1  Einleitung und Zielstellung

Erkrankungen des Kiefergelenkbandapparates sind ein zunehmend héufiger zu beob-
achtendes Krankheitsbild in unserer Gesellschaft. Die Elongation des dorsalen Kie-
fergelenkbandapparates verbunden mit der anterioren Diskusdislokation steht hier im
Vordergrund. In besonders schweren Féllen, wenn konservative Therapiemafnahmen
nicht ausreichend ansprechen, muss chirurgisch behandelt werden. Ziel der chirurgi-
schen Behandlung sollte dann zunéchst eine Verbesserung der Bandfunktion und die
Verhinderung von funktionell beeintrachtigenden Diskusdislokationen sein.

Zur Korrektur des Bandapparates sowie zur Reposition des Diskus artikularis des
Kiefergelenks wire ein arthroskopisch minimalinvasives Vorgehen erstrebenswert.
Daraus entstanden die Idee einer arthroskopischen dorsalen Kiefergelenkbandplastik
mittels Wasserstrahlskalpell und die Idee der Fixation des dorsalen Bandapparates
durch einen resorbierbaren Polylaktidpfeil. Diese neuen Operationstechniken sollen
im Ergebnis zu einer Bandverkiirzung bzw. Bandstraffung fithren und verbunden
damit zu einer Verschiebung des Diskus artikularis in seine urspriingliche anatomi-

sche Position (Kaduk 2004).

Um die Wirkungen und Nebenwirkungen dieser Operationen im Vergleich zur bisher
durchgefiihrten alleinigen Arthroskopie zu erforschen, wurden die Techniken im
Tierexperiment an einem standardisierten Landschweinemodell (Kaduk 2003) er-
probt. Neben der klinischen und histologischen Untersuchung der Tiere wurde von
den Versuchstieren eine Serie von drei Lavagefliissigkeitsproben gewonnen. Ziel der
vorliegenden Studie war es, diese Lavagefliissigkeitsproben anhand von Laborpara-
metern des Knorpel- und Entziindungsstoffwechsels biochemisch zu untersuchen.
Wir analysierten die Parameter Gesamteiweil3, Interleukin-18, Kollagenase, N-
Acetyl-B-D-glucosaminidase, Glycosaminoglycane und Peroxidase. Die Untersu-
chungsparameter wurden nach den Kriterien der groBtmoglichen Relevanz fiir die

Wundheilung und nach Aktualitidt ausgewihlt.



2  Literaturiibersicht

2.1 Anatomischer und histologischer Aufbau der Kiefergelenke

Die Kiefergelenke befinden sich im Schnittpunkt mehrerer anatomischer Regionen
des Gesichts- und Hirnschédels. Hier iiberlagern sich die Versorgungsbereiche ver-
schiedener Hirn- und Zentralnerven. Dementsprechend fiihren Erkrankungen oder
dysfunktionelle Beanspruchungen der Kiefergelenke zu starken Beschwerden in der
hochreaktiven Umgebung des Felsenbeins. Im Kiefergelenk artikulieren das Os tem-
porale und die Mandibula miteinander und werden von einem Diskus articularis ge-
trennt. Somit ist das Kiefergelenk ein zweikammeriges Gelenk. Der Diskus teilt das
Gelenk in einen oberen meniscotemporalen und einen unteren meniscomandibulédren
Spalt. Die durch Ligamente verstirkte, relativ weite Gelenkkapsel des einzigen
,Doppelgelenkes* des menschlichen Korpers ist teilweise mit dem Diskus verwach-
sen. Drei Aste des Nervus mandibularis (N. massetericus, N. auriculotemporalis und
N. temporalis profundus posterior) iibernehmen die sensible Versorgung der Region
(Fassauer 1985).

Der gesamte Gelenkbereich ist bis auf die Gelenkflidche des Kondylus und eine klei-
ne Knorpelschicht im Bereich des hinteren Abganges des Tuberkulums mit einer
diinnen ein- bis zweischichtigen Synovialhaut bedeckt. Wihrend die meisten Synovi-
algelenke von hyalinem Knorpel bedeckt sind, werden die artikulierenden Flidchen des
Kiefergelenks von gefdBlosem, nichtinnerviertem fibrosen Faserknorpel iiberdeckt
(Gernet und Rammelsberg 2000). Der Diskus artikularis besteht ebenfalls iiberwie-
gend aus Faserknorpel mit vereinzelt eingestreuten Knorpelzellen. Er ist mit seinen
Bandapparat von allen Seiten an der Fossa mandibularis, an der Gelenkkapsel sowie
am oberen Anteil des Musculus pterygoideus lateralis aufgespannt. Insbesondere das

hintere Aufhdngungsband ist aufgrund einer Dreischichtung mit multiplen freien



Nervenendigungen hdufig Ursache und Ausgangspunkt von Schmerzen. (Reich und
Dollwick 1984).

Die Gelenkkapsel besteht aus der dufleren Membrana fibrosa und der inneren
Membrana synovialis. Die Membrana synovialis ragt mit ihren Synovialzotten in die
Gelenkhohle hinein. Thre Synovialzellen produzieren die Gelenkfliissigkeit und ab-
sorbieren Stoffe durch Endozytose aus der Gelenkhohle. Sie bestehen von innen nach
auflen betrachtet aus ein bis vier Lagen von Synoviozyten (Synoviazellen), den sog.
"lining cells", und einer Subsynovialis. Die Synoviozyten sind modifizierte Binde-
gewebszellen, die eine liickenhaltige Deckzellschicht bilden. Dies bedeutet, dass die
weiter aulen liegenden Zellen mit der Synovialfliissigkeit in Verbindung treten kon-
nen. Man unterscheidet zwei Arten von Synoviozyten: A-Zellen sind makrophage-
nihnliche Zellen, die Phagozytoseeigenschaften haben und dem mononukleédren
Phagozytosesystem zugerechnet werden. Sie liegen eher gelenkhohlenwirts. B-
Zellen sind fibroblastendhnlich und sezernieren die sie umgebenden Kollagenfibril-
len und Matrixbestandteile (Lukoschek und Addicks 1991, Schulte 1993, Rinaldi u.a.
1995). Die Extrazelluldarmatrix besteht aus Proteinen, Proteoglycanen, Elektrolyten
und Wasser, aulerdem Kollagen vom Typ I und III. Die Subsynovialis enthélt locke-
res Bindegewebe aus Kollagenfibrillen und elastischen Fasern, Fibroblasten, Fettzel-
len, Makrophagen und Mastzellen. Lymphozyten sind im gesunden Gelenk nicht
anzutreffen. Die Membrana synovialis enthélt reichlich Blutgefif3e, die in den Syno-
vialzotten héufig als aufgekniulte Schlingenkapillaren vorkommen (Rauber und
Kopsch 1998). Ein normales Kiefergelenk enthélt nur eine kleine Menge von Syno-
vialfluid, d.h. die Oberflichen von Knorpel und Synovialgewebe im Gelenkraum
werden nur von einem diinnen Film klarer bis bernsteinfarbener Fliissigkeit iiberzo-

gen (Fassauer 1985).



2.2 Kiefergelenkerkrankungen, Diagnostik und Therapie

Die Behandlung von Kiefergelenkerkrankungen gehort in der zahnirztlichen und
mund-kiefer-gesichtschirurgischen Praxis zu den schwierigsten Aufgaben (Gernet
und Rammelsberg 2000), da es sich um sehr vielschichtige Krankheitsbilder handelt.
In den letzten Jahren wurden stetig steigende Patientenzahlen beobachtet, was durch
stressbedingte Erkrankungszunahme in der modernen Industriegesellschaft, begriin-
det in einem Missverhéltnis zwischen funktioneller Belastung und Belastbarkeit,
liegen konnte. Auch steigende Anzahl schwerer Verkehrsunfille mit Kiefergelenkbe-
teiligung und die Erhohung des Anteiles genetisch bedingter Kiefergelenkerkrankun-
gen konnen zur VergroBBerung der Anzahl an Neuerkrankungen beitragen.
Die Einteilung der Kiefergelenkerkrankungen wird nach Kiibler und Miihling (1998)
wie folgt vorgenommen:

e Myopathien

e Degenerative Kiefergelenkerkrankungen

e Rheumatoide Arthritis

e Infektiose Arthritis

e Kiefergelenkluxation

e Ankylose und Unterkieferhypomobilitét

e Kondylushypoplasie und -hyperplasie

e Ideopathische Kondylusresorption

e Tumoren

e Traumata
Entsprechend ihrer Kausalitit werden Kiefergelenkerkrankungen auch in die seltenen
primiren und die wesentlich hdufigeren sekundéren Kiefergelenkerkrankungen ein-
geteilt. Die sekundéren oder auch funktionellen Erkrankungen bzw. Inkoordinationen
stellen den groflten Teil der Patienten dar, bei denen nach erfolgloser konservativer
Therapie eine arthroskopische Behandlung indiziert ist (Gernet und Rammelsberg
2000) und welche auch indirekt iiber den tierexperimentellen Ansatz im Mittelpunkt

unserer Untersuchungen standen.



Die sekunddren Kiefergelenkerkrankungen entstehen infolge ldnger andauernder
unphysiologischer Belastungszustinde im stomatognathen System, zeigen eher chro-
nischen Charakter und stellen sich als extrem vielschichtige Krankheitsbilder dar.
Entsprechend gestaltet sich die Diagnostik schwierig. Es resultiert eine grof3e Anzahl
teilweise widerspriichlicher Therapiekonzepte. Fehlokklusionen, Storungen der
Muskelaktivitidt und psychogene Faktoren stehen derzeit édtiologisch im Vordergrund.
Eine Erkrankung infolge des Wirkens dieser &tiologischen Faktoren tritt jedoch erst
ein, wenn die physiologische Kompensationsbereitschaft des menschlichen Orga-
nismus liberfordert wird. Héaufig gelingt es nicht, Funktionsstorungen ohne patholo-
gische Veridnderungen im Kausystem von solchen mit offensichtlich morphologi-
schem Schaden zu unterscheiden. Ausdruck fiir den Schwachpunkt Diagnose ist die
Fiille stindig wechselnder Beschreibungen und Klassifizierungen dieser Krankheits-
bilder. Gernet und Rammelsberg (2000) teilen die sekundédren Kiefergelenkerkran-
kungen in funktionelle Erkrankungen mit Gelenkbeteiligung (arthrogen), myogene
Gelenkerkrankungen und psychogene Gelenkerkrankungen ein.

Der Beginn struktureller Verdnderungen des Kiefergelenks ist meist im Bereich des
Diskus-Bandapparates lokalisiert. Diskusverlagerungen, charakterisiert durch eine
pathologische Diskus-Kondylus-Fossa-Relation, stehen als Vorstufe von arthroti-
schen Verdanderungen im Mittelpunkt. Fast immer tritt eine Verlagerung des Diskus
nach anterior bzw. antero-medial auf, die meistens mit einer Uberdehnung vor allem
des kollagenen Anteils des posterioren Bandapparates verbunden ist. Funktionell
kann die reversible Diskusverlagerung mit Repositionsmoglichkeit von der irrever-
siblen Diskusverlagerung ohne Repositionsmoglichkeit unterschieden werden, wel-
che ihrerseits meist aus der reversiblen Verlagerung hervorgeht. Die irreversible Ver-
lagerung ist gekennzeichnet durch eine anteriore Dislokation des Diskus infolge ei-
ner Schubbewegung des Kondylus bei der Mundoffnung. Als Folgeerkrankungen bei
Diskusverlagerung konnen, bei Uberschreiten der adaptiven Kapazitiit des Gelenkes
aufgrund von Uber- oder Fehlbelastungen, Kiefergelenkarthrosen auftreten. Struktu-
rell kann bei diesen funktionellen Erkrankungen mit Gelenkbeteiligung zusitzlich

das subchondrale Knochengewebe betroffen sein. Entziindliche Erkrankungen infol-



ge eines Kompressionstraumas oder Uberdehnung der Gelenkkapsel bzw. des Band-
apparates zihlen ebenfalls zu den funktionellen Gelenkerkrankungen. Bei der Kapsu-
litis ist das duBlere Bindegewebe der Gelenkkapsel betroffen, die Synovitis zeichnet
sich durch Verdnderungen der inneren synovialen Schicht aus. Ist zusétzlich die bi-
laminére Zone in die entziindlichen Vorginge einbezogen, wird dies als Retrodiszitis
bezeichnet.

Nach heutigem Kenntnisstand miissen besonders Okklusionsstorungen, die zum Ab-
gleiten des Unterkiefers fiihren, als potenzielle Risikofaktoren fiir myogene Kiefer-
gelenkerkrankungen angesehen werden. Krogh-Poulsen u.a. (1989) unterscheiden
okklusionspassive Personen, welche nur gelegentlich Okklusionskontakte aufweisen,
von okklusionsaktiven Personen mit hdufigen okklusalen Kontakten. Bei den passi-
ven Personen fithren Okklusionsstorungen, wie Frithkontakte, fehlende Stiitzzonen
oder ein iibergroBer Interokklusalraum, nicht reflektorisch zu einer Uberlastung der
Kaumuskulatur. Die okklusionsaktiven Personen zeigen wesentlich stirkere Auswir-
kungen von Fehlokklusionen, da deren reflektorische Muskelantwort durch die mas-
sive Reizung der parodontalen Gewebe sehr viel stirker ausfillt. Die psychische
Komponente bzw. der Stressfaktor erscheint zur Auslosung der Erkrankung wesent-
lich beizutragen (Meyer 1993). Wichtig ist es, in der Diagnostik psychoemotionale
Ursachen (Stress) von echten psychogenen Grunderkrankungen zu unterscheiden.
Nach den aktuellen Leitlinien fiir die Diagnostik und Therapie von Kiefergelenkser-
krankungen in der Bundesrepublik Deutschland (Kiibler und Miihling 1998) werden

folgende diagnostische Verfahren empfohlen:
Notwendige Untersuchungen:
o Inspektion
o Palpation
o Rontgen

o Laborchemische Untersuchungen (Entziindungsparameter)



Weiterfithrende Untersuchungen:

o Gelenkpunktion mit anschlieBender mikrobiologischer Untersuchung

o Computertomographie

o Magnetresonanztomographie

o Arthroskopie
Der bildgebenden Diagnostik geht selbstverstindlich eine eingehende allgemeine
klinische Untersuchung und Inspektion des Patienten voraus. Beim Okklusionsver-
such (Fassauer 1985) klafft auf der betroffenen Seite ein schmaler Spalt zwischen
den Zahnreihen (Christensen-Phinomen). Sekundire Funktionsstorungen bediirfen in
der Regel spezifischer funktionsanalytischer Malnahmen (Stimnig 1990) zur siche-
ren klinischen Diagnostik. Eine computerassistierte instrumentelle Funktionsdiagnos-
tik (Korda3 2002) kann die Diagnosestellung erweitern. Das Vorhandensein einiger
radiographischer Zeichen, wie z.B. Erosion des kortikalen Knochens, Sklerosierun-
gen, osteolytische Zysten, Abflachung der Kondylen und Verringerung der Hohe des
Gelenkspaltes im Orthopantomogramm weisen auf die Diagnose Osteoarthritis hin.
Die Abwesenheit dieser diagnostischen Anzeichen schlieft die Diagnose Osteoarthri-
tis bei entsprechender Klinik jedoch nicht aus (Gernet und Rammelsberg 2000). Die
Veridnderungen klinisch-chemischer Parameter, die man bei chronisch-entziindlichen
Gelenkerkrankungen im Blut finden kann (z.B. Erhohung der Akute-Phase-Proteine:
Haptoglobin, Coeruloplasmin, a;-Proteinaseinhibitor, C-reaktives Protein; Abnahme
der Eisenkonzentration und Zunahme der Kupferkonzentration im Serum; hypoch-
rome Anédmie), zeigen allgemeine entziindliche Prozesse ohne krankheitsspezifischen
Charakter an (Greiling und Gressner 1995). Die diagnostische Untersuchung
arthroskopisch gewonnener Lavagefliissigkeit des Kiefergelenkes kann bessere, ge-
lenkspezifischere Aussagen erbringen. Zur Beurteilung des Diskus artikularis ist ein
MRT notwendig, welches durch arthroskopische Befunde ergénzt werden kann. Im
MRT lasst sich auch ein Gelenkerguss insbesondere in der T2-Wichtung eindeutig

nachweisen.



Geordnet entsprechend ihrer Invasivitidt am Patienten werden folgende chirurgische
Therapieverfahren der Kiefergelenkerkrankungen angewendet: Arthrozentese, dia-
gnostische Arthroskopie mit Lavage, arthroskopische Chirurgie und offene Gelenk-
chirurgie. Die Arthroskopie und ihr Einfluss auf die Diagnostik und Therapie von
chronischen Kiefergelenkerkrankungen wurden von Murakami u.a. (1986) bewertet.
Eine Indikation zur arthroskopischen Lavage des Kiefergelenkes wird hauptsdchlich
bei funktionsabhingigen Beschwerden im Kiefergelenkbereich gesehen, wenn die
klinische und bildgebende Diagnostik eine exakte Diagnosestellung nicht zulassen
oder nichtinvasive Therapieverfahren zu keiner Beschwerdebesserung gefiihrt haben
(Reich 1990).

Insbesondere benennt Reich (1995) folgende Indikationen zur Arthroskopie: Diskus-
verlagerungen, Diskusformveridnderungen, intraartikuldre Adhisionen, Arthrosis
deformans, Osteoarthrose, chronische Arthritiden, posttraumatische Zustinde und
Pseudotumoren. Kontraindikationen zur Arthroskopie sieht der Autor in akuten In-
fektionen, knochernen Ankylosen, dem Risiko der Tumoraussaat, allgemeinmedizi-

nischen Kontraindikationen und anatomischen Kontraindikationen.

Tab. 1: Einteilung des Entziindungsgrades bei der Arthoskopie des Kiefergelenkes
nach Reich (1990)

keine Anzeichen von Entziindung
milde Entziindung mit leicht verstarkter Vaskularitdt und Rotung
moderate Entziindung mit erhdhter Vaskularitdt und Rotung

schwere Entziindung mit signifikant erhohter Vaskularitdt und Rétung
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schwere Entziindung mit ausgeprégter Rotung und Vaskularitit und/oder

Tendenz zur synovialen Proliferation

Mit Hilfe der Arthroskopie ist eine Stadienbestimmung der morphologischen Kiefer-
gelenkveridnderungen moglich, was eine Prognosestellung fiir die konservative The-
rapie erlaubt und gleichzeitig eine Spezifizierung der Indikationstellung fiir die nach-

folgende chirurgische Therapie ermoglicht.




Nicht selten werden durch die Arthroskopie auch auflergewohnliche Befunde wie
z.B. eine synoviale Chondromatose erfasst, die einer konservative Therapie nicht

zuginglich sind (Reich 1990).

Abb. 1: Arthroskopischer Blick auf den dorsalen Bandapparat (li.) und den Kiefer-

gelenkdiskus unter dem Tuberkulum artikulare (re.)

Ein dauerhafter, therapeutischer Effekt kann bei definierter Indikationsstellung auch
durch die alleinige arthroskopische Lavage erzielt werden (Mosby 1993, Murakami
u.a. 1996). Hierbei geht eine Schmerzverminderung (Kuwahara u.a. 1994) hiufig mit
verbesserten klinischen Befunden wie vergroBBerter Mundoffnung und/oder vermin-
derten Gelenkgerduschen einher (Murakami u.a. 1996).

Fiir die Behandlung der hiufig auftretenden akuten anterioren Diskusdislokation oh-

ne Reposition wird in der Greifswalder Klinik fiir Mund-, Kiefer- und Gesichtschi-



rurgie das folgende Therapieschema benutzt, bei dem zunichst rein konservative

Verfahren im Vordergrund stehen :

= sofortige manuelle Reposition (in Lokalanésthesie, Analgosedierung oder Myore-
laxationsnarkose)

= anschlieBend wenigstens 3 Monate konservative Therapie (Physiotherapie, Kie-
fergelenkentlastungsschiene, ggf. medikamentdse Therapie)

= frithestens nach 3 Monaten erfolgloser konservativer Therapie arthroskopisch
kontrollierte Reposition, arthroskopische Bandplastik, bei Myoarthropathie ggf.
Botulinumtoxininjektionen in betroffene Muskeln (z. B. M. pterygoideus latera-
lis)

= frithestens 12 Monate nach erfolgloser arthroskopischer Intervention offene Ope-

rationen (z. B. Kiefergelenkbandplastik)

2.3 Knorpel- und Entziindungsstoffwechsel im Zusammenhang mit der Wund-

heilung in der Synovialfliissigkeit des Kiefergelenks

Im normalen Knorpel findet ein langsamer, aber kontinuierlicher Umsatz der
Matrixkomponenten statt. Synthese und Abbau der Knorpelkomponenten befinden sich
im Gleichgewicht und werden von den Chondrozyten gesteuert, die in die
Knorpelmatrix eingebettet sind (Lohmander 1988). Die Abbauprodukte werden an die
Synovialfliissigkeit und von dort ins Serum abgegeben. Wie Lohmander (1991) und
Ratcliffe w.a. (1996) darlegten, ist der Abbau von Knorpelsubstanz auf einer
bestimmten Stufe das Schliisselereignis bei der Entwicklung einer Arthrose. Bei
arthroskopischen Gelenkoperationen treten quantitative Verdnderungen in der
Umsatzgeschwindigkeit der  Matrixkomponenten im  Zusammenhang  mit
Wundheilungsvorgéngen auf. Diese Verdnderungen variieren je nach Art der
Gelenkbeeintriachtigung. Die Konzentration der einzelnen Komponenten hingt dabei
auch von ihrer Clearance in das Serum ab.

