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Abstract / Zusammenfassung

Gelenkarthrose ist eine, besonders bei alteren Menschen haufige, degenerative
Gelenkerkrankung, die mit Schmerz und zunehmendem Funktionsverlust einhergeht.
Sie zeichnet sich durch einen progredienten Verlauf aus, der bisher nicht umgekehrt
werden kann. Die Behandlung zielt daher auf die Reduktion der Schmerzsymptomatik
und eine Verzogerung der Progression ab. Dazu kénnen konservative Methoden wie
Physiotherapie und medikamentése Behandlung verwendet werden. In spéateren
Stadien kann versucht werden, den aufgerauten Knorpel chirurgisch zu glatten, was
zum einen die Steifheit der Gelenke und Schmerzsymptomatik verbessern und zum
anderen das Fortschreiten des Knorpelabbaus verlangsamen kann. Dazu wurden
bisher vor allem mechanische Verfahren verwendet. Inzwischen wird jedoch die
Thermoablation mittels Radiofrequenzenergie (RFE) immer beliebter. Es ist jedoch
nach wie vor nicht geklart, welches genaue Behandlungsprotokoll unter der Vielzahl
maoglicher Varianten die beste Kombination von Wirksamkeit und Sicherheit bietet.
Verschiedene Studien aus der Literatur erbrachten Ergebnisse, die nahelegen, dass
Spitzentemperaturen im Gewebe, bei der Verwendung von monopolaren RFE-
Sonden, geringer sind als bei der Verwendung von bipolaren Sonden, was diese
sicherer machen wirde. Zudem wurde vorgeschlagen, die Energieabgabe zu pulsen,
anstatt kontinuierlich zu gestalten, um das Gewebe zwischen den Pulsen abkihlen zu
lassen. Um die genauen Auswirkungen solcher Veranderungen des Behandlungs-
protokolls auf die Wirksamkeit der Methode und den Temperaturverlauf im Gewebe
wahrend der Behandlung zu untersuchen, wurde die hier vorliegende In-vitro Studie
konzipiert. Dabei wurde der Knorpel in neun Kniegelenken von Schweinen mit
Schleifpapier aufgeraut und anschlieRend mit einer monopolaren RFE-Sonde und
sechs verschiedenen Behandlungsmustern behandelt. Tendenziell zeigten die
Versuche, die mit gepulster RFE durchgefuhrt wurden, niedrigere Durchschnitts- und
Maximaltemperaturen, jedoch waren die Unterschiede nicht signifikant. Der Knorpel,
der einmalig mit zwei Sekunden langen RFE-Pulsen behandelt wurde, zeigte die
glatteste Oberflache. Dieser Unterschied war im Vergleich, zu fast allen anderen
Behandlungsgruppen, statistisch signifikant. Die Behandlungsgruppen, die mit einer
Sekunde langen Pulsen ein- oder zweimal behandelt wurden, unterschieden sich in
Bezug auf die Rauheit der Knorpeloberflache nicht von den kontinuierlich behandelten,

jedoch hatten diese beiden Gruppen eine signifikant hohere Rate von vitalen

Vv



Chondrozyten. Da jedoch auch in diesen Gruppen tote Chondrozyten in der gesamten
Knorpeldicke vorhanden waren, ist nicht klar, wie sicher dieses Protokoll in vivo ware.
Insgesamt zeigen die Ergebnisse der Studie jedoch, dass eine Modifikation des
Behandlungsprotokolls zu einer Reduktion der Chondrozytennekrose fiihren kann,
ohne gleichzeitig einen signifikanten Verlust der Glattungswirkung zu verursachen.
Weitere Studien sind jedoch notwendig, um das, fur die Behandlung von Patienten,

sicherste und wirksamste Behandlungsprotokoll zu finden.
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1 Einleitung

1.1 Arthrose

1.1.1 Hintergrund

Arthrose ist eine degenerative Gelenkerkrankung und ist, besonders bei &lteren
Menschen, die haufigste Ursache von Mobilitatseinschrankungen, die
muskuloskelettale Ursachen hat. Sowohl Inzidenz als auch Pravalenz steigen mit dem

Alter an.

Bei Uber 60-Jéhrigen ist die Pravalenz in Industrielandern bereits anndhernd 40 %,
wahrend bei Uber 65-Jahrigen die Mehrheit betroffen ist 1-3. Alle Gelenke im Korper
kénnen osteoarthrotische Veranderungen aufweisen, jedoch ist Arthrose besonders
haufig in den beiden distalen Fingergelenken, im Knie- und Huftgelenk sowie im
Bereich der Wirbelsaule zu finden 4. Risikofaktoren fur die Entwicklung einer Arthrose
sind hoheres Alter, Adipositas, genetische Pradisposition, weibliches Geschlecht und
Lebensstilfaktoren, wie einseitige Erndhrung und Bewegungsmangel, sowie
gelenkspezifische Faktoren wie Verletzungen, angeborene und erworbene Gelenk-
fehlstellung und abnormale Belastung des Gelenks °. Da Arthroseschmerzen
eingeschrankte Gelenksfunktion und Steifigkeit verursacht, kann sie die

Lebensqualitat der Patienten einschneidend belasten 3.

1.1.2 Behandlungsmethoden

Es existieren eine Reihe von konservativen Behandlungsmethoden, die im
Allgemeinen ausgeschopft werden, bevor auf invasivere Methoden zurtickgegriffen

wird.

Konservative Methoden bestehen aus der oralen Gabe von nicht-steroidalen anti-
inflammatorischen Medikamenten (NSAIDs), wie beispielsweise Acetylsalicylséure,
Ibuprofen oder Diclofenac, Physiotherapie, Manueller Therapie und Bewegung, sowie
falls gewichtstragende Gelenke betroffen sind eine Gewichtsabnahme 7-°. Eine
Nahrungssupplementation mit Hyaluronsaure- und/oder Glucosaminpraparaten kann
ebenfalls voriibergehend Linderung bringen 6 In der akuten Phase wird das
betroffene Gelenk oft mittels Schienung ruhiggestellt. Diese Therapie ist besonders bei

Arthrose an Hand- oder den Daumengelenken nitzlich, wird aber bei grol3eren
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Gelenken wie beispielsweise dem Knie kontrovers diskutiert 1112, Da es sich bei der
Arthrose jedoch um eine degenerative Erkrankung handelt, lassen sich dadurch die
Symptome nur temporar lindern und die Progression verlangsamen, aber nicht

komplett aufhalten.

Falls alle konservativen Behandlungsmoglichkeiten ausgeschopft sind, stehen
invasive MalRnahmen zur Verfugung. Eine davon ist der minimalinvasive
arthroskopische Einsatz von Radiofrequenzablation, die sowohl zur Knorpelglattung
also auch Geweberesektion verwendet werden kann 3. Invasivere Methoden sind
Korrekturen der Belastungsachse durch Umstellungsosteotomien, Arthroplastiken,
Teilarthrodesen oder Arthrodesen sowie der Gelenkersatz durch Partielle- oder

Totalendoprothesen 6910,

1.2 Funktionsprinzip der Radiofrequenzablation

Bei der Radiofrequenzablation wird Radio-Frequenz-Energie (RFE) verwendet, um
minimal invasiv (arthroskopisch) im Gelenk thermische Energie zu applizieren. Dieses
Verfahren wird in den letzten Jahren zunehmend haufiger zur sogenannten
Chondroplastie, also der Knorpelglattung bei Arthrose, Gewebsresektion und
Koagulation von fibrilliertem Knorpel eingesetzt (Edwards et al., 2002; Huber et al.,
2015, 2016; Lu et al., 2000, 2001)

Es existieren zwei prinzipiell unterschiedliche RFE-Systeme, die hierbei eingesetzt
werden, namlich monopolare und bipolare RFE-Systeme 131°. Das monopolare
System besteht aus einem Hochfrequenz (HF)-Generator, von dem ein Stromkreis mit
zwei Elektroden ausgeht (Abbildung 1). Die aktive Elektrode befindet sich hierbei an
der Spitze des Instruments, das vom Chirurgen gefuhrt wird. Die neutrale Elektrode
wird auf die Haut des Patienten geklebt. Der Stromkreis schlie3t sich durch Stromfluss
von der aktiven Elektrode Uber die Spulflissigkeit und das Patientengewebe zur
neutralen Elektrode, wobei die Stromdichte und damit der thermische Effekt auf das
Gewebe in der Nahe der Aktivelektrode am hodchsten ist. Die Stromdichte hangt
umgekehrt proportional von der GroRe der Elektrode ab. Diese ist an der aktiven
Elektrode so gering, dass die Stromdichte in deren Nahe genugt, um durch induzierte
Bewegung von lonen und Elektronen ein im Gewebe ausreichender thermischer Effekt

erzielt wird, der fur die Thermoablation gentigt. Bei bipolaren RFE-Geraten befindet
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sich sowohl die aktive als auch die neutrale Elektrode im RFE-Instrument
(Abbildung 2), sodass der Stromfluss durch das zu behandelnde Gewebe von einer
Elektrode in der Spitze der Sonde zur anderen ebenfalls in der Spitze der Sonde
befindlichen Elektrode erfolgt. Hier entsteht eine Art Plasmawolke 131,

HF-Generator

f/\\\
|7/
NI 2¥ 2

Monopolare RFE

Abbildung 1:

Schematische Darstellung der monopolaren Radiofrequenzablation



HF-Generator

. /

Bipolare RFE

Abbildung 2:

Schematische Darstellung der bipolaren Radiofrequenzablation

1.3 Stand der Forschung

Das Ziel der RFE-Therapie in der Behandlung von Arthrose ist die Reduktion von
Symptomen %20 wie Schmerz und Gelenksteifheit, durch eine Glattung der
Knorpeloberflache bei gleichzeitiger minimaler Schadigung des gesunden Knorpels.

Dies soll zu einer Verlangsamung des degenerativen Prozesses filhren.

Bisherige Studien zu den beiden RFE-Systemen haben jedoch kontroverse
Ergebnisse erbracht. Es ist zudem bisher nicht endgultig geklart, ob RFE sowohl fir
das umliegende Gewebe, als auch fir die Knorpelzellen selbst sicher ist. Um den
Einfluss der thermischen Behandlung auf das umliegende Gewebe zu untersuchen,
wurde bereits im Jahr 2002 eine In-vitro Studie an explantierten Kniegelenken, zum
Vergleich von mono- und bipolarer RFE-Chondroplastik, durchgefiihrt 13, Dazu wurden
an je 36 Kniegelenken je ein 1 cm? grolRes Areal mit mono- und bipolarer RFE

behandelt, wobei sechs explantierte Kniegelenke als Kontrollen unbehandelt blieben.



Jeweils weitere sechs Proben wurden mit sechs unterschiedlich langen RFE-
Behandlungen (5 sec, 10 sec, 20 sec, 30 sec und 40 sec) abladiert. Die Proben
wurden anschlielend mit einem konfokalen Laser-Mikroskop und mit einem
Rasterelektronenmikroskop untersucht. Die Untersuchung der Knorpeloberflache
zeigte, dass bei beiden Methoden nur nach einer Behandlungsdauer von mindestens
15 sec eine Glattung der Gelenkflache messbar war. Dabei trat jedoch auch eine
tiefgreifende Chondrozytennekrose auf, die sich bis zum subchondralen Knochen
erstreckte. Hierbei sorgen jedoch nicht die Radiofrequenzwellen fir ein Absterben der
Knorpelzellen, sondern die durch die Wellen entstehenden hohen Temperaturen, die
schon ab 50° Celsius zu Apoptose- und Nekrose Prozessen fiihren kénnen. Eine
Chondrozytennekrose war in der bipolaren RFE-Gruppe im Vergleich zur monopolaren
RFE-Gruppe bei gleicher Behandlungsdauer bis zu einer signifikant tieferen Gewebe-

schicht detektierbar 13.

