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KURZZUSAMMENFASSUNG

Hintergrund: Die extrakorporale StoRwellentherapie wird u.a. zur Behandlung
von Skelettmuskel- und Knochenverletzungen angewendet. Die grundlegenden
Mechanismen der meisten positiven Effekte sind jedoch unbekannt. Ziel dieser
Studie ist es den Einfluss von StoRwellen auf die Sauerstoffversorgung der
Muskulatur, die im Zusammenhang mit der Erythrozytenverformbarkeit (RBC-
Verformbarkeit) und Stickstoffmonoxid-Konzentration (NO) steht, zu untersu-
chen.

Methode: 10.000 StoBwellen (5 MPa-Fokus, 0.702 mJ/mm?2, 8Hz) wurden auf
den M. quadriceps femoris von 4 (n = 4, Pilotstudie), bzw. 13 (n = 13, Haupt-
studie) unverletzten, mannlichen Probanden appliziert. Weiter wurden StoR-
wellen mit den Konditionen 0 (Kontrolle), 500, 1000 und 1500 Uber eine
Schweinehaut auf die Blutproben (Heparin) von 8 mannlichen Probanden ap-
pliziert (n = 8, In-Vitro-Studie). Die Sauerstoffversorgung wurde mittels NIRS
Pre und Post (Pilotstudie), bzw. Pre, Post 0¢, Post 10, Post 20° und Post 30°
(Hauptstudie) gemessen und die Blutproben Pre, Oh, 2h, 6h und 24h nach der
Behandlung entnommen. Die RBC-Verformbarkeit wurde mittels Ektazyto-
metrie und die NO-Konzentration in Plasma und RBC - als Marker fur RBC-
NO Produktion - mittels CLD bestimmt. Die RBC-Populationen wurden in-
vitro mit einer Percoll-Losung nach Oh/6h ermittelt und anschlielend deren
Verformbarkeit, Gewicht sowie deren Volumen bestimmt.

Ergebnis: Die RBC- und Plasma-NO-Konzentrationen verminderten sich nach
der Behandlung mit Tiefstwerten bei 2h, erreichten allerdings nach 24h wieder
den Ausgangswert. Die RBC-Verformbarkeit war ebenfalls mit Minimalwerten
bei 6h vermindert, erholte sich allerdings nach 24h wieder. In-vitro zeigt sich,
dass die StolRwellen die RBC-Populationen, RBC-Struktur und deren Funktion
nicht negativ beeinflussen. Das angewandte StoRwellenprotokoll wirkt sich an-
scheinend negativ auf die NO-Verfligbarkeit in den RBCs aus und fiihrt somit
zu einer reduzierten RBC-Verformbarkeit. Es beeinflusst aber nicht die Sauer-
stoffversorgung der Muskulatur. Allerdings sind weiterfihrende Studien dazu

notwendig.
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ABSTRACT

Background: Extracorporeal shockwave therapy inter alia is applied to treat
skeletal-muscle- and bone-traumatism. The underlying mechanisms of most
positive effects are unknown so far. The aim of the study was to investigate
whether shockwaves affect muscle oxygen supply which may be related to
RBC-deformability and associated NO levels.

Method: 10.000 Shockwaves were applied (5 MPa-focus and 0.702 mJ/mmz2,
8Hz) on the muscle quadriceps femoris of 4 (n = 4, pilot-study), respectively
13 (n = 13, main-study) healthy male subjects. Further, shockwaves were ap-
plied over pork-skin roofed blood-samples from 8 male subjects with condition
0 (control), 500, 1.000, 1.500 (n = 8, in-vitro-study).

Oxygen supply was measured Pre and Post (pilot-study), respectively Pre, Post
0°, Post 10°, Post 20 and Post 30° (main-study), by NIRS and venous blood
was sampled Pre and Oh, 2h, 6h and 24h post intervention. RBC-deformability
was determined by ektacytometry and nitrite concentrations in plasma and
RBC, as a marker of RBC-NO production, by CLD, respectively. RBC-
populations were determined Oh/6h post (in-vitro), by a percoll-solution. Af-

terwards, thus deformability, weight and volume were determined.

Results: RBC and plasma nitrite levels decreased post intervention with lowest
values measured 2h but increased back to pre-level 24h. RBC-deformability
decreased with minimum values measured 6h and increased again 24h. In-
vitro, shockwaves might not negatively affect RBC-populations and -structure
and thus function. The tested shockwave protocol might negatively affect NO
availability in RBC leading to reduced RBC-deformability but did not affect

oxygenation of the muscles. Admittedly, further studies are needed.
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1. EINLEITUNG

1. EINLEITUNG

Die extrakorporale StoRwellentherapie (ESWT) wird seit 1980 urspriinglich er-
folgreich zur Behandlung von Nierensteinen angewandt (Lithotripsie) und seit
1989 auch zur Behandlung von Pseudoarthrosen (nicht heilende Knochenbri-
che) eingesetzt. Seither wird das Einsatzspektrum der ESWT stetig erweitert
und findet mittlerweile bei einer Vielzahl von verschiedenen Indikationen ihre
Anwendung. Obwohl die StoBwellenbehandlung eine grofle Bandbreite von
Applikationen bietet, sind die zellularen und subzellularen Mechanismen, die
durch ihre Anwendung aktiviert werden und zur Regeneration bzw. Heilung
des verletzten Gewebes fiihren weitgehend unbekannt. Grundsétzlich erzeugen
StoRBwellen einen mechanischen Reiz, der auf die Zellen wirkt und diese akti-
viert (Mechanotransduktion). Die mechanisch induzierten Reize der ESWT
stehen im Zusammenhang mit Verdnderungen des Blutflusses und der Sauer-
stoffversorgung im regenerierenden Gewebe sowie mit einer verdnderten Re-
gulation der Kapillarneubildung. Dabei werden das regenerierende Gewebe
und dessen Zellen durch eine Reihe von Prozessen sowohl im Bereich der ext-
razellularen Matrix (ECM), als auch in der dazugehdrenden Basalmembran
(BM) aktiviert. Es stellt sich also die Frage, ob die mechanisch induzierten
Reize der StoRwellen - insbesondere der extrakorporale StoRwellen - ausrei-
chen, um Regenerationsprozesse in der Skelettmuskulatur auszulésen und/oder
zu beschleunigen.

Im Anschluss von Muskelverletzungen jedweder Art, setzt der Korper einen
Reparaturmechanismus mit verschiedenen Phasen in Gang, der sich wie folgt
unterteilen l&sst: Degeneration, Inflammation, Regeneration und Fibrose
(Bloch, 2010; Gharaibeh et al, 2012; Hotfiel et al, 2017; Bloch et al, 2017 und
Bloch, 2019). Der Ablauf der Phasen und die zeitliche Dauer der einzelnen
Phasen, ist von dem Schweregrad der Verletzung sowie von weiteren Einfluss-
faktoren abhangig (Mackey et al, 2012). Wéhrend der einzelnen Phasen der
Skelettmuskelregeneration finden auf zellularer Ebene eine Reihe von biologi-
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1. EINLEITUNG

schen Verénderungen statt. Faktoren, wie z.B. Wachstumsfaktoren und Zytoki-
ne, werden in einer spezifischen zeitlichen Folge freigesetzt bzw. aktiviert
(Smith et al, 2008; Gharaibeh et al, 2012), die fur die Muskelregeneration von
wesentlicher Bedeutung sind. Das zentrale Anliegen dieser Studie ist daher die
frihen Reaktionen der zellularen und subzellularen Faktoren der Skelettmusku-
latur durch die ausgeldste mechanische Belastung der extrakorporalen StoRwel-
len, ihren zeitlichen Verlauf und deren Wechselwirkungen zu untersuchen.
Folglich lassen sich aus den Ergebnissen Riickschlisse auf die mégliche Beein-
flussung des Regenerationsprozesses in der Skelettmuskulatur ableiten. Dies
ware besonderes fir die letzte Phase der Muskelregeneration von Bedeutung.
Denn hier besteht die Gefahr der Entstehung von Bindegewebe (Fibrose),
wodurch die Heilung des Muskels verzdgert und eine vollstandige strukturelle
und funktionelle Wiederherstellung der Muskulatur verhindert wird (Li &
Huard, 2002 und Moyer & Wagner, 2011).

Um die Regeneration der der Skelettmuskulatur nach einer Verletzung zu be-
schleunigen und um einer Fibrose entgegenzuwirken, werden derzeit eine Rei-
he von physikalischen (u.a. korperliche Belastungen, Kryotherapie, korperliche
Ruhe, etc.) und medikamentésen Behandlungsmethoden eingesetzt. Beide Be-
handlungsmethoden zeigen jedoch nur einen eingeschrankten Effizienzgrad
bzw. sind von dem Grad der Muskelverletzung abhangig (Almekinders, 1993
& Jarvinen; Lehto, 1993 und Diong & Kamper, 2014).

Zur Verbesserung und Beschleunigung der Regeneration nach Muskelverlet-
zungen, werden aber auch eine Reihe von neuen Therapieansétzen getestet, wie
z.B. die Injektion von Wachstumsfaktoren und von gentherapeutischen Be-
handlungen (Gharaibeh et al, 2012). Alle diese Methoden haben jedoch gewis-
se Einschrédnkungen. So sind beispielsweise sehr hohe Mengen von Wachs-
tumsfaktoren und eine Stammzellentherapie notwendig, um den gewiinschten
therapeutischen Effekt zu erreichen (Gharaibeh et al, 2012). Aktuell wird zur
Verbesserung der Muskelregeneration der Einsatz von mesenchymalen Proge-

nitorzellen zur Entwicklung zell-basierter Therapien untersucht und dabei der
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zeitliche Verlauf der Muskelheilung in Abhéngigkeit des Schweregrades, in
Bezug auf die strukturelle und funktionelle Wiederherstellung des verletzten
Gewebes analysiert (Qazi et al, 2015; Pumberger et al, 2016; Qazi et al, 2017).

Die extrakorporale Stol3wellentherapie konnte - in Abhéngigkeit des Schwere-
grades der Muskelverletzung - eine praktische Alternative zur Regenerations-
verbesserung bei Skelettmuskelverletzungen darstellen und eine strukturelle
und funktionelle Wiederherstellung des Muskelgewebes, ohne Narbenbildung
unter Bertcksichtigung der verschiedenen Phasen der Muskelregeneration for-
dern. Die Annahme ist, dass bei Verletzungen der Skelettmuskulatur, extrakor-
porale Stowellen zu einer Reihe von strukturellen und funktionellen Verande-
rungen in der Skelettmuskulatur fihren kénnen. Die Reparatur des geschadig-
ten Gewebes ist abhangig von Kaskaden von De- und Regenerationsprozessen
deren Ablauf letztlich Gber den Heilungsverlauf und die Wiederherstellung des
geschadigten Muskels entscheiden (Bloch, 2010). Eine Beeinflussung des Hei-
lungsverlaufs bedarf genauer Kenntnisse der Phasen und der durch die Behand-
lungen ausgeldsten Regenerationsprozesse. Dies gilt auch fur einen moglichen
Einsatz der extrakorporalen StoRwelle, die (iber mechanische Reize zu einer
verbesserten Regeneration des Gewebes fiihren konnte. Es erscheint daher
notwendig die Auswirkungen von extrakorporalen StoBwellen auf die gesunde
Skelettmuskulatur zu testen, um so die Folgen der Aktivierung des Gewebes
durch die Behandlung — in diesem Fall die extrakorporalen StoRwellen — zu
verstehen. Aus diesem Grunde sollte die Wirkung der extrakorporalen StofR-
wellentherapie auf die Sauerstoffversorgung, bei unverletzter Skelettmuskula-

tur, genauer untersucht werden.
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2. GRUNDLAGEN

2- GRUNDLAGEN 2.1. EXTRAZELLULARE
MATRIX
-BASALMEMBRAN
2.1. Extrazellulare Matrix - Basalmembran — Angiogenese -ANGIOGENESE

Die extrazellulare Matrix (ECM) ist der Gewebsteil auBerhalb der Zellen in der
unter anderem Blutgefalle, Bindegewebe und Nerven (Abb. 1) mit eingebettet
sind (Gillies & Lieberr, 2011). Die ECM umfasst nach heutiger Sicht die Ge-
samtheit der Makromolekiile, die sich aulerhalb der Plasmamembran von Zel-
len in Geweben und Organen befinden (vgl. Ayad et al, 1998). Die extrazellu-
lare Matrix setzt sich aus diversen Komponenten zusammen, die in zwei grole
Gruppen, der Grundsubstanz - der ungeformte Teil der extrazelluldaren Matrix -
und den kollagenen Fasern einteilt werden. Das Verhaltnis von Grundsubstanz
zum Faseranteil schwankt je nach Lokalisation ebenso wie der Anteil der ext-
razellularen Matrix am Gewebe insgesamt, bedingt durch dessen jeweilige
Funktion (vgl. Ayad et al, 1998). Die ECM besteht aus faserigen Bestandteilen
und Flussigkeit mit den darin geldsten Substanzen. Den mengenmaéRig groRten
Anteil stellen dabei - neben Wasser - verschiedene Glykoproteine
und Polysaccharide. Daneben kommen Néhrstoffe (z.B. Aminosduren, Gluko-
se), Gewebshormone sowie Elektrolyte vor (vgl. Ayad et al, 1998).

Zwischen der ECM und den Zellen gibt nach Ayad et al, (1998) eine wechsel-
seitige Interaktion, die nicht statisch ist, sondern - auf molekularer Ebene - als
im FlieRgleichgewicht verstanden werden kann. Durch die Bindung an be-
stimmte Komponenten der ECM durch Zellrezeptoren wird die Expression von
Genen in den Zellen reguliert. Dabei resultieren Zelladhasion, Zellmigrati-
on, Zellproliferation sowie der Aufbau, Umbau und Abbau von Gewebe aus
der wechselseitigen Beeinflussung der ECM und den Zellen (vgl. Ayad et al,
1998). So konnen z. B. Molekiile, die als strukturgebende Proteine vorliegen,
unter anderen Bedingungen Botenstoffe darstellen. Als Makroskopische Bei-
spiele kdnnen die mineralisierte Matrix des Knochens, die druckelastische Sub-
stanz des Knorpels oder die straffen Fasern der Sehnen. Mikroskopisch be-

trachtet ist die ECM im gesamten Kdrper, in fast jedem Gewebe des Korpers,
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in Muskelfasern und in Fettzellen von retikul&ren Fasern vorhanden (vgl. Ayad
et al, 1998).

Damit das Genexpressionsmuster der Zelle transformiert werden kann, ist es
notwendig, dass extrazellulére Informationen von den Zelloberflachenrezepto-
ren erfasst, in die Zelle weitergeleitet und in eine intrazellulare Antwort trans-
latiert werden. Dieser Prozess wird als Signaltransduktion bezeichnet, enthélt
ein komplexes Netzwerk von Signalkaskaden (Cooper, 1995; Schmidt, 2004)
und spielt eine sehr wichtige Rolle fir das Aufrechterhalten der Zellen und fiir
die Regeneration des Gewebes unter normalen und unter pathologischen Be-
dingungen. Suhr et al, (2009) konnten zeigen, dass Spaltprodukte der ECM ei-
nen wichtigen Einfluss auf die Angiogenese (Kapillarneubildung) und dartber
wiederum erheblichen Einfluss auf die Geweberegeneration haben.

Aus den Eigenschaften der ECM resultieren nach Ayad et al (1998) unter ande-
rem folgende Funktionen oder Wechselwirkungen in verschiedenen Geweben

und Organen:

e Formgebung von Geweben und Organen

e Wassergehalt der Gewebe

e Elastizitat der Gewebe

e Zugfestigkeit und Stabilitat der Knochen, Sehnen und Bénder
e Zytokinreservoir

e Signaltransduktion in Geweben

e Verankerung und Polaritatsvorgabe fur Zellen

e Beeinflussung von Wundheilungsprozessen

o Filterleistung der Niere aufgrund ihrer speziellen Basalmembranen
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2.2. ERYTHROZYTEN-

VERFORMBARKEIT —

i NO - ERYTHROZYTEN
Epithelzellen—f-:

Makrophage — @ - Extrazellifiage-Matrix

Blutkapillare -

Extrazelluldare Matrix

Fibroblast —— « )
‘0.

Abbildung 1: Darstellung der Extrazellularen Matrix — Basalmembran (vgl. Wick, 2012)

Neben einer Ubersichtsarbeit der Forschungsgruppe Suhr et al (2009) liefern
mit den Beitrdgen von Gillies & Lieberr (2011) sowie von Moyer & Wagner
(2011) auch andere Autoren eine aktuelle Ubersicht tiber die ECM und die Ba-
salmembran, ihre Struktur, Komponenten und Eigenschaften, sowie Uber ihre
wichtige Rolle fir die Aufrechterhaltung der Gewebehomdostase und bei der

Geweberegeneration.

2.2. Erythrozytenverformbarkeit - NO und Erythrozyten

Erythrozyten (rote Blutkérperchen) sind etwa 7 um (Durchmesser) grof3e, kon-
kavgeformte Zellen mit einer Dicke von 2 um am Rand sowie 1 um im Zent-

rum und bestehen zu 90 % der Trockenmasse aus dem Sauerstoff bindenden

Protein Hamoglobin (vgl. Moyes et al, 2008).

Abbildung 2: (li.) nicht deformierter und (re.) verformter Erythrozyt (Hardemann, 2001)
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Die wichtigste Funktion der Erythrozyten ist der Transport und die Abgabe von
Sauerstoff an die Zellen sowie die Abnahme von Kohlendioxid und verschie-
denen Stoffwechselprodukten. Da der Durchmesser der Erythrozyten viel gro-
Rer ist als derjenige der Kapillaren (etwa 4 pum) ist es notwendig, dass die
Erythrozyten ihre Form verandern, um durch die Kapillaren flieBen zu kénnen
(Abb. 2). Dieses Phdnomen ist bekannt als Erythrozytenverformbarkeit oder
Verformbarkeit (Kleinbongard et al, 2006 und Wan et al, 2011). Es gibt eine
Reihe von Faktoren, die die Verformbarkeit der Erythrozyten verandern kon-
nen. Die Bedeutsamkeit der Erythrozytenverformbarkeit wurde bereits in meh-
reren Studien belegt (Driessen et al, 1982; Driessen et al, 1984 und Stamler et
al, 1993). Die Erythrozytenverformbarkeit stellt eine Grundvoraussetzung fiir
die adaquate Durchblutung des Kapillarbettes dar (Mohandas et al, 1993;
Recchia et al, 2002 und Grau et al, 2013).

Fur eine hohe Erythrozytenverformbarkeit sind im Wesentlichen eine niedrige
Zytoplasmaviskositét, ein grofRes Oberflachen-Volumen-Verhéltnis sowie die
viskoelastischen Eigenschaften der Erythrozytenmembran maRgebend (Stuart
et al, 1984). Die Erythrozytenmembran besteht aus einer Lipiddoppelschicht
mit darin verankerten Proteinen, die mit einem Zytoskelett verbunden sind
(Oonishi et al, 1997; Tsuda et al, 2000 und van Dort et al, 2001). Das Memb-
ranskelett setzt sich aus einem flachigen Netz aus dehnbaren Spektrinfilamen-

ten zusammen, die durch kurze Aktinfilamente zusammengehalten werden.