Gelenkknorpel besteht aus Chondrozyten und extrazelluldrer Matrix. Chondrozyten

und die sie umgebende Membran bilden eine funktionelle Einheit, das Chondron,
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welches Umsatz und Wasseraustausch der extrazelluldren Matrix reguliert. In der
extrazelluldren Matrix finden sich in jeweils unterschiedlichen Proportionen vier
Typen von Makromolekiilen (Loffler und Petrides 2001, Loffler 1999):

= Kollagene (knorpelspezifisches Kollagen Typ II (95%), Typ IX (1%) und

Typ XI (3%) sowie die Typen VI und X in geringen Mengen

= Elastin

= Proteoglycane

=  Strukturglycoproteine
Die mittlere Halbwertzeit des Gelenkknorpels beim Erwachsenen betrigt Monate bis
Jahre. Dabei ist der Umsatz der einzelnen Komponenten unterschiedlich und ver-
schiedene Pools von Matrixproteoglycanen haben voneinander abweichende Umsatz-
raten. Synthese und Abbau der Knorpelkomponenten werden von den Chondrozyten
gesteuert, die in die Knorpelmatrix eingebettet sind (Lohmander 1988). Die Chondro-
zyten spielen die Hauptrolle beim physiologischen Stoffwechsel der Knorpelmatrix
wihrend der Entwicklung und des Wachstums wie auch im pathologischen Zerfalls-
prozess. Da Knorpel nur schwach vaskularisiert ist, wird er iiber die Synovialfliissig-
keit erndhrt, deren Zusammensetzung den Chondrozytenstoffwechsel widerspiegelt.
Die Abbauprodukte werden an die Synovialfliissigkeit und von dort ins Serum abgege-
ben.
Eine aseptische Entziindungsreaktion nach Gewebeverletzung, z.B. durch arthrosko-
pische Operationen, ist in engem Zusammenhang mit dem Wundheilungsmechanis-
mus zu verstehen. Entziindliche Vorgédnge sind obligate Begleiterscheinung bei
Wundsetzung und Wundheilung als Reaktion des Organismus auf einen (entziindli-
chen) Reiz. Getragen werden diese Vorginge vom aktiven Bindegewebe und den
GefiBlen und dienen letztlich dazu, diesen Reiz zu beseitigen oder zu inaktivieren
und zur Reparation der dadurch ausgelosten Gewebeschiddigung beizutragen.
Die Entziindung ist definiert als eine durch schiddigende Faktoren ausgeloste, kom-
plexe und gesetzmiflige Reaktion des Organismus mit dem Ziel der Reizauslo-

schung, der Reparation zugrunde gegangenen Gewebes im engen Zusammenhang
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mit der Wundheilung und schlieBlich auch der Sicherung der Konstanz der Lebens-
vorgédnge (Putzke und Bienengriber 1991).
Entziindliche Gelenkprozesse sind primidr in der Synovialmembran und Synovi-
alfliissigkeit lokalisiert und dehnen sich erst sekundir auf den Gelenkknorpel aus.
Die pathobiochemischen Prozesse verlaufen unabhingig von der Noxe weitgehend
gleich (Greiling und Gressner 1995). Chronisch entziindliche Prozesse in Gelenken
konnen nach Kleesiek u.a. (1984) in vier verschiedene Stadien eingeteilt werden:
1. primire Aktivierung des Bindegewebes, die zur Synovitis fiihrt
2. immunchemische Reaktionen, die den entziindlichen Prozess unterhalten und verstirken
3. Zerstorung der interzelluldren Matrixbestandteile (Proteoglycane, Hyaluronséure,
Kollagen, strukturelle Glykoproteine) durch hydrolytische Enzyme und von Sauerstoff
abgeleitete Radikale
4. reparative Stoffwechselprozesse von Synovialzellen und Chondrozyten, um durch
Neusynthese der Matrixbestandteile deren Verlust auszugleichen.
Eine biochemische Analyse zur Bewertung des Gelenkzustandes sollte Marker zu
moglichst vielen dieser Teilschritte einbeziehen.
Immunglobuline wie IgG und IgM sowie Nucleoproteine aktivieren das Komple-
mentsystem wie auch Granulozyten und Makrophagen, die wiederum Immunkom-
plexe und Zelltriimmer phagozytieren. Wéhrend der Phagozytose werden von den
Granulozyten und Monozyten lysosomale Enzyme (z.B. Kathepsine, Elastase, Kolla-
genase, Glycosidasen, Sulfohydrolasen), Prostaglandine, vasoaktive Amine und Sau-
erstoffradikale freigesetzt. Ein Schutz vor lytischen Enzymen wird durch Gegenwart
zahlreicher Enzyminhibitoren wie TIMPs, a,-Makroglobulin, Plasminogenaktivator-
Inhibitoren erzielt (Loffler und Petrides 2001). Die Entstehung der Entziindungsme-
diatoren wird durch cGMP, Komplementfaktoren und Interleukine geregelt (Greiling
und Gressner 1995). Die neutralen Proteinasen Elastase, Kathepsin G, Kollagenase
und Stromelysin (Matrix-Metalloproteinase-3), vorwiegend aus neutrophilen Granu-
lozyten, besitzen durch Spaltung des Core-Proteins der Proteoglycane und des Kolla-
gens eine besondere Bedeutung bei der Destruktion der Bindegewebsstruktur. An

dem Abbau der Glycosaminoglycane und der Glycoproteine sind neben verschiede-
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nen Glycosidasen, z.B. N-Acetyl-B-D-glucosaminidase und B-Glucoronidase, auch
Sulfohydrolasen beteiligt. Die Stimulierung der lokalen Zellpopulationen zur Synthese
und Sekretion matrixabbauender Enzyme im Knorpel erfolgt durch Zytokine wie bei-
spielsweise Interleukin-1 und Tumornekrosefaktor a sowie freie Radikale (Greiling
und Gressner 1995).
Unter dem Begriff der Wundheilung werden alle Vorginge zusammengefasst, wel-
che die Wiederherstellung der Unversehrtheit des Korpers (seiner Oberfliche) zum
Ziel haben und zum Verschluss einer Wunde fithren. Dabei handelt es sich um eine
Kaskade von Reaktionen, die prinzipiell in allen Korperteilen und Organen nach dem
gleichen Muster ablaufen und sich lediglich qualitativ unterscheiden. Dabei wechseln
sich Abbau- und Biosynthesereaktionen ab, die zeitlich fein abgestimmt sind und
durch Zell-Zell- und Zell-Matrix-Wechselwirkungen bestimmt werden (Loffler und
Petrides 2001). Zur eigenen Regeneration sind nur wenige Korperzellen fihig (Blut,
Knochen, Bindegewebe, Epithel). Ansonsten erfolgen Wundschluss, Ersatz und Auf-
fiillen von Defekten durch Ersatzgewebe im Sinne der Narbenbildung als Reparation.
Mit diesem Ziel erginzen sich die Vorginge der Gewebeneubildung, der Epithelisie-
rung und der Wundkontraktion. Nach morphologischen Kriterien unterscheidet man
vier Phasen der Wundheilung (Putzke und Bienegriber 1991):
= Exsudative Phase: Als unmittelbare Folge der Wundsetzung tritt aus den ge-
schidigten Gefidllen Blut und Plasma aus. Gewebehormone fithren zur Vaso-
konstriktion. In dieser Phase geraten verschiedene Bestandteile des Blutes in
Kontakt mit Bestandteilen der EZM des verletzten Gefilles oder Gewebes, so
dass eine Gerinnungskaskade in Gang gesetzt wird (Loffler und Petrides 2001).
Die Blutgerinnung fiihrt zur Bildung eines sich vernetzenden Fibrins, welches
sich schiitzend in und auf die Wunde legt. Dabei bilden sich Leitschienen fiir
die Migration kollagenbildender Fibroblasten aus. Es tiberwiegen katabole Pro-
zesse. Infolge der verstiarkten Glykolyse kommt es zur Azidose, die wiederum
die Depolymerisation der Grundsubstanz durch Anderung der Makromolekiil-
struktur bewirkt. Abbauprodukte fithren in den nédchsten 3 Tagen iiber humorale

Regulationsmechanismen in die resorptive Phase tiber.
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Resorptive Phase: Nach etwa 24 bis 36 Stunden beginnen Granulozyten und
Makrophagen den Abbau der nekrotischen Wundprodukte. Bei sterilen Opera-
tionswunden konnen die neutrophilen Granulozyten fehlen. Monozyten des
Blutes wandeln sich in Makrophagen um und iibernehmen die Phagozytose. Sie
werden durch Prostaglandine, Endotoxine und Zytokine (PDGF, TGF-a und
TGF-p) aktiviert. Ihre Wirkung erlangen sie durch die Freisetzung verschiede-
ner Proteasen und Faktoren, die ihrerseits die Neoangiogenese ankurbeln. Die
Vermehrung insbesondere hydrolytischer Enzyme fiir die Abbauvorgéinge ist
charakteristisch (Metalloproteinasen, Proteoglycanasen). Der ebenfalls ausge-
schiedene Fibroblastenwachstumsfaktor stimuliert die Zellteilung und die Kol-
lagensynthese.

Proliferationsphase: Diese Phase dauert etwa 7 Tage an und ist gekennzeichnet
durch den Differenzierungsschub von Histiozyten in Fibroblasten sowie die
Kapillarproliferation, die gemeinsam mit neu gebildeten Kollagenfasern zum
Wundzentrum streben. Die Wunde fiillt sich somit mit Granulationsgewebe auf.
Aus der provisorischen EZM, die im Zuge der Gerinnung entstanden ist, wird
unter dem Einfluss von Makrophagen Granulationsgewebe gebildet (Loffler
und Petrides 2001). Die Makrophagen wirken weiterhin regulierend durch den
Ausstof} einer Vielzahl von Signalpeptiden, die chemotaktisch, zellaktivierend
und mitogen wirken. Dies sind insbesondere die transformierenden Wachstums-
faktoren TGF-a und TGF-B, welche die Rolle des zentralen Regulators der
Zellproliferation und Zelldifferenzierung und der Synthese von Matrixproteinen
tibernehmen, weiterhin Interleukine, der Blutplittchenwachstumsfaktor PDGF
und zahlreiche andere. Sie initiieren, koordinieren und beenden durch ihre je-
weiligen Wirkungen die Heilungsablidufe. Eine bedeutende Rolle bei der Kon-
trolle der zelluldren Aktivititen spielt die extrazelluldre Matrix. Sie ermoglicht
das Anheften der Zellen, orientiert sie und bestimmt die Richtung der Zellmig-
ration. Gebildet wird sie u.a. aus Kollagenen, Glycosaminoglycanen, Fibronek-

tin und Integrinen. Das Wundddem unterstiitzt die Vorginge in dieser Phase.
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Myofibroblasten rufen eine Wundkontraktion hervor, die Wunde verkleinert
sich tdglich um 1-2 mm.
= Regenerationsphase: In dieser Phase kommt es zur Wiederherstellung der Ge-
webekontinuitidt. Bindegewebe fiillt die Wunde aus und erhoht seine Reilfes-
tigkeit durch Vernetzung von Faserbiindeln und Zellen. Losliche Kollagenfrak-
tionen nehmen ab und unldsliche (fibrilldre) Fraktionen nehmen zu. Epithel bil-
det sich auf den Oberflichen. Nach etwa 8 Tagen ist die Wunde provisorisch
verheilt, es folgen noch iiber Wochen und Monate Differenzierungs- und Rei-
fungsvorginge.
Unter klinischem Aspekt werden zwei klassische Formen der Wundheilung unter-
schieden, die sich zwar nicht prinzipiell, wohl aber im Ausmal} unterscheiden und
von der Wundart abhdngen. Die primidre Wundheilung lauft storungsfrei ohne De-
fektausbildung innerhalb von 6-8 Tagen ab. Demgegeniiber ist eine sekundire
Wundheilung durch das Auffiillen eines Defektes mit bindegewebigem Ersatzgewe-
be (Narbe) und die sich anschlieBende Epithelisierung charakterisiert. Bei arthrosko-
pischen Eingriffen am Kiefergelenk muss von sekundiren Wundheilungsprozessen
ausgegangen werden. Der individuelle Ablauf der Wundheilung wird durch eine
Vielzahl von zusitzlichen Faktoren beeinflusst. Zu den lokal wirkenden Faktoren
gehoren die betroffene Korperregion, die Art der Wunde, die Grée und der Umfang
der Gewebeschiddigung, der Verschmutzungsgrad, der Entziindungszustand und die
Durchblutungsverhiltnisse. Zu den allgemeinen Faktoren werden der Gesundheits-
und Erndhrungszustand, das Lebensalter, die hormonellen Einfliisse und die Dauer-
behandlung mit bestimmten Medikamenten (Kortikoide, Zytostatika, Immunsuppres-

siva) gezahlt.
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2.4 Die Analytik der Synovialfliissigkeit bzw. Lavagefliissigkeit des Kieferge-
lenkes nach Arthroskopie als diagnostisches Verfahren zur Kiefergelenk-

beurteilung

Fiir die genaue Diagnostik von Kiefergelenkdestruktionen ist die Beurteilung von
klinischen und bildgebenden Untersuchungen allein hdufig unzureichend. Die Ge-
winnung von Synovialfliissigkeit bei der Arthroskopie und deren Analyse in Bezug
auf pathogenetischer Markersubstanzen konnte die Diagnosestellung erleichtern.
Insbesondere das Erkennen frither Stadien der Gelenkdestruktion, aber auch die Er-
folgsbewertung therapeutischer Malnahmen konnte so ermdglicht werden (Zardene-
ta u.a. 1998). Alle bisherigen Angaben iiber Aussagefdhigkeit von Lavagefliissigkeit-
suntersuchungen nach Kiefergelenkarthroskopie bzw. Marker des Knorpelstoffwech-
sels zeigen ein betrdchtliches Spektrum zwischen den Patienten einer diagnostizier-
ten Gruppe. Dies beruht nicht nur in der biologischen Variationsbreite, sondern ist
auch in der Heterogenitét der Patienten bei einer Vielzahl von Krankheitskriterien zu
suchen (Emshoff und Rudisch 2001). Andererseits mangelt es an geeigneten in-vivo-
Modellen fiir arthroskopische Untersuchungen und Operationstechniken. Bisher
wurden in der Literatur keine Studien veroffentlicht, welche den Verlauf von Ent-
ziindungsreaktionen bzw. die Reaktion von gesunden Gelenken auf eine Arthrosko-
pie untersuchen. Da aber gerade bei Kiefergelenkerkrankungen oftmals funktionelle
Probleme im Vordergrund stehen, ohne dass bereits umfangreiche zelluldre Verinde-
rungen eingetreten sind, konnten aus unserer Sicht gerade in diesem Zusammenhang
solche Untersuchungen zur Weiterentwicklung arthroskopischer Therapiemethoden
fiihren.

Der Bedarf an geeigneten Methoden zum Nachweis pathologischer Bedingungen in
Gelenken wird seit langem anerkannt. Verschiedene Methoden wurden eingesetzt,
um Material fiir die Kiefergelenkanalyse zu gewinnen. Direkte Biopsiemethoden
bieten verschiedene Vorteile. Die Gewinnung von suffizienten Gewebeproben er-
laubt hoch entwickelte Molekularuntersuchungen vorzunehmen, und die direkte

Sicht ermoglicht es, eine klinische Korrelation zwischen den molekularen Strukturen

16



und dem beobachteten Erkrankungsgrad herzustellen. Diese Methoden sind jedoch
immer invasiv und relativ teuer. Darum sind Longitudinalstudien oder Studien an
normalen menschlichen Kiefergelenken schwierig zu rechtfertigen, wenn diese Me-
thoden genutzt werden sollen (Zardeneta u.a. 1997).

Zur Gewinnung der sogenannten Lavagefliissigkeit, die Anteile der Synovialfliissig-
keit enthélt, wird eine standardisierte Fliissigkeitsmenge, meist 1 ml 0,9%-1ge Koch-
salzlosung, in den oberen Gelenkspalt injiziert. Danach werden eine Minute lang
Kiefergelenkbewegungen ausgefiihrt und anschlieend die Losung aspiriert. Das so
gewonnene Lavagevolumen ist allerdings sehr unterschiedlich.

Die molekulare Struktur des untersuchten Lavagefluids (Reich 1990) wird beein-
flusst von:

* injiziertem Volumen

= relativer Loslichkeit der Molekiile

= relativer Permeabilitit der beteiligten Gewebe im Gelenk und der Blutgefille

» der moglichen Zeit fiir die Untersuchung

» pH-Wert und Zusammensetzung des verwésserten Fluids

Der Synovialapparat und die Synovialfliissigkeit wurden in der Rheumaforschung
intensiv untersucht. Schmid und Ogata (1967) zeigten, dass das Volumen des Syno-
vialfluids, welches fiir die Analyse genutzt werden kann, im Kiefergelenk weniger
als 0,1 bis 0,2 ml ausmacht. Kopp u.a. (1983) benutzten eine Injektion von isotonischer
Kochsalzlosung mit nachfolgender Aspiration dieser verdiinnten Synovialfliissigkeit,
um biochemische Anzeichen der Entziindung mit Begleitschmerzen der Gelenke zu
korrelieren. Bei 7 von 29 Patienten wurden abnorme Konzentrationen an Plasmaprotei-
nen im Aspirat gefunden, was auf einen entziindlichen Prozess im Gelenk hinwies.
Schwierigkeiten bei der Aspirationstechnik fiihrten jedoch zu einer Unterbewertung der
zelluldren und biochemischen Merkmale einer Entziindung. Die Schwierigkeit der In-
terpretation von Messwerten der Synovialfliissigkeit begriindet sich in dem Problem
der Aspiration in diesem schmalen Gelenk, der moglichen Kontamination des Aspi-
rates mit Blut und dem Mangel an Normalwerten. Auch Geborek u.a. (1988) sowie

Lohmander (1990) benutzten Injektionen von isotonischer Kochsalzlésung, um das
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Probenvolumen des Gelenkaspirates zu erhthen bzw. iiberhaupt erst eine Probe ent-
nehmen zu konnen. Spiilungen des Kiefergelenks mit isotonischer Kochsalzlosung
wurden auch von Alstergren u.a. (1995) bei Patienten mit Anzeichen einer Arthritis
vorgenommen.

Greiling und Kleesick (1978) empfahlen das Synoviazellbild als beste Moglichkeit,
nichtentziindliche Gelenkerkrankungen von entziindlichen abzugrenzen. Bei
nichtentziindlichen Gelenkerkrankungen fanden diese Autoren eine Leukozytenzahl
von 1000 pl™' in der Synovialfliissigkeit. Wihrend eines Entziindungsschubs bei
einer degenerativen Gelenkerkrankung kann die Zellzahl auf 5000 pl™' ansteigen. Bei
der chronischen Polyarthritis ist eine hohe Zellzahl zwischen 10.000 pl™" und
100.000 pl™" zu beobachten. Noch hohere Zellzahlen werden nach diesen Autoren bei
der septischen Arthritis erreicht. Die Zelldifferenzierung ergab in der normalen
Synovialfliissigkeit und bei nichtentziindlichen Gelenkerkrankungen (Arthrose,
Trauma) das Uberwiegen mononukleirer Zellen (Monozyten, Lymphozyten). Der
Anteil der Granulozyten stieg mit zunehmender Entziindungsaktivitit; er lag bei der
Arthrose unter 10%, bei der chronischen Polyarthritis in der Regel iiber 75%. Das
Auftreten einer Kernpygnose und Ubersegmentierung der Granulozyten war
abhidngig von der Aktivitit und Dauer des entziindlichen Prozesses (Greiling und
Kleesick 1978).

Mit dieser Methode haben sich auch Shmerling u.a. (1990) auseinandergesetzt, als sie
die diagnostische Verwendbarkeit von Zdhlungen der Leukozyten und der
polymorphkernigen Zellen sowie der Bestimmung von Glukose, Protein und
Laktatdehydrogenase in der Synovialfliissigkeit in Verbindung mit diagnostischer
Arthrozentese  bewerteten. Nach ihren Untersuchungen trugen nur die
Leukozytenzahlen und die Anzahl der polymorphkernigen Leukozyten als
Diskriminatoren zwischen entziindlichen und nicht entziindlichen Erkrankungen der
Gelenke bei. Diese Ansicht wurde von Shmerling u.a. (1994) noch einmal bekriftigt.
Die Interpretation von Daten erfordert immer eine rdumliche Zuordnung des gewon-
nenen Untersuchungsmaterials: die Gelenkfliissigkeit widerspiegelt den Zustand des

einzelnen Gelenks, wihrend sich im Serum oder Urin gemessene Werte immer auf
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alle Gelenke bzw. das gesamte Knorpelmaterial des Korpers beziehen. Dabei muss
beachtet werden, dass lediglich 10 % der Knorpelmasse des Korpers in Gelenken
lokalisiert ist, wihrend der groBte Teil in den Rippen, im Gewebe der Luftwege und
den Zwischenwirbelscheiben zu finden ist. Die iiberwiegende Mehrheit der Fragmen-
te, die in den Blutstrom ausgeschieden werden, verldsst diesen innerhalb von Minu-
ten wieder, vorrangig iiber die Leberzellen (Greiling und Gressner 1995). Kollagen-
teile verlassen den Kreislauf ebenfalls und finden sich angereichert im Urin wieder.
Darum kann die Konzentration dieser Marker im Synovialfluid oder im Serum nicht
quantitativ bewertet werden, ohne die Ausscheidungsrate insgesamt zu beachten. Die
Ausscheidungsrate dieser Komponenten variiert bei verschiedenen Gelenkerkran-
kungen, was eine gro3e Bedeutung fiir die quantitative Beurteilung dieser Marker hat
(Moreland u.a. 1989). Obwohl Serumwerte leichter zu interpretieren sind auf der
Basis von einfachen Ausscheidungskalkulationen, ist die Konzentration dieser Mar-
ker im Serum viel niedriger als im Synovialfluid, was den Nachweis erschwert. Zu-
satzlich zerfallen viele Marker auf dem Weg zum Blutkreislauf, und werden auch
durch Marker aus gesunden Gelenken und dem gesamten Knorpel verdiinnt. Eine
Ausnahme scheinen dabei die Kollagenbruchstiicke zu machen, welche den endoge-
nen Stoffwechsel iiberleben und in den Urin ausgeschieden werden. Auf der Basis
dieser Argumente spricht viel dafiir, sich auf Synovialfluidstichproben bei der Unter-
suchung frither Stadien der Entziindung zu konzentrieren. Wenn ein vielverspre-
chender Marker im Synovialfluid gefunden wiirde, konnte die weitere Untersuchung
mit leichter zu gewinnenden Korperfliissigkeiten fortgesetzt werden. Dies sollte je-
doch mit derselben Methode geschehen. Weiterhin wére eine Koordinierung der Be-
stimmung verschiedener Marker in einem Assay anzustreben (Greiling und Kleesick
1978).