In einer weiteren in-vitro Studie aus dem Jahr 2002 untersuchten Edwards und
Mitarbeiter die Temperaturen in der Knorpelmatrix in drei verschiedenen Tiefen
wahrend mono- oder bipolarer RFE-Behandlung 4. Dazu wurden 60 Kniegelenk-
regionen von 15 adulten Rindern behandelt. Fluorometrische Thermometriesonden
wurden dabei in einer Gewebetiefe von 200 pm, 500 um und 2000 um im Knorpel
platziert. Diese Studie zeigte, dass in allen Gewebetiefen die bipolare RFE-
Behandlung héhere Temperaturen verursacht als die monopolare RFE und konsistent
mit den Ergebnissen der oben vorgestellten Studie von Lu und Mitarbeitern war, die
eine hohere Rate von Nekrose bis in tiefere Gewebeschichten bei der bipolaren RFE
fand 13. Dies war auch der Fall, wenn wahrend der Behandlung eine Kuhlflissigkeit
Uber den Knorpel geleitet wurde. RFE-Behandlung unter konstantem Flissigkeitsfluss
hatte in der Tat keinen Einfluss auf Gewebetemperaturen in jeder gemessenen Tiefe.
Die Autoren aul3erten die Befurchtung, dass eine bipolare RFE-Behandlung mit den in
ihrer Studie verwendeten Parametern eine Chondrozytennekrose in der gesamten

Gewebeschicht auslosen konnte 14,

Es existieren jedoch auch Studien mit gegenteiligen Ergebnissen, bei denen
Gewebetemperaturen wahrend der RFE-Behandlung mit einer monopolaren Sonde
hoher waren, als bei der Behandlung mit einer bipolaren RFE-Sonde 1°. Bei dieser
Leichenstudie wurde eine Standardarthroskopie entweder ohne oder mit

kontinuierlicher Spulung durchgefuhrt. Sieben Handgelenke wurden dabei mit einer
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bipolaren RFE-Sonde (VAPR Il mit 2,3 mm Lateraleffektelektroden) und sieben mit
einer monopolaren Sonde (OPES Ablator fir kleine Gelenke) behandelt. Die
Temperaturmessung erfolgte an sieben verschiedenen Stellen im Gelenk. Die
gemessenen Temperaturen waren erwartungsgemar hoher, je langer die Behandlung
durchgefiuihrt wurde und je néher der Messpunkt bei der Sonde lag. Ohne Spulung war
die gemessene Spitzentemperatur bei der monopolaren RFE 52,0° Celsius und bei
der bipolaren RFE 49,5° Celsius. Durch Spilung senkte sich die Temperatur bei der
monopolaren RFE um 7° Celsius und bei der bipolaren um 5° Celsius. Die Autoren
schlossen daraus, dass die RFE-Behandlung am Handgelenk sowohl fir die
monopolare als auch fur die bipolare Behandlungsvariante sicher ist, wenn eine
Gelenkspulung eingesetzt wird und die jeweilige Energieabgabe 5-10 sec Dauer nicht
Uberschreitet °. Es ist nicht klar, warum in dieser Studie ohne Spilung bei der
monopolaren RFE-Behandlung unerwarteterweise hohere Spitzentemperaturen
gemessen wurden als bei der bipolaren RFE. Es ist jedoch mdglich, dass das Design

der Sonden hierbei eine Rolle spielte.

In  einer weiteren Leichenstudie zeigten Temperaturmessungen in den
Gewebeflussigkeiten in der unmittelbaren Umgebung eines mit RFE behandelten
Schultergelenkes in einer in-vitro Studie keine Temperaturen, die auf eine
Warmeschadigung des Gewebes schliel3en lassen 21, Es ist allerdings moglich, dass
die rdumliche Auflésung der Temperaturmessung in dieser Studie nicht ausreichend
war, um auszuschlie3en, dass in unmittelbarer Umgebung der RFE-Sonde, in deren
Néahe die hoéchsten Flissigkeitstemperaturen gemessen wurden, lokal schadliche

Temperaturen auftreten.

Da Komplikationen durch Hitzeschaden am Knorpel verursacht werden konnen,
untersuchten auch Zoric und Mitarbeiter (2009) das Temperaturprofil im Gewebe von
humanen Schultergelenken in einer Leichenstudie. Dazu wurden zehn Schultern Uber
einen Zeitraum von zwei Minuten mit einer kommerziellen RFE-Sonde behandelt.
Intraartikulare Temperaturen wurden hierbei zu verschiedenen Zeitpunkten, wahrend
der 2-minitigen RFE-Behandlung im Abstand von 1 mm, 3 mm, 5 mm und 10 mm von
der RFE-Sonde, gemessen. Die RFE-Behandlung wurde zudem mit unterschiedlichen
Energieleistungen und verschiedenen Flussgeschwindigkeiten flr die Spulflussigkeit
durchgefiihrt. Ohne Spulflissigkeit und in nachster Nahe der Sonde wurden dabei

Temperaturen von mehr als 80° Celsius gemessen. Langere Behandlungsdauern



fuhrten aber auch mit eingeschalteter Spulung und an weiter entfernten Messstellen
zu Temperaturen von mehr als 50° Celsius, bei denen eine Chondrozytennekrose in

einem vitalen Gelenk die Folge sein wiirde %2.

In einer in-vitro Studie aus dem Jahre 2004 wurden bovine Kniegelenke mit bipolarer
RFE in einem linearen Behandlungsmuster behandelt. Dabei wurde die Sonde mit
einer Geschwindigkeit von 3-4 mm/sec bewegt. Es wurden zwei verschiedene RFE-
Sonden verwendet. Die Vitalitat der Chondrozyten wurde anschlieRend mittels
konfokaler Lasermikroskopie untersucht 22. Eine Chondrozytennekrose war nach der
Behandlung mit der ACD-50-Sonde (Arthrocare System 2000, ArthrocareCorp,
Sunnyvale, CA, USA) bis in eine Gewebetiefe von 109.4 +/- 22.1 um nachweisbar.
Nach der RFE-Behandlung mit der 2.5-mm/90°-Sonde lag die Chondrozytennekrose
dagegen bis in einer Gewebetiefe von 172.3 +/- 34.3 um vor. Die Debridementgrenze
zum vitalen Gewebe war bei der Behandlung mit beiden Sonden in der Tiefe scharf
abgegrenzt und die dadurch geschaffene Oberflache war glatt. Die Vitalitat der tiefer
gelegenen Chondrozyten wurde mit keiner der beiden Proben negativ beeinflusst.

Yasura et al. untersuchten dagegen in ihrer in-vitro Studie nicht den Einfluss der RFE-
Behandlung auf die Vitalitat der Chondrozyten, sondern auf die mechanischen
Eigenschaften des Knorpels 24. Hierbei wurden Knorpelproben aus explantierten
humanen Kniegelenken verwendet und mit monopolarer RFE behandelt. Die
Knorpeloberflache wurde durch die Behandlung signifikant geglattet. Die Steifheit und
Dicke des Knorpels veranderten sich durch die Behandlung dagegen nicht, allerdings
wurden oberflachennahe Kollagenfasern denaturiert. Gleichzeitig verringerte sich die
Konzentration der knorpelabbauenden Matrix-Metalloproteasen (MMP)-1 und MMP-2

im Zellkulturtiberstand von den RFE-behandelten Knorpelproben 24,

In-vitro Studien kénnen zwar die unmittelbaren Wirkungen der RFE-Behandlung auf
die Vitalitdt der Chondrozyten und der mechanischen Eigenschaften des Knorpels
untersuchen, allerdings kénnen sie keine Auskunft Gber die Langzeitwirkungen, auf
das gesunde Uberleben des Knorpels, geben. Gleichzeitig sind aber Studien an
Patienten unter wissenschatftlichen Kriterien auf3ert schwierig durchzufiihren, da eine
Folgeoperation oder Biopsie zu definierten Zeitpunkten noétig und dies ethisch kaum
zu vertreten ware. Bevor nun eindeutig nachgewiesen werden kann, dass die
Behandlung sicher ist, ist es wichtig, auf Tierversuche mit entsprechenden Arthrose

Modellen zurtickgreifen zu kénnen. Dazu wurde im Jahr 2007 ein Chondromalazie-
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Tiermodell in einer anderen Publikation detailliert beschrieben. Dabei wurde im
Knorpel der Patella eine Auffaserung vorgenommen, die nur die oberen
Knorpelschichten betraf. Drei Monate nach dieser Operation kann in diesem
Tiermodell die Arthrose Behandlung vorgenommen werden 25.

Im Jahr 2006 wurde eine Studie zur Sicherheit und Wirksamkeit von mono- und
bipolarer RFE mit diesem Chondromalazie-Tiermodell veréffentlicht, in der beide
Kniegelenke von 15 Ponys mit experimentell induzierter Chondromalazie entweder mit
einer Shamoperation (Kontrolle), mechanischem Debridement, mono- oder bipolarer
RFE behandelt wurden 28. Die Ergebnisse der Behandlungen wurden sechs Monate
nach der Operation histologisch beurteilt. Zudem wurde die mechanische Steifigkeit
der Gelenke gemessen. Histologisch konnten keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Gruppen gefunden werden. Die Gelenke, die mit monopolarer RFE
behandelt wurden, hatten jedoch signifikant steifere Knorpel als die der anderen

Gruppen 26,

Es gibt jedoch auch sehr frihe Studien, die an Patienten durchgefiuhrt wurden. So
berichten Bonutti et al. 2006 Uber eine Fallserie mit 19 Patienten, die nach einer
arthroskopischen Behandlung eine Osteonekrose des Kniegelenkes entwickelten. Die
Falle wurden aus einer Literatursuche zu diesem Thema zusammengestellt. Die
arthroskopische Behandlung, die zur Osteonekrose fihrte, war nicht in allen Fallen
eine RFE-Behandlung. So bestand bei sechs dieser Patienten die arthroskopische
Behandlung aus einer Laserbehandlung mit einem Holmium- oder Yttrium-Aluminium-
Granat-Laser und bei drei Patienten wurden eine arthroskopische Mikrofrakturierung
durchgefuhrt. Die Ubrigen zehn Patienten entwickelten eine Osteonekrose im Knie
nach einer RFE-Behandlung. Alle 19 Patienten wurden mit einer anschliel3enden
Arthroplastik behandelt 7. Diese Fallserie zeigte zwar, dass eine Osteonekrose nach
einer RFE-Behandlung eine mdgliche Komplikation darstellen konnte, sie gibt jedoch
keinerlei Auskunft Gber die Risikofaktoren und die Inzidenz dieser Komplikation flir den

Einzelnen.
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1.4 Diagnose und Klassifikation der Osteoarthrose

Die Diagnose einer Osteoarthrose wird nach umfassender Anamnese aufgrund der
klinischen Symptomatik und der bildgebenden Verfahren gestellt. Die am haufigsten
vorkommenden Symptome sind hierbei Schmerzen, die entweder nur bei der
Bewegung des Gelenks auftreten, oder dadurch starker werden. Sie kbnnen zudem in
den Stunden bis Tagen nach kdrperlicher Aktivitat verstarkt sein 6 2831,