Neben den genannten Faktoren konnten Studien von Bobrowska-Hagerstrand
(1998), Tsuda et al (2000), Korbut et al (2002) und Bor-Kucukatay et al (2003)
zeigen, dass Stickstoffmonoxid (NO) die erythrozytare Verformbarkeit beein-
flusst. Weitere Studien konnten beweisen, dass Erythrozyten NO synthetisieren
(Deliconstantinos et al, 1995; Chen et al, 1998; Kleinbongard et al, 2006 und
Cortese-Krott et al, 2012). In diesem Zusammenhang wurde in einigen Studien
eine NOS in Erythrozyten postuliert (Chen et al, 1998), allerdings wurde diese
sehr lange als inaktiv beschrieben (Kang et al, 2000). Dies &nderte sich durch
den Nachweis dieses Enzyms und seiner Aktivitat im Erythrozyten. Es gelang,

die RBC-NOS genau zu lokalisieren, indem das Enzym an Knockout-M&usen
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sowohl an der inneren Plasmamembran als auch im Zytoplasma der Erythrozy-
ten dargestellt werden konnte (Kleinbongard et al, 2006 und Cortese-Krott et
al, 2012). Zudem wurde die Aktivitat des Enzyms tber den Umsatz von L-
Arginin in L-Citrullin sowie die Nitritbildung im Erythrozyten gemessen. Nitrit
gilt als priméres NO-Oxidationsprodukt und somit als spezifischer Marker fiir
die NO-Produktion (Grau et al, 2007). So konnte eine erythrozytédre NOS (red
blood cell-NOS = RBC-NOS) definiert werden. NO (Stickstoffmonoxid) dient
als Botenstoff im menschlichen Organismus, der als eNOS und nNOS sténdig
im Organismus vorhanden ist und zahlreiche physiologische Regulationspro-
zesse steuert. So tritt es auch in Interaktion mit den Erythrozyten. Cantu-
Medellin et al (2011) zeigten, dass NO nicht nur von Erythrozyten aufgenom-
men und gespeichert, sondern auch freigesetzt werden kann. Zudem kann NO
auch durch die RBC-NOS produziert werden (Deliconstantinos et al, 1995;
Chen et al, 1998 und Kleinbongard et al, 2006). Dieses von der RBC-NOS
produzierte NO ist bei der Regulation der Erythrozytenverformbarkeit ent-
scheidend (Kleinbongard et al, 2006). Die Auswirkungen der extrakorporalen
StolRwellen auf die NO-Aktivierung fir diese Arbeit werden in Kapitel ,,6. Fra-
gestellung* beschrieben.

2.3. Mechanotransduktion

Die Mechanotransduktion beschriebt den Prozess bei dem physikalische Krafte
in biochemische Signale konvertiert werden (Huang et al, 2004). Dabei kénnen
die physikalischen Krafte sowohl durch Druck- und Zugbelastungen, durch
Bewegung — sowohl Wasser als auch Luft — ausgelost werden (Frairia et al,
2012). Darlber hinaus stellt die Mechanotransduktion einen entscheidenden
Faktor bei Regenerationsprozessen z.B. Signaltransduktion Uber die ECM oder
NO-Aktivierung dar (Frairia et al, 2012). Besonders Muskelzellen scheinen
sensitiv auf diesen Effekt reagieren (Tidball, 2002 und Hornberger et al, 2004).
Die physikalischen Effekte der Mechanotransduktion kénnen unterschiedliche
Prozesse auslosen. Der relevante Mechanismus fiir diese Arbeit wird in dem

Kapitel ,,5. Forschungsstand* beschrieben.
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3. SKELETTMUSKELREGENERATION 3.1. ABLAUF DER

SKELETTMUSKEL-
REGENERATION

3.1. Ablauf der Skelettmuskelregeneration

Nach einer muskuldren Verletzung, die unterschiedliche Ursachen haben kann,
folgen die unterschiedlichen Phasen der Skelettmuskelreparatur (Abb. 3): De-
generation, Inflammation, Regeneration und Fibrose (Bloch, 2010 und Gharai-
beh et al, 2012). Der zeitliche Verlauf dieser Phasen ist nicht einheitlich und
kann in Abhangigkeit vom Schweregrad der Verletzung und weiteren Einfluss-
faktoren variieren (Mackey et al, 2012). Da fur die vorliegende Arbeit Phasen
der Inflammation und Regeneration von Bedeutung sind erfolgt dazu eine de-

taillierte Darstellung.

A Regeneration
Muskelfasern

.
1o

Satellitenzelle \

Myoblasten

(VREEERRT R D UARIRD cDNEETT N TR ERRRERE Ve

Abbildung 3: Regeneration und Fibrose im Skelettmuskel (Brinkmeier, 2014)
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3.1.1. Inflammation

In der Phase der Inflammation erfolgt die Infiltration von Makrophagen in
traumatisierte Muskelregionen, die zu einer Aktivierung (Vierck et al, 2000)
von Satellitenzellen fuhrt. Diese Satellitenzellen sind wichtige Faktoren in der
muskuldren Regeneration, Reparatur und Hypertrophie der Skelettmuskulatur.
Die SZ-Aktivierung kann durch eine Reihe von Stimuli, wie der Mechanot-
ransduktion, ausgeldst werden (Cameron-Smith, 2002). Muskuldre Traumata
werden als einer der wesentlichen Faktoren fir die Aktivierung der Satelliten-
zellen angesehen (Schultz et al, 1986). Nach der Aktivierung der Stammzellen
erfolgt die die Migration in die Muskelzellen und die Proliferation und Diffe-
renzierung in Myoblasten (Schultz et al, 1985 ebd. 1994).

3.1.2. Regeneration

Regeneration dient als wichtige Phase der muskuldren Anpassung an Mecha-
notransduktionseffekte. Eine fehlende oder gestorte Aktivierung der Satelliten-
zellen konnte zur Verzogerung oder Verlangsamung oder Unvollstandigkeit
muskulérer Regeneration fiihren. (Liu et al, 2007). Die Verschmelzung von
Myoblasten zu Myotuben ist einer der entscheidenden Schritte der Skelettmus-
kelentwicklung (Myogenese). Der Fusion geht die Spezifikation einer myoge-
nen Linie (mesodermale Vorldufer) voraus, die sich in Myoblasten differenziert
und es folgt die Spezifikation des Myofasertyps und die Bildung der neuro-
muskularen Verbindungen. Ahnlich wie andere Prozesse der Myogenese, er-
fordert die Fusion eine sehr genaue rdumliche und zeitliche Regulation, die bei
der Regeneration und Reparatur des Muskels stattfindet (Lehka et al, 2020).
Dabei ist eine Reihe von Genen - und dessen Produkten - bei der Regulation
der Myoblastenfusion beteiligt. Ein prazises Zusammenspiel auf mehreren
Ebenen zwischen den Genen und den Produkten ist fir die Fusion myogener
Zellen entscheidend (vgl. Lehka et al, 2020). Im ungunstigen Fall entsteht nach
einer Muskelverletzung Bindegewebe, welches die Heilung des Muskels ver-
zbgert und eine vollstandige strukturelle und funktionelle Wiederherstellung
der Muskulatur verhindert (Li & Huard, 2002; Moyer & Wagner, 2011).

3.1. ABLAUF DER
SKELETTMUSKEL-
REGENERATION
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3.2. Die Sauerstoffversorgung als Faktor fiir die Skelettmuskel-
regeneration

Die Sauerstoffversorgung wird im Wesentlichen durch die Kapillarisierung und
dem Blutfluss bestimmt (Goertz et al, 2012). Die Blutgefalie des Skelettmus-
kels wiesen ein hohes MaR an Plastizitat auf (Holloszy, 1976; Holloszy &
Coyle, 1984). Der Aufbau eines vaskuldren Netzwerks im Skelettmuskel fiihrt
zu Kapillarwachstum (Risau, 1997). Hauptsachlich fungiert das Kapillarbett im
Skelettmuskel als Sauerstoffversorger (Hudlickd, 1985). Weiterhin bilden die
Kapillaren einen wesentlichen Teil des GefaRsystems fur den Stoffaustausch in
den Geweben. Die Erhéhung der Durchblutung im Skelettmuskel z.b. durch
Training, gilt als eine wesentliche Adaptation an korperliche Belastung
(Laughlin et al., 2006). Die Kapazitat der Durchblutung im Skelettmuskel wird
durch korperliches Training aufgrund einer GeféaBneubildung und geénderter
GeféaBplastizitat erhoht (Laughlin & Roseguini, 2008). Es konnte gezeigt wer-
den, dass ein trainierter Muskel eine hohe Kapillarzahl aufweist (Nelissen-
Vrancken et al., 1993). Dariiber hinaus ist VEGF (vascular endothelial growth
factor) ein wesentlicher Regulator der Angiogenese im Skelettmuskel (Smith et
al, 2008 und Gharaibeh et al, 2012). Neben der Kapillarisierung und des Blut-
flusses, wird die Sauerstoffversorgung auch von der Erythrozytenverformbar-
keit und der NO-Verfugbarkeit bestimmt (vgl. Kapitel 2). Die méglichen Aus-
wirkungen der extrakorporalen StofRwellen auf Sauerstoffversorgung werden in
Kapitel ,,6. Fragestellung* dargestellt.

3.2. DIE SAUERSTOFF-
VERSORGUNG ALS
FAKTOR FUR DIE
SKELETTMUSKEL-
REGENERATION
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StolRwellen sind eine Form von mechanischer Energie, die bei medizinischer
Anwendung durch elektrohydraulische, piezoelektrische oder elektromagneti-
sche Verfahren erzeugt werden. Ihr Vorteil besteht darin, dass diese ohne Ver-
letzung der Korperoberflache durch die Haut in den Korper eingeleitet und in
vorherbestimmten Tiefen zur Wirkung gebracht werden kénnen (Wess, 2004).
Die mechanische Energie der StoRwellen wird mittels akustischer Linsen oder
Reflektoren fokussiert und mit Unterstiitzung bildgebender Verfahren auf die
Applikationsgebiete im Korper gerichtet. Um die Krafteinwirkung der Stof3-
wellenfelder zu charakterisieren, werden die Parameter Druck, Energie und
Energieflussdichte sowie verschiedene Definitionen fur die Fokus- und Be-
handlungszone verwendet (Wess, 2004). Neben der primar erzeugten mechani-
schen Kraftentfaltung an den akustischen Grenzflachen, wird im Gewebe se-
kundar Kavitation erzeugt. Die Kavitationseffekte wirken dabei wie nadel-
stichartige Belastungen an den Grenzflachen. Diese beiden Krafteinwirkungen
aus primar akustisch erzeugter mechanischer Energie und sekundér erzeugten
Kavitationskraften, 16sen einerseits Fragmentationseffekte aus, die auf spréde
Materialien wie Nierensteine wirken. Andererseits werden Stimulationseffekte
der Zellen, wie die Erzeugung von Aktionspotentialen an Nervenzellen und bi-
ologische Reaktionen durch Freisetzung verschiedener Stoffe ausgeldst. Die
extrakorporale StoRwellentherapie wird erfolgreich zur Steigerung der Blutver-
sorgung sowie von Stoffwechselprozessen und zur dauerhaften Anregung von
Heilungsprozessen eingesetzt. In der medizinischen Anwendung steht mit der
extrakorporale StoRwellentherapie ein therapeutisch wirksames Verfahren zur
Verfugung, die Energien der StolRwellen gezielt und lokalisiert auf den Korper
des Patienten einzubringen (nicht-invasiv), ohne den Patienten zu verletzen
(Wess, 2004).

4. EXTRAKORPORALE
STORWELLEN
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4.1. StoRwellen in der Medizin

In der medizinischen Anwendung werden die StoRwellen aul3erhalb des Kor-
pers erzeugt und ohne Verletzung der Haut in den Kdérper eingeleitet. Damit
bei dem Ubergang in den Korper Reflexionsverluste weitgehend vermieden
werden, wird die StoBwelle mittels eines Mediums, mit ahnlichen akustischen
Eigenschaften des menschlichen Gewebes (bertragen (z.B. uber Gelkissen,
Wasserbad mit Koppelmembran), welches direkt mit der Haut des Patienten in
Kontakt gebracht wird. Dieses Verfahren ist dem des Ultraschallverfahrens
sehr ahnlich. Trotz ihrer Ahnlichkeit zum Ultraschall unterscheiden sich StoR-
wellen vom Ultraschall im Wesentlichen dadurch, dass die Druckamplituden in
einem sehr hohen Bereich liegen. Dabei missen insbesondere ,, Aufsteilungsef-
fekte beriicksichtigt werden, die in Folge von Nichtlinearitaten des Ausbrei-
tungsmediums (Wasser, menschliches Gewebe) entstehen‘ (Wess, 2004, 7).
Wéhrend Ultraschall meist (ber periodische Schwingungen mit limitierter
Bandbreite verfligt, konnen StoRwellen durch einen einzigen tberwiegend po-
sitiven Druckpuls, mit Frequenzen von einigen Kilohertz bis mehr als 10 Me-
gahertz, dargestellt werden. Zudem folgen StoRBwellen vergleichsweise geringe
Zuganteile (Abb. 4 & Abb. 5).

A t Stosswelle
[ y Ultraschall

AAARAAR
NE

Druck
Druck

Lp »
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Abbildung 4: Zeit-Druck-Profil einer StoRwelle.
Der Anstieg auf den Spitzendruck (p+) erfolgt in
wenigen Nanosekunden (ns). Die Spitzendriicke
liegen bei ca. 10-150 Megapascal (MPa). Die
Pulsdauer betragt ca. 500 ns. Charakteristisch ist
der geringe Zuganteil (p-), der auf ca. 10% des
Spitzendruckes beschrénkt ist (Wess, 2004)

Abbildung 5: Im Vergleich zur StoRwelle ist Ult-
raschall durch eine periodische Schwingung mit
begrenzter Dauer dargestellt (Wess, 2004)

4.1. STOBRWELLEN IN
DER MEDIZIN
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4.2. Die piezoelektrische StoRwellenerzeugung

Die piezoelektrische StoRRwellenerzeugung gilt fiir die therapeutische Anwen-
dung als besonders geeignet. Dies liegt in der Genauigkeit, des geringen Auf-
wandes und der guten Dosierbarkeit begriindet (Wess, 2004). Da bei dieser
Studie die piezoelektrische StolRwellenerzeugung angewendet wurde, soll auf
die anderen Arten der StoRBwellenerzeugung hier nicht weiter eingegangen

werden.

Piezoelektrizitat

Die Piezoelektrizitat beschreibt die Anderung der elektrischen Polarisation und
somit das Auftreten einer elektrischen Spannung an Festkdrpern, wenn sie elas-
tisch verformt werden (Wess, 2004).

Die piezoelektrische StofRwellenerzeugung ist aus der Ultraschalltechnik be-
kannt. Dabei wird unter Verwendung elektroakustischer Schallwandler der
Piezo-Effekt erzeugt, der eine stof3formige Auslenkung erfahrt, wenn ein
Spannungspuls von einigen Kilovolt (kV) appliziert wird. Die Auslenkung er-
folgt Uber eine Kugelkalotte, auf der eine Vielzahl piezoelektrischer Elemente
angeordnet sind. Somit wird eine konvergente sphérische Welle erzeugt, die
sich auf dem Weg in das Zentrum (Fokuszone) ausbreitet. Die so erzeugten
piezoelektrischen Druckamplituden erzeugen StoRwellen, die therapeutisch
wirksam sind. Dartber hinaus besitzen piezoelektrische Systeme, im Gegensatz
zu den bereits erwéhnten elektromagnetischen und elektrohydraulischen Sys-
temen fir die StoRwellenerzeugung, eine hohe Wiederholgenauigkeit und eine
gute Dosierbarkeit auch in niedrigen Energiebereichen. Piezoelektrische StoR-
wellen kdnnen Driicke bis 150 MPa (1500 bar) auf sehr kleinem Raum errei-
chen. Die piezoelektrischen Verfahren der StolRRwellenerzeugung sind auch
deshalb fur die Therapie geeignet, da die StoRwellen im physikalischen Sinne
erst in der Fokuszone erzeugt werden, wenn die Druckamplituden so hoch ge-
worden sind, dass Aufsteilungseffekte durch nichtlineare Ausbreitung wirksam
werden. Eine Aufsteilung einer Welle zu einer StoRRwelle ist in Abbildung 6

dargestellt.

4.2. DIE
PIEZOELEKTRISCHE
STORWELLEN-
ERZEUGUNG
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der Aufsteilung einer Wellenfront auf Grund von Nichtlinearita-
ten des Ausbreitungsmediums. In Zonen héheren Drucks lauft die Welle schneller und steilt sich damit zu
einer StoRwellenfront auf (Wess, 2004)

4.2. DIE
PIEZOELEKTRISCHE
STORWELLEN-
ERZEUGUNG
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4.3. Ausbreitung von StofRwellen 08 AUERREUNG SEs

STORWELLEN
Akustisch erzeugte Stol3wellen benétigen zur Ausbreitung ein Medium, dass in
der Medizin in aller Regel durch Wasser und biologisches Gewebe oder durch
ein Gelkissen dargestellt wird. Die StoRwellen werden aulRerhalb des Kérpers
erzeugt und durch das biologische Gewebe oder das Gelkissen eingekoppelt.
Mit der Einkopplung kommt es zu einer Verschiebung von Masseteilchen,
wodurch eine Druckibertragung stattfindet (Abb. 7).
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Abbildung 7: Ausbreitung einer StoRwelle (schematisch) durch Verschiebung von Teilchen aus der Ru-
helage und Zuriickfedern in die Ruhelage. Der Unterdruckanteil der Welle erzeugt ein Uberschwingen der
Teilchen (Wess, 2004).

Das Wasserbad verhindert dabei eine signifikante Anderung der akustischen
Impedanz bei dem Ubergang der StoBwellen in das Kopergewebe (akustische
Grenzflachen). Bei einem Gelkissen ist das Ausbreitungsmedium (Wasser und
biologisches Gewebe) kombiniert worden, wodurch der Aufwand minimiert

wird.
Akustische Grenzflachen
Als akustische Grenzflachen kdnnen Widerstande beschrieben werden, die der

Ausbreitung von Schwingungen in einem bestimmten Umfeld entgegenwirken
(Wess, 2004).
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Dabei sind die akustischen Eigenschaften, wie Dichte (p) und Schallgeschwin-
digkeit (c) von wesentlicher Bedeutung. Wenn sich an den akustischen Grenz-
flachen die akustischen Eigenschaften &ndern, kommt es zu Abweichungen der
geraden Ausbreitung der StoBwellen in Form von Brechung, Reflexion, Streu-
ung und Beugung. Dieser Effekt ist bereits aus der Optik bekannt (Abb. 8 & 9).

Py Cy

p = Dichte .7
¢ = Geschwindigkeit o

Abbildung 8: Reflexion und Brechung von StoRwellen an Grenzflachen mit unterschiedlicher akustischer
Impedanz (Dichte p x Schallgeschwindigkeit c) (Wess, 2004).

= 9
)

Abbildung 9: StoRBwellen werden an Hindernissen wie Rippenknochen und Gasblasen gestreut (Wess,
2004).