Eine wesentliche Verbesserung der organspezifischen Diagnostik von Gelenkerkran-
kungen ist in solchen Féllen gegeben, in denen das Auftreten eines Gelenkergusses
die Gewinnung von mehr Synovialfliissigkeit ermoglicht. Die klinisch-chemische

Analyse dieses Kompartiments im Gelenk selbst liefert wichtige Informationen zur
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Pathogenese und zum Teil auch zur Atiologie und erlaubt somit eine exaktere Diffe-

renzierung der verschiedenen Gelenkerkrankungen.

Eine Auswahl von Markern und Modellen ergibt sich aus der nachfolgenden Aufzih-

lung:

= Zytokine im Synovialfluid (Feldmann u.a.1990)

= Proteinasen und ihre Inhibitoren (Walakovitz u.a. 1992)

= Matrixkomponenten und ihre Fragmente in Form von Glycosaminoglycanen
(Silvermann u.a. 1990), Hyaluronsdure (Fosang u.a. 1990), Keratansulfate (Sweet
u.a. 1988), verschiedene Formen von Chondroitinsulfaten (Caterson u.a. 1990),
Proteoglycane (Lohmander u.a. 1989), Matrixproteine (Fife 1988), Kollagen-
bruchstiicke (Seibel u.a. 1989), Kollagenpeptide (Shinmei u.a. 1993)

= Serumantikorper (Niebauer u.a. 1987)

=  Wachstumsfaktoren (Dean u.a. 1991) und

= Procalcitonin (Greiling u. Kleesiek 1978)

2.5 Die Bedeutung ausgewiihlter Parameter bei der Untersuchung der Synovi-

alfliissigkeit

Im Folgenden soll auf diejenigen Analyte ndher eingegangen werden, die in der vor-

liegenden Studie untersucht wurden.

Gesamteiweil}

Bei entziindlichen Erkrankungen vollziehen sich im Bereich der Plasmaproteine cha-
rakteristische Veridnderungen. Dabei handelt es sich um eine Vermehrung der B- und
a-Globulinfraktionen. Innerhalb von 36 Stunden kommt es zum Anstieg der Kon-
zentrationen von Fibrinogen, a,-Glykoprotein, a,-Makroglobulin und a;-Antitrypsin
(Budecke 1983). Auch ein Konzentrationsabfall von Albumin und Transferrin kann
auftreten. Diese Verdnderungen der Plasmaproteinverteilung fithren zur Erhohung
der Blutsenkungsgeschwindigkeit und der Konzentration von C-reaktivem Protein.

Somit ist die Gesamtproteinkonzentration der Synovialfliissigkeit, welche beim ge-
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sunden Individuum ungeféhr 25 bis 30% der Serumkonzentration betrigt, ein wichti-
ger Parameter zur Beurteilung der Permeabilitit der Blut-Synovia-Schranke. Diese
niedrige Konzentration ist ein Resultat der relativen Impermeabilitiat der Synovial-
membran fiir Plasmaproteine mit hohem Molekulargewicht. Hingegen ist die Memb-
ran relativ durchgéngig fiir kleine Albuminmolekiile. So ist unter normalen Bedin-
gungen das Verhiltnis der Konzentrationen von Albumin zu Globulin im Synovi-
alfluid 4 zu 1, wihrend im Serum ein Verhiltnis von 1 zu 1 vorliegt. Bei einsetzender
Entziindung tritt eine gesteigerte Permeabilitdt der Gefdalle in der Synovialmembran
als Folge einer Komplementaktivierung und Histaminfreisetzung aus Mastzellen und
zum anderen eine Depolymerisation des Hyaluronans in der Synovialmembran auf.
In deren Folge konnen nun auch hochmolekulare Proteine die Synovialmembran
passieren, die Gesamtproteinkonzentration im Synovialfluid steigt an und die Prote-
inzusammensetzung wird der des Blutserums dhnlich (Cohen u.a. 1975). Diese Auto-
ren bestimmten bei der Arthrose eine Gesamtproteinkonzentration in der Synovi-
alfliissigkeit zwischen 20 und 30 g/l. Wéhrend eines akuten Entziindungsschubs stieg
sie auf Werte von 40 g/l und mehr an. Bei der chronischen Polyarthritis fanden die
Autoren abhédngig von der Entziindungsaktivitit Gesamtproteinkonzentrationen zwi-
schen 40 und 60 g/I. In den Untersuchungen von Zardeneta u.a. (1997) war Serumal-
bumin das prominenteste Protein in der Synovialfliissigkeit entziindeter Kiefergelen-
ke. Diese Autoren konnten eine Korrelation zwischen der a-Hidmoglobin-
Konzentration und der Schmerzintensitit nachweisen. Weibliche Probanden wiesen
signifikant hohere EiweiBkonzentrationen auf als ménnliche Personen. Da die
Schmerzintensitidt damit korrelierte, wurde die Vermutung ausgesprochen, dass diese
Pradisposition auf die Sexualhormone zuriickzufiihren ist. Weiterhin konnten von
Aufdemorte (1986) auch Rezeptoren fiir Sexualhormone in Kiefergelenk nachgewie-
sen werden.

Takahashi u.a. (1998) konnten ebenfalls erhohte Proteinspiegel (2,15 mg/ml) in der
Synovialfliissigkeit von erkrankten Kiefergelenken nachweisen im Vergleich zu
nicht erkrankten Gelenken (1.22 mg/ml). Kopp u.a. (1983) benutzten eine Injektion

von isotonischer Kochsalzlosung mit nachfolgender Aspiration und fanden heraus, dass
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biochemische Anzeichen der Entziindung mit Begleitschmerzen der Gelenke korrelier-
ten, denn bei 7 von 29 Patienten wurden abnorme Konzentrationen an Plasmaproteinen
im Aspirat gefunden, was auf einen entziindlichen Prozess im Gelenk hinwies. Nahir
u.a. (1986) wiesen in ihren Untersuchungen von Synovialfliissigkeiten erkrankter
Kniegelenke einen Anstieg der Proteinkonzentration entsprechend dem Grad der
Osteoarthritis (13,8 mg/ml; 19,5 mg/ml) nach. In diesem Zusammenhang analysier-
ten sie gleichzeitig ein Absinken der Aktivitit der Proteaseinhibitoren. Zardeneta u.a.
(1997) stellten fest, das die Proteinkonzentration in seriell gesammelten Proben wih-
rend einer Lavage abnahm

Interleukin-18

Bei der Regulation entziindlicher Erkrankungen spielen Zytokine und Zytokinrezepto-
ren eine wesentliche Rolle. Sie regulieren die Kommunikation zwischen den Zellen und
iiben dabei einen weiten Bereich biologischer Effekte aus (Kishimoto u.a. 1992). So
stimulieren die Zytokine lokale Zellpopulationen zur Synthese und Sekretion matrixab-
bauender Enzyme. Zu den Zytokinen zédhlt man die Interleukine IL-1 bis IL-15, die
Interferone, den Tumornekrosefaktor o (TNF-a), die Chemokine und die transfor-
mierenden Wachstumsfaktoren.

Die erste Antwort des Organismus auf bakterielle Infekte beruht auf der Aktivitit
phagocytierender Makrophagen sowie dem iiber einen alternativen Weg aktivierten
Komplementsystem. Dieses angeborene unspezifische Abwehrsystem schiitzt den
Organismus fiir einige Tage, bis andere Systeme, z.B. Lymphozyten, aktiviert wer-
den. Die vermehrte Freisetzung von Interleukin-1 und Interleukin-6 stellt den auslo-
senden Reiz fiir die Biosynthese der so genannten ,,Akute-Phase-Proteine* in der
Leber dar, die innerhalb von 6-48 Stunden nach dem Auftreten einer Entziindungsre-
aktion im Organismus vermehrt auftreten (Loffler 1999).

Im Verlauf von entziindlichen Gelenkerkrankungen kommt es ebenfalls zur Freiset-
zung einer Reihe von Zytokinen und Lymphokinen durch die beteiligten Zellen
(Lymphozyten, Monozyten, Makrophagen etc.), die einen Einfluss auf die Chondro-
zytenfunktion und damit vor allem auf die Proteoglycansynthese haben konnen. Zy-

tokine induzieren eine Erhohung des zirkulierenden Lymphozytenpools und die ver-
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mehrte Bildung von Akute-Phase-Proteinen sowie die Einbeziehung des Immunsys-
tems in das entziindliche Geschehen (Bruhn und Folsch 1999). Unterschiedliche Zy-
tokine wurden schon im Lavagefluid bei Patienten mit Derangement des Kieferglenks
identifiziert. Im Vordergrund der Untersuchungen stand bisher das IL-1, das im
rheumatisch entziindlich veridnderten Gelenk in relativ hohen Konzentrationen nach-
gewiesen wurde (Kubota u.a. 1997). Von Dingle u.a. (1979) wurde zuerst Interleukin-
1 beschrieben, das im Synovialgewebe gebildet wird und im Knorpelgewebe einen
Abbau der Matrix bewirkt, indem es eine Endotoxin-induzierte Emigration von
neutrophilen Granulozyten vermittelt und somit die Freisetzung hydrolytischer En-
zyme initiiert. Durch Forderung der Expression von Interleukin-6, eines proinflamma-
torischen Mediators, tragt auch IL-18, das von Makrophagen in der Grenzschicht der
Synovia erzeugt wird, zur Schidigung des Gelenks bei (Georganas u.a. 2000). Ben-
der u.a. (1990) zeigten, dass in Chondrozyten Interleukin-1 zu einer Sekretion von
Interleukin-6 fiihrt, welches im rheumatisch-entziindlich verinderten Gelenk eben-
falls in hohen Konzentrationen gefunden wird. In humanen Chondrozyten wird durch
IL-1 auch die Synthese und Sekretion von IL-8 induziert, das als wichtigster chemo-
taktischer Faktor fiir neutrophile Granulozyten beschrieben wurde. In den Endothel-
zellen der Synovialmembran werden durch IL-1 ebenfalls die Freisetzung von IL-8
und die Expression des fiir die Adhédsion der Granulozyten wichtigen endothelialen
Leukozyten-Adhidsionsmolekiils induziert. Hierdurch kommt es zum Einwandern
und zur Akkumulation der neutrophilen Granulozyten in der Synovialfliissigkeit bei
entziindlichen Gelenkerkrankungen (Bruhn und Folsch 1999). Die Rolle von Inter-
leukinen bei entziindlichen Gelenkerkrankungen wird auch durch die Untersuchun-
gen von Tominaga u.a. (2001) unterstrichen, die in Kiefer- und Kniegelenken von
Kaninchen mit arthritischen Veridnderungen erhohte Spiegel an IL-1f fanden, welche
histologisch mit der Schwere der Arthritis und Pannusbildung korrelierten.

IL-1 umfasst nach Dinarello (1994) zwei voneinander verschiedene Proteine, Inter-
leukin-la (17kD, 159 Aminosiuren) und Interleukin-16 (17kD; 153 Aminosduren).
Diese beiden Molekiile weisen nur 26% Homologie der Aminosduresequenz auf,

haben aber identische biologische Eigenschaften und nutzen einen gemeinsamen
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Rezeptor. Zusitzlich zu IL-10 und IL-18 existiert ein drittes Mitglied der Interleukin-
1-Familie, bekannt als der Interleukin-1-Rezeptorantagonist (17kD, 152 Aminosiu-
ren), welcher mit IL-1 um die Bindung an dem gleichen Rezeptor konkurriert, aber
kein Signal transduziert. Er weist eine Homologie der Aminosduresequenz von 26%
zu IL-1a und von 19% zu IL-18 auf. Humanes IL-18 wird als Prozytokin (269 Ami-
nosduren) synthetisiert, das durch das IL-1B-konvertierende Enzym in das reife IL-10
plus ein Prosegment gespalten wird (March u.a. 1985, Thornberry u.a. 1992). Eine
Kombination der reifen Form, des Prosegments und des Pro-IL-18 wird von der Zelle
freigesetzt. IL-18 wird primdr durch Antigenstimulation in Monozyten und
Makrophagen erzeugt (Wewers u.a. 1997), ebenso aber auch von Astrozyten, Oligo-
dendroglien, adrenalen kortikalen Zellen, NK-Zellen, Endothelzellen, Keratinozyten,
Megakaryozyten, Plittchen, Neuronen, neutrophilen Osteoblasten, Schwann’schen
Zellen, Trophoblasten, T-Zellen und Fibroblasten (da Cunha u.a. 1993, Sporri u.a.
1996)

Die Funktion von IL-18 als Ausloser der Entziindung wurde hédufig untersucht. Die
Effekte von Interleukin-1 sind jedoch nicht auf die Entziindung beschrénkt. Interleu-
kin-1 ist verbunden mit der Knochenbildung und Knochenumbildung, der Insulinsek-
retion, der Regulation des Appetits, der Auslosung von Fieber, der Alzheimer-
Erkrankung und der Entwicklung des neuronalen Phinotyps. Eine Vielzahl nicht-
mikrobieller entziindlicher Substanzen oder bakterielle Endotoxine 16sen die Produk-
tion von Interleukin-1 aus, das in die lokale Umgebung freigesetzt wird (Kusano u.a.
1998)

Auch die Expression von Matrix-Metalloproteinasen wird von IL-1 hervorgerufen,
was zum Abbau der extrazelluldiren Matrix und zur Migration der Monozyten sowie
zum katalysierten Abbau von IL-18 und somit zu einem negativen Feedback fiihrt.
Die Wirkung von Interleukin-1 wird durch Interleukin-1-Rezeptoren vermittelt (Ito
u.a. 1996).

Kollagenasen

Die extrazelluldre Matrix wird stindig umgebaut, auch ohne Verletzungen. So liegt

die Halbwertzeit der Kollagenfibrillen beispielsweise zwischen 30 und 200 Tagen
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(Loffler 1999). Verschiedene Regulationsniveaus des Matrixabbaus existieren: en-
zymatische Genverschiebungen oder Genexpression, Sekretion von Enzymproteinen,
extrazelluldre Aktivierung von Pro-Enzymen und die Unterdriickung aktiver Enzyme
durch Inhibi-toren. Die primére Spaltung der Knorpelmatrixmolekiile geschieht ext-
razelluldr und wird vermittelt durch Proteinasen, die meistens von den Chondrozyten
selbst gebildet werden. Es wird weiterhin eine zeitweilige Auflosung der Basal-
membram der Blutgefdfle durch Enzyme vom Kollagenase-Typ angenommen, um
das Durchtreten von Granulozyten zu ermoglichen.

Die Hauptrolle im Abbauprozess spielen dabei die Matrix-Metalloproteinasen
(MMP). Sie gehoren zu den Endopeptidasen und haben als essentiellen Bestandteil
ein Metallion, das Zink. Matrix-Metalloproteinasen, auch Matrixine genannt, sind
eine Gruppe von iiber 20 Enzymen, die die Fihigkeit besitzen, die Extrazellularmat-
rix und die Basallamina zu degradieren (Curran und Murray 2000). Es gibt 16sliche
MMP und membrangebundene MMP (MT-MMPs), auf welche hier jedoch nicht
niher eingegangen werden soll. Zu den wichtigsten Vertretern der 16slichen MMP
gehoren Kollagenase (MMP-1), die Gelatinasen (MMP-2 und 9) sowie Stromelysin-
1 (MMP-3). Die Einteilung erfolgt nach der Doménenstruktur. Diese Enzyme sind
eng miteinander verbunden, zeigen eine umfangreiche Sequenzihnlichkeit und beno-
tigen Zn>* oder Ca®*. Substrate, die durch MMP abgebaut werden, sind beispielswei-
se Proteoglycane, verschiedene Kollagentypen, Fibronectin und Laminin.

Funktionell sind diese Enzyme in eine Reihe von physiologischen und pathologi-
schen Prozessen involviert. So spielen sie zum Beispiel eine Rolle in der Embryonal-
entwicklung, bei der Implantation der Blastozyste, der Ovulation, der Morphogenese
von Organen, dem Auf- und Abbau von Gewebe sowie der Vaskularisation beim
Wundheilungsprozess (Kirchner u.a. 2000). Sie wirken gewebedestruktiv bei der
rheumatoiden Arthritis (Gebbia u.a. 2001). So konnte nachgewiesen werden, dass
MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-8 und MMP-9 in Synovialfliissigkeiten von Patien-
ten mit rheumatoider Arthritis im Vergleich zu denen von Osteoarthritispatienten
signifikant erhoht sind (Yoshihara u.a. 2000). Die Expression von Metalloproteina-

sen wird durch Wachstumsfaktoren, Hormone, Zytokine und Entziindungsmediato-
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ren (NO, IL-1 und TNF-a) sowie zelluldre Transformationen, z.B. bei der Tumorent-
stehung, reguliert (Kirchner u.a. 2000). Metalloproteinasen werden als inaktive Zy-
mogene synthetisiert. Fiir ihre Aktivierung ist es notwendig, dass die N-terminale
Propeptiddoméne von der katalytischen Doméne abgespalten wird. Die Propeptid-
domine hat eine einheitliche Sequenz, die Cystein enthilt, an welches wiederum ein
Zinkion ligiert ist. Bei der Aktivierung wird diese Bindung aufgeldst (sogenannter
Cystein-switch) und danach die Propeptiddomine schrittweise entfernt. Dieses ge-
schieht in vivo durch die Einwirkung korpereigener Gewebe- oder Plasmaproteina-
sen oder durch bakterielle Proteinasen. MMP-1 wird beispielsweise in vivo durch
Plasmin und MMP-3 aktiviert. In vitro sind MMP durch Aminophenylmerkursiure
aktivierbar. Die Inhibition erfolgt iiber Makroglobuline und die sogenannten Gewe-
beinhibitoren der Metalloproteinasen (Tissue inhibitors of metalloproteinases -
TIMP), von denen es vier homologe Typen gibt (Nagase u.a. 1996). Im physiologi-
schen Umfeld besteht ein stindiges Gleichgewicht zwischen Enzymen und Inhibito-
ren; dieses kann im Krankheitsprozess zu einer Seite verschoben werden, so dass das
Gleichgewicht instabil wird. Das Verhiltnis von MMP zu TIMP ist in Synovialfliis-
sigkeiten von Patienten mit rheumatoider Arthritis mehr als fiinffach erhoht, vergli-
chen mit den Werten in der Synovialfliissigkeit von Osteoarthritispatienten (Y oshiha-
ra u.a. 2000).

N-Acetyl-B-D-glucosaminidase

An der Zerstorung der Knorpelmatrix sind verschiedene matrixabbauende Enzyme
beteiligt. Der Abbau von Proteoglycanen erfolgt durch das Zusammenwirken von
einer Reihe von Hydrolasen, die aus den Lysosomen stammen. Elastase, Kathepsine
und Hydroxyl-Radikale bauen Proteoglycane ab. Chondroitinsulfat wird durch Sul-
fatasen desulfatiert und durch Hyaluronidase (ein Gemisch aus den Endohexosami-
nidasen N-Acetyl-B-D-Glucosaminidase, N-Acetyl-B-Galaktosamini-dase und die B-
Glucuronidase) zu Oligosacchariden depolymerisiert (Mohr u.a. 1981). Zwei Isoen-
zyme von N-Acetyl-B-D-glucosaminidase konnen in verschiedenen Geweben vor-
kommen. Vorwiegend die polymorphkernigen Granulozyten kommen als Ursprung-

sort dieser Enzyme in der Synovialfliissigkeit in Betracht, wie die Ahnlichkeit des
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Enzymverteilungsmusters in der Synovialfliissigkeit und den Synoviazellen zeigt.
Die Bestimmung lysosomaler Enzyme in der Synovialfliissigkeit eignet sich beson-
ders zur Objektivierung der Aktivitit entziindlicher Gelenkprozessese im Verlauf
einer antiphlogistischen Therapie (Kamada u.a. 1993). Fiir die Bildung der extrazel-
luldren Matrix ist als Glycosaminoglycan die Hyaluronsédure von groer Bedeutung,
die unter anderem in der Synovialfliissigkeit in hoher Konzentration vorkommt. Sie
enthilt keinen Proteinanteil und hat ein Molekulargewicht von 1-3 x 10° Da. Das
zugrunde liegende Disaccharid besteht aus N-Acetylglucosamin, das dem Synovi-
alfluid eine hohe Viskositidt und Schmierfihigkeit gibt, und Glucuronséure, die in B-
glycosidischer Bindung miteinander verkniipft sind. Proteoglycane und Hyaluronat
bilden zusammen mit Kollagenen und Elastin ein dreidimensionales Netzwerk, des-
sen rdaumliche Anordnung durch Wechselwirkungen zwischen den positiv geladenen
Aminosdureresten der Kollagen- und Elastinfasern sowie negativen Ladungen auf
den Proteoglycanen bestimmt wird. Kamada u.a. (1993) konnten bei ihren Untersu-
chungen an entziindlich erkrankten Kiefergelenken signifikant erhohte Lavagespiegel
(p<0,001) an N-Acetyl-B-D-glucosaminidase nachweisen, welche mit der Abnahme
der Menge und des Molekulargewichtes von Hyaluronsdure wihrend der Erkrankung
korrelierten. Dies konnte nach Meinung dieser Autoren moglicherweise zusammen-
hingen mit einer gesteigerten Permeabilitit der Synovialmembran fiir Plasmaprotei-
ne infolge der Zerstorung von Membranzellen, da die N-Acetyl-B-D-
glucosaminidaseaktivitdt im Plasma signifikant hoher ist als im Synovialfluid. N-
Acetyl-B-D-glucosaminidase wird meist als Enzymassay fiir Urin genutzt, um Nie-

renerkrankungen und Nephrotoxizitit nachzuweisen.
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Glycosaminoglycane

Die Integritidt der Knorpelmatrix ist beeintrachtigt bei vielen Gelenkerkrankungen
und die Abbauprodukte werden direkt in das Synovialfluid abgegeben. Deshalb kann
die Bestimmung von Proteoglycanfragmenten und Substrukturen von Fragmenten
spezifische Informationen iiber das Ausmal} der Zerstorung der Gelenkoberfliche
liefern (Lohmander 1991).