Zur Beurteilung der Schwere der Erkrankung existieren verschiedene Klassifikationen
Anhand der radiologischen Kriterien. Fur die arthroskopische Beurteilung wird die
Outerbridge-Klassifikation am haufigsten verwendet. Diese Klassifikation verwendet

funf Schweregrade der Knorpelschadigung, die folgendermalen definiert sind:

e Grad 0 — normal

e Grad | — Knorpel mit Erweichung und Schwellung

e Grad Il — Knorpelschaden mit einem Durchmesser von weniger als 1,5 cm, die
nicht die gesamte Knorpeldicke betreffen und/oder Risse auf der Oberflache,
die den subchondralen Knochen nicht erreichen

e Grad Il — Risse, die bis zum subchondralen Knochen reichen in einem Bereich
mit einem Durchmesser von mehr als 1,5 cm

e Grad IV — freiliegender subchondraler Knochen 32

1.5 Zielsetzung

Da die hochste Prioritat des RFE-Einsatzes sein muss, den therapeutischen Effekt der
Thermoablation unter dem geringsten moglichen thermischen Stress fir die vitalen
Chondrozyten zu erzielen, sollte auf kurzzeitige Aktivierungsphasen der RFE-Sonde
geachtet werden. Zoric et al. (2009) und Huber et al. (2013) empfehlen, die RFE-
Sonden nur in kurzen wechselnden An-Aus-Intervallen zu aktivieren, um einen
Hitzeschaden des Gelenkes zu verhindern. Inwieweit diese Empfehlung tatsachlich
verhindert, dass sich gesundes Gewebe Uberhitzt und eine tiefe Gewebenekrose aus
der RFE-Behandlung resultiert, ist bisher fur die Behandlung mit monopolarer RFE nur
unzureichend untersucht. Zahlreiche Studien zeigten aber, dass lange Behandlungs-
dauern durchaus schadliche Gewebetemperaturen verursachen kénnen. Zudem gibt
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es Fallbespiele, die zeigen, dass eine Osteonekrose eine mdgliche Komplikation von

RFE-Behandlungen am Menschen sein kénnte.

Das Ziel dieser Studie war es die Empfehlung von Zoric und Huber zu tberprifen, und
zu untersuchen, ob durch eine gepulste Energieabgabe weniger Chondrozyten
absterben als bei der Ublichen kontinuierlichen Energieabgabe. Weiterhin sollte
Uberpruft werden, ob sich durch eine gepulste Energieabgabe der Glattungseffekt der

Behandlung andert.

1.6 Fragestellung und Hypothesen

Die folgende Forschungsfrage sollte daher im Rahmen dieser Arbeit beantwortet

werden:

Welche Unterschiede bestehen in der Wirksamkeit und Sicherheit der monopolaren

RFE-Behandlung zwischen gepulster und kontinuierlicher Energieabgabe?
Dazu wurden folgende spezifische Hypothesen getestet:

H1 Monopolare RFE mit gepulster Energieabgabe fihrt zu einem geringeren
Anstieg der Gewebetemperaturen in unmittelbarer Nahe der RFE-Sonde im

Vergleich zu kontinuierlicher Energieabgabe.

H2  Monopolare RFE mit gepulster Energieabgabe fuhrt zu einer geringeren
Anzahl von nekrotischen Chondrozyten als monopolare RFE mit

kontinuierlicher Energieabgabe.

H3 Es kann kein signifikanter Unterschied im Glattungseffekt zwischen

gepulster und kontinuierlicher monopolarer RFE festgestellt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchsaufbau

Ein Vorversuch im Labor fur experimentelle Unfallchirurgie der Uniklinik Regensburg

lieferte die Ausgangsproben fiir die hier vorliegende Arbeit:

Hierzu wurden im Vorversuch zur Testung der verschiedenen Behandlungsmethoden
zunachst neun Tibiaplateaus von frisch geschlachteten Schweinen freiprapariert (Ab-
bildung 3, oben). Pro Plateau wurden vier Testfelder & 1 cm2 markiert. AnschlielRend
wurde zentral mittig und subchondral Gber ein Bohrloch unter jedem der Felder eine
Temperatursonde implantiert. Bei allen Versuchen wurden Temperatursonden mit
Platinchip-Sensoren (Pt 1000, TYP PCA, und 1.1505.10M; JUMO GmbH & Co KG,
Fulda, Deutschland) verwendet. Die Sonden sind in der Lage, Temperaturen mit einer
Genauigkeit von 0,1° Celsius und einer Messgeschwindigkeit von zwei Messungen pro
Sekunde zu messen 1, Als nachstes wurde die Knorpeloberflache mit Schleifpapier
(Starke P60) aufgeraut, mit dem Ziel, eine Oberflachenrauheit zu simulieren, die der
einer OA lll (Osteoarthritis Grad 3 der Outerbridge-Klassifikation) entspricht
(Abbildung 3, unten und Abbildung 4).
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Abbildung 3:

Oben: Prépariertes Tibiaplateau. Unten: Aufrauhung der Knorpeloberflache mit Schleifpapier
(Starke P60)
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Abbildung 4:
Vergleich Schleifpapierkérnung mit OA-Graden geméaR der Outerbridge-Klassifikation *

Danach wurden die praparierten Tibiaplateaus bei einer Raumtemperatur von ca.
21° Celsius in einen mit 0,15 molarer NaCl-Lésung geflllten Behalter gelegt und es
wurde eine Neutralelektrode am muskuldren Gewebe des Oberschenkelanteils
aulRerhalb der Kochsalzlésung angebracht. Anschlie3end wurde eine Saug-Pump-
Anlage zum Spulen des Losungsbehalters angeschlossen. Die Flussrate der Spilung
wurde auf 50 ml/min, bei einem Druck von 50 mm Hg, gesetzt. Das monopolare RFE-
Gerat wurde auf 20 W im ,Cut-Mode“ eingestellt und die zuvor auf dem Knorpel
markierten Testfelder wurden mit diesen Einstellungen mit sechs verschiedenen

Behandlungsmustern bearbeitet (Abbildung 5).
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Diese Behandlungsmuster waren:

1. Glattung ohne Absetzen (1x bearbeitet; M1)
2. Glattung ohne Absetzen (2x bearbeitet; M2)
3. Glattung in 1s Behandlung dann 2s Pause Taktung (1x bearbeitet; M1p1)
4. Glattung in 2s Behandlung dann 2s Pause Taktung (1x bearbeitet; M1p2)
5. Glattung in 1s Behandlung dann 2s Pause Taktung (2x bearbeitet; M2p1)
6. Glattung in 2s Behandlung dann 2s Pause Taktung (2x bearbeitet; M2p2)
M1 M2
ﬁ: —
/ \
§ A
Mip1 _M2p1
SYssEsaRRR Sy, 'f':"'f:':f'-:.'.'é-f'
M s, AREEE ey
ociei;;.:;
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- : : D -I‘ - "‘ .'_': >
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Abbildung 5:

Schematische Darstellung verschiedener in der hier vorgestellten Arbeit verwendeter
monopolarer (M) Behandlungsmuster

M1: einmalig, kontinuierlich M2: zweimalig, kontinuierlich
M1p1: einmalig, gepulst 1 sec M2p1: zweimalig, gepulst 1 sec
M1p2: einmalig, gepulst 2 sec M2p2: zweimalig, gepulst 2 sec

Direkt im Anschluss an der jeweiligen Behandlung wurden die bearbeiteten Felder
geschnitten, fixiert und gefarbt (Life/Dead- und Caspase-Féarbung, siehe folgendes
Kapitel).
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2.2 Histologie
2.2.1 Histologische Aufarbeitung: Life/Dead- und Caspase-Farbung

Fur die histologische Aufarbeitung wurde der Knorpel-Knochen-Block zunachst mit
einer Buhler-Sage in 1 mm dicke Scheiben geschnitten. Diese Schnitte wurden
anschlielend fiur die Life/Dead-Farbung mit Ethidiumbromidhomodimer (13 pl/ml aus
Stock) und Calcein-AM (1 pl/ml aus Stock) in RPMI-Zellkulturmedium ohne Serum fur
30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die Schnitte mit PBS (eine
Pufferlosung) gewaschen und anschliel3end fiir eine Stunde in Standardfixanz gelegt.
AulRerdem wurde eine Totkontrolle angefertigt, welche vor der Farbung 3-mal
eingefroren, wieder aufgetaut und dann 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert
wurde, bevor sie in die Farbelésung kam. Um die Apoptose zu detektieren, wurde
zusatzlich eine Caspase-Farbung nach 24, 48 und 72 Stunden durchgefuhrt. Fur die
Caspase3/7-Analyse wurde grin fluoreszierende Cas3/7 (Molecular Probes,
Thermofisher, Dreieich, Germany) mit einer Arbeitsverdiinnung von 1:500 angefertigt
in 10 % Fetalem Kéalber Serum (FCS, PAN-Biotech, Aidenbach, Germany) und an-
schlieBend auf die Aggregate gegeben. Auch bei dieser Farbung wurden die Schnitte

anschlielend wieder mit PBS gespult und Gber Nacht inkubiert, dann fixiert.

2.2.2 Silbernitratimpragnierung

Zur Beurteilung der Oberflachenrauheit der behandelten Gelenkoberflachen mittels
konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM) wurden zunéachst 2-4 cm2 grof3e und
ca. 3 mm dicke Explantate aus dem Tibiaplateau, die aus Knorpel mit darunter-
liegendem Knochengewebe bestanden, isoliert. Diese wurden tber Nacht in einer
4%igen Formaldehydlésung in 0,1 M Phosphatpuffer mit 15 % gesattigter Pikrin-
saurelésung und 0,1 % Triton X-100 fixiert. Nach drei Spilungen mit 0,1 M Puffer
wurden die Proben wieder Uber Nacht in einer 2%igen wassrigen Gerbsaurelésung
inkubiert und anschlielend sechs Stunden in deionisiertem Wasser mehrmals gespuilt.
Anschlie3end wurden die Oberflachen der Proben durch eine Inkubation in 4 % AgNOs
in deionisiertem Wasser mit einer Silberschicht impragniert. Die silbergefarbten
Proben wurden gespiilt und mittels aufsteigender Acetonreihe dehydratisiert. Die letzte
Inkubation erfolgte in 100 % tertiarem Butanol. Schlie3lich wurden die Proben in

kleinen Aluminiumschalen mit flissigem Stickstoff eingefroren und vakuumgetrocknet.
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Die durch diese Technik erzielte tiefschwarze Farbe der Knorpeloberflache ist fur die

CLSM-Analyse sehr gut geeignet 33,

2.2.3 Auswertung der Proben mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie

Die quantitative Auswertung der Oberflachenrauheit der verschiedenen Proben wurde
mit der CLSM durchgefuhrt. Dazu wurde ein Olympus LEXT OLS4000 3-D-Laser-
Measuring-Microscope (Olympus, Hamburg, Deutschland) verwendet. Das
Regensburg Center of Biomedical Engineering (RCBE) der Fakultdt Maschinenbau der
OTH Regensburg stellte dies zur Verfigung. Dabei handelt es sich um eine Methode,
bei der ein Objekt Schicht fur Schicht via Laser durchgescannt wird und diese 2-D-
Bilder dann spater zu einem 3-D-Bild zusammengefiigt werden 34 Hierdurch lasst sich
unter anderem die Oberflachenrauheit in verschiedenen Messgrof3en berechnen. Die
in der hier vorgelegten Studie verwendeten Messgrof3en sind zum einen der
arithmetische Mittelwert der Rauheit (Ra) und die quadratische Rauheit Mean Square
(RMS) (Abbildung 6).