4.3. AUSBREITUNG DER
STORWELLEN
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Diese Effekte missen bei der Anwendung von StoBwellen am Menschen be-
ricksichtigt werden, wenn die StofRwelle in der Fokus- oder Behandlungszone
appliziert werden soll. Um diesen Effekt zu minimieren ist ein gewebeahnli-
ches Medium entscheidend daftir, dass nicht bereits bei der Einkopplung in den
Kdrper ein groBer Teil der Energie durch Reflexion verloren geht. Da auch
Weichgewebe (Haut, Fett, Muskeln, Sehnen etc.) nicht akustisch homogen sind
muss davon ausgegangen werden, dass es an den akustischen Grenzflachen
dennoch zu Abweichungen kommt. Allerdings sind die Unterschiede in den
akustischen Eigenschaften dabei deutlich geringer als beim Ubergang von
Wasser zu Luft und umgekehrt. Neben Absorption und Reflexion treten hier
wenig kontrollierbare Brechungseffekte auf, die zu geringfligigen Abweichun-
gen von der geradlinigen Ausbreitung von StoBwellen im Kaorper fuhren koén-
nen (Wess, 2004).

4.4. StoRBwellenparameter

StoRwellendruck

StoRwellen werden vorwiegend durch die Messung mittels Drucksonden cha-
rakterisiert (Wess et al, 1997). Eine Einzelmessung des StoRwellenfeldes be-
steht aus einer Vielzahl von Punktmessungen an verschiedenen Stellen im
StoRwellenfeld (Abb. 10). Dabei werden neben dem Spitzendruck weitere Fak-
toren gemessen: das zeitliche Druckprofil mit Anstieg, die Pulsdauer und die
Unterdruckphase, woraus weitere Parameter des StolRwellenfeldes berechnet

werden.

4.4, STOBRWELLEN-
PARAMETER
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Drucksonde ——
o5
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Abbildung 10: StoRwellenfelder werden mit einer Drucksonde vermessen, in dem die zeitlichen Druck-
kurven an verschiedenen Stellen im Feld aufgenommen werden. Alle weiteren Parameter werden aus den
Druckwerten berechnet (Wess, 2004, 15).

—6 dB-StoRwellenfokus

Um die gewunschten Effekte eingrenzen zu kdnnen, werden StoRwellen ge-
bundelt. Dies dient der gezielten Behandlung lokal begrenzter Ziele und in tie-
feren Gewebeschichten der Behandlung von Pseudarthrosen, Huftkopfnekrosen
oder Nierensteinen. Wéhrend in der Verdichtungszone die héchsten Druckwer-
te gemessen werden, fallen die Druckwerte kontinuierlich ab, je weiter man
sich mit der Drucksonde vom Zentrum der Verdichtung entfernt. Dies fiihrt al-
lerdings zu einem Problem. Die physikalischen Eigenschaften machen es nicht
moglich, eine scharfe Grenze zu bestimmen, auRerhalb derer die Dricke abrupt

4.4, STORWELLEN-
PARAMETER
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auf null fallen. Eine scharf abgegrenzte Kontur in der Wirkungszone der StoR- 00 o0
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Abbildung 11: Druckgebirge in einer Ebene des StoRwellenfeldes, axial in Richtung der Ausbreitung der
StofRwelle und einer lateralen Richtung dazu (Wess, 2004)

Fokuszone

Physikalisch wird die Fokuszone als der Bereich eines StoRwellenfeldes definiert,
in dem die gemessenen Driicke grofRer oder gleich der Halfte des im Zentrum ge-
messenen Spitzendruckes sind (Wess, 2004, 15).

—6dB-Fokus

Der so definierte Bereich wird auch als —6dB-Fokus bezeichnet oder mit der Ab-
kiirzung FWHM (Full Width at Half Maximum) beschrieben. Es handelt sich also
um einen auf den Spitzendruck bezogenen raumlichen Bereich, der allerdings keine
Aussage Uber die darin enthaltene Energie oder die biologische Wirkung beinhaltet
(Wess, 2004, 15).
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Abbildung 12: Darstellung des —6 dB-
Fokus (definiert durch den Bereich ober-
halb des halben Spitzendrucks) und der 5
MPa-Behandlungszone (definiert durch
Spitzendriicke groRer als 5 MPa), (Wess,
2004, 15)

Abbildung 13: -6 dB-Fokus im Vergleich zur 5 MPa-
Therapiezone bei verschiedenen Energieeinstellungen nied-
rig, mittel und hoch. Trotz unterschiedlicher Energieinhalte
bleibt der -6 dB-Fokus nahezu unverdndert. Der 5 MPa-
Therapiefokus wéchst mit der Energiestufe und verdeutlicht
damit den erweiterten Wirkungsbereich der StoRwellen

(Wess, 2004, 15)

5 MPa-Therapiezone

Erst die Kombination aus dem Spitzendruck und der Energieangabe kann einen
Eindruck vermitteln, in welchem Bereich die StoRwelle ihre biologische Wir-
kung entfaltet. Der -6dB-Fokus einer StoRwelle eines Therapiebereichs im
Kdrper kann in seiner GroRe variieren und wirde somit lediglich eine Relativ-
groRe darstellen. Um einen engeren Bezug zur Therapiezone zu erhalten, wur-
de eine weitere Grolie definiert, die nicht auf RelativgréRen, sondern auf einer
absoluten GrofRze, ndmlich auf dem Druck von 50 Bar (5 MPa) basiert (Guter-
sohn, Caspari & Marlinghaus, 2004).

5 MPa-Therapiezone

Der 5 MPa-Fokus ist als die raumliche Zone definiert, in der der StoBwellendruck
groRer oder gleich 5 MPa betragt. Unterstellt man, dass es eine gewisse Grenze
des Druckes gibt, unterhalb derer eine StoRwelle nicht oder nur geringfigig thera-
peutisch wirksam ist, so wird diese als Mall genommen und hier mit einer gewissen
Willkir als 5 MPa angenommen. Selbst wenn dieser Wert in Zukunft indikations-
abhangig korrigiert werden musste, hat diese Definition den Vorteil, dass sie die
Veranderung der Therapiezone mit der gewahlten Energieeinstellung widerspiegelt
(Wess, 2004, 15).

4.4, STORWELLEN-
PARAMETER
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Die unterschiedlichen Zonen und deren Veranderung mit den gewahlten Ener-

giestufen sind in Abbildung 13 schematisch dargestellt.

Dargestellt ist, dass die —-6dB-Fokuszone trotz unterschiedlicher Energieeinstel-
lungen unveréndert bleibt. Es ist aber davon auszugehen, dass bei wachsender
Energie die Wirkungszone der StoRwellen groRer wird. Dies kommt in der
wachsenden Grol3e der 5 MPa Zone zum Ausdruck (Wess, 2004).

Energie (E): Fur die praktische Anwendung ist die Energie der applizierten
StoRwelle ein wichtiger Parameter (Gutersohn, Caspari & Marlinghaus, 2004).
Es wird davon ausgegangen, dass die Wirkungen der StoRwelle im Gewebe nur

auftreten kdnnen, wenn gewisse Energieschwellen tberschritten werden.

Druckwelle p(t): Neben dem zeitlichen Verlauf der StoRwelle (siehe Abb. 4)
ist auch die Flache (A) entscheidend, in der der Druck gemessen werden kann.
Unter Verwendung der akustischen Parameter des Ausbreitungsmediums Dich-
te (p) und Schallgeschwindigkeit (c) ergibt sich flr die Energie die folgende

Formel:

StoRwellenenergie (E): E = A/pc [ p(t)dt

Wess (2004) unterscheidet, ob die Integration des Drucks Uber die Zeit nur die
positiven Druckanteile (E+) oder auch die negativen (Zug-) Anteile (Egesamt) €r-
fasst, da ublicherweise die Gesamtenergie mit E (ohne Index) angeben wird.
Da die akustische Energie eines Stolwellenpulses in Millijoule (mJ) angegeben
wird, werden in der Regel pro Behandlung einige Hundert oder Tausend Stof3-
wellenpulse abgegeben. Die insgesamt abgegebene Energie ergibt sich dann

durch Multiplikation mit der Pulszahl.

Energieflussdichte (ED): Gutersohn, Caspari & Marlinghaus (2004) und Wess
(2004) erwahnen, dass es beziiglich der therapeutischen Wirkung von StoRwel-
len von Bedeutung ist, ob sich die Energie der StoRwelle Uber eine groRRe Fla-

che verteilt oder ob sie auf eine enge Therapiezone konzentriert wird. Um

4.4, STOBRWELLEN-
PARAMETER
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diesbezliglich ein MaB fiir die Konzentration der Energie zu erhalten, wird .- -
rechnerisch die Energie pro Flache (E/A) und somit die Energieflussdichte PARAMETER

ermittelt:
Energieflussdichte (ED): ED = E/A = 1/pc | p(t)dt

Die Angabe der Energieflussdichte (ED) erfolgt in Millijoule pro Quadratmil-
limeter (mJ/mm?). Auch fiir die Energieflussdichte gilt, dass zwischen der In-
tegration Uber den positiven Teil der Druckkurve oder auch den negativen Teil
unterschieden wird, da ohne Angabe der ED Ublicherweise nur die Druckkurve
einschlieBlich der negativen Zuganteile berlcksichtigt wird (Gutersohn, Caspa-
ri & Marlinghaus, 2004).

 om— 4== Fldache klein
A grosse ED

) @== Flache gross
niedrige ED

Abbildung 14: Bei gleicher Gesamtenergie erhéht sich die Energieflussdichte durch Fokussierung. Die
Verkleinerung der Flache bewirkt eine Konzentration der Energie und erhéht damit die Wirkung der
StoRwelle (Wess, 2004, 16)
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Mit den genannten Parametern aus Kapitel 4.1.4 ist in aller Regel ein extrakor-
poral erzeugtes StoRwellenfeld fur die medizinische Anwendungen ausrei-
chend gut charakterisiert. StoRBwellengeréte, die mit unterschiedlichen Erzeu-
gungsprinzipien arbeiten, kdnnen sich bezuglich der aufgelisteten Parameter
unterscheiden. Wess (2004) erwahnt, dass die ,,Qualitdt“ der verwendeten
StoRwellen in der Therapiezone, unabhéngig vom Erzeugungsprinzip, gleich-
bleibend sein dirfte. Die gemessenen Parameter in der Therapiezone lassen
demnach primér keine Ruckschliisse auf die Art der Erzeugung zu (z.B. elekt-
rohydraulisch oder piezoelektrisch). Unter Anbetracht der sekundaren Parame-
ter, wie Wiederholgenauigkeit, Dosierbarkeit, Energiebereich, Betriebskosten
durch Verbrauchsmaterial etc. kénnen Qualitatsunterschiede festgestellt wer-

den.

4.5. Physikalische Effekte von StoBwellen

StolRwellen haben gegentiber Ultraschall bei der direkten Wirkung auf Grenz-
flachen eine unterschiedliche Charakteristik. Der Ultraschall basiert auf einer
hochfrequenten Wechselbelastung (vgl. Abb. 5) von einigen Megahertz, die bei
hohen Amplituden zu Erwdrmung, Gewebezerreilungen und Kavitationsbil-
dung im Bereich des Gewebes fuhren. Die Wirkung von StolRwellen basiert u.a.
auf einer vorwarts gerichteten Kraftwirkung. Da diese Kraftwirkungen im We-
sentlichen an Grenzflachen mit einem Sprung des akustischen Widerstandes,
kaum aber in homogenem Medium (Gewebe, Wasser), auftreten ist laut Wess
(2004, 16) ,, die StolRwelle das ideale Mittel, Wirkungen in der Tiefe des Gewe-
bes zu erzeugen, ohne das vorgelagerte Gewebe zu beeintrachtigen. “ Eine ge-
ringe Kraftwirkung durch StoBwellen ist aber auch innerhalb weicher Gewe-
bestrukturen mit weniger stark ausgepragten Grenzflachen feststellbar. Forss-
man & Hepp (1980) und Delius, Draenert, Diek & Draenert (1995) diskutierten
in diesem Zusammenhang die mechanische Zerstérung von Zellen, Membra-
nen und z.B. Knochentrabekel, aber auch die Zellstimulation durch reversible

Deformation der Zellmembran (z.B. bei Erythrozyten).

4.5. PHYSIKALISCHE
EFFEKTE VON
STORWELLEN
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Fur die extrakorporal erzeugten StoRBwellen ergeben sich daraus unterschiedli-
che Wirkungen im Gewebe. Einerseits kann die Fokussierung primar zu einer
Zerstorung oder Reizung im Gewebe fulhren. Andererseits kann durch die Fo-
kussierung das Gewebe stimuliert werden und zu Heilungsprozessen flhren,
die speziell bei orthopadischen Anwendungen zu beobachten sind. Letztere
sind flr die vorliegende Arbeit essenziell. Mit der extrakorporalen StoRwellen-
therapie werden meist eine gesteigerte Durchblutung und ein intensivierter
Stoffwechsel beobachtet, den man fir die einsetzende Heilung verantwortlich
machen kann (Wess, 2004).

4.6. Kavitationsblasen

Neben der direkten Kraftwirkung von StoRwellen auf Grenzflachen kommt es
in gewissen Medien wie Wasser und teilweise auch im Gewebe zu der sog.
Kavitation (Church, 1989). Kavitationsblasen entstehen unmittelbar, nachdem
die Druck/Zug-Wechselbelastung der StoRBwelle das Medium passiert hat. Ein
groRer Teil der Blasen wéchst bis ca. 100 ps (Mikrosekunden) nach Durchlauf
der Welle an, um dann unter Aussendung sekundarer sphéarischer StofRwellen
heftig zu kollabieren (siehe Abb. 15).

*ué'ia & G
M S —"

Abbildung 15: Schematische Darstellung von Kavitationsblasen an Grenzfldchen und Ausbildung so ge-
nannter Mikrojets (Crum, 1988 und Church, 1989)

Kavitationsblasen kdnnen nicht mehr ungestort in der Nahe von Grenzflachen
kollabieren. Church (1989) konnte in seinen Experimenten nachweisen, dass
das in die Blase zuriickstromende Medium (Wasser, Kdrperfliissigkeit) nicht
mehr ungehindert nachstromen kann, so dass die Blase asymmetrisch unter

Auspragung eines Microjets kollabiert.

4.6.
KAVITATIONSBLASEN
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Die Energie und Durchschlagskraft der Jets sind in der Lage harte Grenzfla-
chen zu erodieren und Wéande von kleinen GeféRen zu durchstoRen, wodurch
letzteres Mikroblutungen oder Membranperforationen zur Folge haben kann.
Die Kavitation ist an der Fokuszone besonders ausgepragt, jedoch nicht aus-
schlieBlich auf diese beschrankt. ,, Mit der Kavitation steht ein weiterer biolo-
gisch wirksamer Mechanismus der StoRwelle zur Verfligung, der gezielt in lo-
kalisierten Bereichen auch in tieferen Gewebeschichten eingesetzt werden
kann. “ (Wess, 2004, 17). Wess (2004) betont, dass die physikalisch einge-
brachte Energie dabei Uber verschiedene Wirkungsmechanismen biologische
Reaktionen hervorrufen kann, die zun&chst h&ufig zu einer verbesserten
Durchblutung fiihren und in der Folge Reparaturmechanismen anstof3en. Neben
direkten mechanischen Effekten im Gewebe konnte er auch Stimulationseffek-
te im Nervensystem nachweisen, die moglicherweise pathologische Reflex-

muster korrigieren und darlber zu einer nachhaltigen Heilung fiihren.

4.7. Funktion extrakorporaler Stol3wellen in der Medizin

StoRwellen stellen ein Mittel dar therapeutisch wirksame Energien auf nicht-
invasivem Wege an lokal begrenzte Orte im Korper zu bringen. Von daher sind
diese aus heutiger Sicht aus der Medizin nicht mehr wegzudenken. VVon medi-
zinischer Bedeutung ist die Tatsache, dass StoRwellen selektiv auf akustische
Grenzflachen wirken und homogenes elastisches Gewebe weitgehend schadi-
gungsfrei durchlaufen. Die Energiekonzentration durch Fokussierung ermoég-
licht die Vermeidung von Gewebeschaden aullerhalb der Therapiezone, wah-
rend innerhalb der Behandlungszone die therapeutische Wirkung signifikant
verstarkt wird. Allerdings sind auch moderate Nebenwirkungen (Hamatome)
nicht ganz ausgeschlossen, wenn besonders hohe Energien wie bei der Nieren-

steinzertrummerung (Lithotripsie) verwendet werden.

4.7. FUNKTION
EXTRAKORPORALER
STORWELLEN IN DER
MEDIZIN
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5. FORSCHUNGSSTAND

5.1. Auswirkungen der Mechanotransduktion auf die Erythrozy-
tenverformbarkeit

Die Erythrozytenverformbarkeit ist ein reversibler Prozess der von verschiede-
nen strukturellen Faktoren inklusive Oberflachenvolumenverhdltnis, mechani-
schen Eigenschaften der Membranen oder NO-Gehalt, abhangig ist (Chien,
1987; Mohandas & Chasis, 1993 und Grau et al, 2013). Zusatzlich wird be-
schrieben, dass die Erythrozytenverformbarkeit intern durch zellulare Mecha-
nismen und/oder Veranderungen der Struktur der Erythrozyten (RBC) beein-
flusst wird (Grau et al, 2013). Aber auch externe Faktoren und Stimulationen
werden als Griinde herangefiihrt. So stellten Suhr et al (2012), Mairbé&url
(2013), Koliamitra et al (2017) und Tomschi et al (2018) dar, dass moderates
Ausdauertraining die Erythrozytenverformbarkeit positiv beeinflusst. Ebenso
konnten Filipovic et al (2015) bei Untersuchungen mit Ganzkdrper-
Elektro(myo)stimulation (EMS) positive Einflisse der Verformbarkeit feststel-
len, da sportliche Aktivitat als Scherstress und das EMS-Training als mechani-
scher Reiz auf die Erythrozyten einwirken. Im Gegenzug konnten Flotte et al
(1991) in einer In-Vitro-Studie mit unterschiedlichen Gewebeproben nachwei-
sen, dass laserinduzierte StoRwellen die Erythrozyten beeintrachtigen konnen.
Es scheint also, als ob mechanischer oder Spannungs- bzw. Druck- und Zug-
stress (Scherstress) die Verformbarkeit beeinflusst. Die Erythrozytenverform-
barkeit wird allerdings auch von der Verflgbarkeit interzellularem Stickstoff-
monoxids (NO) beeinflusst. So fuhrt ein hoher NO-Gehalt zu einer Steigerung
der Verformbarkeit, wahrend ein geringer NO-Gehalt diese senkt (Bor-
Kucukatay et al, 2003 und Kleinbongard et al, 2006). Da Stickstoffmonoxid
(NO) ein freies Radikal mit einer kurzen Halbwertszeit von Millisekunden im
Blut ist, reagiert es mit anderen Radikalen, Proteinen oder Ruckstanden inner-
halb der Erythrozyten (RBC) oder oxidiert zu Nitrit und schlieBlich zu Nitrat
(Ozilyaman et al, 2008).