Knorpel zeichnet sich vor allen Dingen durch elastische Eigenschaften aus und weist
einen hohen Gehalt an Proteoglycanen auf. Proteoglycane sind die quantitativ bedeu-
tendste, strukturell vielfiltigste und funktionell am vielseitigsten wirkende Gruppe
von Bestandteilen der extrazellularen Matrix. Die Grundsubstanz, als Bestandteil der
extrazelluliren Matrix des Knorpelgewebes, besteht aus negativ geladenen Hyalu-
ronsdureketten. Diese verbinden spezielle Eiweifle (Proteoglycane) untereinander.
Wichtigstes Proteoglycan des Knorpels ist Aggrekan, das zu 90% aus Chondroitin-
sulfatketten besteht. Im Knorpel findet sich Aggrecan als Aggregat (daher der Name)
von bis zu 100 Monomeren. Diese Matrix verhilt sich wie ein Schwamm: unter me-
chanischem Druckeinfluss gibt sie Wasser ab, unter Entlastung nimmt sie Wasser
wieder auf. Aufgrund ihrer makromolekularen Struktur konnen Proteoglycane sehr
viel Wasser und Kationen binden. Die Zugkraft von Knorpel wird durch die intermo-
lekularen Zwischenverbindungen (vorwiegend Pyridinolin beim Typ-II-Kollagen)
geschaffen (Lohmander u.a. 1989). Die Proteoglycane bestehen zu 80-94% aus Gly-
cosaminoglycanen, das sind Zuckerverbindungen, und zu 6-20% aus Proteinen in
Form einer zentralen EiweiBlkette. Die groen Kohlenhydratketten sind O-
glycosidisch (iiber Serin) oder N-glycosidisch (iiber Asparagin) an meist einfach
gebaute, sogenannte Core-Proteine geheftet. Die Biosynthese wird beeinflusst durch
eine grofle Zahl von Enzymen wie z.B. Glycosyltransferasen I-III (Loffler 1999). Die
Zahl der Glycanseitenketten, die an das Akzeptorprotein gebunden werden, liegt
zwischen 2 und 60. Die Heterogenitit wird durch unterschiedliche Positionierung der
Sulfatreste weiter erhoht. Das fertige Molekiil wird anschlieBend durch die Zisternen
des endoplasmatischen Retikulums und Vesikel des Golgiapparates transportiert und

in die extrazelluldre Matrix sezerniert. Die Glycosaminoglycane spreizen sich wie
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die Borsten einer Flaschenbiirste zwischen den Kollagenfasern auf. Sie bilden so ein
riesiges Filtersystem mit vielen kleinen Zwischenrdumen. Dadurch erfiillen sie eine
Barrierefunktion und beeinflussen die Orientierung der Kollagenfibrillen. Glycosa-
minoglycane sind negativ geladene, lange, unverzweigte polymere Polysaccharide,
welche sich aus wiederholenden Einheiten von Disacchariden zusammensetzen. Da
diese polymeren Disaccharideinheiten aus acetylierten und sulfatierten Aminozu-
ckern (d.h. den Glycosaminen D-Glucosamin oder D-Galaktosamin) und den Mono-
sacchariden D-Glucuronat bzw. D-Iduronat (d.h. Glycanen) gebildet werden, heillen
sie Glycosaminoglycane. Sie wurden frither als Mucopolysaccharide bezeichnet. Die
Variation in der Ladung kann sehr grof3 sein, da jedes Disaccharid mehr oder weni-
ger sulfatiert ist. Wegen ihres Gehaltes an Uronat und bzw. oder Estersulfaten wer-
den diese Polysaccharide auch saure Glycosaminoglycane genannt (Loffler 1999).

Die wesentlichen Glycosaminoglycane des Kiefergelenkknorpels des Menschen sind
das Chondroitinsulfat (CF) und das Keratansulfat (KS) (Shibata u.a. 1998). Prote-
oglycane machen als membranstindiger Besatz meist die hydratisierte Glycocalix
von Zellen aus. Proteoglycane werden abgebaut durch das Zusammenwirken von
verschiedenen Hydrolasen, die aus den Lysosomen stammen. Elastase, Kathepsine
und Hydroxylradikale bauen Proteoglycane ab. Glycosaminoglycanfragmente kon-
nen intralysosomal gespeichert und im Urin ausgeschieden werden. In menschlichem
Blutplasma bzw. —serum sind Chondroitinsulfat sowie geringe Mengen Heparansul-
fat, Heparin, Hyaluronsédure und Keratansulfat enthalten. Verschiedene Hormone wie
z.B. der Schilddriise und Zytokine hemmen oder stimulieren die Biosynthese bzw.
den Abbau einzelner Proteoglycane. Hemmend wirken z.B. IL-1 und IL-6, stimulie-
rend wirkt der Tumorwachstumsfaktor-f. Erhohte Werte an Glycosaminoglycanen in
der Synovialfliissigkeit lassen sich bei chronisch-fibroproliferativen Erkrankungen
nachweisen in Abhingigkeit von deren Aktivitit, z.B. bei rheumatoider Arthritis,
Leberzirrhose und Kollagenosen. Im akuten und in frithen Stadien der Entziindung
erhohen sich die Konzentrationen von Aggrecan und korrelierten mit dem Grad der
Zerstorung des Gelenkes (Saxne u.a. 1986). Kubota u.a. (1998) vertraten die Meinung,

dass pathologische Prozesse im Kiefergelenk durch erhohte Aktivitit von Proteinasen
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(MMP-2 und MMP-9) reflektiert werden. Es wurde in den Untersuchungen eine posi-
tive Korrelation zwischen der erhohten Proteoglycansyntheserate und einer gestei-
gerten IL-6-Konzentration nachgewiesen, aber keine Korrelation zwischen Tumor-
nekrosefaktor und Glycosaminoglycanen. Die Autoren schlussfolgerten, dass iiberra-
schend hohe IL-6—Konzentrationen in den operierten Gelenken gefunden wurden, wo
die Zytokine direkt auf die Chondrozyten wirken kénnen und somit als Mediatoren
auf den Knorpelstoffwechsel (z.B. bei Verletzung) auftreten konnten.

Peroxidasen

Die Fihigkeit, den durch Photosynthese entstandenen Sauerstoff zur vollstindigen
und damit maximal effektiven Oxidation von Nahrungsstoffen zu verwenden, hat die
Moglichkeiten biologischer Energieversorgung wesentlich verbessert und stellt ohne
Zweifel eine der wichtigsten Voraussetzungen fiir die Entstehung hoherer Lebens-
formen dar. Allerdings birgt der Umgang mit dem Sauerstoff auch betrachtliche Ge-
fahren fiir den Organismus. Sauerstoff selbst und vor allem seine besonders reakti-
onsfihigen Radikale sind imstande, nahezu alle in lebenden Strukturen vorkommen-
den Verbindungen oxidativ zu verdndern und damit funktionell schwer zu beein-
trichtigen. Alle aerob lebenden Zellen benutzen deshalb die verschiedensten enzy-
matischen und nichtenzymatischen Schutzmechanismen, um dieser Gefihrdung ent-
gegenzutreten (Loffler u. Petrides 2001). UberschieBende Oxidationsprozesse bewir-
ken so genannten oxidativen Stress (Milam u.a. 1998), der Ursache fiir viele pa-
thophysiologische Prozesse wie z.B. der Atherosklerose und des Alterungsprozesses,
und von Erkrankungen wie z.B. Krebs, Morbus Alzheimer, Morbus Parkinson und
chronischen Entziindungen ist.

"Freie Radikale" oder einfach "Radikale" sind Zwischenprodukte im Stoffwechsel
und per definitionem ein Atom, ein Molekiil oder eine chemische Verbindung, die in
der duBeren Hiille ein ungepaartes Elektron tragen. Im Allgemeinen entstehen radika-
le entweder durch Homolyse von kovalenten Bindungen oder durch Aufnahme bzw.
Abgabe eines Elektrons. Die Bildung von Radikalen erfolgt kontrolliert durch enzy-
matische Prozesse oder unkontrolliert durch xenobiotische Prozesse, z.B. durch Ta-

bakrauch, Medikamente, Gifte, UV-Strahlung oder Rontgenstrahlung. Zu der hoch-
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reaktiven Spezies freier Radikale mit einem oder mehreren ungepaarten Elektronen
zidhlen das Superoxidradikalanion, das Hydroxylradikal und das Hydroperoxidradi-
kal. Weiterhin existieren im Organismus hochreaktive Molekiile, die die weitere Bil-
dung freier Radikale begiinstigen wie z.B. Peroxidradikale, Singulett-Sauerstoff,
Wasserstoffperoxid, Stickstoffmonoxid, Peroxynitrit (Milam u.a. 1998).

Die schadigende Wirkung, die Sauerstoffradikale hervorrufen, hiangt von der Art des
Sauerstoffradikals ab. Das Hydroxylradikal ist das reaktivste Radikal, das wir ken-
nen. Durch seine extrem kurze Halbwertzeit hat es nur eine lokale Wirkung und je
nach Substrat entweder keinen biologischen Effekt oder es richtet groBen Schaden an
(z.B. Schidigung der Erbsubstanz bis zur Zellzerstorung). Die Bildung von Hydro-
xylradikalen wird von den Metallionen Eisen und Kupfer (Fe** und Cu®*) katalysiert,
so dass man diese freien Metalle auch als Radikale bezeichnet. Ein Zuviel an Bil-
dung von Sauerstoffradikalen ist fiir den Korper schidlich. Die ,,Ziele" von Sauer-
stoffradikalen sind vorzugsweise die Desoxyribonukleinsduren, dort fiithren sie z.B.
zu falscher Sequenzablesung. Der Korper verfiigt aber iiber komplexe Schutzsyste-
me, die Antioxidantien genannt werden. Dabei handelt es sich um Substanzen, die
Oxidationsprozesse verhindern bzw. neutralisieren konnen. Dazu zdhlen vor allem
Enzyme, metallbindende Proteine, niedermolekulare nutritiv zugefiihrte Verbindun-
gen und essentielle Spurenelemente, die als Kofaktoren der enzymatischen Antioxi-
dantien fungieren. Zu den enzymatischen Antioxidantien wird z.B. die Superoxid-
Dismutase gezihlt, welche das Superoxid sehr schnell in Wasserstoffperoxid um-
wandelt. Aus Wasserstoffperoxid wiirde aber in Gegenwart von Metallionen das po-
tente Hydroxyl-Radikal entstehen. Weitere enzymatische Antioxidantien, wie die
Katalase und die Glutathion-Peroxidase konnen aber Wasserstoffperoxid neutralisie-
ren. Ein weiterer Schutzmechanismus sind die metallbindenden Proteine, die verhin-
dern, dass die Metalle in freier ionisierter Form vorliegen. Sie halten die Balance
zwischen Oxidation und Antioxidation aufrecht, da einige Metalle wie Kupfer, Zink,
Mangan und Selen auch als Kofaktoren der enzymatischen Antioxidantien wichtig
sind. Der dritte Schutzmechanismus sind die nutritiven Substanzen, die Vitamine A,

C und E, die Carotenoide und die Flavonoide. Diese Substanzen verhindern vor al-
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lem die Lipidperoxidation, indem sie Peroxyl-Radikale inaktivieren (Milam u.a.
1998). Diese Autoren haben ein Modell fiir degenerative Kiefergelenkerkrankungen
als Folge von oxidativem Stress entwickelt. Sie vermuten, dass sich freie Radikale
im artikuldren Geweben des Kiefergelenkes als Resultat von mechanischem Stress
ansammeln konnen, der wiederum verursacht wird durch funktionelle oder parafunk-
tionelle Bewegungen des Kiefers z.B. Bruxismus. Freie Radikale konnen im Kiefer-
gelenk durch verschiedene Mechanismen als Folge von mechanischem Stress gebil-
det werden. Diese Mechanismen umfassen nach von Milam u.a. (1998):

1. den Prozess der homolytischen Spaltung durch mechanische Zerstérung von

Molekiilen aufgrund von extremem mechanischem Stress

2. den Hypoxie-Reperfusionsmechanismus

3. den Phospholipid-Katabolismus, induziert durch Scherkrifte

4. die Nichtankopplung des Elektronentransports in den Mitochondrien von me-

chanisch gestressten Zellen.

AuBerdem konnen andere Spezies freier Radikale, welche das extrem reaktive und
zerstorende Hydroxyl-Radikal enthalten, gebildet werden iiber den Peroxynitrit-Weg,
wenn die Stickoxid-Produktion erhoht ist oder durch eine Fez+—katalysierte Reaktion.
Die Masse des redoxreaktiven Eisens ist enthalten im Hamoglobin. Darum kdnnten
Mikroblutungen im traumatisierten oder entziindeten Gewebe eine Quelle des redox-
reaktiven Eisens sein, welches wiederum die Bildung von extrem zerstorenden freien
Radikalen katalysiert. Freie Radikale, die im normalen Kiefergelenk durch diese Me-
chanismen gebildet werden, miissen nicht zur Erkrankung fithren, wenn Abbaume-
chanismen der freien Radikale ihre Ansammlung verhindern. Ist jedoch die Abbau-
kapazitit der betroffenen artikuldren Gewebe iiberschritten infolge einer iiberschie-
Benden Produktion freier Radikale, kann eine signifikante Zerstorung der Gewebe
eintreten. Auch wenn die Abbaukapazitit der betroffenen Gewebe beeintrichtigt ist
durch genetische Mingel oder Erndhrungsméngel, kann es zur Gewebezerstorung
kommen.
Die Zerstorungen im Gewebe, verursacht durch eine Ansammlung freier Radikale,

konnen erkldrt werden durch verschiedene Mechanismen (Milam u.a. 1998). Abbau-
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produkte der extrazelluldren Matrix, geformt durch den Angriff freier Radikale, kon-
nen entziindliche Zellpopulationen anziehen, die weitere freie Radikale bilden kon-
nen. AuBlerdem ist es moglich, dass diese Zellen aktiviert werden zur Synthese und
Sekretion proinflammatorischer Zytokine wie IL-18, TNF-a, IL-6, die dann ansissi-
ge Zellpopulationen stimulieren zur Produktion aktiver matrixabbauender Enzyme,
welche wiederum die Degradierung der betroffenen Gewebe fordern konnen. Auller-
dem konnen sich proinflammatorische Molekiile wie Prostaglandine, Leukotriene,
Bradykinin, Histamine entwickeln, die zu weiteren Mikroblutungen und Schmerz
beitragen. Wenn sich solche Veridnderungen entwickeln, werden die biomechani-
schen Eigenschaften der betroffenen artikuldren Gewebe negativ beeinflusst, was
dann zu erhohtem mechanischem Stress fiithrt und zu einer dramatischen Verschlech-
terung des Zustandes im Gelenk. Eine Diskusverlagerung als Folge ist moglich. Bei
anfdlligen Individuen kann das Krankheitsstadium erreicht werden, wenn die adapti-
ven Mechanismen iiberfordert sind. Zuriickzufithren wire dies bei diesen Personen
auf spezifische strukturelle oder funktionelle Merkmale des mastikatorischen Sys-
tems (skelettale Architektur, muskulidre Funktion, Priadisposition zu parafunktionel-
len Habits). Auch eine Pradisposition zur Anhdufung von freien Radikalen im Ge-
webe der Kiefergelenke ist nach Meinung von Milam u.a. (1998) moglich. Individu-
en, die wesentliche Mingel beim Abbau freier Radikale bzw. bei den Reparaturme-
chanismen aufweisen oder Individuen, die zu einer iibersteigerten Produktion von
freien Radikalen neigen (z.B. Blutungsdyskrasie, Eiseniiberladung des Organismus,
hormonelle Erkrankungen), sind Beispiele dafiir.

Lin u.a. (1994) lieferten den vorldufigen Nachweis dafiir, dass die Superoxiddismu-
tase, ein Enzym welches die Dismutation von Superoxidanionen zu Wasserstoffpe-
roxid katalysiert, eine effektive Reduzierung von klinischen Symptomen bei Patien-
ten mit Kiefergelenkserkrankungen bewirkte, die vorher auf keine konventionelle
Therapie ansprachen. Milam u.a. (1998) glauben, dass Therapien, die ausgerichtet
sind auf eine Reduktion oder Eliminierung freier Radikale im Kiefergelenk, metho-
disch noch mit Vorsicht anzusehen sind, bis zukiinftige Studien die genaue Rolle der

hochreaktiven Molekiile in der Pathogenese der Kiefergelenkerkrankungen geklirt
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haben. Diese Zuriickhaltung basiert auf der Erkenntnis, dass einige Stadien der Er-
krankung resultieren aus einem Mangel an produzierten freien Radikalen. Freie Ra-
dikale spielen auch eine bedeutende Rolle in den normalen Funktionen des Gewebes.
Darum konnten unkritische Manipulationen der Produktion von freien Radikalen im

Gewebe zu iatrogenen Schiden fiihren.

2.6 Tiermodelle zur Untersuchung von Kiefergelenkerkrankungen

Das Tiermodell bietet im Vergleich zur Untersuchungen am Menschen wesentliche
Vorteile. Wihrend am Menschen nur dann invasive Diagnostik betrieben werden
kann, wenn bereits mit pathologischen Verdnderungen des zu untersuchenden Gewe-
bes gerechnet werden muss, ist man beim Tierversuch auch in der Lage, die Reaktion
von gesundem Gewebe zu beurteilen. Die so gewonnenen Erkenntnisse, z.B. bio-
chemische Messwerte, stellen damit in Untersuchungen zum Verlauf von Erkran-
kungen die Ausgangswerte oder Normalwerte dar, welche sich als Folge der Krank-
heit verdndern. Demzufolge wurden unterschiedliche Tiermodelle in den letzten Jah-
ren immer héufiger auch fiir die biochemische Analyse von Gelenkserkrankungen
genutzt. Bereits Sapolsky (1974) wies auf eine Lockerung der Knorpelstruktur und
eine vermehrte Wasseraufnahme als fritheste Veridnderungen bei degenerativen Ge-
lenkverdnderungen im Tierversuch hin und vermutete eine gesteigerte Aktivitit lyso-
somaler Enzyme als Ursache. Riegels-Nielsen u.a. (1987) zeigten in einem Tiermo-
dell an Kaninchen, dass zwischen Tag 5 und 7 der Gelenkinfektion irreversible
Schédden verblieben. Sie postulierten aus den Untersuchungen, dass die Behandlung
einer septischen Arthritis so zu erfolgen hat, dass das Gelenk bereits vor dem 5. Tag
wieder sterile Verhiltnisse aufweist. Venn u.a. (1993) untersuchten an Tieren das
Synovialfluid von Kniegelenken mit experimentell erzeugter Arthritis im Vergleich
mit den kontralateralen unbehandelten Gelenken. Die Konzentrationen von Zytoki-
nen, Glycosaminoglycanen und Proteasen wurde analysiert und eine mogliche Korre-
lation zur gemessenen Proteoglycansynthese im korrespondierenden Gelenkknorpel

untersucht. Die Studie sollte helfen, die potentielle Bedeutung von Zytokinen in frii-
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hen Stadien von Osteoarthritis zu verdeutlichen. Kapila u.a. (1995) entwickelten ein
Tiermodell zur antigen-induzierten Arthritis des Kiefergelenkes an Kaninchen und
beobachteten histologisch die Zerstorung des Diskus.

Carleson u.a. (1996) studierten die Interaktionen von humanrekombinantem Inter-
leukin-1o, Neurokinin A, Calcitonin genverwandten Peptiden und Neuropeptid Y im
Cerebrospinalfluid, im Plasma und in der Synovialfliissigkeit von Ratten mit experi-
mentell erzeugter Monoarthritis. Im Plasma ergaben sich keine signifikanten Verin-
derungen. Die entscheidenden Immunreaktionen wiesen die Perfusate der Kieferge-
lenke auf. Die Autoren postulierten, dass eine Beteiligung des Nervensystems an der
Entstehung einer experimentell erzeugten Monoarthritis in den betroffenen Gelenken
entscheidend gewesen sein konnte.

Hatton und Swan (1986) untersuchten die Biochemie und die Schmiereigenschaften
des Synovialfluid im Kiefergelenk bei Rindern. Sie konnten suffiziente Mengen der
Fliissigkeit gewinnen. Sie fanden heraus, dass Rindergelenke @hnliche chemische
und Schmiereigenschaften haben wie menschliche Gelenke und sich darum gut als
Studienmodell eignen.

Von Kaduk u.a. (2003) wurden das Landschweins als Tiermodell fiir die Testung
arthroskopischer Kiefergelenkoperationen entwickelt, getestet und als sehr gut ver-
gleichbar zum menschlichen Kiefergelenk fiir weitere Forschungsarbeiten und Ausbil-
dungszwecke empfohlen. Da die entziindliche Antwort unabhédngig von den unter-
schiedlichen Mechanismen ihrer Auslosung immer nach dem gleichen Schema ablduft
(Evans und Whicher 1997), kann dieses Tiermodell auch fiir die biochemische Untersu-
chung der Reaktion des Kiefergelenks auf verschieden starke chirurgische Reize be-

nutzt werden.
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3 Material und Methode

3.1 Untersuchungsmaterial, Operationsmethoden und Gruppeneinteilung

Die Untersuchungen erfolgten mit Zustimmung der Tierschutzkommission des Lan-
des Mecklenburg/Vorpommern an 19 gesunden, nicht vorbehandelten jugendlichen
Landschweinen mit einem Korpergewicht von durchschnittlich 29,6 + 2,3 kg. Sie
wurden einem beidseitigen arthroskopischen Kiefergelenkeingriff unterschiedlicher
Intensitit mit gleichzeitiger Lavage unterzogen und anschliefend im Abstand von 14
Tagen und nochmals nach 4 bzw. 8 Wochen arthroskopisch nachuntersucht, wobei
erneut Spiilfliissigkeitsproben gewonnen werden konnten. Nach der letzten
arthroskopischen Kontrolle wurden die Tiere geopfert. Fiir die vorliegende Untersu-
chung standen somit Lavagefliissigkeitsproben von drei standardisierten Zeitpunkten
zur Verfiigung. In der Zeit nach der ersten Arthroskopie erhielten die Tiere tdglich
500 g Sniff-Alleindiit fiir Mikro- und Minischweine (Zucht) mit einem Nédhrwert
von 12,3 MJ pro kg. Sie wurden bei der Fiitterung téglich auf klinische Zeichen einer
postoperativen Komplikation kontrolliert. Besonderes Augenmerk lag auf der Erken-
nung von Entziindungszeichen und Abweichungen bei der Nahrungsaufnahme, um
Riickschliisse auf die Kiefergelenkfunktion ziehen zu konnen. Als Komplikation
wurde lediglich ein Subcutanabszess beobachtet, der nach arthroskopischem Erstein-
griff auftrat. Der Abszess konnte durch Inzision und i.m.-Antibiose (Oxytetracyclin
fiir 5 Tage) erfolgreich therapiert werden. Das betroffene Kiefergelenk wurde nicht
in die vorliegende Untersuchung einbezogen.