Mean Line

RMS

)

Valley

X —

L L
R3=%L Y ()| dx RMS = H} () 2dx

Abbildung 6:
Grafische Darstellung von Ra und RMS mit dazugehoriger Formel 3
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Vor dem Scannen wurden die insgesamt 36 Proben (9 Tibia-Plateaus mit je 4 Test-
feldern) unter einem Lichtmikroskop mit 10-facher VergroRerung untersucht. Dabei
wurden jeweils acht ca. 1 mm? groRe Flachen mit einer diinnen Kantle zufallig markiert
(Abbildung 7). Jeweils sechs dieser Flachen pro Tibiaplateau befanden sich im
behandelten Anteil der Probe, eine lag im mit Sandpapier aufgerauten, aber nicht mit
RFE behandelten Knorpelanteil. Die achte Flache lag im unbehandelten gesunden

Knorpelanteil.

Abbildung 7:

Lichtmikroskopisches Bild einer Probe in 10facher Vergrdl3erung. Die roten Kastchen
markieren die mit dem CLSM zu messenden Flachen

Diese Flachen wurden anschliel3end via CLSM gemessen und die Messwerte in einer
Excel-Tabelle zusammengefasst. Je nach Rauheit der Oberflache musste die Flache
aus vier verschiedenen Winkeln (0°, 30°, 60°, 90°) gemessen werden, weshalb
insgesamt 396 Messungen vorgenommen wurden.
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2.2.4 Auswertung der Life/Dead-Farbung mittels ImageJ

Die quantitative Auswertung der Life/Dead-Farbung erfolgte mithilfe der
Computersoftware ImageJ (National Institutes of Health and the Laboratory for Optical
and Computational Instrumentation [LOCI], University of Wisconsin). Diese Software
erlaubt die prozentuale Ausmessung (% der Pixel) des Flachenanteils roter (also
abgestorbener) Zellen im Vergleich zur grinen Flache (lebende Zellen). Der
Stichprobenumfang umfasste hierbei ca. 200 Bilder, der sich aus 36 Proben mit je funf

bis sechs Bildern zusammensetzte.

2.2.5 Statistik

Zur statistischen Auswertung und grafischen Darstellung der Daten wurde das
Programm IBM SPPS Statistics Version 22 (IBM, Armonk, NY, USA) verwendet. In der
grafischen Darstellung wurden Mittelwerte der Untersuchungsgruppen als
Blockdiagramm mit Fehlerbalken dargestellt. Die Fehlerbalken entsprachen dabei dem
95%-Konfidenzintervall (CI). Die Daten wurden mittels Kolmogorov-Smirnov-Test auf
Normalverteilung geprift. Unterschiede in Mittelwerten normalverteilter Daten wurden
mittels ANOVA auf statistische Signifikanz gepruft. P-Werte von p < 0,05 wurden als

statistisch signifikant betrachtet.
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3 Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Tibiaplateauknorpel von Schweinen prapariert und
mittels einer monopolaren RFE-Behandlung unter Verwendung von sechs
verschiedenen Behandlungsmustern behandelt. Alle Versuche wurden in neun
Replikaten durchgefihrt. Da die Behandlungen verschieden ausgefihrte
Behandlungsmuster verwendeten, war die Behandlungsdauer fir die Gruppen
unterschiedlich. Die durchschnittliche Behandlungsdauer der verschiedenen
Behandlungsgruppen ist in Abbildung 8 dargestellt. Dabei fallt auf, dass gepulste
Behandlungen grundsatzlich langer dauerten als die kontinuierlichen Behandlungen.
Die zweimalig gepulsten Behandlungen hatten dabei die langste durchschnittliche

Behandlungsdauer.

100,0
30,0
60,0
40,0

200

Mittelwert Behandlungsdauer in Sekunden

0o

M1 M2 M1p1 M2p1 M1p2 M2p2

Behandlung

Fehlerbalken: 95% Cl

Abbildung 8:

Durchschnittliche Dauer der Behandlungen mit den unterschiedlichen Behandlungsmustern
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3.1 Temperaturverlauf

Die im Knorpel gemessene durchschnittiche Temperatur blieb bei allen

Behandlungsgruppen unter 30° Celsius (Abbildung 9 und

Tabelle 2). Die Maximaltemperatur war bei der zweimalig kontinuierlichen und
zweimalig gepulsten Behandlung, mit 2 sec langen Pulsen, bei knapp uber
30° Celsius, am hochsten. Eine ANOVA-Analyse ergab jedoch, dass die Unterschiede
zwischen den Gruppen, sowohl fiur die Durchschnittstemperatur wahrend der
Behandlung als auch fur die Maximaltemperatur mit p-Werten von jeweils p = 0,108
fur die Durchschnittstemperatur und p =0,125 fur die Maximaltemperatur, nicht

statistisch signifikant unterschiedlich waren.
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300
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100

Mittelwert Temperatur Mittelwert
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Behandlung
Fehlerbalken; 95% CI

Abbildung 9:

Durchschnittliche Temperaturen im Knorpel in den verschiedenen Behandlungsgruppen
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Abbildung 10:

Maximale Temperaturen im Knorpel in den verschiedenen Behandlungsgruppen. Gezeigt ist
der Durchschnitt der Maximaltemperaturen der neun gemessenen Proben

Behandlung | Durchschnittliche | Durchschnitts- | Zelltod | Behandlungs-
Maximaltemperatur temperatur [%0] dauer [sec]
[°C] [°C]
M1 29,8 27,7 85,7 23
M2 31,6 29,0 89,4 36
Mlpl 28,3 26,8 72,1 54
M2p1l 29,3 27,1 81,2 89
M1p2 30,6 27,3 91,1 54
M2p2 33,26 28,8 89,8 84
Tabelle 1:
Temperaturen und Behandlungsdauer verschiedener Behandlungsmuster
M1: einmalig, kontinuierlich M2: zweimalig, kontinuierlich
M1pl: einmalig, gepulst 1 sec M2pl: zweimalig, gepulst 1 sec
M1p2: einmalig, gepulst 2 sec M2p2: zweimalig, gepulst 2 sec
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3.2 Knorpelglattung

Der Einfluss der unterschiedlichen Behandlungen auf die Rauigkeit der
Knorpeloberflache, wurde mittels Lichtmikroskopie und CSLM untersucht. Zunachst
wurden in allen Knorpelpraparaten die beiden Kontrollflachen, also jeweils ein
unbehandeltes Knorpelareal, das als Negativkontrolle diente und ein mit Schleifpapier
aufgerautes, aber nicht mit RFE behandeltes Knorpelareal, das als Positivkontrolle
diente, fotografiert (Abbildung 11). Der Unterschied zwischen der unbehandelten,
gesunden und daher glatten Knorpeloberflache und der aufgerauten ist deutlich zu
sehen. Die verschiedenen RFE-Behandlungen fihrten im Vergleich zur
Positivkontrolle zu einer deutlichen Glattung der Oberflachen, die bereits in der
lichtmikroskopischen Untersuchung erkennbar war (Abbildung 12).

Abbildung 11:

Lichtmikroskopische Aufnahme der Knorpeloberflache. Links: unbehandelt, rechts: nach
Aufrauung mit Schleifpapier (Starke P60).
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Abbildung 12:

Knorpeloberflachen nach den unterschiedlichen monopolaren RFE-Behandlungen.

M1: einmalig, kontinuierlich M2: zweimalig, kontinuierlich
M1p1: einmalig, gepulst 1 sec M2p1: zweimalig, gepulst 1 sec
M1p2: einmalig, gepulst 2 sec M2p2: zweimalig, gepulst 2sec
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CSLM wurde verwendet, um die Oberflachenrauheit quantitativ statistisch auswerten
zu koénnen (Abbildung 13).

Abbildung 13:

CLSM 3-D-Bilder der Knorpeloberflache

neg: unbehandelte Negativkontrolle pos: geschliffene Positivkontrolle
M1: einmalig, kontinuierlich M2: zweimalig, kontinuierlich
M1pl: einmalig, gepulst 1 sec M2p1: zweimalig, gepulst 1 sec
M1p2: einmalig, gepulst 2 sec M2p2: zweimalig, gepulst 2 sec
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Die Rauigkeit der behandelten Knorpel wurde dabei an jeweils an 35-36 Proben pro

Behandlungsgruppe gemessen (

Tabelle 2). Die niedrigste durchschnittliche Rauigkeit wurde dabei in der M1P2-Gruppe
mit 25,5 um, die gré3te in der M2-Gruppe mit 34,8 um gemessen.

Die Unterschiede bei den Messwerten waren in der M2 Gruppe mit 12,0 um bis
63,2 um ebenfalls am groRten, wobei sich hier auch der insgesamt héchste
Maximalwert, mit 63,2 um zeigte.

Die beiden kontinuierlichen Gruppen (M1 und M2) hatten mit 31,9 um und 34,8 um
jeweils hohere Durchschnittswerte als alle mit gepulster Energie behandelten
Gruppen. Unter den gepulst behandelten Gruppen wiesen wiederum die mit ein-
Sekunden-Pulsen behandelten Gruppen M1pl und M2pl eine hohere Rauigkeit auf

als die beiden, welche mit 2-sec-Pulsen behandelt wurden.

Behandlungs- | Anzahl | Durchschnitt- | Standard- | Minimum | Maximum
gruppe liche Rauigkeit | abweichung
[um]
pos 30 42,9 7,2 30,6 59,8
neg 25 3,8 1,1 2,2 6,4
M1 35 31,9 9,2 14,6 48,3
M2 36 34,8 11,9 12,0 63,2
Mlp1l 35 30,8 10,5 12,2 51,0
M2p1 36 30,0 9,6 7,5 52,0
M1p2 35 25,5 11,0 10,0 49,2
M2p2 35 28,1 9,8 6,9 49,0
Tabelle 2:
Durchschnittliche Rauigkeit in den Behandlungsgruppen:
neg: Unbehandelte Negativkontrolle pos: geschliffene Positivkontrolle
M1: einmalig, kontinuierlich M2: zweimalig, kontinuierlich
M1pl: einmalig, gepulst 1 sec M2p1: zweimalig, gepulst 1 sec
M1p2: einmalig, gepulst 2 sec M2p2: zweimalig, gepulst 2 sec

Die statistische Analyse zeigte, dass einige dieser Unterschiede signifikant waren.
Zunachst wurde ein Test auf Normalverteilung der Rauheit der Knorpeloberflache
durchgefuhrt, der mit p-Werten von jeweils p > 0,05 ergab, dass die Ergebnisse

normalverteilt waren. Ein ANOVA-Test zeigte, dass sich die Rauheit der RFE-
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behandelten Knorpeloberflache signifikant von der der unbehandelten und der der mit

Schleifpapier aufgerauten Oberflache unterschied (jeweils p < 0,001).

Verschiedene RFE-Behandlungsmuster unterschieden sich im Ergebnis in Bezug auf
die Rauheit (Abbildung 14). So war die Rauigkeit nach einmalig kontinuierlicher
Behandlung signifikant geringer als nach einmalig gepulster Behandlung; 2 sec
Frequenz (p = 0,006). Einmalig gepulst behandelte Knorpel waren signifikant rauer,
wenn sie mit einem Puls von 1 sec Lange, im Vergleich zu einem 2-sec-Puls behandelt
wurden (p = 0,024).

Eine zweimalig kontinuierliche Behandlung resultierte jeweils in signifikant glatterem
Knorpel als die zweimalig gepulste Behandlung, 1 sec Frequenz (p = 0,034), einmalig
gepulster Behandlung, 2sec Frequenz (<0,001) oder zweimalig gepulste
Behandlung, 2 sec Frequenz (p = 0,004).