5.1. AUSWIRKUNGEN
DER MECHANO-
TRANSDUKTION AUF
DIE ERYTHROZYTEN-
VERFORMBARKEIT
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Eine sinkende Verformbarkeit der Erythrozyten lasst sich auch durch die
Hemmung der RBC-NOS-AKktivitét erklaren. Denn es wurde mehrfach belegt,
dass eine verminderte Aktivitat des Enzyms die erythrozytare Verformbarkeit
hemmt (Bobrowska-Hagerstrand et al, 1998; Tsuda et al, 2000; Korbut et al,
2002 und Bor-Kucukatay et al, 2003).

Die Forschungsgruppen Suhr et al (2012) und Wahl et al (2012) haben gezeigt,
dass Faktoren wie korperliche Belastung in Kombination mit Kompression der
Beine (Wabhl et al, 2012), zur positiven Veranderung der Verformbarkeit der
Erythrozyten gefiihrt haben (Ludolph et al, 2007).

Studien von Suhr et al (2012) und Grau et al (2013) konnten zeigen, dass bei
akuter korperlicher Aktivitat eine Aktivierung der eNOS in den Erythrozyten
stattfindet und das NO in den Erythrozyten zu einer Nitrosylierung der Speki-
rine fuhrt und dartber die Verformbarkeit der Erythrozyten beeinflusst wird.
Insgesamt bringen eine Reihe von Studien NO und die NOS Aktivierung der
roten Blutkorperchen (RBC) im Zusammenhang mit weiteren molekularen und
zellularen Verénderungen in Verbindung mit ihrer Verformbarkeit (Klein-
bongard et al, 2006; Fischer et al, 2007; Ludolph et al, 2007; Suhr et al, 2009;
Rieckeheer et al, 2011; Ladage et al, 2012; Suhr et al, 2012 und Wahl et al,
2012). Innerhalb der Erythrozyten wird durch die Umwandlung von L-arginine
zu L-citruline NO (RBC-NO) synthesiert, welches fir die Verformbarkeit ver-
antwortlich ist. RBC-NOS bedingt die NO-Produktion.

Die Forschungsgruppe Filipovic et al (2016) konnte bei dem Einfluss von
Ganzkorperelektromyostimmulation (EMS) bei FulRballspielern ebenfalls eine
positive Veranderung der Verformbarkeit nachweisen.

Tomschi (2018) konnte in seiner Arbeit feststellen, dass die Verformbarkeit
positiv mit der Ausdauerleistungsfahigkeit korreliert. Dabei konnte auch fest-
gestellt werden, dass akute Laufbelastungen zu keinen Verénderungen in der

Verformbarkeit fiihren, wohl aber eine mehrwdochige Laufintervention.

5.1. AUSWIRKUNGEN
DER MECHANO-
TRANSDUKTION AUF
DIE ERYTHROZYTEN-
VERFORMBARKEIT
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5.2. Auswirkungen der Mechanotransduktion auf die ECM

Studien von Gillies & Lieberr (2011) und Moyer & Wagner (2011) konnten
zeigen, dass die Mechanotransduktion einen entscheidenden Faktor der Rege-
nerations- bzw. Heilungsprozesse darstellt und auch mit der Angiogenese (Ka-
pillarneubildung) in Verbindung gebracht wird (Suhr et al, 2009). Insbesondere
fir die Herzmuskulatur konnte in den letzten Jahren auch von Bloch et al
(2012) die Rolle der ECM fir Anpassungsreaktionen des Herzmuskels an ver-
schiedene Reize, wie z.B. korperliche Aktivitit gezeigt werden. In Zusammen-
hang mit den Veranderungsprozessen in der ECM konnte nachgewiesen wer-
den, dass eine verbesserte Heilung der Skelettmuskulatur und eine Reduktion
der Entstehung von Narben / fibrotischem Gewebe mit einer Erh6hung der An-
giogenese einhergeht (Ota et al, 2011). Darliber hinaus konnte nachgewiesen
werden, dass auch korperliche Belastung zu akuten und chronischen Verande-
rungen der ECM flihren kann (Suhr et al, 2010).

Neben den ECM-Veranderungen kommt es hdufig zu einer erhohten Freiset-
zung von vaskuldren endothelialen Wachstumsfaktoren (VEGF), die mit einer
verbesserter Vaskularisierung und Muskelregeneration sowie mit einer hdheren
Muskelkraft (Ota et al, 2011) einhergehen kann. Da Wachstumsfaktoren teil-
weise in der ECM gespeichert werden und ihre Bindung an die Zellen von der
ECM abhangig ist, mussen solche Veranderungen der Wachstumsfaktorfreiset-
zung auch unter dem Aspekt der ECM-Veranderungen betrachtet werden (Suhr
et al, 2009).

Bachl et al, (2017) konnten in Ihren Studien feststellen, dass es bei steigendem
Belastungsreiz - neben akuten - auch zu chronischen, post-translatorischen An-

passungen der Proteine der ECM kommt.

5.2. AUSWIRKUNG DER
MECHANOTRANS-
DUKTION AUF DIE ECM
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5.3. Auswirkung extrakorporaler Stol3wellen auf Regenerations-
faktoren

Sims et al (1992) konnten nachweisen, dass StoRwellenbehandlungen mit 0,5
Bar (50.000 Pa) und 0,077 mJ/mm? zu temporéar differenten Ergebnissen der
Zellverformungen fuhrten. Mott & Helmke (2007) wiesen bei Studien mit un-
terschiedlichen StoRwellen aber gleichen Parametern nach, dass sich zytoske-
lettdre Veranderungen zelldichteabhdngig zeigen. Dabei bewirkten die ein-

wirkenden Reize zelldichteabhangig unterschiedliche Effekte.

StoRRwellen verandern die viskoelastischen Eigenschaften der Zellmembranen
der Erythrozyten (RBC) und / oder beeinflussen die Proteinstruktur so, dass
hier die NO Produktion und in der Folge die Verformbarkeit sinkt. Rychly et al
(1998) zeigten, dass mechanische Stimulationen die Akkumulationen von me-
chanosensitiven zytoskelettassoziierten Proteinen am Applikationsort erhéhen,
wobei die Anzahl der fokalen Adhé&sionen erhdht wird, so dass eine starkere
Bindung an die extrazellulare Matrix entsteht (Meazzini et al, 1998). Zusétzlich
konnten weitere Studien zeigen, dass die ESWT weitere Effekte, wie IGF und
FGF im Gewebe regulieren und folglich fir die Regeneration von Bedeutung
sind (Chen et al, 2004; Ciampa et al, 2005 und Mariotto et al, 2005).

Park et al (2004) konnten bei Untersuchungen zu humanen mesenchymalen
Stammzellen feststellen, dass diese mechanosensitiv und divergent auf ver-
schiedene StolRwellenapplikationen reagieren. Calcagni et al, (2011) konnte in
tierexperimentellen Studien zeigen, dass extrakorporale StoRwellen auch zu ei-
nem erhohten kapillaren Blutfluss in den quergestreiften Hautmuskeln fihren
koénnen. Des Weiteren konnen StolRwellen bei Osteonekrose angewendet wer-
den, mit dem Ziel, die Angiogenese zu stimulieren und dadurch der Nekrose
der Knochen entgegenzuwirken (Alves et al, 2009). Mariotto et al. (2009),
konnten bereits in einer klinischen Studie zur Osteonekrose feststellen, dass
nach der Anwendung von extrakorporalen StoRwellen anti-inflammatorische

Effekte aufgetreten sind. Als Ursache wurde angenommen, dass die StolRwellen

5.3. AUSWIRKUNG
EXTRAKORPORALER
STORWELLEN AUF
REGENERATIONS-
FAKTOREN
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die NO-Produktion erhéht haben. Auch nach einem akuten Herzinfarkt geht die
Transplantation der aus dem Knochenmark stammenden mononukledren Zellen
(bone marrow-derived mononuclear cells, BMDCs), die vorher mit Stol3wellen
behandelt wurden mit einer verbesserten linksventrikuldren Funktion einher
(Sheu et al, 2010). Die Vorbehandlung sowohl von nicht ischd&mischem als
auch von chronisch ischdmischem Gewebe im Bereich der Hinterldufe von
Ratten mit StoRwellen flihrte zu einer erhdhten Rekrutierung von zirkulieren-
den endothelialen Vorlauferzellen (circulating endothelial progenitor cells
CEPC). Hierdurch kommt es zu einer fordernden Wirkung auf die Kapillarneu-
bildung. Dies ist von besonderer Bedeutung fiir Patienten mit chronischer Ge-
webeischamie, wie sie bei der peripheren arteriellen Verschlusskrankheit auf-
tritt (Aicher et al, 2006). Experimentelle Studien zeigten bereits, dass die einfa-
che Anwendung der StoRBwellen im Fall einer kritischen Hinterlaufischdmie
(critical limb ischemia) bei Ratten zur Verbesserung des Blutflusses fihrt Cal-
cagni et al, 2011). Diese Verbesserung ist vergleichbar mit derjenigen die
durch eine Transplantation von knochenmarkabgeleiteten endothelialen Vor-
lauferzellen (bone marrow-derived endothelial pregenitor cells) induziert wird
(Yeh et al, 2012). Die Kombination beider Behandlungen fiihrt zu einer groRe-
ren Blutflusserhéhung als die Anwendung nur einer der beiden Methoden (Yeh
et al, 2012). Diese Verbesserung des Blutflusses, die mittels Laserdoppler un-
tersucht wurde, geht mit einer Induktion der Angiogenese einher. Den Autoren
nach ist der wichtigste Befund dieser Studie, dass die beiden Methoden fur die
Behandlung von Patienten kombiniert werden kénnen (Yeh et al, 2012). Weite-
re tierexperimentelle Studien weisen ahnliche Befunde fiir den Herzmuskel
nach. Behandlung mit StoBwellen bei chronischer Myokardischdmie fuhrt zur
Kapillarneubildung und geht mit einer Normalisierung des regionalen myokar-
dialen Blutflusses sowie der myokardialen Funktion einher (Nishida et al,
2004). Den Autoren nach ist der wichtigste Befund dieser Studie, dass die bei-
den Methoden fur die Behandlung von Patienten kombiniert werden kénnen
(Yeh et al, 2012). Speziell in den Anwendungsbereichen von Haut- (Wundhei-
lung), Sehnen- (van Leeuwen et al, 2009; Huisstede et al, 2011 und Lee et al,

2011), Skelettmuskulatur- (Wang, 2012) und Knochenverletzungen sowie Os-
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teoarthritis (Wang et al, 2011), peripheren GefaRerkrankungen (Yeh et al,
2012), chronischer Myokardischamie (Nishida et al, 2004) und bei der Behand-
lung erektiler Dysfunktion (Vardi et al, 2012), waren positive Effekte nach
Anwendung der ESWT nachweisbar. Zum Beispiel bei Hautverbrennungen
wird die StoRwellentherapie mit Kapillarneubildung in Verbindung gebracht,
die mit einer verbesserten Wundheilung einhergeht (Goertz et al, 2012). Die
Bedeutung der StoRwellentherapie fiir die Wundheilung und die Regulation der
Angiogenese wird bei Mittermayr et al (2012) ausfiihrlich diskutiert. Neueste
Erkenntnisse von Zissler et al (2017) konnten bereits in einer Studie nachwei-
sen, dass extrakorporale StoRwellen die Muskelregeneration des Gewebes sig-

nifikant beschleunigen kénnen.

5.3. AUSWIRKUNG
EXTRAKORPORALER
STORWELLEN AUF
REGENERATIONS-
FAKTOREN

EXTRAKORPORALE STOBWELLENTHERAPIE FUR DIE REGENERATION DER SKELETTMUSKULATUR ‘ 32






6. FRAGESTELLUNG

6. FRAGESTELLUNG

6.1. Extrakorporale StolRwellentherapie fir die Regeneration der
Skelettmuskulatur

Ziel dieser Studie ist es die Auswirkungen von extrakorporalen Stol3wellen auf
die Skelettmuskulatur zu untersuchen und ob die Ergebnisse Ruckschlisse auf
eine verbesserte Regeneration der Skelettmuskel zulassen. Bei den vorgestell-
ten Untersuchungen zeigte sich das die Sauerstoffversorgung im Gewebe von
den Parametern Blutflussmenge (Calcagni et al, 2011), Erythrozytenverform-
barkeit und Stickstoffmonoxid-(NO)-Verfligbarkeit (Suhr et al, 2012) und Grau
et al, 2013) abhéngt. Die Faktoren der Erythrozytenverformbarkeit wurden be-
reits in dem Kapitel 2.2 dargestellt. Daruber hinaus wurde gezeigt, dass der
Mechanismus der Mechanotransduktion die diese Parameter signifikant beein-
flussen kann (Frairia et al, 2012), in der Mittels einer Signaltransduktion tber
die extrazellulare Matrix (ECM) und der Basalmembran (BM) das NO u.a. aus
dem Endothel (eNOS) und den Erythrozyten (RBC-NOS) freigesetzt wird
(Kleinbongard et al, 2006; Fischer et al, 2007; Ludolph et al, 2007; Suhr et al,
2009; Rieckeheer et al, 2011; Ladage et al, 2012; Suhr et al, 2012 und Wahl et
al, 2012). Die Untersuchung der frihen Reaktion dieser zellularen und subzel-
lularen Faktoren, auf den Mechanismus der Mechanotransduktion der ESWT,
ihr zeitlicher Verlauf und deren Wechselwirkungen ist zentrales Anliegen die-
ser Studie. Die Mechanotransduktion stellt dabei den entscheidenden Faktor
dar (Frairia et al, 2012), da besonders Muskelzellen sensitiv auf diesen Effekt
reagieren (Tidball, 2002 und Hornberger et al, 2004). Die vielfaltigen Wirkun-
gen von Mechanotransduktion auf zellularer und subzellularer Ebene sind be-
reits in der Ubersicht in Bloch et al (2012) ausfhrlich beschrieben. Da die
Gewebeversorgung mit Sauerstoff bei der Regeneration der Skelettmuskulatur
eine wesentliche Bedeutung darstellt (Goertz et al, 2012), stehen die Parameter

Blutfuss, Erythrozytenverformbarkeit und NO-Verfligbarkeit in der Verbin-
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dung mit der ESWT im Fokus der Studie. Neueste Erkenntnisse von Zissler et
al (2017) konnten bereits in einer ahnlichen Studie nachweisen, dass extrakor-
porale StoRwellen die Muskelregeneration signifikant beschleunigen kann. Da-
bei wurde in der Studie ebenfalls der M. quadriceps femoris untersucht. Der
Unterschied zur vorliegenden Studie bestand allerdings darin, dass Zissler et al
(2017) die StoRwellenapplikation 4-7 Tage nach einer Muskelverletzung
durchgefihrt hatten. Damit Rilickschlisse der ESWT auf die mdgliche Beein-
flussung des Regenerationsprozesses in der Skelettmuskulatur abgeleitet wer-
den konnen, werden Probanden ohne Muskelverletzung, auf die deren Auswir-
kungen auf abhangigen Parameter untersucht. Wenn die Sauerstoffversorgung
und somit die Regeneration der Skelettmuskulatur durch den Einfluss der
ESWT signifikant verbessert wird, musste sich das einem erhohten Blutfluss,
einer erhohten Erythrozytenvervormbarkeit und einer erhéhten NO-
Verfugbarkeit auch bei Probanden ohne Muskelverletzung nachweisen lassen.

6.2. Hypothesen

In diesem Zusammenhang werden fur die Studie folgende Hypothesen gene-

riert:

H1: Die extrakorporalen Stol3wellen fihren zu einem signifikant erhéhten
Blutfluss und somit zu einer signifikant erhohten Sauerstoffversorgung in

der Skelettmuskulatur.

H1.1: Die extrakorporalen StoBwellen fiihren zu einer signifikant er-

héhten Erythrozytenverformbarkeit.

H1.2: Die extrakorporalen StoBwellen flihren zu einer signifikant er-
hohten NO-Verfligbarkeit

HO: Die extrakorporalen Stol3wellen haben keinen signifikanten Einfluss

auf die untersuchten Parameter.

6.2. HYPOTHESEN

EXTRAKORPORALE STOBWELLENTHERAPIE FUR DIE REGENERATION DER SKELETTMUSKULATUR ‘ 34






7. METHODEN

7. METHODEN 7.1. MATERIAL

Alle Untersuchungen, Messungen, Probennahmen und Auswertungen wurden

an der Deutschen Sporthochschule an folgenden Instituten durchgefihrt:

Ambulanz fur Sporttraumatologie

Institut fur Kreislaufforschung und Sportmedizin

- Molekulare und zellulare Sportmedizin

- Praventive und rehabilitative Sport- und Leistungsmedizin

Institut flr Trainingswissenschaft und Sportinformatik

7.1. Material

7.1.1. Verbrauchsmaterial

Material Hersteller

BD Vacutainer NH (Heparin)
BD Vacutainer NH (Serum) BD Diagnostics Germany, Heidelberg
BD Vacutainer NH (EDTA)

Deckglaser Carl Roth, Karlsruhe

Pipetten (0,1pl — 100pl, 100l —

500w, 200pl — 1000pl Eppendorf AG, Hamburg

Pur-Zellin® Zellstofftupfer Paul Hartmann AG, Heidenheim
Polyvinylpyrrolidon-L6sung Mechantronics Medical Center, Uni-
(PVP-L06sung) versity of Amsterdam, Niederlande
Sterican® Einmal-Injektions- Braun, Melsungen

Kantile

EXTRAKORPORALE STOBWELLENTHERAPIE FUR DIE REGENERATION DER SKELETTMUSKULATUR ‘ 35



7. METHODEN

7.1.2. Verwendete Gerate

Gerate

NO-Analyse CLD88e

Kleinzentrifuge EBA20

Leica Mikroskop (DXC-1850P)

Lorca, Version 2.1

NIRS NIRO 200NX

StoRwellengerat PIEZOWAVE?2

GrolRzentrifuge Rotanta 460R

Blutanalyse Sysmex-KX N21

7.2. Personenstichprobe

Es werden insgesamt 36 (n = 36) gesunde Manner im Alter 18 — 35 Jahre un-
tersucht, die keine Verletzungen der Skelettmuskulatur, insbesondere des M.
quadriceps femoris haben. Die Personenstichprobe (n = 36) verteilt sich auf die
Pilotstudie (n = 4), die Hauptstudie (n = 24) und die In-vitro-Studie (n = 8).
Um die akute Wirkung von korperlicher Aktivitat auszuschlieRen, sollten die

Probanden 24 Stunden vor den Untersuchungen keine sportliche Aktivitat un-

ternehmen.

Hersteller

EcoPhysiscs, Schweiz

Hettich LAB Technology, Stuttgart

Sony (Deutschland)

RR Mechatronics, Niederlande

Hamamatsu Photonics K.K. System
Division, Japan

Richard Wolf GmbH, Knittlingen,
Deutschland

Hettich, Mihlheim

Sigma-Aldrich, Steinheim

7.2. PERSONENSTICH-
PROBE
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7.3. Technologie der Durchfihrung T

DURCHFUHRUNG

7.3.1. Das StoRwellengerat

Fur die Studien wurde das StoRwellengerat, PIEZOWAVE?, FBL10x5G2 von
der Firma Richard Wolf GmbH, Kbnittlingen, Deutschland verwendet (Abb.
16).