Die Narkose erfolgte 30 Minuten nach einer Primedikation mit 4 ml StreBnil der
Firma Jansen-Zilag (1 ml = 40 mg Azaperon) durch eine i.m.-Mischinjektion aus 15
mg Dormicum und 1500 mg Ketamin und wurde bei Bedarf mit der Hélfte der Dosis
nach einer Stunde wiederholt. Eine einmalige intramuskuldre Antibiose mit Dupha-
cycline LA (Oxytetracyclin) in einer Dosis von 20 mg/kg Korpergewicht wurde je-

dem Versuchstier vor Operationsbeginn verabreicht. Bei der Narkose trat ebenfalls
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nur einmal eine Komplikation auf, die durch Intubation und kurzzeitige Beatmung
beherrscht werden konnte. Es handelte sich hierbei um eine Uberdosierung mit Dor-
micum, die zu einer Atemdepression fiihrte.

Der arthroskopische Zugang erfolgte nach einer von Kaduk u.a. (2003) am isolierten

Schweinekiefergelenk beschriebenen Videoarthroskopietechnik.
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Abb. 2: Arthroskopisches Vorgehen am Schweinekiefergelenk unter Einsatz eines

Wasserstrahlskalpells

Alle Kiefergelenke wurden bei der ersten Operation zunéchst arthroskopiert und da-
bei eine Lavagefliissigkeitsprobe zur Bestimmung von Ausgangswerten gewonnen.
Die Lavage des oberen Gelenkspaltes erfolgte mit einer 0,2 %-igen isotonischen
Kochsalzlosung. Nach dem arthroskopischen Zugang zum Gelenk und der Entnahme
der ersten Lavagefliissigkeitsprobe erfolgte dann die jeweilige arthroskopische Kie-

fergelenkoperation.
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Bei insgesamt zwanzig Gelenken wurde unter arthroskopischer Sicht eine dorsale
Bandplastik durch Bestrahlung mit einem Wasserstrahlskalpell (Hydrojet) durchge-
fiihrt, wobei unterschiedliche Schneidstrahldriicke (Kaduk 1999) von sechzig, neun-
zig, einhundertzwanzig oder einhundertfiinfzig Bar verwendet wurden. Um den Ef-
fekt der Wasserstrahlbandplastik noch zu verstiarken, wurde bei acht Gelenken zu-

satzlich die Applikation eines resorbierbaren Polylaktidpfeiles in den hinteren Band-

apparat durchgefiihrt.

Abb. 3: Die arthroskopische dorsale Bandplastik am Kiefergelenk mit Wasserstrahl-
skalpell und resorbierbarem Polylaktidpfeil (Diskarrow)

Die erste Kontrollarthroskopie mit Lavagefliissigkeitsgewinnung erfolgte 2 Wochen

nach den Operationen. Im Abstand von vier bzw. acht Wochen fand eine zweite,

abschlieende arthroskopische Nachuntersuchung unter erneuter Gewinnung von

Gelenkspiilfliissigkeit statt, so dass von allen operierten Tieren je Kiefergelenk drei

Spiilfliissigkeitsproben vorlagen. Diese drei Kiefergelenkspiilfliissigkeitsproben
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wurden in der vorliegenden Untersuchung ausgewertet. Unmittelbar im Anschluss an
die dritte Arthroskopie wurden die Tiere geopfert.
Da die Punktion der Kiefergelenke zu Blutungen fiihren kann, ist es nicht immer zu
vermeiden, dass bei der Gewinnung von Gelenkspiilfliissigkeit auch Blutbestandteile
in die Proben gelangen. 12 Proben mit sichtbarer Rotfarbung wurden verworfen, um
eine Verfilschung der Messwerte durch hdmolytische Reaktionen auszuschlieBen.
Weitere 14 Proben kamen im einjdhrigen Verlauf des Probensammelns abhanden.
Dies fiihrte praktisch dazu, dass nicht immer drei Proben je Gelenk zur Verfiigung
standen.
In Abhéngigkeit von der durchgefiihrten Operationsmethode wurden die Lavagefliis-
sigkeitsproben vorerst in 3 Gruppen eingeteilt:
Gruppe 1: Arthroskopie, Lavage; n=9
Gruppe 3: Arthroskopie, Lavage, Hydrojet (ohne Beachtung des Dru-
ckes), ohne Gelenkpfeil; n=20
Gruppe 5: Arthroskopie, Lavage, Hydrojet > 90bar, mit Gelenkpfeil; n=8
Um genauere Aussagen iiber die Wirkung des Wasserstrahldruckes machen zu kon-
nen, wurde die Gruppe 3 weiter unterteilt in die Gruppe 2 und 4:
Gruppe 2: Arthroskopie, Lavage, Hydrojet < 90 bar, ohne Gelenkpfeil;
n=11
Gruppe 4: Arthroskopie, Lavage, Hydrojet > 90 bar, ohne Gelenkpfeil;
n=9
Daraus ergab sich die Notwendigkeit, die Vergleiche nach zwei Schemata durchzu-
fiihren (s. Anhang), da ansonsten zumindest teilweise die gleichen Gelenke gegen-
ibergestellt worden wiren. Die Auswertung der einzelnen Operationsgruppen erfolg-
te nach dem Schema A und B:
=  Schema A: Gruppen 1, 3, 5
=  Schema B: Gruppen 1, 2,4 und 5
Mit dem Gruppenvergleich nach Schema A sollte eine Aussage getroffen werden,
inwieweit sich die zusitzliche druckunabhédngige operative Manipulation mit einem

Hydrojet (Gr.3) bzw. die Applikation eines Gelenkpfeiles (Gr.5) auf die zu bestim-
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menden Parameter der Lavagefliissigkeit im Verhiltnis zur reinen Arthroskopie
(Gr.1) auswirkte. Beim Schema B stand die Bestimmung von Unterschieden beim
Arbeiten am Gelenk mit dem Hydrojet und Wasserdriicken < 90bar (Gr.2) bzw. >90
bar (Gr.4) im Vordergrund.

3.2 Untersuchungsablauf

Die im einzelnen variierenden Mengen der Lavagefliissigkeit (5-20 ml) wurden in
Glisern gesammelt, bei 12000 min" entsprechend ca 14900 g und ca. +2°C
zentrifugiert und anschlieBend bei ca. -18°C gelagert. Die tierexperimentelle
Operationsphase und damit auch das Probensammeln erstreckten sich iiber ca. ein
Jahr. Im Anschluss daran war ein Aufkonzentrieren des Untersuchungsgutes aufgrund
der starken Verdiinnung bei der Lavage erforderlich, was durch Zentrifugation mit
einer Hochgeschwindigkeitsschleuder (Biofuge 13, Herdus, Hanau/BRD) erfolgte.
Von jeder Kiefergelenkprobe pipettierten wir hierzu je 6 Portionen von 750 ul
Lavage-fliissigkeit in Zentrifugalfilter Microcon YM-3 der Fa. Amicon (Enschede,
Niederlande) mit einer Ausschlussgrenze von 3000 NMWL und zentrifugierten immer
iiber die gleiche Zeitspanne von 60 Minuten. AnschlieBend wurden mit einer
Prizisionswaage die Massen des Konzentrats und der angefallenen Restmenge im
Microcon-Filter bestimmt und daraus der Konzentrierungsfaktor errechnet. Danach
wurden die aufkonzentrierten Proben erneut bis zu den einzelnen
Untersuchungsgingen der zu bestimmenden biochemischem Parameter bei —18°C

gelagert.

3.3 Biochemische Parameter und MeBmethoden

Die Untersuchungsparameter wurden nach den Kriterien der groftmoglichen Rele-
vanz fiir die Wundheilung und nach Aktualitit aus einer Vielzahl von Moglichkeiten

ausgewihlt.
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3.3.1 GesamteiweiB

Die Bestimmung von Gesamteiwei3 erfolgte nach der Methode von Lowry u.a.
(1953) in der Modifikation von Keil und Sormova (1964). Man gibt zu einer Eiweil3-
16sung eine weitere Losung C (= 50ml Losung A und 1 ml Losung B), die sich aus
den Losungen A und B zusammensetzt (Losung A = 2g Na,CO3 mit 0,1 n NaOH auf
100 ml aufgefiillt; Losung B = 0,5%ige CuSO4 -Losung in 1%iger Natriumtartratlo-
sung). Die EiweiB1osung und Losung C wurden gut vermischt und nach 10 Minuten
eine weitere Losung (Losung E = Phenolreagenz nach Folin-Ciolcalteu, eingestellt
als 1n Sdure) zugegeben. Nach Ablauf von 30 Minuten konnte dann die Messung der
Extinktion am Photometer gegen Wasser bei einer Wellenldnge von 750 nm durch-
gefithrt werden. Die Auswertung erfolgte durch das Mitlaufen einer Eichreihe, fiir
die ein Eiweil-Standard (Humanserum-Albumin, Roche, Mannheim) in vorgegebe-
nen Konzentrationen verwendet wurde. Durch Interpolation im linearen Teil der
Eichkurve konnte die Menge an 16slichem Eiweill bestimmt und in g/l umgerechnet
werden. Gemessen wurde so der Gesamteiweiflgehalt, der im Weiteren vereinfa-
chend als Eiweil} bezeichnet wird. Wenn die ermittelten Extinktionen auferhalb des
Bereiches der Eichgeraden lagen, wurden die Probelosungen mit stirkerer Verdiin-
nung (30 pl bzw. 20 pl bzw. 10 pl bzw. 5 pl auf 500 pl NaCL-Losung) hergestellt
und ihre Konzentration erneut bestimmt. Die unterschiedlichen Verdiinnungen wur-
den rechnerisch durch Multiplikation mit dem entsprechenden Verdiinnungsfaktor

beriicksichtigt.

3.3.2 Interleukin-18

Zum Nachweis von Interleukin-16 wurde der hochsensitive ELISA-Test der Fa. Ro-
che Diagnostics GmbH (Mannheim, BRD) verwandt. Dabei handelt es sich um ei-
nen photometrischen Enzymimmunoassay fiir die quantitative in vitro-Bestimmung
des humanen Interleukin-18 in streptavidinbedeckten Mikrotiterplatten. Das ELISA-
System weist sowohl natiirliches als auch rekombinantes humanes Interleukin-10

nach. Der Nachweis basiert auf dem quantitativen ,,Sandwich-Enzym-
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Immunoassay“-Prinzip, welches monoklonale Antikorper der Maus nutzt, die ge-
richtet sind gegen zwei verschiedene Epitope von IL-18. Eine Mikrotiterplatte wurde
vorher mit dem monoklonalen Antikorper beschichtet. Wihrend des ersten Inkubati-
onsschrittes wird das Interleukin-16 der Standards und der Proben (je 50 pl) simul-
tan durch mit Biotin gekennzeichnete monoklonale Antikorper und an Peroxidase
konjugierte monoklonale Antikdrper der Maus gebunden. Bei der anschlieenden
zweistlindigen Inkubation bei Raumtemperatur wird der sich bildende Komplex iiber
Biotinantikorper an die streptavidinbeschichtete Oberfliche der Mikrotiterplatte ge-
bunden.

Nach dem Waschvorgang erfolgte der nichste Inkubationsschritt bei Dunkelheit.
Hierbei wurde ein enzymgebundener Antikorper, der fiir IL-16 spezifisch ist, in die
Griibchen der Mikrotiterplatte pipettiert. Es schloss sich wiederum ein Waschvor-
gang an, dann wurde eine Substratlosung in die Griibchen gegeben. Nach Ablauf der
nichsten Inkubationsperiode gaben wir die Verstidrkerlosung hinzu, wonach sich die
Farbe proportional zur Menge des im ersten Schritt gebundenen IL-18 entwickelte.
Die Farbentwicklung wurde mit Hilfe einer Stopplosung beendet und die Bestim-
mung der Extinktion erfolgte bei einer Wellenldnge von 450 nm und einer Refe-
renzwellenldnge von 620 nm mit einem Mikrotiterplattenphotometer (anthos 2010;
Anthos, Krefeld, BRD). Standards mit definierten Konzentrationen liefen in jedem
Assay mit und ermoglichten die Erstellung einer Eichkurve, aus der die Konzentrati-
onen der Proben rechnerisch ermittelt wurden. Die Konzentrationen wurden in ng/l

erhalten.

3.3.3 Kollagenase

Der Nachweis der Kollagenasen wurde spektrophotometrisch nach Zardenata et. al.
(1998) mit Hilfe von Lederpulver-Azurblau (HPA= Hide Powder Azur) von der Fa.
SIGMA (Deisenhofen, BRD) gefiihrt. Fiir jede Probe wurden jeweils 10 mg HPA in
ein Reaktionsgefdss gefiillt und dann 100ul Arbeitspuffer sowie 100 pl Probenlo-
sung dazugegeben. Zur Herstellung des Arbeitspuffers 16sten wir 55,5 mg CaCl, x 6
H,0 mit einem TRIS-Puffer (50 mmol/l, pH 7,4) und fiillten anschlieBend mit dem
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Puffer auf 100 ml auf. TRIS-Puffer—Stammldsung entsteht durch Losen von 24,23 g
TRIS-Base (M = 121,14 g/mol) in 1,0 1 aqua bidest. Die Pufferlosung mit pH 7,4
erhédlt man durch Versetzen von 25 ml TRIS-Stammldsung mit 41,4 ml einer 0,1 n
HCl-Losung und Auffiillen mit Aqua bidest. auf 100 ml. Die Gefidlle wurden durch
Riitteln im Mixer gut vermischt und 2 Tage lang bei 37°C inkubiert. Je 100 pl der
Reaktionslosung wurden anschlieBend in eine Mikrotiterplatte iiberfiihrt. Die Ex-
tinktion bestimmten wir mit einem Mikrotiterplattenfotometer anthos 2010 der Fir-
ma Anthos (Krefeld, BRD) bei einer Wellenldnge von 492 nm und einer Referenz-
wellenldnge von 620 nm. Die Hohe der Extinktion aufgrund des freigesetzten Farb-
stoffs ist direkt proportional zur Kollagenase-Aktivitit. Auf eine Umrechnung in die
wahre Enzymaktivitdt mit Hilfe einer Eichkurve anhand von Losungen bekannter
Kollagenaseaktivitit wurde im weiteren Verlauf verzichtet; alle Auswertungen er-
folgten in Anlehnung an Zardeneta u.a. (1998) vielmehr anhand der relativen Aktivi-

titen, ausgedriickt durch die Extinktion bei 492 nm.

3.3.4 N-Acetyl-B-D-glucosaminidase

Die Bestimmung der N-Acetyl-B-D-glucosaminidase erfolgte mit einem Testkit der
Fa. Boehringer (Mannheim). Das Nachweisprinzip besteht darin, dass 3-Kresolsulfon-
phtaleinyl-N-acetyl-B-D-glucosaminid, Natriumsalz, durch die N-Acetyl-8-D-glucos-
aminidase hydrolysiert wird unter Freisetzung von 3-Kresolsul-fonphtalein, Natrium-
salz (3-Kresolpurpur), welches dann bei 580 nm photometrisch bestimmt wird.
Zunichst wurde eine Pufferlosung, bestehend aus Zitronensdure und Kaliumcitrat in
55 ml bidestiliertem Wasser gelost, hergestellt. Die Substratlosung entsteht durch
Vermischen von 55 ml der Pufferlosung mit einem lyophilisiertem Substrat, bestehend
aus 3-Kresolsulfonphtaleinyl-N-acetyl-3-D-glucosaminid, Natriumsalz und Borax.
400 ul dieser Substratlosung wurden zunichst 5 Minuten bei 37°C inkubiert, dann
erfolgte die Zugabe von 200 pl Lavagefluid und wiederum eine 60-miniitige Inkuba-

tion bei 37°C. Nach dieser Zeit wurde die Reaktion gestoppt durch Zugabe von 800 pl
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eines Stoppreagens, bestehend aus Natriumcarbonat, das wir 10 Minuten einwirken
lieBen. Anschlieend erfolgte die photometrische Messung bei 580 nm innerhalb von
50 Minuten gegen einen Reagentien-Leerwert, der dreifach bestimmt wurde. Da aus
Vorversuchen heraus mit einer geringen Aktivitit der N-Acetyl-B-D-glucosaminidase
zu rechnen war, wurde die Inkubationszeit von 15 auf 60 Minuten erhoht, was bei der
Berechnung der Aktivititen in U/l mit dem Faktor Y% beriicksichtigt wurde. Die

Berechnung der Aktivititen erfolgte nach der Formel:

3-Kresolsulfonphtalein: €sgonm = 40,67 [l-mmol'l-cm'l]

1000-3,05 .
40,67-1-0,05-15-4

Volumenaktivitdt = Eprope =100-8&p [U /1]

¢ = molarer Extinktionskoeffizient

3.3.5 Glycosaminoglycane

Zur Analyse der sulfatierten Glycosaminoglycane wurde ein Alcianblau-Bindungs-
assay der Fa. Wieslab AB (Lund, Schweden) angewandt. Das Prinzip des Nachwei-
ses basiert auf der spezifischen Wechselwirkung zwischen sulfatierten Polymeren
und dem tetravalenten kationischen Farbstoff Alcianblau (Bjornsson 1993). Der
Nachweis wurde bei einem pH-Wert ausgefiihrt, der niedrig genug war, um alle
Carboxyl- und Phosphorsiduregruppen zu neutralisieren, und bei einer lonenstérke,
die gro}3 genug war, um ionische Wechselwirkungen auBler denen zwischen Alci-
anblau und sulfatierten Glycosaminoglycanen zu eliminieren. Hyaluronsdure, ein
sulfatiertes Glycosaminoglycan, reagierte in diesem Nachweis nicht. Zur Herstellung
einer Alcianblau-Arbeitslosung wurden zunichst folgende Reagenzien in Anteilen
gemischt: 50 ml SAT-Losung (enthélt 0,3% H,SO4 und 0,75% Triton X-100) + 90
ml Wasser + 10 ml Alcianblau-Stammlosung (enthilt 0,1% H,;SO4 und 0,4 mol/l
GuHCI). Weiterhin wurden sechs Eichlosungen, die Chondroitinsulfat-6 verdiinnt in

Wasser mit einer Konzentration von 2.,5; 5; 10; 20; 30 bzw. 40 pg/ml enthielten,
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hergestellt. Je 50 ul Wasser (Leerwert), Eichlosungen bzw. Proben pipettierten wir
in ein Gefdl, gaben jeweils 50 pl 8 mol/l GuHCI dazu, mischten griindlich und in-
kubierten dann 15 min bei Raumtemperatur. Nach Zugabe von 50 pul SAT-Losung
wurde erneut fiir 15 min inkubiert und nach Zugabe von 750 pl Alcianblau-
Arbeitslosung wiederum fiir die gleiche Zeitdauer bei Raumtemperatur. Anschlie-
Bend zentrifugierten wir 15 min lang bei ca 14900 g und saugten dann den Uber-
stand mit einer Kaniile ab. Nun erfolgte ein Waschen der gewonnenen Pellets durch
die Zugabe von 500 pl DMSO-Losung (enthdlt 40% Dimethylsulfoxid und 0,05
mol/l MgCl,), 15 miniitiges Mischen auf einem Riittler und erneutes Zentrifugieren
fiir 15 min bei ca 14900 g. Wiederum wurde der Uberstand entfernt. Zum Auflésen
der Pellets gaben wir jetzt 500 ul Gu-Prop-Losung (enthélt 4 mol/l GuHCI, 33% 1-
Propanol und 25% Triton X-100) in die Gefille, schiittelten erneut 15 min auf einem
Riittler und kontrollierten dann, ob sich die Pellets vollstindig aufgelost hatten. Je-
weils 240 pl gaben wir abschlieBend in die Griibchen einer Mikrotiterplatte und be-
stimmten die Extinktion bei 600-620 nm mit einem Mikrotiterplattenfotometer
(anthos 2010) der Firma Anthos, Krefeld, BRD. Die Bestimmung der Menge an
Glycosaminoglycanen erfolgte graphisch, wobei die Extinktionswerte gegen die
Menge an Glycosaminoglycanen in jeder Eichlosung dargestellt wurden. Aus den
Datenpunkten war eine Geradengleichung zu berechnen, mit der dann die Konzent-

rationen in jeder Probe ermittelt werden konnten.

3.3.6 Peroxidasen

Zum Nachweis der gesamten Peroxidaseaktivitit nutzten wir die Methode nach
Mansson-Rahemtulla (1986). Die Methode beruht auf der Reduktion des gefirbten
Produktes 5,5°-Dithiobis(2-nitrobenzoesdure) (DTNB) zur farblosen Verbindung
Nitrobenzoesdure (NBS). Zur Herstellung des zunichst notwendigen NBS-Nach-
weispuffers wurden 2 ml DTNB-Stammlosung und 0,45 ml Stammlosung Mercap-
toethanol (MSH) in einem Kolben zusammengegeben, vermischt und fiinf Minuten

stehen gelassen. Dann fiillten wir den Inhalt des Kolbens mit 0,1 m Phosphatpuffer

45



(pH=5,6) auf 50 ml auf. Die Stamml&sung DTNB entsteht durch Losen von 29,1 mg
DTNB in 7,5 ml 0,1 mol/l K;HPO4 (pH = 8,8) und Auffiillen mit aqua dest. auf 50
ml. Fiir die Stammlosung MSH werden 78,13 mg Mercaptoethanol in aqua dest.
gelost und auf 100 ml aufgefiillt. Die KSCN-Stammlosung entsteht aus 2,915 g
KSCN und 10 ml aqua bidest. Fiir die Arbeitslésung H>O, (10 mmol/l) verdiinnten
wir 50 ul H,O; (30%ig) auf 100 ml mit aqua bidest. In standardisierten Einmalkii-
vetten wurden 50 pl KSCN-Stammlosung, 1500 pl NBS-Nachweispuffer und 50 pl
Probel6sung miteinander vermischt. Zum Zeitpunkt ,,0 wurde die Extinktion erst-
malig bei einer Wellenldnge von 412 nm gemessen. Diese Bestimmungen erfolgten
an einem Spektrophotometer Specol 221 der Firma Carl Zeiss Jena. AnschlieBend
erfolgte die Zugabe von 75 ul HyO,—Stammlosung. Nach 20 sec. und erneut nach 80
sec. wurde die Extinktion abermals abgelesen. Die Differenz der Extinktionswerte
bei 20 bzw. 80 sec diente zur Berechnung. Alle Peroxidaseaktivitdten wurden in U/l

berechnet.