Gruppe 1 Gruppe 2 p-Wert
M1 M2 0,21
Mlipl 0,62
M2p1 0,40
M1p2 0,01
M2p2 0,10
M2 Mlpl 0,08
M2pl 0,03
M1p2 0,02
M2p2 0,004
Mlpl M2pl 0,73
M1p2 0,02
M2p2 0,25
M2p1 M1p2 0,05
M2p2 0,42
M1p2 M2p2 0,26
Tabelle 3:
p-Werte beim Vergleich der Rauigkeit nach verschiedenen Behandlungen
M1: einmalig, kontinuierlich M2: zweimalig, kontinuierlich
M1pl: einmalig, gepulst 1 sec M2pl: zweimalig, gepulst 1 sec
M1p2: einmalig, gepulst 2 sec M2p2: zweimalig, gepulst 2 sec

kursiv = signifikant
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Abbildung 14:

Vergleich der Rauheit der Knorpeloberflache nach den verschiedenen Behandlungen. Der
Fehlerbalken gibt das 85% Konfidenzintervall wieder

3.3 Vitalitat der Chondrozyten

Die Chondrozytenvitalitit wurde unmittelbar nach der RFE-Behandlung durch
konfokale  Mikroskopie  (Nikon  Eclipse E600, Kawasaki, Japan) mit
Ethidiumbromid/Calcein-AM-gefarbten Knorpelproben bestimmt. In verschiedenen
Proben ist eine scharfe Grenze zwischen dem Knorpel, in dem alle Zellen rot und
entsprechend abgestorben erscheinen, und dem Knorpel, in dem die Zellen griin (vital)
erscheinen, erkennbar (Abbildung 15). Zudem ist unter der Knorpelzellschicht, der

subchondrale Knochen als dunkle Schicht mit griinen Punkten zu sehen.

Die statistische Auswertung des prozentualen Anteils von toten Zellen an der
gesamten Knorpelflache ergab, dass die Vitalitat der Zellen nach der einmalig
gepulsten Behandlung (M1p1), mit einer Pulsdauer von 1 sec, mit einem prozentualen
Anteil toter Zellen von 72,1 %, am hochsten war (Abbildung 16 und 17,

Tabelle 2, 4 und 5).
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Interessanterweise war dies auch die Behandlungsgruppe, bei der die niedrigste

Maximal- und Durchschnittstemperatur gemessen wurde.

Die nachsthdchste Vitalitat zeigte sich nach zweimalig gepulsten Behandlungen, mit
einer Pulsdauer von 1 sec (M2pl), mit einem Anteil toter Zellen von 81,2 %. Die
kontinuierliche Behandlung mit 1 sec Pulsdauer (M2) lag mit 84,4 % toten Zellen an
dritter Stelle, gefolgt von der kontinuierlichen Behandlung mit 1 sec Pulsdauer (M1),
mit einem Anteil toter Zellen von 85,7 % und der zweimalig gepulsten Behandlung, mit
einer Pulsdauer von 2 sec (M2p2), mit 89,4 % toter Zellen.

Die einmalig gepulste Behandlung, mit 2 sec Pulsdauer (M1p2), produzierte mit
91,1 % den hochsten Anteil toter Zellen. Die statistische Analyse zeigte, dass die
Gruppe der einmalig gepulsten Behandlung, mit einer Pulsdauer von 1 sec (M1pl),
dabei im Vergleich zu den kontinuierlich behandelten Gruppen und den Gruppen mit
gepulster Behandlung und 2 sec Pulsdauer, eine statistisch signifikant hohere Vitalitat
hatte (

Tabelle 2).

Es gab keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen den beiden Gruppen mit
1 sec Pulsdauer (einmalig oder zweimalig, M1pl und M1p2), jedoch waren die
Vitalitdtsunterschiede zwischen der zweimalig mit 1-sec-Pulsen behandelten Gruppe
(M2pl) und den kontinuierlich (M1 und M2) oder mit 2-sec-Pulsen behandelten
Gruppen nicht statistisch signifikant (M1p2 und M2p2). Die Vitalitdt der Chondrozyten
war nach den anderen Behandlungsmethoden kleiner als 10 %. Unterschiede in der
Vitalitdt der Chondrozyten, nach den anderen Behandlungen zwischen den Gruppen,

waren nicht statistisch signifikant.

Eine Caspase-Farbung wurde 24 h, 48 h und 72 h nach der RFE-Behandlung
durchgefihrt, um die Ergebnisse zu Uberprifen, und bestatigte die Resultate der
Life/Dead-Farbung (Abbildung 17), dass es sich um einen unwiderruflichen

Knorpelschaden handelt.
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Abbildung 15:

Chondrozytenvitalitat nach den unterschiedlichen monopolaren RFE-Behandlungen.

M1: einmalig, kontinuierlich M2: zweimalig, kontinuierlich
M1p1l: einmalig, gepulst 1 sec M2p1: zweimalig, gepulst 1 sec
M1p2: einmalig, gepulst 2 sec M2p2: zweimalig, gepulst 2 sec
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Abbildung 16:

Durchschnittlicher prozentualer Flachenanteil roter Pixel nach RFE-Behandlung.

Behandlungs- | Anzahl Zelltod Standard- Minimum | Maximum
gruppe [%0] abweichung
M1 6 85,7 13,8 58,7 95,6
M2 6 89,4 4,6 81,7 93,4
Mipl 6 72,1 115 52,7 83,9
M2p1 6 81,2 9,0 67,5 91,6
M1p2 6 91,1 9,6 73,8 99,1
M2p2 6 89,8 8,3 78,8 97,4
Nur mit Schleif- 6 45,1 20,7 27,1 79,0
papier behandelt
Tabelle 4:

Durchschnittliche Vitalitat in den Behandlungsgruppen.

M1: einmalig, kontinuierlich M2: zweimalig, kontinuierlich
M1p1: einmalig, gepulst 1 sec M2p1: zweimalig, gepulst 1 sec
M1p2: einmalig, gepulst 2 sec M2p2: zweimalig, gepulst 2 sec



Gruppe 1 Gruppe 2 p-Wert
M1 M2 0,52
Ml1pl 0,02
M2pl 0,43
M1p2 0,36
M2p2 0,48
M2 M1pl 0,005
M2pl 0,16
M1p2 0,78
M2p2 0,95
Ml1pl M2pl 0,12
M1p2 0,002
M2p2 0,004
M2p1 M1p2 0,09
M2p2 0,14
M1p2 M2p2 0,82
Tabelle 5:
p-Werte beim Vergleich der Vitalitéat nach verschiedenen Behandlungen.
M1: einmalig, kontinuierlich M2: zweimalig, kontinuierlich
M1pl: einmalig, gepulst 1 sec M2pl: zweimalig, gepulst 1 sec
M1p2: einmalig, gepulst 2 sec M2p2: zweimalig, gepulst 2 sec

Kursiv = signifikant



Abbildung 17:

Zeitlicher Verlauf der Chondrozytenvitalitéat nach einmaliger kontinuierlicher RFE-Therapie in
Caspase-Farbung. Caspase-positive (tote) Zellen erscheinen hier grin.
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4 Diskussion

Die Arthrose ist eine progressive degenerative Gelenkerkrankung, deren Behandlung
nach wie vor schwierig ist. Es wird vermutet, dass durch eine RFE-Behandlung, die
durch Degeneration instabile aufgeraute Knorpeloberflache, wieder stabilisiert werden
kann und dadurch moglicherweise fir Patienten eine Schmerzlinderung und
Funktionsverbesserung erreicht werden kann. Die Sicherheit und Wirksamkeit der
Technik wird aber trotz intensiver Forschung und klinischer Anwendung immer noch
diskutiert, insbesondere bei kleinen Gelenken. Aus diesem Grund wurde die hier
vorgestellte Studie durchgefuhrt, die die Oberflachenrauheit und Knorpelzellaktivitat
nach einer Behandlung mit monopolarer Radiofrequenzenergie untersuchte. Da nicht
klar ist, welches genaue Behandlungsprotokoll die besten Ergebnisse bringen kann,

wurden zudem unterschiedliche Protokolle verwendet.

4.1 Temperaturverlauf

Sowohl fir den Temperaturmittelwert als auch die durchschnittliche Maximal-
temperatur, konnte zwischen den unterschiedlichen Behandlungsgruppen kein
signifikanter Unterschied festgestellt werden. Daraus lasst sich schliel3en, dass, falls
solche Unterschiede zwischen den Gruppen tatsachlich existieren, diese zu klein
waren, um mit der gewahlten Anzahl von Replikaten (neun) und der Variabilitat

zwischen den Messungen, Signifikanz zu erreichen.

Verschiedene Publikationen zeigen, dass Behandlungsprotokolle mit einer langeren
Behandlungsdauer und/oder einer langeren Einwirkungszeit der RFE-Sonde, sowohl

zu einer hoheren mittleren, als auch zu einer héheren Maximaltemperatur fiihren 1417-
19,36

Diese Ergebnisse konnten auch in dieser Arbeit als Trend insofern bestétigt werden,
dass diese Werte bei zweimalig kontinuierlicher Behandlung, welche die langste
Einwirkungszeit hatte, und bei zweimalig gepulster Behandlung mit 2-sec-Puls,
welches eines der beiden Protokolle mit der langsten Behandlungsdauer war, am
hochsten waren. Dies spricht dafir, dass tatsédchlich Temperaturunterschiede
zwischen den unterschiedlichen Behandlungsprotokollen bestehen, diese jedoch

insgesamt gering sind und daher in einer Studie mit einer Stichprobe von neun
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Replikaten nicht detektiert werden koénnen. Es lasst sich dennoch die Tendenz

ablesen, dass mit langerer Behandlungsdauer, die Temperatur ansteigt.

Die Ergebnisse weisen zudem darauf hin, dass die Behandlungsdauer selbst fur den
Temperaturverlauf von geringerer Bedeutung ist als die Einwirkungsdauer der RFE-
Sonde. Dies zeigte sich darin, dass die mittlere und maximale Temperatur in der
Gruppe mit der langsten Behandlungsdauer, namlich den zweimalig mit 1 sec langen
Pulsen behandelten Knorpelpraparaten (M2pl), jeweils niedriger war als in den
Gruppen mit kontinuierlicher Behandlung (M1 und M2).

In keiner der Knorpelproben wurde eine Temperatur gemessen, die Uber der normalen
Kdrpertemperatur von 37° Celsius lag und damit ist es unwahrscheinlich, dass die in
der Umgebung der Temperatursonden liegenden Knorpelzellen durch die Behandlung

einen Hitzeschaden erlitten.

Die Ergebnisse der Vitalitatsuntersuchung zeigten jedoch einen hohen Anteil toter
Zellen, besonders in weiter oben gelegenen und naher an der RFE-Sonde liegenden
Knorpelschichten. Dennoch zeigte sich insbesondere in der Gruppe mit einmalig
gepulster Behandlung mit 1-sec-Pulsen (M1pl), dass von diesem Hitzeschaden nicht
die gesamte Knorpeldicke betroffen war und sich der Hitzeschaden insgesamt, im
Vergleich zu den kontinuierlichen Behandlungen (M1 und M2), durch die

diskontinuierliche Energieabgabe der RFE-Sonde reduzieren |asst.

Wegen der bekannten Bedenken in Bezug auf das Risiko von Hitzeschaden an
Chondrozyten durch RFE-Behandlung, gibt es in der Literatur eine Reihe von
Untersuchungen, die ebenfalls Temperaturen im Knorpel und anderen Geweben,
wahrend einer RFE-Behandlung gemessen haben. Eine der ersten Studien zu diesem
Thema wurde im Jahr 2001 veréffentlicht 37. Dabei wurden die Temperaturen in der
Gelenkkapsel gemessen. Die RFE-Behandlung in dieser Studie diente jedoch nicht
der Glattung des Knorpels im Gelenk, sondern der Schrumpfung des Kapselgewebes

durch Hitzeeinwirkung.