Technische Daten:

- Stromversorgung 220-240 VAC / 50 — 60 Hz

- Frequenz 1 — 8 Hz

- Gerdauschpegel 65 dB(A)

- Klassifikation 93/42 EWG Klasse I1b

- Energieflussdichte 0.018 — 0.702 mJ/mma2

- Intensitatsstufen 20 Stufen

- Eindringtiefe bis zu 20mm (fokuszentral)

- Eindringtiefe bis zu 30mm (5MPa Zone distal)

Mittels konkav gewolbter Trager werden die angeordneten Piezokeramik-
elemente durch einen Hochspannungsimpuls kurzzeitig, zeitgleich im Mikro-
meterbereich ausgedehnt und erzeugen somit einen Druckimpuls. Die Piezo-
elemente sind exakt zum Therapiefokus ausgerichtet. Die Piezo-Stol3welle er-
moglicht eine ,,Direct Focusing* (schmerzarme) Technologie und kommt ohne
zusétzlichen Reflektor aus. Dieses Modell ist kompakt, prazise und ermdéglicht
eine gut definierte Fokuszone. Des Weiteren gilt dieses Modell als schmerzarm
in der Anwendung und erlaubt eine freie Intensitatsdosierung, nahezu ohne un-

erwinschten Einfluss auf die Fokusgrofie.

81066 Eindringtiefe
leistungsstack mit 99 mm
groem Volemen 71 mm
und groBer Eindringlicle = 60 mm

FBL10X5G2
die horzontale

- Linie mit groBem ( E )

Volumen und

hachster

/ Pl Eindringticle
{ ulsencigie -—
30 men 2% mm 20 mm

Abbildung 16: Das StoRwellengerat der Firma Richard WOLF GmbH, Knittlingen, Deutschland (2020)
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7.3.2. LORCA

Der Laser-Assisted-Optical-Rotational-Cell-Analyzer (LORCA) von RR
Mechatronics, Niederlande, ist ein auf Optik basierendes Instrument zur Be-
stimmung der Zellverformbarkeit roter Blutkdérperchen (RBC) durch Ektazy-
tometrie (Abb. 17). Dieses Verfahren gilt als standardisiert und ist aufgrund der
vollstandig computerkontrollierten Mess- und Auswertungsmethodik leicht be-
dienbar.

Technische Daten:

- Stromversorgung 220-240 VAC / 50 — 60 Hz
- 5 mW Laserdiode

- Scherrate von 0 — 3500 s-1 (Pa)

- Temperaturkontrolle

- 20 pl Blut pro Messung

Abbildung 17: Laser-Assisted-Rotational-Cell-Analyser (LORCA) von RR Mechatronics, Niederlande
(2003), eigene Darstellung

Bei der Messung wird die zu untersuchende Probe in einen Spalt zwischen ei-
nem rotierenden Zylinder (Cup) und einem statischen Zylinder (Bob) pipettiert
(Abb. 18). Durch den Rotationsvorgang wird eine Scherkraft, die computerge-
steuert zwischen 0,3 und 50 Pa liegen kann, auf die in der Probe befindlichen
Erythrozyten ausgetibt, die zu charakteristischen Verformungen der Erythrozy-
ten fhrt. Im ruhenden Zustand haben die Erythrozyten eine runde, bikonkave

7.3. TECHNOLOGIE DER
DURCHFUHRUNG
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Form. Mit zunehmender Einwirkung der Scherkréfte, kommt es aber zuneh- e e

mend zu einer elliptischen Verformung. DURCHFUHRUNG

Oberhalb des Zylinders befindet sich ein Helium-Neon-Laser, der auf einen
Spiegel gerichtet ist, welcher das Licht der ausgesendeten Laserstrahlen reflek-
tiert, so dass diese die Erythrozyten in der Blutprobe durchdringen. Das Licht
wird entsprechend der Form der Erythrozyten gebrochen, so dass sich ein spe-
zifisches Diffraktionsmuster ergibt, welches auf einer Projektionsflache erfasst
und sichtbar gemacht wird. Eine an die Flache angeschlossene Millimeter-
Kalibrationsleiste erlaubt Gber die Messung der Lange der horizontalen und
vertikalen Achse eines Erythrozyten die Bestimmung des Elongationsindex
(EI) samt Standardabweichung als Mal} fiir die Verformung der Erythrozyten.
Hier gilt, dass bei gegebener Scherrate ein hoher Elongationsindex eine hohe
Verformbarkeit abbildet.

Helium-Neon Laser —_——

Erythrozytensuspension gl

Spiegel ——

Statischer innerer Zylinder (bob) —

Dynamischer duBerer Zylinder (cup) e —— Kamera

Projektionsflache

Abbildung 18: Schematische Abbildung des Verformbarkeits-Messprinzips nach Grau (2010)
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Probenaufarbeitung und Messung

Fur jede Blutprobe wurden 20 pl Heparin-Blut mit 5 ml einer Polyvinylpyrro-
lidone-Losung (Viskositat 30 cP) (PVP-Losung) gemischt. Die PVP-Ldsung
dient dazu, die Viskositat der Blutprobe unter Einwirkung der Scherkrafte kon-
stant zu halten. Anschlielend wurde nacheinander aus jeder Probe je 1000 pl
luftblasenfrei zwischen den rotierenden Cup und den statischen Bob pipettiert
und wieder abgesaugt. So wurde gewaéhrleistet, dass kein Wasser und keine
vorherige Probe die zu untersuchende Probe verunreinigte. Fir die eigentliche
Messung wurden anschlieBend erneut 1000 ul derselben Probe eingeftllt und
das Messprogramm gestartet. Um die in-vivo-Bedingungen zu simulieren, er-
wéarmte das Gerat zuerst die Losung auf 37 °C. Nach jeder Messung wurde die
Probe durch eine angeschlossene Pumpe abgesaugt und die Zylinder mit destil-

liertem Wasser (Aqua-Dest.) gereinigt.

Der Elongationsindex wurde dann bei neun verschiedenen Scherraten (0,3 Pa,
0,57 Pa, 1,08 Pa, 2,04 Pa, 3,87 Pa, 7,34 Pa, 13,92 Pa, 26,38 Pa und 50 Pa) ge-
messen, wobei die Scherraten stufenlos aufeinander folgten (vgl. Baskurt et al,
2009 und Baskurt et al, 2013). Hierbei wurden fiir jede Scherrate 50 Aufnah-
men gemacht, aus denen das Computerprogramm dann (ber den horizontalen
und vertikalen Radius des Diffraktionsmusters den Elongationsindex (EI) mit
folgender Formel berechnet hat (Abb. 19):

El=a-b/ a+b

Abbildung 19: Bestimmung des Elongationsindex a) lange Achse, b) kurze Achse (Hardemann, 2001)

7.3. TECHNOLOGIE DER
DURCHFUHRUNG
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Wahrend der Elongationsindex bei kreisférmigen Erythrozyten bei EI =0 liegt, . .0 0cie pen
kann unter Einwirkung der Scherkraft mit elliptischer Verformung ein Maxi- ~ PURCHFUHRUNG
malwert von EI = 1 erreicht werden. In Abh&ngigkeit von der Scherkraft kon-

nen die Elongationsindizes als VVerformbarkeitskurve dargestellt werden (Abb.

20).

700 1

600

400

300 -

Elongationsindex El

200

100

000

03 057 108 2,04 3,87 7.34 1392 26,38 S0
Scherkraft SS in Pa

Abbildung 20: Darstellung des Elongationsindex nach Hardemann (2001).
Schematische Darstellung der Erythrozytenverformbarkeit in Abhéngigkeit von der Scherkraft. Der El-
max wird bei 50 Pa ermittelt.
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Abbildung 21: Lineweaver-Burk-Diagramm. Die doppelt reziproke Darstellung erlaubt die Berechnung
einer Regressionsgeraden. Dabei ist SS1/2/EImax die Steigung der Geraden. 1/Elmax bildet den Schnitt-
punkt mit der Ordinate ab, wahrend - 1/SS1/2 die Abszisse schneidet (hach Baskurt & Meiselman, 2013)

SS1/2/Elmax Ratio (Formel):
1/El = (SS1/2/Elmax) x 1/SS + 1/Elmax

Es gilt: je geringer der Druck (Pa), desto héher die Verformbarkeit

Zur Berechnung der maximalen Verformbarkeit wurde die von Baskurt und
Meiselman (2013) doppeltreziproke Darstellung nach Lineweaver-Burke an-
gewandt. Dabei werden die Kehrwerte der ermittelten Elongationsindizes als
Funktion der Kehrwerte der Scherkréfte aufgetragen. Im Anschluss wurden aus
der Regressionsgeraden die Steigung sowie der Schnittpunkt mit der y-Achse
zur Berechnung der maximalen Verformbarkeit (EImax) herangezogen. Dabei
ist EImax = 1/ Schnittpunkt y-Achse (Abb. 21).

7.3. TECHNOLOGIE DER
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7.3.3. Nahinfrarotspektroskopie (NIRS)

Um die eng mit der Sauerstoffversorgung des Gewebes verbundene Blutver-
sorgung genauer zu bestimmen, ist die Messung des Blutflusses in den zufih-
renden arteriellen GefélRen der Skelettmuskulatur von Bedeutung. Mittels Na-
hinfrarotspektroskop kann der kontinuierliche Blutfluss in einer bestimmten
Region des Korpers, wie der Skelettmuskulatur und in der Haut, in Ruhepositi-
on gemessen werden (Rédegran et al, 1999 und Sowa et al, 2016).

Fur die vorliegende Studie wurde das Nahinfrarotspektroskop (NIRS) NIRO-
200NX der Firma Hamamatsu Photonics K.K., System Division, Japan, ver-
wendet (Abb. 22 & Abb. 23). Mittels dieses Instruments ist es moglich den
Sauerstoffgehalt im Gewebe in Echtzeit zu messen. Dariiber hinaus kénnen
weitere Parameter bestimmt werden: ,, Tissue Oxygenation Index* (TOI), zur
Bestimmung der totalen Oxygenierung, den normalen ,, Tissue Haemoglobin
Index* (nTHI), zur Bestim-
mung der prozentualen Ver-
anderung des basalen Ha-
moglobins sowie die Veran-
derungen der Konzentration

des oxygenierten Hamoglob-

ins ,, concentration of oxyge-

nated haemoglobin “ _
(AO2Hb), des desoxygenier- ﬂ «"ﬂ ™
ten  Hamoglobins , des u"" . :

T~ P
oxygenated haemoglobin* -

(AHHb) und des totalen Abbildung 22: NIRO 200NX der Firma Hamamatsu Photonics
K.K. System Division, Japan (2020)

Hamoglobins , total hae-

moglobin “ (AcHb). Die Messzeit betrug 30 Minuten (pre und post).

7.3. TECHNOLOGIE DER
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Measurement items Tissue oxygenation index, TOI (%)

Normalized tissue hemoglobin index, nTHI (absolute value in arbitrary unit)
Oxygenated hemoglobin change, AO2Hb (pmol/L)

Deoxygenated hemoglobin change, AHHb (pmol/L)

Total hemoglobin change, AcHb (pmol/L)

Sample interval 0.05s, 0.2s, 055, 1s, 2s, 5s, 10s, 20s, 30s
Light source LED (735 nm, 810 nm, 850 nm: nominal values)
Output power Less than 2 mW
Light detector Photodiode
Measurement method SRS method (Spatially Resolved Spectroscopy) and

MBL method (Modified Beer-Lambert)
Data memory Internal backup memory for more than 10 data files.

(Maximum number of data samples for each file is 50 000.)
Saving data to a USB device Measured data can be saved to an external USB memory device using the USB connector.
Output signal Digital output (RS-232C) / Analog output / Philips Vuelink format
Measurement probes Approx. 2.5 m cable length (for emission and detection probes)
Battery Operating time of about 30 min. (fully charged)
External Event Input TTL, "L" with a duration longer than 100 ms
Display Unit Size: approx. 264 mm(W) x 279 mm(H) x 190 mm(D)

Weight: approx. 6.0 kg

AMP Unit Size: 91 mm(W) x 55 mm(H) x 156 mm(D)

Weight: approx. 0.7 kg
Cable length: approx. 4 m

Power consumption Less than 90 VA

Abbildung 23: Technische Daten der Firma Hamamatsu Photonics K.K. System Division, Japan (2020)

Zur Bestimmung der Parameter wurden die Optoden mit einem Emitter-

Detektor-Abstand von mehr als 2,5 cm mittig auf dem M. Quadriceps Femoris

fixiert (Abb. 24). Der unter-
schiedliche Abstand erzeugt
dadurch  zwei  Emitter-
Fenster, mit unterschiedli-
chem Abstand zum Detek-
torfenster sowie Lichtwege
mit unterschiedlicher Ein-
dringtiefe. Das absorbierte
Licht, dass weniger tief in

Abbildung 24: Platzierung der Optoden (eigene Darstellung)

das Gewebe und den M. Quadriceps Femoris vordringt, kann bei der Ermitt-

lung der Absorption von dem tiefer in das Gewebe und den M. Quadriceps

Femoris eingedrungene Licht, berticksichtigt werden (Abb. 25). Die Verande-

rungen kdénnen somit direkt per NIRS erfasst werden, da das totale Hdmoglobin

(tHb), als Summe von oxygeniertem (O2Hb) und reduziertem (HHb) Hamo-

globin, sich direkt proportional dazu verandert. Eine absolute Quantifizierung

ist méglich, wenn man die Reaktion der Konzentration von O2Hb ([O2Hb])

und HHb ([HHD]) bei geringen Verénderungen der arteriellen Sauerstoffsatti-
gung beobachtet (Wyatt et al, 1990).

7.3. TECHNOLOGIE DER
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Patient
Sensor

Abbildung 25: Darstellung der NIRS-Messungen (nach Myers et al, 2005)

Aufgrund der Bedeutung einer ausreichenden Blut- und Sauerstoffversorgung
flr den Regenerationsprozess in der Muskulatur, kann NIRS wichtige Informa-
tionen Uber die Muskelversorgung wahrend des Heilungs- bzw. Regenerations-
prozess des Gewebes liefern. NIRS wird seit einigen Jahrzehnten verwendet,
um die Sauerstoffversorgung im Gewebe zu bestimmen. Die technische Ver-
besserung der NIRS-Analysetechnik erlaubt es mittlerweile auch tiefere Gewe-
be (Muskelschichten) zu messen. Dies wurde in einer Studie zum Effekt von
hyperédmisierenden Salben gezeigt (Warnecke et al, 2011). Bisher gibt es je-
doch keine Untersuchungen die NIRS nach StoRwellenbehandlung angewendet
haben, weder unter Kontroll- (z.B. bei gesunden Menschen) noch unter patho-
logischen Bedingungen (z.B. nach Verletzungen der Skelettmuskulatur). Des-

wegen ist die kombinierte Anwendung dieser Methode besonders wichtig, um

7.3. TECHNOLOGIE DER
DURCHFUHRUNG
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grundlegende Erkenntnisse Uber die Wirkung der StoRwellenbehandlung auf . - o -

die Regenerationsprozesse der Muskulatur zu erhalten. DURCHFUHRUNG

7.3.4. Chemiluminiszenzverfahren (CLD)

Die Bestimmung der Stickstoffkonzentration (NO) im Blut erfolgte durch den
Chemilumineszenz-Detektor CLD 88e von der Firma EcoPhysics, Schweiz
(Abb. 26 & Abb. 27).

A

Abbildung 26: Chemiluminiszenzdetektor (CLD 88e) der Firma EcoPhysiscs, Schweiz (2020)

Measuring ranges four freely selectable ranges

from 5-5000 ppb

Analog output 4-20 mA info 500 Q max.;

0-1V;0-10V

Min. detectable concentration  0.05 ppb*® Dimensions height: 133 mm (5% ")
Noise at zero point (1 c) 0.025 ppb™* width: 450 mm (19 7)

: with moulding: 495 mm
Lagtime <1 sec depth: 545 mm
Rise time (0-90%) <30 sec Weight 24 kg
Temperofure range G-A0°C Delivery includes CLD 88 p analyzer, power
Humidity tolerance 5-95%rel. h cable, analog signal cable,

Sample flow rafe
Input pressure

Dry air use for O, generafor

Power required

Supply voltage
Interface

(non-condensing, ambient air
and sample gas)

0.3 1/min

ambient

internally generated (no external

supply gas required)

400 VA (incl. membrane pump

and ozone scrubber)
100-230V/50-60 Hz
RS 232

Standard ClD88Yp

PLC 860

* depending on filter setting

manual
pre-chamber

photolytic converter

ECO PHYSICS reserves the right fo change these specifications without

nofice.

Abbildung 27: Technische Daten (CLD 88e), EcoPhysics, Schweiz (2020)
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Das CLD 88e ist ein Gasphasen-Chemilumineszenz-Detektor (CLD), welcher
NO in flissigen und gasférmigen Proben bestimmen kann. Diese Methode gilt
als Mal} der hdchsten Sensitivitat (Cox, 1980) und Spezifitat (Hampl et al,
1996) fiir NO. Da NO aufgrund der hohen Reaktivitat nicht direkt gemessen
werden kann, wird daher Nitrit als valider Marker herangezogen. Durch die
Entwicklung einer geeigneten Reaktionslésung sowie die Schaffung von ge-
eigneten Reaktionsbedingungen, kann aus Nitrit und Nitrosothiolen NO sttchi-
ometrisch freigesetzt werden. Durch die Reaktion von NO mit Ozon werden
Lichtquanten in stochiometrischen Mengen freigesetzt. Die Methode beruht auf
einer Messung dieser Lichtquanten durch die Chemilumineszenzdetektions-

Anlage.

Probenaufarbeitung und Messung

Fur die Messung wurden die Proben geméall der VVorgaben nach Pelletier et al
(2006) und Hendgen-Cotta et al (2008) vorbereitet. Nach der Entnahme wurde
das Blut zentrifugiert. Das Plasma wurde in Eppis tberfiihrt und direkt bei

-80 °C gelagert (bis zur Messung). Die RBC-Proben wurden 1:5 in eine Nitrit-
Stabilisierungslosung tberfiihrt, gemischt und dann ebenfalls bis zur Messung
bei -80 °C gelagert. Die Plasma-Nitrit Proben wurden auf Eis aufgetaut und
unmittelbar gemessen. Fir die RBC-Nitrit Messung wurden die Proben mit
kaltem Methanol (4 °C) in einem Verhéltnis von 1:2 gemischt und anschlie-
Rend bei 21.000 g fiir 10 min bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde flr
die RBC-Nitrit Messung verwendet. Das Nitrit jeder Probe aus RBC und Plas-
ma wurde anschlielend gemessen. Die flussige 100 ul Probe wurde je 3-fach
mittels einer gasdichten Glasspritze durch eine Kunststoffmembran in die Re-
aktionskammer injiziert (Abb. 28). Diese enthalt eine iodhaltige, reduktive Re-
aktionslosung zur Freisetzung von NO aus Nitrit und Nitrosothiolen. Da NO
durch den hohen Loslichkeitskoeffizienten (~20) von einem flussigen in einen
gasformigen Zustand tbergeht, wurde die Probe bei einem konstanten System-

druck (~0 bar) mittels des Inertgases Helium durchstrémt. Das Helium diente

7.3. TECHNOLOGIE DER
DURCHFUHRUNG
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dazu den Ubergang von NO in den gasférmigen Zustand zu erleichtern und ei-
ne direkte Reaktion mit Sauerstoff zu verhindern (Aoki, 1990). Zum Schutz der
Anlage durchstromt der Gasstrom ein 4 °C kaltes Wasserbad sowie eine
1-molare Natriumhydroxidlosung (NaOH). Die ,,Saurefalle wird auch als
NaOH-Falle bezeichnet. Im Anschluss erreicht das Gas die Reaktionskammer
des NO-Analysators, wo auch die Messung des NO mittels Photoreaktion statt-
findet (Fontijn et al, 1970; Aicher et al, 1993 und Hampl et al, 1996). Zur Ka-
librierung wurde eine wassrige Losung nach Kelm et al, (1990) verwendet, mit
der jede Probe berechnet werden konnte. Bei der Analyse jeder Probe wurden
diese Werte mit der Nitrit-Konzentration der wassrigen Losung verrechnet. Die
Auswertung erfolgte mittels eDAQ Chart Software (EcoPhysics, Schweiz).