3.4 Statistik

Die ermittelten Werte wurden mittels univariaten parametrischen und nichtpara-
metrischen statistischen Testmethoden und Korrelationstestmethoden aufgearbeitet.
Eine Beschreibung der angewandten Methoden erfolgt im Anhang.

a) Auswertungen der Gesamtwerte

Zunichst (s.4.1) wurden die Messwerte (Mittelwerte und Standardabweichungen)
aller operierten Tiere unabhingig von der Operationsmethode in Abhéingigkeit vom
Probenentnahmezeitpunkt analysiert. In der Zeitreihe von Spiilung 1 (Ausgangswer-
te) zu Spiilung 2 nach Spiilung 3 erfolgte eine Verlaufskontrolle mit dem nichtpara-
metrischen Friedman-Test und dem nachgeschalteten Wilcoxon-Test (zweiseitig),
um Unterschiede zwischen den Probentnahmezeitpunkten zu erkennen und zu lokali-
sieren. Ergidnzend zum Wilcoxon-Test wurde mit Hilfe des parametrischen gepaarten

t-Tests die GroBe der aufgetretenen Unterschiede zwischen den Messwerten der ein-
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zelnen Spiilungen bewertet. Die Analyse der Korrelationen zwischen den Messwer-

ten der drei Spiilungen erfolgte mit der Rangkorrelation nach Spearman.

b) Auswertungen nach OP-Gruppeneinteilung zum jeweiligen Probenentnah-
mezeitpunkt und Verlaufskontrolle iiber den gesamten Untersuchungszeit-

raum

Die in die vorliegende Studie eingeschlossenen Tiere hatten drei unterschiedliche
Erstoperationen erhalten. Ziel der vorliegenden Untersuchung war es, die Wirkung der
einzelnen Operationstechniken niher zu beschreiben. Fiir jede Komponente wurde
zum Zeitpunkt der Probenentnahme (1, 2, 3) ein Vergleich nach Schema A und B
vorgenommen (s 4.2). Diese Gruppenvergleiche wurden zum einen anhand der
Rangordnung mit dem Kruskal-Wallis-Test und dem nachgeschalteten U-Test zur
Lokalisierung der Gruppenunterschiede, sowie zum anderen mit der Varianzanalyse
als parametrischem Test und nachgeschaltetem Duncan-Test ebenfalls zur Lokalisie-
rung der Unterschiede durchgefiihrt. Der Bonferroni-Test als parametrischer Mehr-
fachtest beriicksichtigte das gednderte Signifikanzniveau. Ergiinzend dazu wurde der t-
Test fiir unabhéngige Stichproben angewendet, um eine Aussage iiber die Grofle der

parametrischen Unterschiede zu erhalten.

Anschlieend wurde fiir jede einzelne Gruppen eine Verlaufskontrolle (s. 4.3) von
Spiilung 1 (Ausgangswerte) zu Spiilung 2 nach Spiilung 3 mit dem Friedman-Test
und dem nachgeschalteten Wilcoxon-Test vorgenommen. Um die diagnostische
Verwertbarkeit der untersuchten Parameter abzuschitzen, wurde weiterhin eine
Trennung der verschiedenen Gruppen anhand von Diskriminanzanalysen durchge-

fithrt (s. 4.4).
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3.5 Methodenkritik

Um Forderungen der Tierschutzkommission bei der Beantragung der Versuchstiere
Rechnung zu tragen und die Anzahl der Versuchstiere zu reduzieren, wurden immer
beide Kiefergelenke eines Tieres operiert. Es wird die Ansicht vertreten, dass die
gegenseitige Beeinflussung so gering ist, dass das Ziel der Studie -herauszufinden ob
die beschriebenen OP-Methoden am Patienten eingesetzt werden konnen- trotzdem
nicht in Frage gestellt war.

Die Kiefergelenklavagefliissigkeit ist ein ausreichendes Medium zur Untersuchung
von Vorgingen in der Synovialfliissigkeit. Die vorliegende Untersuchung hat gezeigt,
dass Lavageproben kein groeres Volumen als fiir die Untersuchung notwendig besit-
zen sollten. Es ist sonst angezeigt, die Proben zu konzentrieren, um in giinstigere
Messbereiche der gewihlten Analysenmethoden zu kommen. Dieser Schritt ist aber
nicht nur zeitaufwendig, sondern auch — trotz der vorgenommenen Bestimmung des
Konzentrierungsfaktors und seiner spiteren rechnerischen Beriicksichtigung — eine
Fehlerquelle, da der Gesamtfehler eines Verfahrens als Summe der Fehler der darin
eingeschlossenen Einzelschritte bestimmt ist. Fiir zukiinftige Lavagefliissigkeitsunter-
suchungen ergibt sich der Vorschlag, zu Beginn zunichst ein Volumen zu definieren,
das den Probenbedarf fiir die vorgesehenen Untersuchungsparameter genau abdeckt.
War es wihrend der Probenentnahme zur sichtbaren Aspiration von grofleren Blut-
mengen und zur Himolyse gekommen, wurden die Proben zum Ausschluss von Feh-
lerquellen verworfen. Dies fiihrte dazu, dass nicht bei allen Tieren eine liickenlose Ver-
laufskontrolle moglich war. Hierin muss ein Mangel der Untersuchung von Lava-
gefliissigkeit gesehen werden In zukiinftigen Untersuchungen sollte auch versucht
werden, den Einfluss von zusitzlichen operationsbedingten Blutbestandteilen in der
Lavageprobe auf die Bestimmung von Knorpelstoffwechsel- und Entziindungsparame-
tern zu bewerten ggf. zu eliminieren. Dies konnte durch Zentrifugieren der Proben un-
mittelbar im Anschluss an die Gewinnung aus dem Gelenkspalt erfolgen.

Bei der Einteilung der Untersuchungsgruppen nach der durchgefiihrten Erstoperation

miisste neben der qualitativen Einschidtzung der Wasserstrahlwirkung durch den O-
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perateur auch die Zeitdauer der Wasserstrahlskalpellapplikation genauer bestimmt
werden. Diese ist neben der z.Z. noch nicht zu standardisierenden bestrahlten Ge-

lenkoberfldche als intraoperative methodische Ungenauigkeit zu bewerten.

Es wire wiinschenswert, fiir jeden biochemisch untersuchten Kontrollparameter den-
jenigen Zeitpunkt zur Untersuchung heranzuziehen, zu dem der Parameter seine

grofite Aussagekraft hat.
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4 Ergebnisse

In den Tabellen und Erldauterungen werden zum Teil Abkiirzungen fiir die Testvari-
ablen verwendet. Die verwendeten Abkiirzungen sind im Abkiirzungsverzeichnis

(s. Anhang) aufgefiihrt.

4.1 Vergleich der Kiefergelenkausgangssituation mit der postoperativen Situati-

on anhand der Durchschnittsmesswerte aller Messungen (Verlaufskontrolle)

Die folgend aufgefiihrten Mittelwerte und Standardabweichungen der gemessenen
Spiilfliissigkeitsbestandteile der Kiefergelenke wurden in der Tab. 2 aufgelistet. Eine
Ubersicht der angewandten statistischen Methoden gibt der Abschnitt 3.4.

Die Gesamteiweilkonzentration stieg im Mittel bei der ersten und der dritten Spii-
lung gegeniiber dem Ausgangswert deutlich an. Bei den Konzentrationen von Inter-
leukin-18 wurde, nach geringfiigigem Absinken des Mittelwertes der zweiten Spii-
lung bezogen auf die erste Spiilung, ein deutlicher Anstieg fiir die dritte Spiilung
erkennbar. Im Mittel unterschieden sich die Aktivititen der Kollagenasen in der ers-
ten und zweiten Spiilung nicht und erhohten sich in der dritten Spiilung nur geringfii-
gig. Der Mittelwert der Aktivititen von N-Acetyl-8-D-glucosaminidase zeigte ein
stark erhohtes Niveau fiir die Messwerte der zweiten Spiilung gegeniiber den Werten
der ersten Spiilung. Die Messwerte der dritten Spiilung sanken dann wieder ab, lagen
jedoch noch deutlich iiber denen der ersten Lavage. Der Mittelwert der Peroxida-
seaktivitdt sank in der zweiten Spiilung geringfiigig unter den Ausgangswert ab,
wihrend er sich in der dritten Spiilung gegeniiber dem Ausgangswert etwas erhoht
zeigte. Die Konzentration der Glycosaminoglycane stieg in der zweiten Spiilung
deutlich an, sank dann in der dritten Spiilung geringfiigig wieder ab, blieb damit je-

doch noch deutlich iiber dem Niveau der ersten Lavage.
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Tab. 2: Beschreibende Statistik aller gemessenen Analyte fiir die erste, zweite und

dritte Lavage ohne Auftrennung in Gruppen

Variablen Lav. n | Einheit | MW S MIN | MAX
Gesamteiweil3 1 32 g/l 0,398 | 0,254 | 0,016 | 1,068
2 31 g/l 0,732 | 0,615 | 0,023 | 3,361

3 22 g/l 0,733 | 0,469 | 0,113 | 1,812

—

Interleukin -1 32 ng/l 1,38 1,48 0,17 8,06

2 29 ng/l 1,32 1,06 0,08 4,02
3 22 ng/l 2,06 2,15 0,10 8,78
Kollagenase 1 32 Es900m | 0,55 0,39 0,17 2,35
2 33 | Esoonm | 0,55 0,46 0,24 2,67
3 23 | Es9onm | 0,65 0,53 0,17 2,69
NAG 1 34 U/ 12,9 10,3 0,4 42,1
2 32 U/ 49,4 56,7 1,1 265,3
3 24 U/ 30,5 30,7 0,3 108.4
Peroxidase 1 34 un 73,1 30,5 | 37,73 | 225,96
2 31 i 71,2 19,6 | 38,78 | 124,56
3 22 un 79,0 199 | 47,12 | 131,17

Glycosaminoglycane 1 34 mg/1 2,61 1,15 0,32 4,90

2 33 mg/1 3,79 1,98 0,78 11,24

3 23 mg/1 3,23 1,95 0,02 8,73

Lav.= Lavagezeitpunkt

4.1.1 Friedman-Test und Wilcoxon-Test

Im parameterfreien Rangtest nach Friedman zeigten sich bei Zusammenfassung aller
Gelenke fiir einige Komponenten in der Zeitreihe (Verlaufskontrolle) dreier aufein-
ander folgender Spiilungen innerhalb von 6 bzw. 8 Wochen deutliche Abweichun-

gen. Wie aus der Tab. 3 zu ersehen ist, ergaben sich signifikante Verinderungen bei
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EW, IL-18 und NAG. Durch den nachfolgenden Wilcoxon-Test konnten diese Ver-
dnderungen genauer lokalisiert werden. Hiernach war die Gesamteiweillkonzentrati-
onen der zweiten und dritten Spiilung gegeniiber den Ausgangswerten signifikant
erhoht, zwischen der zweiten und dritten Spiilung konnten dagegen keine signifikan-
ten Anderungen in der EiweiBkonzentration nachgewiesen werden. Bei den Messun-
gen von IL-1B wird ein hoheres Niveau der dritten Spiilung nur gegeniiber der zwei-
ten Spiilung als signifikant ausgewiesen, beim Vergleich mit den Ausgangsmessun-
gen wird das Signifikanzniveau dagegen nicht erreicht und auch zwischen den Aus-
gangsmessungen und der zweiten Spiilung wurde kein signifikanter Unterschied ge-
funden. Fiir NAG wird eine signifikante Erhohung bei der zweiten und dritten Spii-
lung gegeniiber der Ausgangsuntersuchung nachgewiesen, wéahrend zwischen der
zweiten und dritten Spiilung kein deutlicher Unterschied zu belegen war. Die Werte
der Messungen fiir KOL, PO und GAG entstammten hingegen innerhalb der Zeitrei-
he alle aus einer Grundgesamtheit, signifikante Verdnderungen im Verlauf lieBen

sich hier nicht nachweisen.

Tab. 3: Komponenten der Lavagefliissigkeit mit signifikanten Ergebnissen in der

Verlaufskontrolle

Friedman-Test Wilcoxon-Test
Messgrofie n CQ f p n p w
EW 20 6,10 2 | 0,047 28 0,010 2>1
22 0,017 3>1
IL 18 6,78 2 | 0,034 18 0,035 3>2
NAG 21 10,38 | 2 | 0,006 31 0,001 2>1
23 0,010 3>1

Insgesamt zeigten die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Analyte der Lava-
gefliissigkeit bei Zusammenfassung aller Gelenke somit drei unterschiedliche For-

men des zeitlichen Verlaufs. Gesamteiweil} stieg von der ersten zur zweiten Lavage
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an und blieb auch bei der dritten Lavage auf diesem stark erhdhten Niveau. Interleu-
kin-1p blieb zunichst noch auf dem Ausgangsniveau und stieg erst in der dritten La-
vage an. Kollagenase und Peroxidase zeigten prinzipiell ein gleichartiges Verhalten,
auch wenn im Friedman-Test das Signifikanzniveau nicht erreicht wurde. Bei NAG —
und mit Abstrichen auch bei den Glycosaminoglycanen (hier nur Tendenz ohne Sig-
nifikanz), war zu Beginn, d.h. von Lavage 1 zu Lavage 2, ein starker Anstieg zu ver-

zeichnen, dem dann ein Abfall von Lavage 2 zu Lavage 3 folgte.

4.1.2 Gepaarter t-Test

Bei der Interpretation der nachfolgenden Berechnungen ist zu beachten, dass immer
die Paardifferenz (erste Variable) minus (zweite Variable) gebildet wird. Eine
Zunahme von 1 nach 2 ergibt somit einen negativen Mittelwert der Differenz.
Umgekehrt bedeutet eine positive Differenz, dass eine Abnahme der Werte von 1 nach
2 stattgefunden hatte. Die zusitzlich angegebenen prozentualen Veridnderungen
beziehen sich immer auf die jeweils erste Variable im Paar mit 100 %. Eine gewisse
Einschriankung ergibt sich daraus, dass in den jeweiligen Vergleich nur solche
Gelenke einbezogen wurden, fiir die ein Messwertepaar beider verglichenen
Messungen vorlag. Aufgrund dessen, dass einige Proben nicht verwendet werden

konnten, verringert sich die Zahl der jeweils verglichenen Gelenke.

a) Eiweil}

Die signifikante Erhohung der EiweiBmesswerte bei der zweiten und dritten Spiilung,
welche schon durch den Wilcoxon-Test nachgewiesen wurde, konnte auch mittels
gepaarten t-Tests bestdtigt werden. Der Mittelwert der Ausgangsspiilung von 0,413
mg/ml erhohte sich in der zweiten Spiilung um 0,310 mg/ml entsprechend einer Zu-
nahme von 77,9 %. Das Mittel der gemessenen Werte der dritten Spiilung lag um
84,6 % iiber dem Ausgangsmittelwert. Im Vergleich zur zweiten Spiilung nahm die
Konzentration der dritten Spiilung nochmals um 7,9 % zu. Die Ergebnisse des t-

Testes zeigt die Tab. 4.
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Tab. 4: Verdnderungen der Gesamteiweifskonzentrationen in den Lavagefliissigkeiten

im Paarvergleich aller Gelenke

Differenz
Paarvergleich t f P2-seitig MW S %
EWI1-EW2 -2,601 27 0,015 -0,310 0,631 71,9
EWI1-EW3 -2,809 21 0,011 -0,337 0,564 84,6
EW2-EW3 -0,430 19 0,672 -0,058 0,604 7,9

(b) Interleukin-18

Im gepaarten t-Test zeigten sich die gleichen signifikanten Unterschiede fiir die
Messwerte des Interleukin-18, wie sie auch im Wilcoxon-Test schon analysiert wer-
den konnten. So sank zunichst der Mittelwert in der zweiten Spiilung um 0,06 ng/l,
entsprechend einer Abnahme um 1,6 % gegeniiber dem Mittelwert der ersten Lavage
in Hohe von 1,392 ng/l, und nachfolgend bei der dritten Spiilung war dann ein signi-
fikanter Anstieg von 1,242 ng/l gegeniiber der zweiten Lavage nachweisbar, was
einer Zunahme von 60,3 % entspricht. Auf Grund der deutlich hoheren Standardab-
weichung konnte im Paarvergleich 1-3 dagegen kein Signifikanzniveau erreicht wer-

den. Die ermittelten Werte konnen der Tab. 5 entnommen werden.

Tab. 5: Verdnderungen der Konzentrationen an IL-1[ in den Lavagefliissigkeiten im

Paarvergleich aller Gelenke

Differenz
Paarvergleich t f P2-seitig MW S %
IL1-IL2 0,057 26 0,955 0,136 1,722 1,4
IL1-IL3 -0,895 21 0,381 -0,545 2,859 41,3
IL2-IL3 -2,420 17 0,027 -1,242 2,178 60,3

(c) Kollagenasen
Das relative Aktivitdtsniveau der ersten Lavage in Hohe einer gemessenen Extinkti-
on bei 492 nm von 0,55 blieb in der zweiten Lavage fast identisch. Der Mittelwert

der relativen Aktivitdten der dritten Lavage iiberstieg dann den Mittelwert der zwei-
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ten Lavage um 23,2 %, erreichte damit aber nicht das Signifikanzniveau. Die Ergeb-

nisse des t-Tests zeigt die Tab. 6.

Tab. 6: Relative Verdnderung der Aktivitit von Kollagenase anhand E (492nm) in

den Lavagefliissigkeiten im Paarvergleich aller Gelenke

Differenz
Paarvergleich t f P2-seitig MW S %
KOL1-KOL2 0,003 27 0,997 0,004 0,6732 0,1
KOL1-KOL3 -1,639 20 0,117 -0,1042 | 0,2913 18,9
KOL2-KOL3 -1,115 20 0,278 -0,1507 | 0,6197 23,2

(d) N-Acetyl-B-D-glucosaminidase

Das Signifikanzniveau des Wilcoxon-Tests wurde vom gepaarten t-Test bestitigt.
Die Aktivitidten der zweiten Spiilung zeigten sich gegeniiber den Ausgangswerten
signifikant erhoht auf 49,2 U/l, was einer Zunahme um 283,7 % entsprach. In der
dritten Spiilung sank der Mittelwert dann wieder stark ab, blieb mit 27,6 U/l aber
noch um 125,6 % iiber dem Mittelwert der Aktivitiaten der ersten Lavage und war

damit signifikant. Eine Ubersicht iiber die Ergebnisse des t-Tests gibt die Tab. 7.

Tab. 7: Verdnderungen der Aktivitit von N-Acetyl-beta-D-glucosaminidase in den

Lavagefliissigkeiten im Paarvergleich aller Gelenke

Differenz
Paarvergleich t f P2-seitig MW S %
NAGI-NAG2 -3,310 30 0,002 -36,6 61,5 283,7
NAGI-NAG3 -2,480 22 0,021 -16,2 31,3 125,6
NAG2-NAG3 1,240 20 0,229 17,1 63,0 34,6
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(e)Peroxidasen

Die Ergebnisse des Wilcoxon-Tests wurden vom gepaarten t-Test bestitigt.
Signifikante Unterschiede zwischen den Aktivitdten der drei Spiilungen wurden nicht
nachgewiesen. Einer minimalen Abnahme des Mittelwertes im t-Test um 3,03 U/l in
der zweiten Spiilung gegeniiber dem Ausgangsniveau von 74,4 U/l, entsprechend 4,1
%, folgte in der dritten Spiilung eine geringfiigige Erhhung des Aktivititsniveaus um

10,4 %. Die Ergebnisse des t-Tests sind aus Tab. 8 ersichtlich.

Tab. 8: Verdnderungen der Aktivitit von Peroxidase in den Lavagefliissigkeiten im

Paarvergleich aller Gelenke

Differenz
Paarvergleich t f P2-seitig MW S %
PO1-PO2 0,514 29 0,611 3,030 32,291 4,1
PO1-PO3 -0,311 21 0,759 -2,829 | 42,646 39
PO2-PO3 -1,242 19 0,229 -7,425 | 26,729 104

(f) Glycosaminoglycane

Der gepaarte t-Test wies signifikante Unterschiede zwischen den Konzentrationen der
Glycosaminoglycane in den drei Spiilungen nach, die sich mit dem Friedman-Test plus
nachgeschaltetem Wilcoxon-Test nicht darstellten. Im t-Test lag das Niveau der
zweiten Spiilung mit einem Mittelwert der Konzentrationen von 3,88 mg/l signifikant
iiber dem Mittelwert der Ausgangsspiilung, was einen Anstieg um 45,7 % bedeutete.
Auch der Mittelwert der dritten Spiilung lag mit 3,27 mg/l noch tendenziell signifikant
iiber dem Ausgangswert, was einen Anstieg von 27 % bedeutete, sank jedoch
gegeniiber der zweiten Lavage um 19,2 % ab. Die Ergebnisse des gepaarten t-Tests

zeigt die Tab. 9.
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Tab. 9: Verinderungen der Konzentration der Glycosaminoglycane in den
Lavagefliissigkeiten im Paarvergleich aller Gelenke
Differenz
Paarvergleich t F P2-seitig MW S %
GAGI1-GAG2 -2,976 29 0,006 -1,194 2,198 45,7
GAGI1-GAG3 -1,815 21 0,084 -0,704 1,820 27,0
GAG2-GAG3 1,034 20 0,313 0,727 3,223 19,2

4.1.3 Korrelationsanalyse nach Spearman

Die Ergebnisse der Korrelationsanalyse wiesen fiir die Parameter IL-16 und Peroxi-

dase nicht auf signifikante Wechselbeziehungen zwischen den Messwerten der drei

Spiilungen aller Gelenke hin.

(a) EiweiB

Mit der Rangkorrelation konnte tendenziell eine Verkniipfung zwischen den Werten

der ersten und der zweiten Spiilung aller Gelenke fiir Gesamteiweill nachgewiesen

werden. Die Ergebnisse sind in der Tab. 10 dargestellt.