Dabei wurde das Gewebe mittels mono- oder bipolarer RFE, mit Einwirkungsdauern
von 1, 2, 3, 4, 5 oder 10 Sekunden, behandelt. Die hierbei erreichten Temperaturen
waren weitaus hoher als in der hier vorgestellten Studie und erreichten zum Teil Gber

90° Celsius sowohl bei der monopolaren als auch bei der bipolaren RFE-Behandlung.
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Da im Vergleich zu der hier vorgestellten Studie auch bei kurzen Einwirkzeiten von 1
und 2 sec, Temperaturen tUber 40° Celsius gemessen wurden, ist es moglich, dass
dieser Unterschied dadurch verursacht wurde, dass die Temperatur in der Studie von
Shellock und Mitarbeitern (2001) ndher an der Probe gemessen wurde, oder, dass
sich das Kapselgewebe in Bezug auf Warmeleitung grundsétzlich anders verhélt als
Knorpel 3840, Neuere Untersuchungen bestétigen, dass die Maximaltemperatur von
der Einwirkzeit der RFE abhangt und mit der Entfernung von der Sonde rapide

abnimmt17:36,

Edwards et al. untersuchten dagegen in einer Studie, die im Jahr 2002 veréffentlicht
wurde, wie in der hier vorgestellten Studie, die Temperaturen direkt im Knorpel 4. Das
Ziel ihrer Studie war dabei der Vergleich der Temperaturen wéhrend monopolarer und
bipolarer RFE-Behandlung. Dazu wurden vor der Behandlung Temperatursonden in
unterschiedlichen Tiefen im Knorpel angebracht. In allen drei Knorpeltiefen waren die
gemessenen Temperaturen bei der bipolaren Behandlung signifikant héher als bei der
monopolaren Behandlung. Dabei wurden wahrend einer 20-sec-kontinuierlichen RFE-
Behandlung bei der bipolaren Behandlung, in einer Tiefe von 200 und 500 um, jeweils
Temperaturen von 95 bis 100° Celsius gemessen. In einer Tiefe von 2000 um war die
Temperatur bei der bipolaren Behandlung noch immer um die 75° Celsius. Bei der
monopolaren Behandlung dagegen waren die Temperaturen signifikant geringer. So
wurden in einer Tiefe von 200 und 500 um 75 bis 78° Celsius gemessen. An der
2000 um tiefen Messstelle wurden sogar nur Temperaturen zwischen 28 und
30° Celsius gemessen. Dies deckt sich sehr gut mit den in der hier vorgestellten Studie
gemessenen Temperaturen, die ebenfalls ungefahr in einer Tiefe von 2 mm gemessen

wurden.

Die Untersuchung der Faktoren, die die intraartikulare Temperatur wéhrend einer RFE-
Behandlung beeinflussen, war das Ziel einer Studie von Zoric und Mitarbeitern aus
dem Jahr 2009 22. Wie erwartet sind eine langere Einwirkungszeit sowie eine geringere
Distanz zur Probe die wichtigsten Einflussfaktoren bezlglich der Temperatur, was sich
zumindest in Bezug auf die Einwirkzeit mit den Daten der hier vorgestellten Studie
deckt. Der Einfluss des Abstandes zwischen der Probe und der Temperatursonde auf
die jeweils gemessene Temperatur wurde in der hier vorliegenden Studie nicht

untersucht.
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Die Studie von Huber und Mitarbeitern aus dem Jahr 2013, in der eine RFE-
Behandlung an 17 Handgelenken von Leichen mit monopolarer oder bipolarer Sonde
und mit und ohne Kihlungsspulung durchgefiihrt wurde, kam ebenfalls zu &hnlichen
Ergebnissen °.

In einer Folgestudie konnte dieselbe Forschungsgruppe jedoch zeigen, dass bei
bipolarer Behandlung des Handgelenkes in unmittelbarer Nahe der Sonde
Temperaturen um die 70° Celsius, bei kontinuierlicher Kuhlungsspulung, existieren
konnen, was Hitzeschaden an den Chondrozyten verursachen kann. Bei monopolarer
Behandlung wurden noch immer Spitzentemperaturen von knapp unter 50° Celsius

gemessen 7.

4.2 Knorpelglattung

In dieser Studie zeigten sowohl konventionelle lichtmikroskopische Aufnahmen als
auch die CLSM eine deutliche Glattung des Knorpels im Vergleich zur Positivkontrolle
fur alle Behandlungsgruppen. Die Wirksamkeit der Behandlung zeigte sich auch darin,
dass dieser Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen und der Positivkontrolle
statistisch signifikant war. Dennoch war die Knorpeloberflache in allen Behandlungs-
gruppen nach der Behandlung noch immer signifikant rauer als in der Negativkontrolle.
Eine vollkommene Glattung des Knorpels, die den Zustand des gesunden Knorpels
entspricht, ist damit mit dieser Methode und den untersuchten Behandlungs-
algorithmen nicht erreichbar. Dennoch kann zusammen mit, wie in anderen Studien
gezeigten, zusatzlichen Wirkungen der RFE-Behandlung, wie beispielsweise einer
Reduktion von lokal ausgeschitteten inflammatorischen Signalmolekulen, klinisch
eine Reduktion der chronischen Entziindung und damit verbundenen Schmerz- und

Steifheitssymptomatik der Gelenke erreicht werden 4%,

Das Ziel der hier vorliegenden Studie war es, unter anderem neben der Untersuchung
der Sicherheit bestimmter Behandlungsmethoden, auch zu evaluieren, welches
Behandlungsprotokoll die beste Wirksamkeit in Bezug auf die Glattung des Knorpels
hat. Der Vergleich der Gruppen zeigte, dass nach den kontinuierlichen Behandlungen
der Knorpel am rausten war, gefolgt von den gepulsten Behandlungen mit einer
Pulsdauer von 1 sec. Die Behandlungen mit 2 sec Pulsdauer zeigten den starksten

Effekt in Bezug auf die Knorpelglattung. Hierbei war jedoch nur die einmalig gepulste
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Behandlung mit 2 sec Pulsdauer im Vergleich zu den anderen Behandlungsgruppen
signifikant glatter, da die zweimalig gepulste Behandlung mit 2 sec Pulsdauer einem
ahnlichen Trend folgte und sich zudem nicht signifikant im Ergebnis von dem der
einmaligen Behandlung mit 2 sec Pulsdauer unterschied. Hieraus kann geschlossen
werden, dass nur aufgrund von geringen Unterschieden und geringer Stichproben-
grolRe hier keine Signifikanz im Vergleich zu den anderen Behandlungsgruppen
erreicht wurde. Insgesamt lasst sich jedoch sagen, dass die einmalig gepulste
Behandlung mit 2 sec Pulsdauer den besten Effekt in Bezug auf die Knorpelglattung

erzielte.

In der Literatur existieren zwar einige Studien zum Glattungseffekt von RFE-
Behandlungen auf den Knorpel, es gibt jedoch nur wenige Studien, die einen direkten
Vergleich zwischen verschiedenen Behandlungsprotokollen durchfiihrten. Zudem sind
die Ergebnisse in manchen Studien, im Vergleich zu anderen, widersprtchlich. So
fanden Lu und Mitarbeiter in einer tierexperimentellen Studie mit Schafen keinen
Benefit einer monopolaren RFE-Behandlung in Bezug auf die Glattung des
Knorpels 6. Sie konnten dagegen eine dauerhafte Schadigung an den Chondrozyten
nachweisen. Da diese Studie jedoch nur angab, dass die Probe mit einer Einstellung
von 55° Celsius / 15 W verwendet wurde, jedoch nicht welches genaue Behandlungs-
schema und welche Behandlungsdauer, ist es schwierig, diese Ergebnisse mit denen
der hier vorliegenden Studie zu vergleichen. Zudem war die Studie von Lu und
Mitarbeitern eine tierexperimentelle Studie, mit einer Beobachtungszeit von bis zu
24 Wochen, wahrend in der hier vorliegenden Studie die Chondrozytenvitalitat nur bis

zu 72 Stunden nach der Behandlung untersucht wurde.

In einer ahnlichen Studie derselben Arbeitsgruppe, die jedoch anstatt der monopolaren
RFE-Behandlung eine bipolare Behandlung einsetzte, konnte dagegen eine

signifikante Glattung der Knorpeloberflache detektiert werden .

Hierbei wurden zwei verschiedene bipolare Sonden und jeweils drei verschiedene
Energiestufen eingesetzt. Leider wurden jedoch auch in dieser Studie die weiteren
genauen Behandlungsparameter nicht angegeben, weswegen es ebenfalls schwierig

ist, diese Ergebnisse mit der hier vorliegenden Studie zu vergleichen.

Eine weitere Studie dieser Arbeitsgruppe wurde als In-vitro Studie konzipiert 13. Dabei

wurde explantierter menschlicher Knorpel als Studienobjekt verwendet, der aus
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Operationen stammte, bei denen eine Knietotalendoprothese oder eine partielle
Knieprothese eingesetzt wurde. Das Ziel dieser Studie war es, zu untersuchen,
welchen Einfluss die Behandlungsdauer auf die Chondrozytenvitalitat und die
Knorpelglattung hat. Es wurde sowohl eine monopolare als auch eine bipolare

Behandlung durchgefihrt.

Die Ergebnisse der Studie deuten an, dass fir eine Rettung der Knorpeloberflache
eine Behandlungsdauer von mindestens 15 sec erreicht werden muss. Um dieses
Ergebnis auf andere Studien Ubertragbar zu machen, hatte jedoch die
Sondengeschwindigkeit oder die GroéRe der behandelten Flache und das

Behandlungsmuster angegeben werden mussen, was leider nicht der Fall war.

Barber und Iwasko untersuchten die Langzeiteffekte einer monopolaren RFE-
Behandlung, die zusatzlich zu einer mechanischen Glattung des femoralen Knorpels
im Kniegelenk bei 30 Patienten angewandt wurde #2. 30 Patienten, die lediglich mit der
mechanischen Glattung behandelt wurden, dienten als Kontrolle. Die Rauheit des
Knorpels wurde jeweils vor der Operation und zwolf Monate nach der Operation mittels
Magnetresonanztomographie (MRT) bestimmt. Die Gruppen hatten im Durchschnitt
zwolf Monate nach der Operation einen signifikant glatteren femoralen Knorpel.
Jedoch war kein Unterschied zwischen den beiden Gruppen detektierbar. Damit

schien die RFE-Behandlung keine zusatzliche Wirkung zu haben.

Im Vergleich zu der hier vorliegenden Studie, ist das Studiendesign vollkommen
unterschiedlich. Nicht nur die Dauer der Beobachtungszeit und die Tatsache, dass die
Studie von Barber und Iwasko (2006) eine In-vivo-Studie war, unterscheidet die Studie
von der hier vorliegenden Studie. Es gab zudem keine unbehandelte Negativkontrolle
oder eine Positivkontrolle. Stattdessen wurden beide Vergleichsgruppen einer
mechanischen Behandlung unterzogen. Es ist moglich, dass eine Glattung des
Knorpels durch therapeutische Eingriffe nur bis zu einem bestimmten Punkt méglich
ist. Falls ein solches Plateau existiert und dieses bereits durch die mechanische
Glattung erreicht werden sollte, wiirde eine weitere Behandlung mit monopolarer RFE
keine weitere Glattungswirkung haben.