NO-Analysator

S0

Kaltes
Wasse
asser Optischer Filter
Vakuum T( )
—— :

Verstirker

Reaktionsgefi

NaOH-Falle

1l

Qzon-

Generator

Hellumgas

Abbildung 28: Aufbau der Gasphasen-Chemilumineszenz-Anlage. Die zu untersuchende Probe wird in
ein Reaktionsgefal injiziert. Durch die reduktive 13- Ldsung tritt NO in die Gasphase tber und gelangt
mit dem Heliumgasfluss in die Reaktionskammer des NO-Analysators. Die Datenaufnahme erfolgt mit
dem angeschlossenen Rechner.

7.3. TECHNOLOGIE DER
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7.4. Statistische Auswertung

Die Rohdaten bzw. errechneten Daten jeder Messung wurden von der Software
automatisch gespeichert und in eine Tabelle (Excel 2003) Ubertragen. Die sta-
tistische Auswertung geschah mit Hilfe des Programms SPSS. Zur Ermittlung
der Mediane in den Konzentrationen wurden die ermittelten Daten mittels Box-
Whisker-Plot-Verfahren (Min-Q1-Med-Q3-Max) in eine Ordinalskala Uber-
fuhrt. Von allen Daten wurde der Mittelwert + Standardfehler (M+SD) ange-
geben. Die aufgefiihrten Messgroflen wurden mittels Varianzanalysen
(ANOVA) gepruft. Eine Fehlerwahrscheinlichkeit von 1% (p< 0,01) wurde mit
zwei ** und eine Fehlerwahrscheinlichkeit von 0,1% p< 0,001) mit drei ***
gekennzeichnet. Zuséatzlich wurden Effektstarken (ESpost) mittels Cohen’s d be-
stimmt, um die praktische Relevanz der statistisch signifikanten Ergebnisse zu
verdeutlichen. Die Darstellung der Diagramme und Tabellen erfolgte in Excel
2007.

7.4. STATISTISCHE
AUSWERTUNG
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8. PILOTSTUDIE

8. PILOTSTUDIE 8.2. UNTERSUCHUNGS-

ABLAUF

8.1. Personenstichprobe

An der Pilotstudie nahmen vier (n = 4) gesunde, ménnliche, unverletzte Pro-
banden (MW * SD) Alter: 26.6 £ 4.0 Jahre, Gewicht: 79.3 = 8.4 kg, GroRe:
179.3 = 4.7 cm teil. Der Studie wurde von der Ethikkomission der Deutschen
Sporthochschule Kéln mit Datum vom [20.02.2014] zugestimmt. Alle Proban-
den wurden ber den Verlauf der Studie und mogliche Risiken aufgeklart und

gaben zu der Studie ihr schriftliches Einverstandnis.

8.2. Untersuchungsablauf

Jeder Proband wurde dartiber aufgeklart 24 Stunden vor der Studie keine kor-
perlichen Anstrengungen zu tatigen. An dem Studientag selbst mussten die
Probanden 20 Minuten vor der Messung in Riickenlage verbringen und durften
sich wahrend der Messung selbst nicht bewegen. Die Optoden zur NIRS Mes-
sung wurden mit einen Emitter-Detektor-Abstand von mehr als 2,5 cm mittig
auf dem M. Quadriceps Femoris (Area Ill) fixiert (Abb. 29).

Die StoBwellenapplikation erfolgte mit einer Gesamtmenge von 10.000 Stof3-
wellen auf dem M. Quadrizeps Femoris. Wahrend der gesamten Untersuchun-

gen und Applikation befanden sich die Probanden in Riickenlage.

NIRS StoRwellen- NIRS
Blutprobe behandlung  Blutprobe

IS 2 U U U

Kurz vor der Direkt nach 2 Stunden 6 Stunden 24 Stunden

Behandlung der
Behandlung

Blutprobe Blutprobe Blutprobe

Zeit (Stunden)

Abbildung 29: Darstellung des Untersuchungsablaufs der Pilotstudie
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Die StolRwellen wurden mit einem 5 MPa-Fokus (50 Bar) und einer Intensitét
von 0.702 mJ/mm2 bei 8Hz appliziert. Insgesamt wurden 10.000 StoRwellen

auf finf Areale mit einer GrolRe von 5x5 cm verteilt. Im Detail wurden 2.000

StolRwellen auf jeweils zwei Areale und abschlieRend 2.000 StoRwellen ber
alle Areale verteilt: I-11, 1-111, 111-1V and V-V (Abb. 30). Die Applikationszeit
betrug 25 Minuten.

~

Abbildung 30: Originalfoto der Applikation der StoRwellen mit den Arealen 1-V (eigene Darstellung).

Die NIRS-Messungen wurden im Kapitel 7.3.3 beschrieben. Die Messdauer
betrug jeweils 30 Minuten vor und unmittelbar nach der StoRwellenapplikation
(Pre and 0Oh). Dabei wurden der Total Saturation Index (TSI%) als NIRS-

Parameter bestimmt.

Fur die Messung des Plasma-Nitrit, RBC-Nitrit und der RBC-Verformbarkeit
wurde venoses Blut an den Messzeitpunkten Pre, Oh, 2h, 6h and 24h in Hepa-
rin-Vacutainer entnommen und wie in Kapitel 7.3.2 beschrieben entsprechend

aufgearbeitet.

8.2. UNTERSUCHUNGS-
ABLAUF
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8.3. Ergebnisse 8.3. ERGEBNISSE

8.3.1. Ergebnisse NIRS-Messung

Die Ergebnisse der NIRS-Messung zeigen unmittelbar nach der StoRwellenap-
plikation einen héheren Post-Wert (Abb. 31). Allerdings ist die Anderung nicht

signifikant.

Sauerstoffsattigung (TSI1%)

100
90 -
80 -

i I |
60 -
50 -
A0 -
30 -
20 -
10 +

(%)

73,05 76,48

Pre Post

Messzeitpunkte

Abbildung 31: Ergebnisse der Messung der Sauerstoffsattigung (TSI1%) vor und nach der StoRwellen-
applikation
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8.3.2. Ergebnisse der Erythrozytenverformbarkeit (RBC-Verformbarkeit) -

Die Ergebnisse zeigen, dass sich der EImax (maximale Verformbarkeit) von
Pre zu 2h signifikant (p = .002) vermindert und nach 24h wieder ansteigt (Abb.
32).

Erythrozytenverformbarkeit

(AU)
0,70

0,60 = = = = ==
0,50 1
0,40 1
0,30 —
0,20 1
0,10 0,59 0,58 0,58 0,58 0,58 |
0,00 T T T T ]
Pre Post 2h 6h 24h
*p =.002 Messzeitpunkte

Abbildung 32: Ergebnisse der EImax (maximale Verformbarkeit) Berechnung vor und nach der StoR-
wellenapplikation gemessen in AU = willkirliche Einheit

Die Ergebnisse SS1/2 (Abb. 33) zeigen zunachst eine Verminderung der Ver-
formbarkeit wéhrend der Intervention mit Maximalwerten bei 2h. Bei 6h ent-
spricht der Wert wieder dem Ausgangswert Pre. Bei 24h nimmt die Verform-
barkeit gegeniiber dem Pre-Wert nicht signifikant zu. In Anlehnung dazu steigt
der SS1/2/Elmax Ratio von Pre zu 2h an und féllt bei 6h und 24h unter das
Ausgangsniveau Pre wieder ab (Abb. 34).
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SS1/2

(Pa)
2,00
T T T T
1,00 —
0,50 —
1,46 1,47 1,47 1,48 1,45
0,00 T T T 1
Pre Post 2h 6h 24h

Messzeitpunkte

Abbildung 33: Ergebnisse der SS1/2 (Scherstress bei % Maximum) vor und nach der StoRwellenapplika-

tion, gemessen in Pascal

SS1/2/Elmax Ratio
(Pa)
3,00
2,50 I - n I I
2,00 |
1,50 |
1,00 |
0,50 |
2,49 2,51 2,53 2,56 2,48
0,00 : : : .
Pre Post 2h 6h 24h

Messzeitpunkte

Abbildung 34: Ergebnisse der Berechnung des SS1/2/Elmax Ratio vor und nach der StolRwellenapplika-

tion.

8.3. ERGEBNISSE
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8.3.3. Ergebnisse der NO-Messungen -

Die Ergebnisse der NO-Messungen zeigen eine signifikante Verringerung des
RBC-Nitrits bei 2h (p = .010) und einer Rickkehr zum Ausgangsniveau (Pre)
nach 24h (Abb. 35). Das Plasma-Nitrit zeigte keine Veranderung durch die In-
tervention (Abb. 36).

(nM) RBC-Nitrit
300,00
250,00 T
200,00 T -+
*

150,00 \ I —
100,00 L o

50,00 —

212,85 172,53 124,21 148,45 195,69
0,00 T T T T 1
Pre Post 2h 6h 24h
*p =.010 Messzeitpunkte

Abbildung 35: Ergebnisse des RBC-Nitrits vor und nach der StofRwellenapplikation

(M) Plasma-Nitrit
140,00
120,00
100,00 T
80,00 T T I
60,00 1 —
40,00 L -
20,00 —
88,21 59,98 65,95 87,45 75,77
0,00 T T T T 1
Pre Post 2h 6h 24h

Messzeitpunkte

Abbildung 36: Ergebnisse des Plasma-Nitrit vor und nach der StoBwellenapplikation.
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9. HAUPTSTUDIE

Um die Effekte und Einflisse der StoBwellen auf die Sauerstoffversorgung,
Erythrozytenverformbarkeit (Verformbarkeit) und der Stickstoffproduktion
(NO-Produktion) detaillierter erfassen zu kénnen, wurde fur die Hauptstudie

sowohl eine Versuchs-, als auch eine Kontrollgruppe festgelegt.

9.1. Personenstichprobe

An der Hauptstudie nahmen in der Versuchsgruppe 24 (n = 24) gesunde, mann-
liche, unverletzte Probanden teil. Die Hauptstudie wurde in eine Versuchs-
gruppe mit 13 (n = 13) Probanden (MW % SD) Alter: 26 * 4.0 Jahre, Gewicht:
78.9 + 8.6 kg, Grole: 179.6 = 5.8 cm und in eine Kontrollgruppe mit 11 (n =
11) Probanden (MW + SD) Alter: 25.4 + 2.8 Jahre, Gewicht: 79.1 + 9.0 kg,
GroRe: 182.2 + 6.2 cm unterteilt. Der Studie wurde von der Ethikkomission der
Deutschen Sporthochschule Kéln mit Datum vom [20.02.2014] zugestimmt.
Alle Probanden wurden Uber den Verlauf der Studie und mdgliche Risiken

aufgeklart und gaben zu der Studie ihr schriftliches Einverstandnis.

9.2. Untersuchungsablauf

Genau wie bei der Pilot-Studie wurde jeder Proband dartiber aufgeklart 24
Stunden vor der Studie keine kdrperlichen Anstrengungen zu tatigen. An dem
Studientag selbst mussten die Probanden dieses Mal 30 Minuten vor der Mes-
sung in Rickenlage verbringen und durften sich wahrend der Messung selbst
nicht bewegen. Das Anbringen der Optoden sowie die NIRS Messung erfolgte
entsprechend der Pilotstudie mit einen Emitter-Detektor-Abstand von mehr als
2,5 cm mittig auf dem M. Quadriceps Femoris (Abb. 24).

9.2. UNTERSUCHUNGS-
ABLAUF
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Die StoRRwellenapplikation erfolgte bei der Versuchsgruppe mit einer Gesamt-
menge von 10.000 StofRwellen auf dem M. Quadrizeps Femoris. Wahrend der
gesamten Untersuchungen und Applikation befanden sich die Probanden in
Ruckenlage. Die Kontrollgruppe erhielt hingegen keine StolRwellenapplikation.
Der zeitliche Ablauf war mit dem der Pilotstudie identisch (Abb. 29).

Die StolRwellen wurden mit einem 5 MPa-Fokus (50 Bar) und einer Intensitat
von 0.702 mJ/mm2 bei 8Hz appliziert. Insgesamt wurden 10.000 StoRwellen
auf finf Areale mit einer GrolRe von 5x5 cm verteilt. Im Detail wurden 2.000
StolRwellen auf jeweils zwei Areale und abschlieRend 2.000 StoRwellen ber
alle Areale verteilt: I-11, 1-111, 111-1V and V-V (Abb. 30). Die Applikationszeit
betrug 25 Minuten.

Die NIRS-Messungen wurden im Kapitel 7.3.3 beschrieben. Die Messdauer
betrug jeweils 30 Minuten vor und unmittelbar nach der StoRBwellenapplikation
(Versuchsgruppe). Bei der Kontrollgruppe erfolgte die Messung in zeitlicher
Anlehnung (Pre und Oh). Dabei wurden der Tissue Oxygenation Index (TOI)
(vormals: Total Saturation Index (TS1%)), zur Bestimmung der totalen Oxyge-
nierung, der normale Tissue Haemoglobin Index (nTHI), zur Bestimmung der
prozentualen Veranderung des basalen Hdmoglobins sowie die Veranderungen
der Konzentration des oxygenierten Hamoglobins concentration of oxygenated
haemoglobin (AO2Hb) und des desoxygenierten Hadmoglobins desoxygenated
haemoglobin (AHHDb) als NIRS-Parameter bestimmt.

Fur die Messung des Plasma-Nitrit, RBC-Nitrit und der Erythrozytenverform-
barkeit wurde bei beiden Gruppen vendses Blut an den Messzeitpunkten Pre,
Oh, 2h, 6h und 24h in Heparin-Vakutainer entnommen und wie in Kapitel 7.3.2

beschrieben entsprechend aufgearbeitet.

9.2. UNTERSUCHUNGS-
ABLAUF
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9.3. Ergebnisse T
9.3.1. Ergebnisse NIRS-Messung

Um einen detaillierten Uberblick der NIRS-Messungen zu bekommen, wurden
die Messzeitpunkte Pre, Post 0°, Post 10°, Post 20° und Post 30° festgehalten.
Mittels dieser Differenzierung kann der Einfluss der StoRwellenapplikation auf
die Parameter leichter erkannt und die Unterschiede zwischen der Versuchs-

und Kontrollgruppe dargestellt werden.

Die Ergebnisse der NIRS-Messung zeigen, dass unmittelbar nach der StoRwel-
lenapplikation keine signifikanten Unterschiede festzustellen waren. Die Werte
des Tissue Oxygenation Index (TOI), des Tissue Haemoglobin Index (nTHI),
des concentration of oxygenated haemoglobin (AO2Hb) und des desoxygena-
ted haemoglobin (AHHD) blieben sogar, gegentber der Kontrollgruppe, bis zu
der dritten Kommastelle unveréndert. Flr eine optimale Darstellung wurden

die Abbildungen der Versuchsgruppe und Kontrollgruppe gegentbergestellt.
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Versuchsgruppe
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Abbildung 37: Ergebnisse der Messung der Sauerstoffsattigung vor und nach der StoBwellenapplikation
(Versuchsgruppe)
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Abbildung 38: Ergebnisse der Messung des Sauerstoffsattigung ohne StoBwellenapplikation (Kontroll-
gruppe)

9.3. ERGEBNISSE
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Versuchsgruppe
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Abbildung 39: Ergebnisse der Messung des totalen Hdmoglobins (nTHI) vor und nach der StoRwellen-
applikation (Versuchsgruppe)
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Abbildung 40: Ergebnisse der Messung des totalen Hdmoglobins (nTHI) ohne StoRwellenapplikation
(Kontrollgruppe)
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Versuchsgruppe
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Abbildung 41: Ergebnisse der Messung des oxygenierten Hadmoglobins (AO2Hb) vor und nach der
StoRwellenapplikation (Versuchsgruppe)
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Abbildung 42: Ergebnisse der Messung des oxygenierten Hamoglobins (AO2Hb) ohne Stofwellenappli-

kation (Kontrollgruppe)

9.3. ERGEBNISSE
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Versuchsgruppe
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Abbildung 43: Ergebnisse der Messung des deoxygenated haemoglobin (AHHb) vor und nach der StoR-

wellenapplikation (Versuchsgruppe)
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Abbildung 44: Ergebnisse der Messung des deoxygenated haemoglobin (AHHb) ohne StoRwellenappli-
kation (Kontrollgruppe)
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9.3.2. Ergebnisse der Erythrozytenverformbarkeit (RBC-Verformbarkeit)

Die Ergebnisse der Erythrozytenverformbarkeit (RBC-Verformbarkeit) aus der
Hauptstudie geben eine differenzierte Darstellung wieder. Die Ergebnisse zei-
gen, dass der EImax (maximale Verformbarkeit) bei der Versuchsgruppe nach
der StolRwellenapplikation unverandert blieb (Abb. 45). Dies zeigt sich auch im
Vergleich mit der Kontrollgruppe (Abb. 46). Allerdings zeigen die Ergebnisse
des SS1/2 (Abb. 47), dass innerhalb der Versuchsgruppe die Verformbarkeit 6h
nach der StolRwellenapplikation signifikant vermindert ist (p = .007). Bei 24h
nimmt die Verformbarkeit zwar zu (n.s.), erreicht jedoch nicht wieder Pre-
Wert. Gegenuber der Kontrollgruppe (Abb. 48) ist die Verformbarkeit nach der
StoRBwellenapplikation zwar vermindert, allerdings ist der Vergleich nicht sig-
nifikant. Dies zeigt sich auch in Anlehnung an den SS1/2/Elmax Ratio der
Versuchsgruppe (Abb. 49) und der Kontrollgruppe (Abb. 50). Genau wie bei
SS1/2, zeigt der SS1/2/Elmax Ratio der Versuchsgruppe eine signifikante
Verminderung der Verformbarkeit 6h nach der StolRwellenapplikation. Diese

Signifikanz ist in dem Vergleich mit der Kontrollgruppe nicht festzustellen.
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Abbildung 45: Ergebnisse der EImax (maximale Verformbarkeit) Berechnung vor und nach der StoRwel-

lenapplikation gemessen in AU (Versuchsgruppe)
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Abbildung 46: Ergebnisse der EImax (maximale Verformbarkeit) Berechnung ohne Stof3wellenapplika-
tion gemessen in AU (Kontrollgruppe)
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Abbildung 47: Ergebnisse der SS1/2 (Scherstress bei ¥ Maximum) vor und nach der StoBwellenapplika-

tion, gemessen in Pa (Versuchsgruppe)

Kontrollgruppe

(Pa) SS1/2
1,8
1,6
1,4 I I I
1,2
1,0
0,8
0,6
0,4
0,2 1,44 1,42 1,46
0,0 T T T
Pre Post 2h
Messzeitpunkte

Abbildung 48: Ergebnisse der SS1/2 (Scherstress bei ¥2 Maximum) ohne Stof3wellenapplikation, gemes-

sen in Pa (Kontrollgruppe)
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Abbildung 49: Ergebnisse der Berechnung des SS1/2/Elmax Ratio vor und nach der StoRwellenapplika-

tion (Versuchsgruppe)
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Abbildung 50: Ergebnisse der Berechnung des SS1/2/EImax Ratio ohne StoRwellenapplikation (Kon-

trollgruppe)
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9.3.3. Ergebnisse der NO-Messungen

Die Ergebnisse der NO-Messungen zeigen eine Verringerung (n.s.) des RBC-
Nitrits in der Versuchsgruppe (Abb. 51). Die Minimalwerte sind unmittelbar
nach der StoBwellenapplikation festzustellen. Nach 2h Uberschreiten die Werte
das Ausgangsniveau (Pre) und kehren nach 6h wieder zuriick. Nach 24h
kommt es zu einer erneuten Uberschreitung des Ausgangsniveau (Pre). Diese
Schwankungen sind in der Kontrollgruppe nicht festzustellen (Abb. 52). Das
Plasma-Nitrit der Versuchsgruppe zeigte in den Mittelwerten eine Erhéhung
bei 6h durch die Intervention und eine Anndherung an das Ausgangsniveau
(Pre) nach 24h (Abb. 53). Aufgrund der hohen Standardabweichung in bei 6h
ist dieser Werte jedoch nicht signifikant. Im Vergleich dazu zeigen die Ver-
suchsgruppe (Abb. 53) und die Kontrollgruppe (Abb. 54) unterschiedliche Ver-

laufe.

