachste Antrag auf Verlangerung kann bereits im Novem-
ber/Dezember diesen Jahres gestellt werden.

Mit freundlichen Griifzen
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