Dies kdnnte erklaren, warum die RFE-Behandlung in der Studie von Barber und Ivasko
keine Wirkung auf die Rauheit des Knorpels hatte, die allerdings im MRT nur indirekt

untersucht werden kann, wahrend in der hier vorliegenden Studie ein Glattungseffekt
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eindeutig gezeigt werden konnte. In einer Tiermodellstudie bei der behandelte Gelenke
18 Monate nach einer RFE oder mechanischen Glattung untersucht wurden, zeigten
sich in den RFE-behandelten Gelenken schlechtere histologische Parameter als in den
unbehandelten oder mechanisch geglatteten Bereichen und abgestorbene
Chondrozyten waren utber die gesamte Knorpeldicke nachweisbar 2°. In einer anderen
Tierstudie zeigten sich dagegen bessere Ergebnisse mit einer bipolaren RFE-

Behandlung als mit einer mechanischer Glattung 4°

In einer ebenfalls im Jahr 2006 vero6ffentlichten In-vitro Studie zeigten Yasura et al.
einen signifikanten Glattungseffekt einer RFE-Behandlung 24. Die Autoren ver-
wendeten dazu funf verschiedene monopolare RFE-Sonden, die mit einer Kontaktkraft
von 2 g den zu behandelnden Knorpel bertihrten. Die Energieabgabe erfolgte bei
stationérer Sonde entweder fur eine Sekunde oder drei Sekunden. Eine Kontrollgruppe
wurde ebenso behandelt, jedoch war hier die Sonde 1 mm Uber dem Knorpel ohne
Berthrung platziert. Signifikante Glattung konnte nur bei einem Knorpelkontakt
detektiert werden. Die Behandlung hatte keinen Einfluss auf die Steifheit des Knorpels
oder seine Dicke. Biochemische Untersuchungen zeigten, dass die Konzentration von
knorpeldegradierenden Metalloproteinasen nach der Behandlung geringer war. Zwar
zeigte diese Studie, genauso wie die hier vorliegende Studie, einen signifikanten
Glattungseffekt, ein Vergleich mit der hier vorliegenden Studie ist jedoch wegen der
unterschiedlichen Behandlungsparameter schwierig.

4.3 Vitalitat der Chondrozyten

Die Untersuchung der Vitalitdt der Chondrozyten zeigte, dass die RFE-Behandlung
einen groRen Teil der Chondrozyten abtétete. Dennoch war ein statistisch signifikanter
Unterschied zur Totkontrolle, in der alle Chondrozyten tot waren, zu detektieren. Auch
beim Gruppenvergleich zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen den
verschiedenen Behandlungsgruppen.

Der grofdte Anteil lebender Zellen wurde dabei bei den beiden gepulsten Gruppen
festgestellt, die mit Pulsen von 1 sec behandelt wurden. Die einmalig gepulste
Behandlung mit 1 sec Puls (M1pl) hatte dabei insgesamt die héchste Vitalitat. Dies
korreliert mit dem Temperaturverlauf, da in dieser Gruppe sowohl die geringste

Maximaltemperatur als auch die geringste Durchschnittstemperatur gemessen
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wurden. Auch fir die anderen Gruppen zeigte sich eine ahnliche Korrelation zwischen

Maximaltemperatur und Durchschnittstemperatur, sowie Vitalitat der Zellen.

Die Life-Dead-Aufnahmen zeigten dabei, dass die gesamte Dicke der Knorpelschicht
schon von dem, durch die RFE-Behandlung verursachten Vitalitatsverlust, betroffen
war. Teilweise waren auch im unterliegenden Knochen tote Osteozyten zu sehen. Aus
dieser Schadigung der behandelten Zellen, ergeben sich Sicherheitsbedenken fur
diese Behandlungsmethode, die trotz zahlreicher Studien zu diesem Thema noch

immer nicht vollstandig gel6st sind.

Eine frihe Studie untersuchte den Effekt der Behandlung mit zwei unterschiedlichen
bipolaren RFE-Sonden 23. Bei dieser In-vitro Studie wurden die Sonden jeweils unter
leichtem Kontakt mit einer Geschwindigkeit von 3-4 mm/sec auf dem Knorpel in
bovinen Kniegelenken entlang bewegt. Eine Analyse der Life-Dead-Aufnahmen des
Knorpels im Querschnitt und eine Analyse der metabolischen Aktivitat wurden

durchgefiihrt, um die Vitalitat der Knorpelzellen zu untersuchen.

Tote Zellen waren mit den beiden verschiedenen Proben bis zu einer
unterschiedlichen Tiefe detektierbar, namlich bis durchschnittlich 172 um mit der
2,5mm/90-Grad-Sonde (ArthroCare, Sunnyvale, CA, USA) und bis durchschnittlich
109 Mikrometer mit der ACD-50-Sonde (ArthroCare, Sunnyvale, CA, USA). Die
metabolische Aktivitat der Chondrozyten, die aul3erhalb der behandelten Zone lagen,
veranderte sich durch die RFE-Behandlung nicht. Beide Eindringtiefen waren somit
geringer als in der hier vorgestellten Studie, in der die gesamte Knorpeldicke betroffen
war. Dies ist wahrscheinlich eher auf Unterschiede in der Energieabgabe und der
Einwirkzeit zurtckzufihren, als darauf, dass in der hier vorliegenden Studie eine
monopolare Behandlung durchgefiihrt wurde, wahrend in der Studie von Amiel und
Mitarbeitern eine bipolare Behandlung vorgenommen wurde, da verschiedene Studien
bereits zeigen konnten, dass bei sonst vergleichbaren Behandlungsparametern eine
monopolare Behandlung zu einem geringeren Temperaturanstieg und damit aller
Wahrscheinlichkeit nach zu einem geringeren Vitalitatsverlust fuhrt als eine bipolare

Behandlung 1417:19.37,

Die oben bereits vorgestellte In-vitro Studie von Caffey und Mitarbeitern, in der
verschiedene Sonden unter leichter Beriihrung des Knorpels jeweils 1 oder 3 sec lang

stationar Energie abgaben, evaluierte neben der Knorpelglattung auch den Effekt der
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Behandlung auf die Vitalitat der Zellen 2°. Behandlungsparameter, die zu keiner
Knorpelglattung fihrten (Behandlung in einer Entfernung von einem Millimeter von der
Knorpeloberflache) hatten dabei keinen Effekt auf die Vitalitat, wobei bei der
Verwendung einer monopolaren Sonde, in diesem Fall ohne Gewebeberihrung, auch

kein Strom fliel3t, da der Stromkreis unterbrochen ist.

Dagegen hatten alle Behandlungen, die auch eine Knorpelglattung hervorrufen
konnten, einen signifikant negativen Effekt auf die Chondrozytenvitalitat. Dabei wurde
eine Nekrose bis zu einer Knorpeltiefe von knapp 1300 um festgestellt, ohne
signifikante Unterschiede in Abhangigkeit davon, ob eine monopolare oder eine
bipolare Sonde verwendet wurde. Diese Werte sind etwas geringer als in der hier
vorgestellten Studie, was wahrscheinlich auf die punktuelle Energieabgabe
zurlckzufiahren ist, die deutlich kirzer war als die, in der hier vorgestellten Studie,

verwendeten Behandlungsprotokolle.

Die in manchen Life-Dead-Aufnahmen sichtbare Nekrose der subchondralen
Osteozyten konnte ein Hinweis darauf sein, dass bei einer RFE-Behandlung ein Risiko
besteht, eine Osteonekrose zu entwickeln. Aus diesem Grund untersuchten Cetik und
Mitarbeiter in einer im Jahr 2009 veroffentlichen Studie die Osteonekrose-Inzidenz bei
50 Patienten, die zuvor eine RFE-Behandlung fur degenerative Verdnderungen am
Knorpel im Kniegelenk im Outerbridge-Stadium Il oder Il erhalten hatten 43. Sechs
Monate nach der Operation wurden dabei die Patienten mittels MRT nachuntersucht.
Eine Osteonekrose war bei zwei (4 %) der Patienten nachweisbar. Diese Inzidenz war
nach Angaben der Autoren nicht héher als bei anderen chirurgischen Eingriffen im

Kniegelenk.

Trotz dieser vielversprechenden Ergebnisse, die darauf schlieBen lassen, dass
Hitzeschaden und andere negative Nebenwirkungen der RFE-Behandlung nur lokal
begrenzt auftreten und zu keinen gré3eren Komplikationen bei der Behandlung von
Patienten fihren, kam eine Literaturtiibersicht aus dem Jahr 2011 zu dem Schluss,
dass die Datenlage derzeit noch immer zu gering ist, um davon auszugehen, dass die
RFE-Behandlung sicher ist. Die Autoren empfahlen daher, diese Technologie nur
vorsichtig einzusetzen, bis ihre Patientensicherheit besser geklart ist.

Huber und Mitarbeiter kamen in einer Studie aus dem Jahr 2015 zu einem ahnlichen

Schluss 7. In dieser oben bereits erwahnten Studie wurden 14 Handgelenke von
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Leichenspendern mittels monopolarer oder bipolarer RFE behandelt. Dabei wurden an
sieben definierten anatomischen Markern Temperatursonden angebracht. Diese
zeigten, dass an fast allen gemessenen Stellen die Temperaturen wahrend der
gesamten Prozedur in einem fir das Gewebe sicheren Bereich von unter 30° Celsius
blieben. Die einzige Ausnahme hierzu war der subchondrale Bereich der Fossa lunata,
wo eine maanderférmige Behandlung des Knorpels simuliert wurde. Hier wurden
wahrend der monopolaren RFE-Behandlung Spitzentemperaturen von knapp
50° Celsius und wahrend der bipolaren RFE-Behandlung von knapp 70° Celsius
gemessen. Diese Temperaturen sind hoch genug, um in der betroffenen Region einen
Gewebeschaden zu verursachen. Die Autoren verwendeten ein Behandlungsschema,
das ahnlich wie in der hier vorliegenden Studie die Sonde standig hin und her bewegte.
Zusatzlich wurde eine Spulung des Gelenks zur Kiihlung durchgeftihrt. Die Ergebnisse
deuten darauf hin, dass eine Schadigung der Knorpelzellen in der gesamten
Knorpeldicke, sowie mdglicherweise des subchondralen Knochens bei der RFE-
Behandlung in vivo méglich ist. Auch die in der hier vorgestellten Studie gefundenen
Ergebnisse, die tote Zellen im subchondralen Knochen detektierten, lassen einen

ahnlichen Schluss zu.

Neben einer rein empirischen Untersuchung der Schadigung von Chondrozyten, durch
die bei der RFE-Behandlung entstandene Hitze, gibt es auch Studien, die evaluieren,
ob und wie Chondrozyten vor den schadlichen Auswirkungen der RFE-Behandlung

geschutzt werden kdénnen.

Chu et al. untersuchten in einer Studie aus dem Jahr 2004, ob es mdglich ist, durch
bestimmte Zusatze im Medium Chondrozyten resistenter gegeniber eines
Hitzeschocks zu machen 4. Dies konnte zu neuartigen Kihlflissigkeiten, zur Spiilung
des Gelenkes wéhrend der RFE-Behandlung fiihren, die die Sicherheit einer RFE-
Behandlung fir Patienten erhéhen wirden. Sie fanden dabei heraus, dass
Chondrozyten, die 5 sec lang einer Temperatur von 55 oder 60° Celsius ausgesetzt
waren, trotz einer voribergehenden Reduktion ihrer metabolischen Aktivitat, sich
innerhalb von sieben Tagen vollstandig erholten, wenn das Zellkulturmedium insulin-
like growth factor 1 (IGF-1) und c-Jun N-terminal Kinase (JNK)-Inhibitor enthielt.