Anmerkung:
Die Ergebnisse der RBC-Nitrit-Messungen der Versuchsgruppe weisen vermut-
lich einen Messfehler in der Hohe der Messwerte auf, welcher sich jedoch

nicht auf den Verlauf der Messwerte auswirkt.
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Abbildung 51: Ergebnisse des RBC-Nitrits vor und nach der StoRwellenapplikation (Versuchsgruppe)
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Abbildung 52: Ergebnisse des RBC-Nitrits ohne StoRwellenapplikation (Kontrollgruppe)

9.3. ERGEBNISSE

EXTRAKORPORALE STOBWELLENTHERAPIE FUR DIE REGENERATION DER SKELETTMUSKULATUR ‘ 68



9. HAUPTSTUDIE

Versuchsgruppe

(nMm)
200

Plasma-Nitrit

180

160

140

120
100

80

60

T

40

20

J

|

57,58

48,70 44,74 6707

Pre

Post 2h 6h

Messzeitpunkte

Abbildung 53: Ergebnisse des Plasma-Nitrit vor und nach der StoRwellenapplikation (Versuchsgruppe)
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Abbildung 54: Ergebnisse des Plasma-Nitrit ohne StoRwellenapplikation (Kontrollgruppe)
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10. IN-VITRO-STUDIE

10. IN-VITRO-STUDIE

In der In-Vitro-Studie soll die Annahme Uberprift werden, ob die applizierten
StolRwellen als mechanischer Stress auf die Erythrozyten wirken, dessen Prote-
ine schadigen, die fir die NO-Produktion verantwortlich sind und somit die
Verformbarkeit limitieren. In der vorliegenden Studie soll herausgefunden
werden, ab welchem Zeitpunkt und ab welcher Applikationsmenge die Eryth-

rozyten geschadigt werden.

10.1. Personenstichprobe

An der In-Vitro-Studie nahmen acht (n = 8) gesunde, mannliche, unverletzte
Probanden (MW % SD) Alter: 26.6 + 4.0 Jahre, Gewicht: 79.3 £ 8.4 kg, GroRe:
179.3 + 4.6 cm teil. Die Studie entsprach den VVorgaben der Ethikkomission der
Deutschen Sporthochschule KéIn und wurde mit Datum vom [20.02.2014] ge-
nehmigt. Alle Probanden wurden tber den Verlauf der Studie und mdgliche
Risiken aufgeklart und gaben zu der Studie ihr schriftliches Einverstandnis. Al-

le Probanden wurden pro Zeitpunkt und Applikationsmenge untersucht.

10.2. Untersuchungsablauf

Fir die Untersuchung wurde den Probanden 2 x 7,5 ml Blut (Heparin) pro
Zeitpunkt (0Oh/6h) und Applikationsmenge (Kondition 0, 500, 1000, 1500) ent-
nommen. Die Kondition O stellt dabei die Kontrolle dar. Anschlieend wurden
die Proben zur Untersuchung in eine FluoroDish® Petri-Schale gegeben und
mit Schweinehaut abgedeckt. Die StoRwellenapplikation erfolgte bei allen Pro-
ben mit einem 5 MPa-Fokus (50 Bar) und einer Intensitat von 0.702 mJ/mm?
bei 8Hz, durch die Schweinehaut auf die Petri-Schale (Abb. 56).

10.2.
UNTERSUCHUNGS-
ABLAUF
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10.2.
UNTERSUCHUNGS-
ABLAUF
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0SW
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500SW
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(6h/1000)
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Abbildung 55: Darstellung des Untersuchungsablaufs der In-Vitro-Studie
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10.2.
UNTERSUCHUNGS-
ABLAUF

Abbildung 56: Petri-Schale mit Heparinblut (links) mit Applikation durch die Schweinehaut (rechts), ei-
gene Darstellung

Die Applikationszeit betrug je nach Applikationsmenge (Kondition) zwischen
0 - 25 Minuten. Nach der StoRRwellenapplikation wurde die Probe in einen Fal-
con-Behélter (Falcon) mit einer Percoll-Lésung zur Bestimmung der Erythro-
zytenpopulationen (Populationen) gegeben (vgl. Bizjak et al, 2015). Wéhrend
die Oh Probe direkt weiterverarbeitet wurde, wurde die 6h Probe zundchst fur 6
Stunden auf den Roller gelegt und
erst danach weiterverarbeitet.

Die Verarbeitung zur Bestimmung
der Erythrozytenpopulationen er-
folgte nach dem Protokoll von Biz-
jak et al (2015). Es wurden ,,junge*
(44 ng/ml), ,mittelalte” (45-48
ng/ml) und ,,alte” (52-56 ng/ml) Po-
pulationen pro Zeitpunkt (Oh/6h)
und Kondition bestimmt (Abb. 57).
Zusétzlich wurde das Gewicht und

das Volumen aus dem gesamten ‘
Abbildung 57: Darstellung der Percoll-Lésung mit

Blut und aus den einzelnen Popula- den einzelnen Erythrozytenpopulationen (Fraktionen)
"jung" (Oben), "mittelalt" (Mitte) und "alt" (Unten),

tionen bestimmt, um die Mengen- eigene Darstellung.

verhaltnisse pro Zeitpunkt und Kondition festzuhalten. AnschlieRend wurden

die Proben flr die Messung der RBC-Verformbarkeit weiterverarbeitet (vgl.

Kapitel 7.3.2).
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10.3. Ergebnisse 10.3. ERGEBNISSE

Die Ergebnisse der Gesamtpopulation sowie der einzelnen Populationen (Frak-
tionen) zeigen im Bereich der Verformbarkeit keine signifikanten VVeranderun-
gen zwischen Oh und 6h (Abb. 58 & Abb. 59).
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Abbildung 58: Ergebnisse der Verformbarkeitsmessung RBC aller Konditionen Oh nach der StoRwellen-
applikation.

Vollblut; Messung 6h nach SW
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Abbildung 59: Ergebnisse der Verformbarkeitsmessung RBC aller Konditionen 6h nach der StoRwellen-
applikation.
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10.3. ERGEBNISSE
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Abbildung 60: Ergebnisse des SS1/2 Elmax aller Konditionen 0h/6h nach der StoRwellenapplikation.

Im Folgenden werden die Verformbarkeit der RBC der einzelnen Konditionen
und Oh/6h im Direktvergleich dargestellt. Der Direktvergleich zwischen Oh und
6h zeigt, dass die Verformbarkeit aller RBC 6h nach den Applikationen und
des Rollens nicht signifikant erhoht ist (Abb. 61ff.). Die Ergebnisse der zeigen,
dass bei den Konditionen 1000, 6h nach der StoRRwellenapplikation die prozen-
tuale Anzahl der ,,jungen* (niedrige Dichte) RBC-Populationen signifikant (p =
.036) abnimmt (Abb. 67). Bei Kondition 1500 zeigt sich eine signifikante (p =
.046), prozentuale Zunahme 6h nach der Applikation der ,,alten* (hohe Dichte)
RBC-Populationen (Abb. 68). Im Anschluss dazu wird die Verteilung der ein-
zelnen Populationen innerhalb der gesamten RBCs in den Konditionen darge-
stellt (Abb. 65ff.).
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Abbildung 61: Verformbarkeit aller RBC im Direktvergleich Oh/6h bei Kondition 0.
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Abbildung 62: Verformbarkeit aller RBC im Direktvergleich Oh/6h bei Kondition 500.
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Abbildung 63: Verformbarkeit aller RBC im Direktvergleich 0h/6h bei Kondition 1000.
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Abbildung 64: Verformbarkeit aller RBC im Direktvergleich Oh/6h bei Kondition 1500.
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Abbildung 65: Prozentuale Verteilung der RBC Fraktionen bei Kondition 0 und Oh/6h.
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Abbildung 66: Prozentuale Verteilung der RBC Fraktionen bei Kondition 500 und 0Oh/6h.
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Abbildung 67: Prozentuale Verteilung der RBC Fraktionen bei Kondition 1000 und 0Oh/6h.
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Abbildung 68: Prozentuale Verteilung der RBC Fraktionen bei Kondition 1500 und 0h/6h.
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Young RBC; Messung direkt nach SW 10.3. ERGEBNISSE
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Abbildung 69: Verformbarkeit der jungen RBC Fraktionen (niedrige Dichte) aller Konditionen bei Oh.

Young RBC; Messung 6h nach SW
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Abbildung 70: Verformbarkeit der jungen RBC Fraktionen (niedrige Dichte) aller Konditionen bei 6h.
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Middle aged RBC; Messung direkt nach SW 10.3. ERGEBNISSE
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Abbildung 71: Verformbarkeit der mittelalten RBC Fraktionen (mittlere Dichte) aller Konditionen bei
Oh.

Middle aged RBC; Messung 6h nach SW
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Abbildung 72: Verformbarkeit der mittelalten RBC Fraktionen (mittlere Dichte) aller Konditionen bei
6h.
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Old RBC; Messung direkt nach SW 10.3. ERGEBNISSE
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Abbildung 73: Verformbarkeit der alten RBC Fraktionen (hohe Dichte) aller Konditionen bei Oh.
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Abbildung 74: Verformbarkeit der alten RBC Fraktionen (hohe Dichte) aller Konditionen bei 6h.
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Young RBC 10.3. ERGEBNISSE
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Abbildung 75: Verformbarkeit der jungen RBC Fraktionen (niedrige Dichte) im Direktvergleich Oh/6h
bei Kondition 0.
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Abbildung 76: Verformbarkeit der jungen RBC Fraktionen (niedrige Dichte) im Direktvergleich Oh/6h
bei Kondition 500.
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Young RBC 10.3. ERGEBNISSE
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Abbildung 77: Verformbarkeit der jungen RBC Fraktionen (niedrige Dichte) im Direktvergleich Oh/6h
bei Kondition 1000.
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Abbildung 78: Verformbarkeit der jungen RBC Fraktionen (niedrige Dichte) im Direktvergleich Oh/6h
bei Kondition 1500.

EXTRAKORPORALE STOBWELLENTHERAPIE FUR DIE REGENERATION DER SKELETTMUSKULATUR ‘ 83



10 IN-VITRO-STUDIE

. 10.3. ERGEBNISSE
Middle aged RBC
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Abbildung 79: Verformbarkeit der mittelalten RBC Fraktionen (mittlere Dichte) im Direktvergleich
0Oh/6h bei Kondition 0.
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Abbildung 80: Verformbarkeit der mittelalten RBC Fraktionen (mittlere Dichte) im Direktvergleich
0h/6h bei Kondition 500.
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Abbildung 81: Verformbarkeit der mittelalten RBC Fraktionen (mittlere Dichte) im Direktvergleich
0h/6h bei Kondition 1000.
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Abbildung 82: Verformbarkeit der mittelalten RBC Fraktionen (mittlere Dichte) im Direktvergleich
0h/6h bei Kondition 1500.
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Abbildung 83: Verformbarkeit der alten RBC Fraktionen (hohe Dichte) im Direktvergleich Oh/6h bei
Kondition 0.
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Abbildung 84: Verformbarkeit der alten RBC Fraktionen (hohe Dichte) im Direktvergleich Oh/6h bei
Kondition 500.
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Abbildung 85: Verformbarkeit der alten RBC Fraktionen (hohe Dichte) im Direktvergleich Oh/6h bei
Kondition 1000.
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Abbildung 86: Verformbarkeit der alten RBC Fraktionen (hohe Dichte) im Direktvergleich Oh/6h bei
Kondition 1500.
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Im Folgenden werden die Ergebnisse der SS1/2 Elmax der einzelnen RBC-
Fraktionen dargestellt. Die Ergebnisse zeigen keinen signifikanten Effekt der

StoRRwellenapplikation auf die Verformbarkeit der einzelnen Konditionen bei

oh/6h.

Young RBC

Il on

° [ 6n
© l 1 l h
o 2 -
=
_E
L
:N 1+
H(l')
wn

O-

0 500 1000 1500

StoRwellen

Abbildung 87: Ergebnisse des SS1/2 EImax der jungen RBC Fraktionen (niedrige Dichte) aller Konditi-
onen und Oh/6h nach der StoRRwellenapplikation im Direktvergleich.
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Abbildung 88: Ergebnisse des SS1/2 EImax der mittelalten RBC Fraktionen (mittlere Dichte) aller Kon-
ditionen und Oh/6h nach der StoRwellenapplikation im Direktvergleich.
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Abbildung 89: Ergebnisse des SS1/2 EImax der alten RBC Fraktionen (hohe Dichte) aller Konditionen
und Oh/6h nach der StoBwellenapplikation im Direktvergleich.
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11. DISKUSSION

Ziel dieser Studie ist es die Auswirkungen von extrakorporalen StolRwellen auf
die Skelettmuskulatur zu untersuchen und ob die Ergebnisse Ruckschlisse auf
eine verbesserte Skelettmuskelregeneration zulassen. Um zu evaluieren, inwie-
fern die Probanden durch die extrakorporale StoRwellentherapie (ESWT) dem
Interventionsreiz ausgesetzt sind, wurden die Veranderungen des Blutflusses

und der Sauerstoffversorgung im regenerierenden Gewebe erhoben.

11.1. Auswirkungen extrakorporaler StoBwellen auf den Blutfluss

Die Ergebnisse der NIRS-Messung (Pilotstudie) zeigen zwar unmittelbar nach
der StoRwellenapplikation einen héheren Post-Wert (Abb. 31). Allerdings ist
die Anderung nicht signifikant. Dieser Verlauf zeigt sich auch in der Hauptstu-
die. Als Grund dafur werden die interindividuellen Unterschiede in Bezug auf
die prozentualen Schwankungen zwischen 72%-83% in der Versuchsgruppe
und 65%-78% in der Kontrollgruppe vermutet. Des Weiteren kdnnten eine un-
terschiedliche Kapillarisierung der Probanden als Ursache differenzierter Er-

gebnisse zu Calcagni et al (2011) und Frairia et al, 2012 herangezogen werden.

11.2. Auswirkungen extrakorporaler StoBwellen auf die Erythrozy-
tenverformbarkeit

Die Ergebnisse der Pilotstudie zeigen eine signifikante Veradnderung (p = .002)
der Erythrozytenverformbarkeit (EImax) 2h nach der StoRwellenapplikation
(Abb. 32). Demnach hat die StoRwellenapplikation einen unmittelbaren Effekt
auf die Zellmembranen. Da die Teilnehmer innerhalb der 24 Stunden nach der
StoRwellenapplikation keine sportlichen Aktivitaten durchgefuhrt haben, kon-
nen externe Faktoren fir die schadigenden Prozesse ausgeschlossen werden.
Die Ergebnisse der Erythrozytenverformbarkeit (RBC-Verformbarkeit) aus der
Hauptstudie geben eine differenzierte Darstellung wieder. Die Ergebnisse zei-

gen, dass der EImax (maximale Verformbarkeit) bei der Versuchsgruppe nach
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der StoRwellenapplikation unveréndert blieb (Abb. 45). Dies zeigt sich sowohl
im zeitlichen Verlauf des Innergruppenvergleichs als auch im Vergleich mit
der Kontrollgruppe. Die Ergebnisse stehen somit im Gegensatz zu der Pilotstu-
die. Die Grunde daflrr konnten in den interindividuellen Unterschieden der
Probanden liegen. Wie in Kapitel 2.2. erwéhnt, sind fir eine hohe Erythrozy-
tenverformbarkeit im Wesentlichen eine niedrige Zytoplasmaviskositét, ein
groRes Oberflachen-Volumen-Verhéltnis, die viskoelastischen Eigenschaften
der Erythrozytenmembran (Stuart et al, 1984), sowie die Eigenschaften des Zy-
toskeletts (Oonishi et al, 1997; Tsuda et al, 2000 und van Dort et al, 2001)
malgebend. Es ist davon auszugehen, dass diese wesentlichen Eigenschaften
zu heterogen ausgepragt waren und somit zu differenzierten Ergebnissen ge-
fuhrt haben.

Die Ergebnisse SS1/2 der Pilotstudie zeigen zunéchst eine Verminderung der
Verformbarkeit wéhrend der Intervention mit Maximalwerten bei 2h. Bei 6h
entspricht der Wert wieder dem Ausgangswert Pre. Bei 24h nimmt die Ver-
formbarkeit gegeniiber dem Pre-Wert ab. Diese Ergebnisse sind jedoch nicht
signifikant (Abb. 33). Die Ergebnisse SS1/2 (Hauptstudie) zeigen innerhalb der
Versuchsgruppe eine signifikante Verminderung der VVerformbarkeit (p = .007)
6h nach der StolRwellenapplikation (Abb. 47). Im Vergleich mit der Kontroll-

gruppe ist diese signifikante Veranderung nicht festzustellen.