Tab. 10: Ergebnisse der Korrelationsanalysen fiir die Eiweif3konzentration in den
Spiilfliissigkeiten aller Gelenke

Eiweil} Spearman
Paar n p P1-seitig
1:2 28 0,273 0,080
1:3 22 0,031 0,445
2:3 20 -0,0290 0,452

(c) Kollagenasen

Eine Tendenz zur Verkniipfung wiesen die Messwerte der 1. und 2. Spiilung bei der

Rangkorrelation auf. Die erzielten Ergebnisse sind in Tab. 11 aufgezeigt.
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Tab. 11: Ergebnisse der Korrelationsanalysen fiir die Aktivitdt der Kollagenase in

den Spiilfliissigkeiten aller Gelenke

KOL Spearman
Paar n p P 1-seitig
1:2 28 0,282 0,073
1:3 21 0,065 0,390
2:3 21 0,234 0,154

(d) N-Acetyl-B-D-glucosaminidase
Zwischen den Spiilungen 1 und 3 bestanden signifikante Wechselbeziehungen in der

Rangkorrelation nach Spearman. Die Ergebnisse sind in der Tab. 12 festgehalten.

Tab. 12:  Ergebnisse der Korrelationsanalysen fiir die Aktivitdt der N-Acetyl-beta-
D-glucosaminidase in den Spiilfliissigkeiten aller Gelenke
NAG Spearman
Paar n p P 1-seitig
1:2 31 -0,068 0,359
1:3 23 0,473 0,011
2:3 21 0,074 0,375

(f) Glycosaminoglycane

Wie der Tab. 13 zu entnehmen ist, lieBen sich signifikante Wechselbeziehungen im
Korrelationstest nach Spearman zwischen der ersten und der dritten Spiilung als auch
zwischen der zweiten und der dritten Spiilung nachweisen. Die vergleichsweise star-
ke negative Korrelation zwischen Lavage 2 und 3 schien durch einen Ausreillerwert
verursacht, wie eine Inspektion des Streudiagramms ergab. Nach Streichen dieses
Wertes ergab sich jedoch wieder mit p = -0,561 / p = 0,004 nach Spearman eine ein-

deutig negative Korrelation.
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Tab. 13:  Ergebnisse der Korrelationanalysen fiir die Konzentration der Glycosa-

minoglycane in den Spiilfliissigkeiten aller Gelenke

GAG Spearman
Paar N p P 1-seitig
1:2 30 0,095 0,309
1:3 22 0,441 0,020
2:3 21 -0,561 0,004

4.2 Parametervergleich in Abhéingigkeit von der Gruppeneinteilung nach der

Operationsmethode

Gemil Abschnitt 3.1 wurde eine Einteilung der Gelenkspiilproben in Gruppen vor-
genommen. Eine Ubersicht der angewandten statistischen Methoden wird im Ab-
schnitt 3.4 gegeben. Dargestellt werden in den folgenden Abschnitten 4.2, 4.3 und

4.4 nur solche Unterschiede, welche das Signifikanzniveau erreichten.

4.2.1 Gruppeneinteilung nach Schema A: Gruppen 1, 3 und 5

a) Mehrfachvergleiche: Kruskal-Wallis-Test, Bonferroni-Test , Varianzanalyse
und Duncan-Test
Dieser 3-Gruppen-Vergleich erfolgte sowohl auf der Basis der Rangordnung mit dem
Kruskal-Wallis-Test als auch auf der Basis der direkten Messwerte durch univariate
Varianzanalyse. Sofern diese Teste einen signifikanten Unterschied auswiesen, wur-
de mit Hilfe des parameterfreien U-Testes bzw. mit Hilfe des parametrischen Dun-
can-Tests der Versuch unternommen, diese Gruppenunterschiede genauer zu lokali-
sieren. Beide Tests wurden erginzt durch den Bonferroni-Test, der als parametri-
scher Mehrfachtest das verdnderte Signifikanzniveau beriicksichtigt. In die Auswer-
tungen wurden nur solche Vergleiche einbezogen, bei denen zumindest ein Test das
Signifikanzniveau erreichte. Die entsprechenden Testergebnisse sind in den Tab. 14

bzw.16 zusammengefasst. Die Gesamteiweillkonzentrationen in den Lavageproben
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der Gruppen 1, 3 und 5 lieBen lediglich bei der dritten Spiilung tendenziell hthere
Werte der Gruppe 3 im Vergleich zur Gruppe 1 erkennen. Fiir IL-18 konnten bei der
zweiten Spiilung sowohl mit dem U-Test als auch mit dem Bonferoni-Test signifi-
kant bzw. tendenziell erhohte Konzentrationen in der Gruppe 5 im Vergleich mit den
Gruppen 3 und 1 nachgewiesen werden. Auch die Varianzanalyse ergab hier ein sig-
nifikantes Testergebnis und der nachgeschobene Duncan-Test wies wiederum aus,
dass Gruppe 5 hohere Konzentrationen an IL-18 in der Lavagefliissigkeit aufwies als
die Gruppen 1 und 3, zwischen denen andererseits kein signifikanter Unterschied
bestand. Bei der ersten und der dritten Spiilung wies IL-18 dagegen keinerlei signifi-
kante Unterschiede zwischen diesen drei Gruppen auf. Fiir die Kollagenase wurden
schon bei der ersten Spiillung durch den Kruskal-Wallis-Test und die Varianzanalyse
tibereinstimmend Gruppenunterschiede nachgewiesen. Bonferroni-Test und Duncan-
Test belegen hohere Aktivititen fiir die Gruppe 5 gegeniiber der Gruppe 1. Auch in
der zweiten Spiilung unterscheiden sich die Kollagenaseaktivititen der Gruppen sig-
nifikant voneinander, nachgewiesen durch den Kruskal-Wallis-Test. Der nachge-
schaltete U-Test wies hier fiir Gruppe 5 hohere Aktivititen im Vergleich zu Gruppe 1
aus. Im Bonferroni-Test und in der Varianzanalyse erreichten diese Differenzen hin-
gegen nicht das Signifikanzniveau. Die Aktivititen der N-Acetyl-B-D-
glucosaminidase in der ersten Lavage lagen in der Gruppe 5 signifikant iiber dem
Niveau der Gruppen 1 und 3, wie Kruskal-Wallis-Test und Varianzanalyse, aber
auch U-Test, Bonferroni-Test und Duncan-Test iibereinstimmend belegen. Fiir die
zweite und dritte Spiilung ergaben sich keine statistisch relevanten Unterschiede.
Gruppenunterschiede bei den Peroxidasen waren lediglich mit dem U-Test und dem
Duncan-Test nachzuweisen. In der ersten Spiilung lagen die Aktivitdten der Gruppe
3 tendenziell iiber den Messwerten der Gruppe 5, wihrend der Duncan-Test hohere
Aktivitidten der Gruppe 1 im Vergleich zu den Gruppen 3 und 5 nachwies. Die dritte
Lavage ergab im U-Test signifikant hohere Aktivitiaten der Gruppe 3 gegeniiber der
Gruppe 1. Der Parameter Glycosaminoglycane lie3 keine signifikanten Unterschiede

zwischen den Gruppen deutlich werden.
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Zusammenfassend ist somit festzustellen, dass vor allem Gelenke der Gruppe 35, bei
denen ein Gelenkpfeil eingesetzt wurde, abweichende Aktivitdten in der Lavagefliis-
sigkeit aufwiesen, wenn man sie mit Gelenken verglich, bei denen lediglich eine dia-
gnostische Arthroskopie durchgefiihrt wurde, bzw. mit Gelenken, bei denen nur mit

dem Wasserstrahlskalpell operiert wurde.

Tab. 14:  Signifikante Testergebnisse der Mehrfachvergleiche und Anschlussteste
nach Schema A fiir die Gruppen 1, 3 und 5

Kruskal-Wallis- | U-Test Bonferroni- | Varianzanalyse | Dun.-
Test Test Test
Variable [n |CQ p p Vergl. |p Vergl. |F p Vergl.
EW3 0,079| 3>1
L2 0,097 5>1 (0,053 s5-1 [4.277 0,025 | 5>1
0,078 5>3 10,039 5-3 5>3

KOL1 (32| 6,205|0,045|0,020| 5>1 |0,064| 5>1 |3,473 (0,044 | 5>1

KOL2 |33[10,319]0,006|0,006| 5>1

0,002 3>1
NAGI1 [34] 8,091 |0,0180,006| 5>1 |0,045| 5>1 | 4,284 | 0,023 | 5>1
0,011 5>3 (0,041 5>3 5>3
PO1 0,084 | 3>5 1>5
1>3

PO3 0,046 3>1

Vergl. = Vergleich der Gruppenmittelwerte

b) Gegeniiberstellung von jeweils zwei Gruppen mit dem einfachen t-Test

Zur Vervollstindigung der Gruppenvergleiche wurde auch der t-Test fiir unabhiingi-
ge Stichproben auf die drei jeweils moglichen Gruppenpaare angewendet.
Tendenziell signifikant hohere Eiweillkonzentrationen der Gruppe 3 gegeniiber der

Gruppe 1 fiir die dritte Lavage wurden hier herausgestellt. Die Konzentrationen von
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IL-1B der Gruppe 5 wiesen in der zweiten Lavage tendenziell hohere Werte auf im

Vergleich zu den Gruppen 1 und 3. Wihrend sich in der ersten Spiilung tendenzielle

Unterschiede der Kollagenaseaktivitdten zwischen den Gruppen 5 und 3 nachweisen

lieBen, wurden die signifikant gesteigerten Enzymaktivitiaten der Gruppe 5 im Ver-

gleich zur Gruppe 1 deutlich in der zweiten Lavage. Bei den Aktivitdten der N-

Acetyl-B-D-glucosaminidase dominieren fiir die erste Spiilung signifikant hohere

Anfangswerte der Gruppe 5 gegeniiber den Gruppen 1 und 3. Die Peroxidaseaktivitt

der dritten Spiilung war in den Proben der Gruppe 3 gegeniiber der Gruppe 1 tenden-

ziell gesteigert. Die Ergebnisse des t-Tests zeigt die Tab. 15.

Tab.15: Signifikante oder tendenziell signifikante Testergebnisse fiir den t-Test zwi-

schen den Gruppen 1, 3 und 5

Variable | Gruppen| n MW S Vergleich T df P 2-seitig
EW3 3 14 | 0,860 | 0,477 3>1 -1,755 19 0,095
1 7 | 0,488 | 0,410
IL2 5 7 | 2,231 | 1,369 5>1 -2,0 12 0,071
1 7 | 0,937 | 1,053
5 7 | 2,231 | 1,369 5>3 -2,14 20 0,068
3 15 | 1,065 | 0,646
KOLI1 5 8 | 0,831 | 0,651 5>3 -1,996 24 0,057
3 18 | 0,493 | 0,222
KOL2 5 7 1 0,520 | 0,132 5>1 -3,706 13 0,005
1 8 | 0,316 | 0,079
NAGI1 5 8 | 0,021 | 0,009 5>1 -3,146 13 0,008
1 7 | 0,009 | 0,005
5 8 | 0,021 | 0,009 5>3 -2,414 25 0,023
3 19 | 0,011 | 0,010
PO3 3 14 | 85,16 | 19,27 3>1 -2,042 19 0,055
1 7 | 67,24 | 18,27
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Zusammenfassend bestitigt auch der Gruppenvergleich mit dem t-Test fiir unabhin-
gige Stichproben, dass auf der Basis des Vergleichs A vor allem Gelenke mit einem

applizierten Gelenkpfeil eine stirkere Reaktion zeigten.

4.2.2 Gruppeneinteilung nach Schema B: Gruppen 1, 2,4 und 5

a) Mehrfachvergleiche: Kruskal-Wallis-Test , U-Test, Bonferroni-Test, Vari-
anzanalyse und Duncan-Test

Dieser Vier-Gruppen-Vergleich erfolgte analog dem Schema A. Der bereits dort be-
sprochene Vergleich der Gruppen 1 gegen 5 trifft auch hier zu, fand jedoch als Wie-
derholung keine erneute Beriicksichtigung in den Tabellen dieses Abschnittes. Be-
sprochen werden hier nur die zusitzlichen Informationen, die sich aus der Aufspal-
tung der Gruppe 3 in die Gruppen 2 und 4 mit Hydrojet-Manipulation bei unter-
schiedlich hohen Wasserstrahldriicken ergaben.

Die Gesamteiweillkonzentrationen der ersten Spiilung zeigten lediglich im Duncan-
Test hohere Messwerte der Gruppe 2 gegeniiber der Gruppe 1 auf. In der zweiten
Spiilung konnten der Kruskal-Wallis-Test und die Varianzanalyse signifikante Un-
terschiede nachweisen, die tendenziell auch durch den Bonferroni-Test gestiitzt wur-
den. Die Gruppe 2 wies hier laut U-Test und Duncan-Test gegeniiber den Gruppen 4
und 5 hohere Konzentrationen auf, weiterhin zeigte der Duncan-Test auch tenden-
ziell hohere Konzentrationen gegeniiber der Gruppe 1. Tendenziell erhohte Konzent-
rationen traten nur im U-Test in der dritten Spiillung bei Gruppe 2 gegeniiber Gruppe
1 auf. Im U-Test zeigten sich die Konzentrationen von IL-18 der Gruppe 5 in der
ersten Lavage gegeniiber der Gruppe 2 tendenziell erhoht. Weiterhin lieen sich mit
dem Bonferroni-Test, der Varianzanalyse und dem Duncan-Test tendenziell erhohte
Konzentrationen dieses Analyten bei der zweiten Lavage der Gruppe 5 gegeniiber
Gruppe 2 nachweisen. Schon die Anfangswerte der Kollagenaseaktivititen wiesen
laut Kruskal-Wallis-Test und Varianzanalyse signifikante Unterschiede zwischen

diesen vier Gruppen auf.
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Tab. 16: Signifikante Testergebnisse der Mehrfachvergleiche nach Schema B fiir die

Gruppen 1, 2, 4 und 5 (Vergleich 1:5 siehe Tab. 15)

Kruskal-Wallis-T. | U-Test Bonferroni-T. | Varianzanalyse | Dun.-
Test.
Variable| n | CQ p p | Vergl. | p | Vergl F p Vergl.
EW1 2>1
EW2 (30(11,015] 0,012 [0,004| »>>4 |0,083| 24 | 3,389 | 0,033 | 2>4
0,005 2>5 |0,066| 2>5 2>5
2>1
EW3" 0,073] 2>1 2>1
IL1 0,040 5>2

1.2 0,081 2<5 | 2,761 | 0,064 | 2<5

KOL1 (31] 9,318 | 0,025 [0,066| 4>1 3,142 | 0,042
0,071 5>2 552
0,055| 5>4 5>4

KOL2 [31]18,029| <0,001 {0,043 | 2>1 4,279 | 0,013
0,001 4>1 |0,016| 4>1 4>1

0,016| 5>2

0,006 4>2 [0,039| 4>2 4>2
4>5
NAG1 |33 6,789 | 0,079 (0,033 5>2 2,325 | 0,064 | 5>2
0,071 5>4 5>4
NAG2 (32]11,906| 0,008 {0,002 2>5 2,703 | 0,064 | 2>5
0,009, 2>4 254
1>4
PO3 (21| 4,596 | 0,100 [0,051| 2>1 |0,076| 2>1 | 2982 | 0,076 | 2>1

Vergl. = Vergleich der Gruppenmittelwerte

Durch den nachgeschalteten U-Test konnten aber jeweils nur tendenziell hohere

Werte fiir Gruppe 4 gegeniiber Gruppe 1, Gruppe 5 gegen Gruppe 2 und Gruppe 5

gegen Gruppe 4 nachgewiesen werden. Der Duncan-Test wies dagegen Unterschiede
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zwischen den Gruppen 5 und 2 sowie 5 und 4 als signifikant aus. Bei der zweiten
Lavage wurde das Ergebnis des Kruskal-Wallis-Tests auch durch die Varianzanalyse
bestitigt. Es verstidrkte sich das Signifikanzniveau in den Vergleichen der Gruppe 4
mit den Gruppen 1 und 2. Die hoheren Aktivititen der Gruppe 4 gegeniiber den
Gruppen 1 und 2 lieBen sich auch mit dem Bonferroni-Test und dem Duncan-Test
belegen. Weiterhin wurden in der zweiten Spiilung fiir diesen Analyten hohere Akti-
vitdten der Gruppe 5 verglichen mit der Gruppe 2 bzw. verglichen mit der Gruppe 1
durch den U-Test herausgestellt.

Die Anfangswerte fiir die Aktivitdten der N-Acetyl-beta-D-glucosaminidasen wiesen
laut Kruskal-Wallis-Test und Varianzanalyse Tendenzen zu Gruppenunterschieden
auf. Sie waren in der Gruppe 5 gegeniiber der Gruppe 2 signifikant und gegeniiber
der Gruppe 4 tendenziell erhoht. Der Kruskal-Wallis-Test und tendenziell auch die
Varianzanalyse wiesen in der zweiten Spiilung fiir NAG signifikante Gruppenunter-
schiede aus. Signifikant gesteigerte Aktivitdten der Gruppe 2 im Vergleich zu den
Gruppen 4 und 5 zeigten die Messwerte der zweiten Spiilung fiir diesen Parameter
dann im U-Test. Diese Befunde konnten im Duncan-Test untermauert werden. Die
Peroxidaseaktivititen in der Gruppe 2 waren in der dritten Lavage gegeniiber der
Gruppe 1 mit starker Tendenz erhoht. Die Ergebnisse der Analysen kdnnen der Tab.
16 entnommen werden. Zusammenfassend bestitigt dieser Vergleich nach der Grup-
peneinteilung B die abweichende Zusammensetzung der Lavagefliissigkeit bei Grup-
pe 5, d.h. bei den Gelenken mit Gelenkpfeil, die schon bei Schema A hervorgetreten
waren. Zusitzlich ergeben sich jedoch auch Hinweise auf Unterschiede beim Einsatz

des Wasserstrahlskalpells in Abhingigkeit von der Grofle des Schneiddruckes.

b) Einzelvergleiche von jeweils zwei Gruppen mit dem einfachen t-Test
Mit Hilfe des t-Tests konnten bei allen drei Spiilungen Unterschiede der Eiweil3kon-
zentrationen zwischen den Gruppen nachgewiesen werden. Die Messwerte der

Gruppe 2 lagen bei der ersten Lavage tendenziell iiber den Werten der Gruppe 1.
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Tab .17: Signifikante oder tendenziell signifikante Testergebnisse fiir den t-Test zwi-

schen den Gelenkgruppen 1, 2, 4 und 5 (Vergleich 1:5 siehe auch Tab.

16)
Variable | Gruppe | n | Vergleich t df | po-seitig MW S
EW1 2 10 2>1 -1,908 | 15| 0,076 0,522 0,271
1 7 0,284 0,225
EwW2 2 10 2>4 2,215 | 16 | 0,043 1,183 0,830
4 8 0,480 0,249
5 7 2>5 -1,971 | 14 | 0,069 0,489 0,379
2 9 1,194 0,879
EW3 2 6 2>1 -2,391 | 11 | 0,036 0,975 0,304
1 7 0,489 0,410
L2 5 7 552 2,175 |16 | 0,076 | 22314 1,369
2 9 0,8608 0,4394
IL3 1 7 1>2 2479 | 11 | 0,042 2,2061 1,3637
2 6 0,8729 0,3752
KOL1 4 9 4>1 -1,879 | 13 | 0,083 0,4998 0,1634
1 6 0,3486 0,1337
KOL2 4 8 4>2 -2,053 | 17 | 0,077 | 0,9829 0,7827
2 11 0,4069 0,1526
4 8 4>1 -2,398 | 14 | 0,047 0,9829 0,7827
1 8 0,3161 0,0779
NAGI1 5 8 552 2,679 | 16 | 0,016 0,0213 0,0095
2 10 0,0101 0,0082
NAG2 5 8 2>5 -2,211 | 16 | 0,042 0,0259 0,0317
2 10 0,0752 0,0561
2 11 2>4 2,730 | 17 | 0,014 0,0771 0,0536
4 0,0233 0,0160
PO3 2 6 2>1 -2,136 | 11 | 0,056 92,56 24,45
1 7 67,24 18,28
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In der zweiten Lavage waren dann signifikant erhohte Eiweillkonzentrationen der
Gruppe 2 gegeniiber der Gruppe 4 und tendenziell erhohte Werte gegeniiber der
Gruppe 5 zu verzeichnen. Die dritte Lavage zeigte fiir diesen Analyten gesteigerte
Messwerte in der Gruppe 2 verglichen mit der Gruppe 1. Die Konzentrationen von
IL1-B wurden bei der zweiten Spiilung in der Gruppe 5 gegeniiber der Gruppe 2 als
signifikant erhoht ausgewiesen.

Die dritte Lavage zeigte geringere Konzentrationen fiir diesen Parameter in der
Gruppe 2 im Vergleich zur Gruppe 1 auf. Die Kollagenaseaktivititen der Gruppe 4
waren im Vergleich zur Gruppe 1 in der ersten Spiilung tendenziell erhoht. Die
Gruppe 4 unterschied sich auch in der zweiten Lavage signifikant von der Gruppe 1
und dazu noch tendenziell von der Gruppe 2. Die Anfangswerte der enzymatischen
Aktivitat von NAG waren in der Gruppe 4 verglichen mit der Gruppe 2 signifikant
niedriger. Die Aktivitidten der Gruppe 5 lagen in der ersten Lavage iiber denen der
Gruppe 2. In der zweiten Lavage sind die hoheren Aktivititen der NAG in der Grup-
pe 2 gegeniiber der Gruppe 5 hervorzuheben. Das Verhiltnis zwischen den Gruppen
2 und 5 hat sich bei der zweiten Spiilung also umgekehrt. Die Peroxidaseaktivititen
der Gruppe 2 waren gegeniiber der Gruppe 1 in der dritten Lavage gesteigert. Die
Testergebnisse konnen der Tab. 17 entnommen werden.

Insgesamt bestitigt der t-Test fiir unabhingige Stichproben die Ergebnisse aus den
Mehrfachvergleichen. Dariiber hinaus ergeben sich fiir Eiweill und Interleukin-1p3

Unterschiede zwischen den Gelenkgruppen bei der dritten Lavage.