Eine weitere bisher nicht vollstdndig geklarte Frage ist die, ob eine Zelle, die in der
Life/Dead-Farbung rot erscheint, tatsachlich tot ist und nicht etwa nur einen
Membranschaden aufweist, der reparierbar ist und damit die Zelle tberlebensfahig
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macht. Zweifel in der Validitat der Methode wurden bereits im Jahr 2003 von Kaplan
in einer Literaturlibersicht vorgebracht 4°. Es ist in diesem Zusammenhang allerdings
zu beachten, dass durch seine geringe metabolische Aktivitat, Knorpel in vivo
wahrscheinlich weitaus empfindlicher gegenuber schadlichen Umwelteinflissen ist als
anderes Gewebe oder auch als explantiertes Knorpelpraparat, welches in einer
dinnen Schicht geschnitten wurde und vom Medium umsplilt ist. Entsprechend ist es
denkbar, dass kultivierte Chondrozyten einen Hitzeschaden Uberleben kénnten, der
fur die Zellen im Knorpel in vivo todlich sein kdonnte. Die oberste Maxime in der

Behandlung von Knorpel sollte daher ,primum non nocere” sein 4.

Zudem zeigte eine im Jahr 2006 vero6ffentlichte Studie, dass die Life/Dead-Farbung
maoglicherweise sensitiver ist, als eine Quantifizierung der lebenden Zellen mithilfe der
Lactatdehydrogenase Methode. Es ist moglich, dass sich diese Diskrepanz dadurch
ergibt, dass die Lactatdehydrogenase durch die RFE-Behandlung denaturiert und
dadurch deaktiviert wird. Durch dieses Artefakt wirde diese Methode der
Lebendzellbestimmung unzuverlassig werden #’. Deswegen wurde in dieser Arbeit die
Apoptose nach 72 Stunden bestimmt, die ein Ubereinstimmendes Ergebnis der

Life/Dead Bestimmung lieferte.

4.4 Monopolare versus bipolare Radiofrequenztherapie

Aufgrund der, in der aktuellen Literatur einmaligen methodischen Vergleichbarkeit mit
einer von Huber et al. im Jahr 2020 erschienenen Publikation 48, sollen hier im
Speziellen noch einmal die monopolare versus bipolare Radiofrequenztherapie
hinsichtlich Temperaturverlauf, Chondrozyten-Vitalitdt und Therapieerfolg miteinander

verglichen werden.

In der besagten Publikation wurden ebenfalls Tibia Plateaus frisch geschlachteter
Schweine als Modellsystem verwendet. Diese wurden entsprechend angeschliffen und
mit denen in dieser Studie eingesetzten Behandlungsregimen therapiert, allerdings
unter Einsatz von bipolarer Radiofrequenzenergie. Die Follow-Up-Analysen waren in

der Art und Durchfiihrung ebenfalls dquivalent zu dieser Studie.

Es war erstaunlich festzustellen, dass im direkten Vergleich die Maximaltemperaturen
nach bipolarer Behandlung nicht deutlich héher waren als nach monopolarer RFE-

Therapie, wie sonst in der Literatur beschrieben. Zuséatzlich wiesen beide Ansatze ihre
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maximale Durchschnittstemperatur nach einer zweimalig kontinuierlichen Behandlung
auf (B2/M2).

AulRRerdem konnte festgestellt werden, dass, unabhangig von der Polaritat, die
geringste Apoptose-Rate nach einer einmaligen Behandlung mit kurzer Pulsierung
resultierte. Dennoch kann an dieser Stelle betont werden, dass unter diesem Regime
die Verwendung monopolarer RFE vorzuziehen ware. Diese fuhrte im Vergleich zum
bipolaren Ansatz zu einer ca. 20%igen Reduktion des Zelltods (72 % (monopolar) vs.
90,1 % (bipolar)). Bezuglich der Ursache des Zellunterganges kann sowohl bei mono-
als auch bei bipolarer RFE postuliert werden, dass dieser nicht mit der Hohe der
Temperatur oder Gesamtbehandlungsdauer, sondern tendenziell eher mit der
tatsachlichen Gewebekontaktdauer zu korrelieren scheint. Die schlechtesten
Ergebnisse wurden nach langer kontinuierlicher Therapie und/oder nach langer
Pulsationsdauer erzielt (B2/M2; B2p2/M2p2; B1p2/M1p2).

Der grofte therapeutische Erfolg in Bezug auf die Reduktion der Rauigkeit konnte bei
beiden Arten der RFE nach einer langeren pulsierenden (2 sec) Anwendung
festgestellt werden. Allerdings entstand bei der monopolaren RFE nach einer
einmaligen Anwendung (M1p2) das bestmdgliche Ergebnis. Bei 2-sec Pulsation mit
bipolarer RFE war kein (Erfolgs-) Unterschied zwischen einmaliger und zweimaliger
Anwendung sichtbar. Da eine langere Pulsation mit einer erhfhten Apoptose-Rate
korrelierte, sollte ggf. im Sinne von ,primum non nocere die Behandlung mit

monopolarer Energie bevorzugt werden.

Zusammenfassend lasst sich interessanterweise feststellen, dass die Effektivitat der
Therapie (niedriger Zelltod/reduzierte Rauigkeit) in diesen Studien tendenziell eher
durch die Behandlungsstrategie, als durch die Polaritat der RFE bestimmt wird.
Dennoch sollte betont werden, dass bei gleichem Regime die Zelltod-Rate nach

Behandlung mit monopolarer RFE nochmals um 20 % reduziert war.

Fur die tatséachliche klinische Situation ist allerdings die Frage ausschlaggebend,
welche/r Faktor/en fur einen effektiven zukinftigen Therapie-Erfolg mit Blick auf
Schmerzreduktion und Wiederherstellung der Beweglichkeit wichtiger ist/sind: eine
niedrige Apoptose-Rate direkt nach der RFE-Anwendung und/oder eine geringere

Rauigkeit?

46



Dies und die biophysiologischen und -physikalischen Ursachen fiir den Zelltod sollten
in weiterfihrenden ex-vivo- und klinischen Studien evaluiert werden. Die Dicke und
Integritdt des Knorpels scheinen laut der aktuellen Literatur einen entscheidenden
Einfluss auf das Outcome einer RFE-Behandlung zu haben.

4.5 Schlussfolgerungen

Das Ziel der hier vorliegenden Studie war es, zu untersuchen, ob eine monopolare
RFE-Behandlung zur Glattung von Knorpel mit Chondromalazie im Outerbridge-
Stadium 1l sicher und wirksam durchgefiihrt werden kann. Der dahinterstehende
Grundgedanke war, dass eine RFE-Behandlung einen Hitzeschaden im Gewebe
verursachen kann, dass die Uberhitzung des Gewebes aber durch eine gepulste RFE-
Behandlung, in der die Energieabgabe nur in kurzzeitigen Intervallen durchgefiihrt
wird, verhindert werden kann, ohne dabei den therapeutischen Glattungseffekt der
Behandlung wesentlich zu verédndern. Dazu wurden drei spezifische Thesen

aufgestellt und im Rahmen dieser Arbeit getestet.

Die erste Hypothese besagte, dass monopolare RFE mit gepulster Energieabgabe zu
einem geringeren Anstieg der Gewebetemperaturen in unmittelbarer Nahe der RFE-
Sonde fihrt, als eine kontinuierliche Energieabgabe, konnte mit den vorhandenen
Daten nicht verifiziert werden, da Unterschiede zwischen den verschiedenen
Behandlungsgruppen nicht statistisch signifikant waren. Allerdings zeigten sowohl die
Durchschnittstemperaturen als auch die Maximaltemperaturen in den unter-
schiedlichen Behandlungsgruppen einen Trend, der mit der Hypothese
Ubereinstimmte. Daraus konnte geschlossen werden, dass eine groé3ere Stichprobe
bei der vorhandenen Variabilitat der Messergebnisse notwendig gewesen ware, um
signifikante Ergebnisse zu erreichen. Diese waren aller Wahrscheinlichkeit nach, im

Sinne der Bestatigung der Hypothese ausgefallen.

Entgegen der Hypothese, dass die unterschiedlichen Behandlungsmuster zu keinem
Unterschied im Glattungseffekt des Knorpels fiihrten, konnten signifikante Unter-
schiede in der Wirksamkeit der Behandlung zwischen den verschiedenen
Behandlungsgruppen festgestellt werden. In Bezug auf den Glattungseffekt war die
einmalige gepulste Behandlung mit Energiepulsen von 2 sec Lange am effektivsten.

Damit wurde diese Hypothese verworfen.
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Die dritte Hypothese, die im Rahmen der hier vorgestellten Studie getestet wurde,
sagte voraus, dass monopolare RFE mit gepulster Energieabgabe zu einer geringeren
Anzahl von nekrotischen Chondrozyten fiihrt als monopolare RFE mit kontinuierlicher
Energieabgabe. Diese Hypothese konnte in Bezug auf den Vergleich zwischen der
kontinuierlichen RFE-Behandlung und der gepulsten Behandlung mit kurzen, 1 sec
langen Pulsen bestatigt werden. Es gab keinen Unterschied in der Vitalitdt der
Chondrozyten zwischen kontinuierlich behandelten Knorpelproben und solchen, die
mit 2 sec Pulsen behandelt wurden. Da die einmalig gepulste Behandlung mit Pulsen
von 1sec Lange keinen Unterschied in der Wirksamkeit im Vergleich zur
kontinuierlichen Behandlung zeigte, aber mit der hdchsten Chondrozytenvitalitat
einherging, sollte diese Behandlungsmethode als Ausgangsbasis einer zukunftigen
Studie verwendet werden, um genauer zu bestimmen, in welcher Beziehung die
Pulsdauer zu Wirksamkeit und Sicherheit der Methodik steht.

Trotz dieser vielversprechenden Ergebnisse waren auch in den beiden mit kurzen
1 sec langen Pulsen behandelten Gruppen mehr als 70 % bei einmaliger und bei
zweimaliger Behandlung mehr als 80 % der Chondrozyten tot. Die Life-Dead-
Aufnahme zeigte zudem teilweise ein Vorliegen von toten Zellen in der gesamten
Knorpeldicke und bei zweimaliger Behandlung auch tote Zellen im subchondralen
Knochen. Dies kdnnte darauf hinweisen, dass auch die Behandlung mit kurzen
Energiepulsen riskant ist und einen signifikanten Hitzeschaden im Knorpel

verursachen konnte.

Beim Vergleich der im Knorpel gemessenen Temperaturen mit Werten aus der
Literatur fiel zudem auf, dass hier eine erhebliche Variabilitit besteht, die
wahrscheinlich durch die Platzierung der Temperatursonden und andere methodische
Unterschiede verursacht wird. Es ist daher schwierig, Ergebnisse unterschiedlicher
Studien direkt zu vergleichen. Zudem wurden die meisten Studien als In-vitro Studien
konzipiert. Langzeitfolgen der RFE-Behandlung kdnnen in diesen Studien nicht
untersucht werden. Die wenigen Studien, die an menschlichen Patienten durchgefiihrt
wurden, zeigten jeweils nur geringe Komplikationsraten, die sich nicht von anderen
chirurgischen Eingriffen an Gelenken mit einer Arthrose unterschieden. Diese Studien
hatten jedoch allesamt kleine Patientenzahlen, weswegen bisher die Datenlage noch
immer unzureichend ist, um zuverlassige Schlussfolgerung bezlglich der Sicherheit

der Methode zu ziehen. Insgesamt zeigte die hier vorgestellte Studie allerdings, dass
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durch eine Modifizierung des Behandlungsprotokolls eine Reduzierung des Hitze-
schadens an Chondrozyten mdglich ist, ohne die Wirksamkeit der Behandlung in

Bezug auf die Glattung der Knorpeloberflache zu verlieren.
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