Der SS1/2/Elmax Ratio (Pilotstudie) steigt von Pre zu 2h an und fallt bei 6h
und 24h unter das Ausgangsniveau Pre wieder ab (Abb. 34). Auch hier zeigen
sich keine signifikanten Einflusse durch die ESWT. Anders verhdlt es sich bei
der Hauptstudie. In Anlehnung an den SS1/2 kommt es bei dem SS1/2/Elmax
Ratio in dem Innergruppenvergleich der Versuchsgruppe, zu einer signifikan-
ten Verminderung der Verformbarkeit (p = .007) 6h nach der StoRBwellenappli-
kation. Gegenuber der Kontrollgruppe ist die Verformbarkeit nach der Stol3-
wellenapplikation jedoch nicht signifikant vermindert. In beiden Gruppen stei-
gen die Werte, mit Ausnahme der Kontrollgruppe, mit Maximalwerten bei 6h
an und fallen bei 24h wieder ab. Die Griinde fir die Unterschiede zwischen der
Pilotstudie und der Hauptstudie werden wieder in den zuvor beschriebenen in-

terindividuellen Unterschieden der Probenden vermutet.
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Da sich die Werte sowohl in der Pilotstudie als auch in der Hauptstudie nach
24h wieder verbessern, wird spekuliert, ob die extrakorporalen StoRwellen nur
bestimmte Erythrozytenpopulationen ,,schidigen”. So konnten ,schr alte
Erythrozyten wesentlich sensibler auf die mechanischen Reize der StoRwelle
reagieren als ,jiingere* (Kasper et al, 2009). Die Ergebnisse der In-Vitro-
Studie zeigen, dass die applizierten StoRwellen die Erythrozytenpopulationen,
die fur die NO-Produktion verantwortlich sind und somit die Verformbarkeit
limitieren, nicht schadigen. Es konnte gezeigt werden, dass sich mit zuneh-
mender StolRwellenapplikation (Kondition 1500), die Anzahl der ,al-
ten*/dichteren Erythrozyten erhoht. Dies zeigt sich sowohl in den unterschied-
lichen Applikationsmengen (Konditionen) im Vollblut, als auch in den unter-
schiedlichen Fraktionen. Somit kénnen destruktive Kavitationseffekte, die auf

die Zellstrukturen der Erythrozyten wirken ausgeschlossen werden.

Allerdings zeigen sich Unterschiede im zeitlichen Direktvergleich bei Oh/6h.
Die Proben zeigten nach 6h Rollern eine erhdhte Verformbarkeit, als die Pro-
ben nach Oh. So scheint das 6h Rollern die Verformbarkeit positiv zu beein-
flussen. Der Unterschied konnte sich allerdings auch mit dem sinkenden Sauer-
stoffgehalt in dem Falcon-Rdéhrchen erklaren lassen. Das NO wird dabei nicht
aus der Neubildung durch die RBC-NOS, sondern aus dem bestehenden NO-
Metabolismus der Erythrozyten gebildet (Grau et al, 2013). Als mdgliche Quel-
le dient RBC-Nitrit, dass durch Desoxyhamoglobin zu NO reduziert werden
kann. Da durch den sinkenden Sauerstoffgehalt der Anteil des Desoxyhamo-
globin steigt, ist die vermehrte NO-Bildung aus Nitrit eine denkbare Erklarung
(Bor-Kucukatay et al, 2003; Kleinbongard et al, 2006; Oziiyaman et al, 2008
und Grau et al, 2013).
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11.3. Auswirkungen extrakorporaler StoBwellen auf die NO-
Verfugbarkeit

Die Ergebnisse der NO-Messungen der Pilotstudie zeigen eine signifikante
Verringerung des RBC-Nitrits (p = .010) 2h nach der StoRwellenapplikation
und einer Rickkehr zum Ausgangsniveau (Pre) nach 24h (Abb. 35). Im Gegen-
satz zur Pilotstudie zeigen die Ergebnisse des RBC-Nitrits in der Hauptstudie
keine signifikante Verringerung in der Versuchsgruppe (Abb. 51). Dartber
hinaus sind auch unterschiedliche Verlaufe des RBC-Nitrits zwischen Pilotstu-
die und Hauptstudie festzustellen. Das gilt auch im Vergleich zwischen der
Versuchsgruppe und der Kontrollgruppe in der Hauptstudie. In der Versuchs-
gruppe Uberschreiten die Werte 2h nach der StoBwellenapplikation das Aus-
gangsniveau (Pre) und kehren nach 6h wieder zuriick. Nach 24h kommt es zu
einer erneuten Uberschreitung des Ausgangsniveau (Pre). Diese Schwankun-
gen sind in der Kontrollgruppe nicht festzustellen (Abb. 52). Von daher besteht
die Vermutung, dass die StoRwellen das RBC-Nitrit beeinflussen kénnen. Bei
der Betrachtung der interindividuellen Daten zeigen sich jedoch schon Unter-
schiede in den Ausgangsdaten. Ob die Ergebnisse der RBC-Nitrit-Messungen
der Versuchsgruppe einen Messfehler aufweisen oder ob tatsachlich eine Vari-
anz vorliegt, konnte im Nachgang nicht mehr geklart werden.

Auch bei den Ergebnissen des Plasma-Nitrits in der Pilotstudie ist eine nicht
signifikante Veranderung zu beobachten. Hier erfolgt die Verringerung unmit-
telbar nach der StoRwellenapplikation (Abb. 36). Das Plasma-Nitrit der Ver-
suchsgruppe in der Hauptstudie zeigt eine nicht signifikante Erhéhung bei 6h
durch die Intervention und eine Anndherung an das Ausgangsniveau (Pre) bei
24h (Abb. 53). Im Vergleich zeigen die Versuchsgruppe (Abb. 53) und die
Kontrollgruppe (Abb. 54) unterschiedliche Verldufe. Damit zeigen die Ergeb-
nisse der Hauptstudie und die der Pilotstudie unterschiedliche Verl&ufe nach
der Intervention. Die Grlinde daflr lassen sich auch hier in den interindividuel-

len Unterschieden vermuten.
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11.4. Fazit

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass extrakorporale StoRwellen
die Skelettmuskelregeneration verbessern konnen (vgl. Zissler et al, 2017). Die
Mechanotransduktion, als Mechanismus, stellt dabei den entscheidenden Fak-
tor dar (Frairia et al, 2012), da besonders Muskelzellen sensitiv auf diesen Ef-
fekt reagieren (Tidball, 2002 und Hornberger et al, 2004). Die vielfaltigen
Wirkungen der Mechanotransduktion auf zellularer und subzellularer Ebene
sind bereits in der Ubersicht von Bloch et al (2012) ausfiihrlich beschrieben.
Beitrdge von Gillies & Lieberr, (2011) und Moyer & Wagner, (2011) préasen-
tieren weitere Aspekte der Regenerations- bzw. Heilungsprozesse uber diesen
Mechanismus. Bereits Calcagni et al (2011) hatten in tierexperimentellen Stu-
dien gezeigt, dass extrakorporale StoRwellen auch zu einem erhéhten kapilla-
ren Blutfluss in den quergestreiften Hautmuskeln fiilhren kénnen. Experimen-
telle Studien zeigen, dass die einfache Anwendung der StoRwellen im Fall ei-
ner kritischen Hinterlaufischamie (critical limb ischemia) bei Ratten, zur Ver-
besserung des Blutflusses fiihrt. Da die Teilnehmer dieser Studie, wie bei Cal-
cagni et al (2011), einmalig einer StoRwellenapplikation unterzogen wurden,
konnten die Faktoren Reizart, Reizdauer, Reizintensitat, Reizh&ufigkeit und
Reizdichte Griinde fur die Unterschiede zu den bereits bekannten Studien dar-
stellen. Park et al (2004) konnten bei Untersuchungen zu humanen mesen-
chymalen Stammzellen feststellen, dass diese mechanosensitiv und divergent

auf verschiedene StolRwellenapplikationen reagieren.

In dieser Studie konnte kein klarer positiver Einfluss der extrakorporalen
StoRwellentherapie auf die Skelettmuskulatur in Bezug der untersuchten Para-
meter festgestellt werden (Null-Hypothese). Die Ergebnisse der Hauptstudie
zeigen nur im Innergruppenvergleich der Versuchsgruppe signifikante Unter-
schiede, jedoch nicht im Vergleich mit den Kontrollgruppen. Dies ist jedoch
Voraussetzung fir die Darstellung eines Effektes. Darlber hinaus zeigen die
Ergebnisse der Pilot- und der Hauptstudie unterschiedliche Reaktionen auf die
StolRwellenapplikation. Die Griinde daflr lassen sich in den interindividuellen

Unterschieden der Probanden in Bezug auf die Kapillarisierung, der wesentli-
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chen Eigenschaften der Erytrozytenverformbarkeit (Stuart et al, 1984), sowie
in den Eigenschaften des Zytoskeletts (Oonishi et al, 1997; Tsuda et al, 2000,
van Dort et al, 2001 und Grau et al, 2013) und in der NO-Verfugbarkeit vermu-
ten. Da bei dieser Studie gesunde und unverletzten Probanden teilgenommen
haben wird vermutet, dass fiir einen Ausgleich der interindividuellen Unter-
schiede wesentlich hohere StoRRwellenintensitaten notwendig sind. Denn in der
In-Vitro-Studie zeigte sich der Einfluss der StoRwellen erst bei einer héheren
Applikationsmenge (Kondition 1000 und 1500). Darlber hinaus wird ange-
nommen, dass die interindividuellen Unterschiede bei verletzten Probanden
wie bei Zissler et al, (2017) auf einem niedrigeren Skalenniveau liegen und
deshalb geringere StolRwellenintensitaten flr einen Effekt ausgereicht haben.
Als Begriindung wird angefuhrt, dass bei verletzten Probanden die wesentli-
chen Eigenschaften fir die Erythrozytenverformbarkeit verringert sowie deren
Zytoskelett signifikant ,,steifer sind (van Dort, 2001). Das Gleiche wird auch
in Bezug auf die ECM des verletzten Gewebes angenommen. Da sich mechani-
sche Wellen (StoRBwellen) in einem festen Medium starker ausbreiten kénnen
(vgl. Kapitel 4) wére die Folge, dass geringere StoRwellenintensitaten notwen-
dig waren, um Effekte auf die untersuchten Parameter auszulésen (vgl. Mott &
Helmke, 2007). In diesem Zusammenhang kann vermutet werden, dass die in-
terindividuellen Unterschiede in Bezug auf den Blutfluss, die Erythrozyten und
die NO-Verfugbarkeit ignoriert werden konnen. Aufgrund der komplexen Fak-
toren, die durch die ESWT in der Skelettmuskelregeneration ausgelost werden,
sind weiterfuhrende Studien notwendig. AbschlieRend wird aber davon ausge-
gangen, dass die StolRwellenenergien hier nicht ausgereicht haben, bzw. zu ge-
ring waren, um signifikante Mechanotransduktionseffekte auszuldsen (vgl. Jaa-
louk & Lammerding, 2009). Somit kommt es zu einer Verzerrung der Ergeb-
nisse (Bias) in Bezug auf vergleichbare Studien (Calcagni et al, 2011; Frairia et
al. 2012 und Zissler et al, 2017).
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11.5. Relevanz der Sauerstoffversorgung fur die Skelettmuskelre-
generation

Die Gewebeversorgung mit Sauerstoff stellt, wie bereits mehrfach angefiihrt,
bei der Regeneration der Skelettmuskulatur eine wesentliche Bedeutung dar
(Goertz et al 2012). Mechanotransduktionseffekte, durch extrakorporale Stof3-
wellen, kénnen auch zu chronischen Anpassungen der Kapillaren (Angiogene-
se) fiihren, wodurch die Wundheilung verbessert wird (Mittermayr et al, 2012
und Frairia et al, 2012). Dabei konnte gezeigt werden, dass auch Spaltprodukte
der ECM einen wichtigen Einfluss auf die Angiogenese (Kapillarneubildung)
und dartber wiederum erheblichen Einfluss auf die Geweberegeneration haben
(Suhr et al, 2009). Wahrend der einzelnen Phasen der Skelettmuskelregenerati-
on finden eine Reihe von biologischen Veranderungen statt. Faktoren, wie z.B.
Wachstumsfaktoren und Zytokine, werden in einer spezifischen zeitlichen Fol-
ge freigesetzt bzw. aktiviert (Smith et al, 2008 und Gharaibeh et al, 2012), die
fur die Muskelregeneration von wesentlicher Bedeutung sind. Inwieweit die
extrakorporale StoRwellentherapie (ESWT) eine Regenerationsférderung durch
Veranderung der ECM und der Wachstumsfaktorenfreisetzung in der Skelett-
muskulatur hervorruft, ist bisher nicht bekannt. Hier kdnnte die StoRwellenbe-
handlung jedoch eine wichtige Rolle spielen (Abd Ellah et al, 2010). Einer der
wichtigsten Vorteile der StoRBwellentherapie ist, dass sie nicht invasiv ist und
dass sie kaum Nebenwirkungen hat (Nishida et al, 2004 und Ito et al, 2011).
Daher ist sie gut steuerbar und mehrfach anwendbar. Sie kdnnte eine sehr niitz-
liche Methode fur die Induktion der Angiogenese darstellen (Ito et al, 2011), da
es bei steigendem Belastungsreiz - neben akuten - auch zu chronischen, post-

translatorischen Anpassungen der Proteine der ECM kommit.
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11.6. Relevanz der ESWT fur die Skelettmuskelregeneration

Die pragmatischen Behandlungsmethoden (korperliche Ruhe, Eis etc.) zeigen
nur eingeschrankte Effizienz fir die Hemmung der Fibrose nach einer Muskel-
verletzung und auch medikamentdse Behandlungen haben insgesamt nur einen
geringen Effizienzgrad (Almekinders, 1993 und Jarvinen & Lehto, 1993). Ak-
tuell wird zur Verbesserung der Muskelregeneration der Einsatz von mesen-
chymalen Progenitorzellen zur Entwicklung zell-basierter Therapien untersucht
und dabei der zeitliche Verlauf der Muskelheilung in Abhéngigkeit des Schwe-
regrades, in Bezug auf die strukturelle und funktionelle Wiederherstellung des
verletzten Gewebes analysiert (Qazi et al, 2015; Pumberger et al, 2016; Qazi et
al, 2017). Dabei erscheint es wichtig die verschiedenen Phasen der Muskelre-
generation zu beriicksichtigen. Liu et al (2018) beschreiben weitere ahnliche
Methoden. Es stellt sich die Frage nach neuen Therapieansatzen, die wie weni-
ger aufwendig sind, die die Muskelregeneration unterstiitzen und vor allem ei-
ne strukturelle und funktionelle Wiederherstellung des Muskelgewebes ohne
Narbenbildung fordern. Die extrakorporale StoRwellentherapie kdnnte einen
solchen, nicht-invasiven Therapieansatz darstellen. Die Studie von Zissler et al,
(2017) zeigt hier einen konkreten Ansatz. Wahrend der Phasen der Skelettmus-
kelregeneration finden eine Reihe von biologischen Verdnderungen statt, die
fur die Muskelregeneration von wesentlicher Bedeutung sind. Unter anderem
werden Faktoren wie z.B. Wachstumsfaktoren und Zytokine in einer spezifi-
schen zeitlichen Folge freigesetzt bzw. aktiviert (Smith et al, 2008 und Gharai-
beh et al, 2012). Diese Prozesse konnten bei richtiger Anwendung mit der
ESWT beschleunigt werden. Es erscheint jedoch zum jetzigen Zeitpunkt not-
wendig die Mechanismen aufzukldren, Gber welche Faktoren die extrakorpora-
le StolRwellentherapie die Regeneration der Skelettmuskulatur verbessern kann.
Die bisherigen Forschungserkenntnisse machen es schwer, die Relevanz des
StoRwelleneffektes fur die Muskelregeneration einzuordnen und gegenuber an-
deren Methoden (z.B. Kompression) abzugrenzen. Hinzu kommt, dass die
meisten Forschungserkenntnisse auf tierexperimentellen Studien beruhen
und/oder unter experimentellen Bedingungen untersucht wurden und nicht

zwangslaufig auf den Menschen tbertragbar sind.

11.6. RELEVANZ DER
ESWT FUR DIE
SKELETTMUSKEL-
REGENERATION
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12.1. Bestimmung weiterer zellularer Faktoren in der ESWT

Die Ergebnisse der Studie lassen vermuten, dass Grenzwerte bzw. Grenzberei-
che in Bezug der StoBwellenintensitaten, wie z.B. Energie- bzw. Reizintensitat
und/oder auch eine Reizdichte, Reizdauer sowie eine Reizhaufigkeit existieren,
ab denen Regenerationseffekte ausgeldst werden (Abb. 65 & Abb. 66). Jaalouk
& Lammerding (2009) konnten bereits nachweisen, dass unterschiedliche
StoRwellenintensitdten zu unterschiedlichen Zellreaktionen fuhren. Bei der
Ermittlung der Grenzwerte sollte auch die jeweilige Wundheilungsphase mit-
berucksichtigt werden. Denn es ist davon auszugehen, dass die Grenzwerte mit
steigendem Heilungsverlauf zunehmen (vgl. Zissler et al, 2017). Flr weitere
Untersuchungen bieten sich daher experimentelle Designs mit Gruppen unter-
schiedlicher Wundheilungsphasen und unverletzten Probanden an. Dabei sollen
die Grenzwerte bzw. Grenzbereiche fir die entsprechenden Wundheilungspha-
sen ermittelt werden, ab denen die Mechanotransduktionseffekte die jeweiligen
Regenerationseffekte auslosen. Neben der Bestimmung mechanischer Fakto-
ren, sollten gleichzeitig weitere zellulare Faktoren untersucht werden. Dabei ist
vorab zu beachten, dass die einwirkenden StoBwellenreize zelldichteabhéngig,
unterschiedliche Effekte bewirken (Mott & Helmke, 2007) und dass sich zyto-
skelettdre Veranderungen zelldichteabhdngig zeigen. Das bedeutet, dass zur
Bestimmung der Regenerationseffekte sowohl die Dichotomie zwischen den
Grenzwerten bzw. Grenzbereichen und den zellularen Faktoren bertcksichtigt
werden mussen. Dabei sollte der Zusammenhang zwischen der StolRwellenin-
tensitat, den Proteinen und der extrazellularen Matrix (ECM) untersucht wer-
den (vgl. Meazzini et al, 1998), da die ECM bei der Regeneration des Gewebes
und der Zellen eine Schlusselrolle einnimmt (Bloch, 2012). Dabei sollte auch
die Menge des Desoxyhamoglobins betrachtet werden (Crawford et al, 2006).
Sims et al (1992) konnten diesbeziiglich Zellverformungen bei Behandlungen
mit 0,5 Bar (50.000 Pa) und 0,077 mJ/mm2 nachweisen, die zu temporér diffe-
renten Ergebnissen fiihrten.

12.1 BESTIMMUNG
WEITERER
ZELLULARER
FAKTOREN IN DER
ESWT
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12.2. Weiterfuhrende Hypothesen 59

WEITERFUHRENDE
HYPOTHESEN

Zur Bestimmung weiterer zellularer Faktoren in der ESWT, werden folgende

Hypothesen aufgestellt:

H1: Die Skelettmuskelregeneration wird maligeblich Gber die extrazellulare

Matrix ausgelost.

H2: Die Wundheilungsphase der Skelettmuskelregeneration beeinflusst die

StoBwellenintensitaten.

H3: Es existieren Grenzwerte bzw. Grenzbereiche in Bezug der StoBwellenin-
tensitaten und der jeweiligen Wundheilungsphase, ab denen die extrazellulare

Matrix die Skelettmuskelregeneration ausgeldst.
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