4.3 Vergleich der Kiefergelenkausgangssituation mit der postoperativen

Situation in den einzelnen Operations-Gruppen (Verlaufskontrolle)

Neben dem zeitlichen Verlauf fiir alle Gelenke zusammen konnte der Friedman-Test
auch fiir die einzelnen Gruppen durchgefiihrt werden. Ein Uberblick iiber die Mit-
telwerte der Gruppen 1 bis 5 zu den drei Messzeiten ist den Abbildungen 4, 6, 8, 10,
11 und 13 im Abschnitt 5 zu entnehmen. Mittels des parameterfreien Tests nach

Friedman wurden insgesamt keine Anderungen der GesamteiweiBkonzentrationen in
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den Gruppen 2 und 3 nachgewiesen, jedoch der Wilcoxon-Test erreichte in beiden
Gruppen das Signifikanzniveau beim Vergleich der ersten und zweiten Spiilung. Die
Werte der zweiten Spiilung waren gegeniiber der ersten Spiilung erhoht. In der Grup-
pe 3 lieBen sich ebenfalls signifikant erhohte Konzentrationen der dritten Lavage
gegeniiber den Ausgangswerten mit dem Wilcoxon-Test darstellen. Die Messwerte
fiir die Kollagenaseaktivititen in der Gruppe 1 unterschieden sich laut Friedman-Test
zwischen den Spiilungen signifikant. Der Wilcoxon-Test bestitigte einen Anstieg bei
der dritten Spiilung gegeniiber der zweiten Spiilung und auch fiir die Gruppe 2 ten-
denziell hohere Aktivitdten bei den Kollagenasen in der dritten Spiilung im Vergleich
zur zweiten Lavage. Bei Gruppe 4 zeigte der Friedman-Test eine Tendenz zu signifi-
kanten Verdnderungen an und der Wilcoxon-Test bestitigte eine signifikante Zu-
nahme von Spiilung 2 zu Spiilung 3. Auch fiir die enzymatischen Aktivititen der
NAG waren hinsichtlich der untersuchten Zeitreihe in den Gruppen 2 und 3 signifi-
kante Unterschiede zu analysieren. Der Wilcoxon-Test wies hier signifikant gestei-
gerte Aktivititen der zweiten und dritten Lavage gegeniiber den Anfangswerten
nach. Eine signifikante Erhohung bei der zweiten Spiilung gegeniiber der ersten Spii-
lung wurde bei der Gruppe 1 gefunden und eine tendenzielle Erh6hung der Aktivita-
ten in der zweiten Spiilung gegeniiber der ersten Spiilung wurde mittels Wilcoxon-
Test fiir die Gruppe 4 nachgewiesen. Fiir diese beiden Gruppen wies aber der Fried-
man-Test keine signifikanten Veridnderungen in der Zeitreihe aus.

Die Aktivitit der Peroxidasen wies bei keiner Einzelgruppe signifikante Verinderun-
gen in der Zeitreihe aus. Der Wilcoxon-Test belegte jedoch Unterschiede. So war
ihre Aktivitdt in der zweiten Spiilung gegeniiber der ersten Spiilung signifikant nied-
riger in der Gruppe 1. Andererseits erhohte sich die Aktivitét signifikant von Spiilung
1 zu Spiilung 2 in der Gruppe 2 und von Spiilung 1 zu Spiilung 3 in Gruppe 3. Auch
die Konzentration der Glycosaminoglycane erhohte sich von Spiilung 1 zu Spiilung
2. Die Gruppen 1 und 4 zeigten dies tendenziell, in den Gruppen 2 und 3 ergaben
sich signifikante Ergebnisse im Wilcoxon-Test. Alle Testergebnisse konnen der Tab.

18 entnommen werden.
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Tab. 18: Verlaufsstudie mit signifikantem Testergebnis bei der Einteilung

nach Operationsgruppen

Friedman-Test Wilcoxon-Test
Variable |Gruppe | n | CQ |[f | p n p Vergleich
EW 2 64333 20,115 9 0,008 2>1
3 13| 4,154 | 2 10,125 16 | 0,015 2>1
14| 0,041 3>1
KOL 1 517,600 |2]0,022| 7 0,018 3>2
2 6 | 4333 |2 |0,115] 6 0,075 3>2
4 715429 |2 (0,066| 7 0,043 32
5 7 0,063 2>1
NAG 1 612333 |2[0311| 6 0,046 2>1
3 13/11,692| 2 10,003 17 | 0,001 2>1
14| 0,011 3>1
2 61933320009 10| 0,005 2>1
6 0,028 3>1
4 74571 2/0,102| 8 0,093 2>1
PO 1 6 | 4333 |2 |0,115] 6 0,028 2<1
2 6| 4,000 | 20,135| 10| 0,028 2>1
3 13| 3,231 | 2 |0,199| 14| 0,048 3>1
GAG 1 6| 1,000 | 2 10,607| 6 0,075 2>1
2 6| 1,130 | 2 0,568| 10 | 0,038 2>1
3 131 0,824 | 2 10,662 | 17| 0,015 2>1
4 710286 |2 0,867 8 0,093 2>1
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4.4 Untersuchung der diagnostische Verwertbarkeit der angewandten Messgro-

Ben anhand von Diskriminanzanalysen

a) Vergleich der Gruppen 1, 3 und 5 gemif Vergleich nach Schema A

Um die diagnostische Verwertbarkeit der untersuchten Messgroflen abzuschétzen,
wurde eine Trennung der verschiedenen Gruppen anhand von Diskriminanzanalysen
durchgefiihrt.

In der Tab. 19 sind die signifikanten Trennungen zwischen den Gruppen 1 und 3, den
Gruppen 3 und 5 sowie den Gruppen 1 und 5 fiir alle drei Spiilungen bei vorgegebe-
nem Signifikanzniveau p;=0,05 / pou=0,10 zusammengefasst. Eine Senkung des
vorgegebenen Signifikanzniveaus auf p;,=0,10 / pou=0,20 ergab hier keine zusitzlich
hinzukommenden Testvariablen.

Bei der ersten Lavage war zwischen den Gruppen 1 und 3 sowie den Gruppen 1 und
5 keine signifikante Diskrimination erreichbar. Fiir die Trennung der Gruppen 3 und
5 wurde die Kollagenaseaktivitit als einziges diskriminierendes Merkmal ausgewie-
sen. Fiir die Trenngiite wurde CQ=3,955 mit p=0,047 errechnet, der Abstand der
Gruppenzentroide betrug 0,866 relative Einheiten und die Kreuzvalidierung ergab
eine richtige Zuordnung von 75,9 %. Korrekt zugeordnet wurden 18 von 21 Gelen-
ken der Gruppe 3 und 4 von 8 Proben der Gruppe 5. Hohere Kollagenaseaktivititen
bewirken eine Zuordnung der Gelenke zu Gruppe 5.

Bei der zweiten Lavage ergab sich eine Trennung der Gruppen 1 und 5 anhand der
Kombination aus Kollagenase und Interleukin-1. Die Trenngiite wurde durch
CQ=11,850 mit p=0,003 und einen Abstand fiir die Gruppenzentroide von 2,172 re-
lativen Einheiten charakterisiert. Die Kreuzvalidierung ergab 88,2 % richtige Zuord-
nung; richtig zugeordnet wurden 8 von 9 Gelenken der Gruppe 1 sowie 7 von 8 Ge-
lenken der Gruppe 5. Sowohl hohere Kollagenaseaktivititen als auch hohere Kon-
zentrationen an Interleukin-1p fithren zu einer Einordnung der Gelenke in Gruppe 5.
Weiterhin lieBen sich hier die Gruppen 3 sowie 5 anhand des Interleukin-1f trennen.
Die Trenngiite wurde durch CQ=7,106 mit p=0,008 und einen relativen Abstand fiir

die Gruppenzentroide von 1,197 relativen Einheiten charakterisiert. Die Kreuzvali-
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dierung ergab 75,9 % richtige Zuordnung; richtig zugeordnet wurden 17 von 21 Ge-
lenken der Gruppe 3 und 5 von 8 Gelenken der Gruppe 5. Hohere Konzentrationen

an Interleukin-1p bedeuten eine Klassifizierung in Gruppe 5.

Tab. 19:  Signifikante Diskriminationen der Gelenke bei Gruppeneinteilung nach

Schema A
Zeitpunkt
1.Lavage 2. Lavage 3. Lavage
Gruppen 1=Gr.3: |1=Gr.3: [1=Gr.1: |1=CGr.1:
2=Gr.5 |2=Gr.5 |2=Gr.5 |[2=Gr.3
Pin / Pout 0,05/0,10 {0,05/0,10|0,05/0,10| 0,05/0,10
und und und und
0,10/0,20 {0,10/0,200,10/0,20| 0,10/0,20
ausgewihlte Variable KOL IL KOL/ IL PO
Giite der Tren- | CQ 3,955 7,106 11,850 3,922
nung p 0,047 0,008 0,003 0,048
Zentroide 1 -,239 -,330 -1,022 -,578
2 0,627 0,867 1,150 0,248
rel. Abstand 0,866 1,197 2,172 0,826
Koeffizient(en) x; 1,000 1,000 0,931/ 1,000
0,712
Kreuzvalidierung | 1 (r f) 18 3 17 4 8 1 5 4
2(f r) 4 4 35 1 7 5 16
richtige Klassifizierung [%] 75,9 75,9 88,2 70,0
hohere Werte von .. KOL— | IL— KOL— |PO — Gr.
verschieben nach — Gr. 5 Gr. 5 Gr. 5 3
IL —»
Gr. 5

r =richtig zugeordnet; f = falsch zugeordnet

Bei der dritten Lavage lieBen sich die Gruppen 1 und 3 durch die Peroxidaseaktivitit
trennen. Die Trenngiite wurde durch CQ=3,922 mit p=0,048 und einen Abstand fiir
die Gruppenzentroide von 0,826 relativen Einheiten charakterisiert. Die Kreuzvali-
dierung ergab 70,0 % richtige Zuordnung; richtig zugeordnet wurden 5 von 9 Gelen-
ken der Gruppe 1 sowie 16 von 21 Gelenken der Gruppe 3. Hohere Peroxidaseaktivi-

taten waren mit einer Zuordnung zu Gruppe 3 verbunden.
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b) Vergleich der Gruppen 1, 2, 4 und 5 gemiafl Gruppeneinteilung nach Schema B

Tab. 20 erfasst den Vergleich der Gruppen, fiir die bei diesem Einteilungsschema
eine signifikante Diskrimination gefunden wurde. Bei der ersten Lavage konnte auch
nach Senkung des vorgegebenen Signifikanzniveaus auf pij,=0,10 / pou=0,20fiir alle
Vergleiche keine diskriminierende Variable ermittelt werden. Bei der zweiten Lava-
ge lieBen sich die Gruppen 1 und 4 anhand der Kollagenaseaktivitit voneinander
abgrenzen. Die Trenngiite wurde durch CQ=4,626 mit p=0,031 charakterisiert. Der
Abstand der Gruppenzentroide betrug 1,112 relative Einheiten und die Kreuzvalidie-
rung ergab 72,2 % richtige Zuordnung. Dabei wurden alle 9 Proben der Gruppe 1
und 4 von 9 Proben der Gruppe 4 korrekt zugeordnet. Hohere Kollagenaseaktivitdten
bewirken eine Zuordnung zu Gruppe 4. Eine Senkung des vorgegebenen Signifi-
kanzniveaus auf p;,=0,10 / poui=0,20 ergab keine weiteren diskriminierenden Variab-

len.

Tab. 20: Signifikante Diskrimination der Gelenke bei Gruppeneinteilung

nach Schema B

Zeitpunkt
2. Lavage
Gruppen 1=Gr. 1 : 2=Gr 4
Pin / Pout 0,05/0,10 und 0,10/0,20
Variable KOL
Giite der Tren- CQ 4,626
nung p 0,031
Zentroide 1 -,556
2 0,556
rel. Abstand 1,112
Koeffizient(en) x; 1,000
Kreuzvalidierung | 1 (r. f.) 9 0
2(f. r.) 5 4
Klassifizierung [%] 72,2
hohere Werte von KOL verschieben nach KOL — Gr. 4
Gr.4 —

r = richtig zugeordnet; f = falsch zugeordnet
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5 Diskussion

Patienten, die nach ldngerer konservativer Behandlung zur chirurgischen Therapie
von Kiefergelenkerkrankungen in die Klinik iiberwiesen werden, leiden in einem
hohen Prozentsatz von ca. 90% an Erkrankungen und Veridnderungen im Bereich des
Diskus-Bandapparates. Neben offenen chirurgischen MaBnahmen ist man zur Mini-
mierung des Operationstraumas heute bestrebt, arthroskopische Operationsmethoden
zu entwickeln und zu etablieren. Da aber auch bei dieser Art von minimalinvasiver
Chirurgie eine Wundsetzung erfolgt, die nach den bekannten Stadien der Wundhei-
lung im Sinne einer aseptischen Entziindung verheilt, bietet sich zur Verlaufskontrol-
le der postoperativ nicht mehr einsehbaren Operationsgebiete im Kiefergelenk die
Untersuchung von Entziindungsmarkern in der Synovialfliissigkeit an. Hierin einbe-
zogen sind auch die Vorginge der anschlieBenden Wundheilung.

In der vorliegenden Untersuchung am Kiefergelenk von Landschweinen wurde erst-
malig eine Longitudinalstudie zur biochemischen Evaluierung von arthroskopischen
Kiefergelenkoperationen mit einheitlichen Untersuchungsgruppen durchgefiihrt. Da-
bei wurden mit Hilfe eines Tiermodells Untersuchungsgruppen gebildet, die zum
Untersuchungsbeginn eine moglichst einheitliche, mit wenig Streuung behaftete
Ausgangssituation schufen. Die in dieser Untersuchung gewihlten Kontrollzeitpunk-
te basieren auf dem Ziel, den aus klinischer Sicht relevanten postoperativen Verlauf

nach arthroskopischem Eingriff zu erfassen.

Wir analysierten die Parameter Gesamteiwei}, Interleukin-18, Kollagenase, N-
Acetyl-B-D-glucosaminidase, Glycosaminoglycane und Peroxidasen. Die Untersu-
chungsparameter wurden nach den Kriterien der grotmoglichen Relevanz fiir die
Wundheilung und nach Aktualitét aus einer Vielzahl von Moglichkeiten ausgewihlt.
Dieses breite Spektrum umfasst somit Analyte, deren Beteiligung an verschiedenen
Vorgingen der Gelenkverdanderung vermutet wird. IlI-18 erfasst die Regulation ent-

ziindlicher Vorgidnge, Peroxidasen sind Teil des oxidativen Systems, Kollagenase
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und NAG sind am Abbau der Knorpelmatrix beteiligt und mit den GAG wird die

Neusynthese von Knorpelsubstanz charakterisiert.

5.1 Gesamteiweil3

Die Synovialfliissigkeit stark entziindeter Gelenke enthélt nach Howard und Israel
(1989) einen erhohten Spiegel an Gesamtprotein. Kopp u.a. (1983) benutzten eine In-
jektion von isotonischer Kochsalzlosung mit nachfolgender Aspiration und fanden her-
aus, dass biochemische Anzeichen der Entziindung mit Begleitschmerzen der Gelenke
korrelierten, denn bei 7 von 29 Patienten wurden abnorme Konzentrationen an Plas-
maproteinen im Aspirat gefunden, was auf einen entziindlichen Prozess im Gelenk
hinwies. In den Untersuchungen von Zardeneta u.a. (1997) war Serumalbumin das
prominenteste Protein in der Synovialfliissigkeit entziindeter Kiefergelenke. Diese
Autoren konnte eine Korrelation zwischen der a-Hamoglobin-Konzentration und der
Schmerzintensitit nachweisen. Weibliche Probanden wiesen signifikant hohere Ei-
weilkonzentrationen auf als ménnliche Personen. Da die Schmerzintensitit damit
korrelierte, wurde die Vermutung ausgesprochen, dass diese Prddisposition auf die
Sexualhormone zuriickzufiihren ist. Weiterhin konnten von Aufdemorte (1986) auch
Rezeptoren fiir Sexualhormone in Kiefergelenk nachgewiesen werden.

Eine Zusammenfassung der in dieser Arbeit beobachteten Verdnderungen der Konzent-
ration von Gesamteiweill in den Lavagefliissigkeiten aller Gelenke zusammen gibt
Abb.4. Die Resultate der statistischen Tests ist den Tab. 2, 3, 4, 10, 14, 15, 16, 17 und

18 zu entnehmen.
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Abb. 4: Verlauf der mittleren Gesamteiweifkonzentration in den Spiilfliissigkeiten

aller Gelenke

Die Messungen der GesamteiweiBkonzentration aller operierten Gelenken der
Versuchstiere zeigten den gleichen Konzentrationsanstieg, wie er in der Literatur
(Budecke 1983; Howard und Israel 1989; Zardeneta u.a. 1997; Takahashi u.a. 1999)
auch fiir die Synovialfliissigkeit entziindlich verdnderter Kiefergelenke beschrieben
wird. Der Eiwei3gehalt der zweiten Lavage iiberstieg gemill Friedman-Test (s.Tab.3)
die Ausgangswerte signifikant. Auch die Konzentrationen der dritten Spiilung lagen
auf demselben signifikanten Niveau iiber den Ausgangswerten. Zwischen den
Messwerten der zweiten und dritten Spiilung hingegen bestand kein Unterschied. Die
Aussagen des Wilcoxon-Tests gemdll Tab. 3 wurden durch den gepaarten t-Test
gemil} Tab. 4 bestitigt. Der Anstieg der EiweiBBkonzentrationen um 77,9 % bei der
zweiten und um 84,6 % bei der dritten Lavage konnte, wie schon von Cohen u.a.
(1975) beschrieben, in einer gesteigerten Permeabilitit der Gefde in der
Synovialmembran zu suchen sein. In Folge der Permeabilititssteigerung konnen auch
hochmolekulare Proteine (z.B. ap-Makroglobulin, IgM, Fibrinogen, B-Lipoprotein) die
Synovialmembran passieren, und die Proteinkonzentration im Synovialfluid steigt an.

In unseren Untersuchungen nahmen die Eiweilkonzentrationen bei der dritten Lavage
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erst geringfiigig wieder ab. Nach Schroeder (1997) ist die unmittelbar mit einer
Wundsetzung verbundene Phase der Entziindung nach weniger als 7 Tagen wieder
abgeklungen. Andererseits wissen wir, dass die Ausreifung einer Narbe ein Jahr und
langer andauert und entsprechende Umbauprozesse unterhalten werden. Es wurde
erwartet, dass der Einfluss der akuten Traumatisierung durch die Arthroskopie mit der
dabei verbundenen Wundsetzung bei der zweiten und dritten Lavage schon am
Abklingen gewesen ist. Die Befunde zum Eiweillgehalt der Synovialfliissigkeit nach
Arthroskopie in der Gesamtheit ohne Untergruppierung sprachen aber eher fiir das

Vorliegen ldnger anhaltender Umbauprozesse.

Bei der Verlaufskontrolle in den einzelnen Gruppen mit dem Friedman-Test (s. Tab.
18) konnten fiir die Gruppen 2 und 3 signifikante Unterschiede zwischen den drei
Spiilungszeitpunkten nachgewiesen werden. Der Wilcoxon-Test wies fiir Gelenke
der Gruppen 2 und 3 signifikant hohere Konzentrationen der zweiten Spiilungen ge-
geniiber den Ausgangswerten aus. In der Gruppe 3 lagen auch die Konzentrationen
der dritten Spiilung noch signifikant iiber denen der ersten Spiilung, wéhrend sich
nach vier bzw. acht Wochen bereits ein langsames Abklingen der Operations-
Reaktion bei den Gelenken der Gruppe 2 zeigte. Insgesamt war zu beriicksichtigen,
dass durch Verringerung der Fallzahlen bei der Gruppeneinteilung das Erreichen
eines Signifikanzniveaus erschwert wurde. Je nach Umfang der arthroskopischen
Operation lagen unterschiedliche zeitliche Verldufe in der Eiweilkonzentration der
Synovialfliissigkeit vor. Um die statistischen Aussagen besser zu untermauern, wiren
fiir die Gruppenunterteilung hohere Fallzahlen wiinschenswert. Diese Vermutung
wurde durch Abb. 2 unterstrichen, welche die mittleren EiweifSkonzentrationen der
Untersuchungsgruppen gegeniiberstellt. Das Verhalten der Eiweillspiegel in den
Gruppen 1, 3 und 5 zeigte deutliche Unterschiede. In allen drei Gruppen stiegen die
Konzentrationen in der zweiten Spiilung als Reaktion auf den gesetzten operativen
Reiz an, aber die Hohe des Anstiegs und der weitere Verlauf waren unterschiedlich.
Dies stimmt mit den Beobachtungen von Zardeneta u.a. (1997) iiberein, die eine Kor-

relation zwischen der o-Hidmoglobin-Konzentration und der Schmerzintensitit
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nachweisen konnten. In den nur arthroskopisch behandelten Kiefergelenken der
Gruppe 1 sank das Konzentrationsniveau fiir Eiweil in der dritten Spiilung wieder
ab, wihrend es in den zusitzlich mit Hydrojet behandelten Gelenken der Gruppe 3
auf dem hohen Niveau der zweiten Spiilung noch verblieb (tendenziell nachgewiesen
mit dem U-Test s. Tab.14 und dem t-Test s. Tab. 15). Die weiteren parametrischen
bzw. nicht parametrischen Analysenmethoden erbrachten keine signifikanten Ergeb-

nisse im Gruppenvergleich nach Schema A (Tab. 14).

8 Gruppe 1
8 Gruppe 2
&8 Gruppe 3
B Gruppe 4
OGruppe 5

[o/]

Abb. 5: Verlauf der mittleren Konzentration von Gesamteiweif3 in den Spiilfliissig-
keiten einzelner Gelenkgruppen gemdpf den Vergleichen A und B (bei Gr. 5

/ Spiilung 3 keine statistisch ausreichende Wertezahl)

Wenn die Gruppeneinteilung gemidfl Schema B herangezogen wurde, in der die ver-
schiedenen Wasserstrahldriicke Beriicksichtigung fanden (s. Kapitel 3.1), zeigte sich
eindeutig, das die Hohe des Wasserstrahldrucks des Hydrojet einen Einfluss auf das
Ausmal der Verdnderung im Kiefergelenk hatte, wie auch Tab. 17 ausweist. Schon
bei der ersten Spiilung zeigte sich hier eine Tendenz zu erhohten Werten bei Gruppe

2, d.h. den Gelenken mit Hydrojetbehandlung bei Wasserstrahldriicken unter 90 bar
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verglichen mit Gruppe 1, den nur arthroskopierten Gelenken. Bei der zweiten Spii-
lung (Tab. 16) wurden dann signifikante Gruppenunterschiede durch den Kruskal-
Wallis-Test und die Varianzanalyse ausgewiesen. Gemil3 nachgeschaltetem U-Test
waren die Eiweillkonzentrationen der Gruppe 2 sowohl gegeniiber der Gruppe 4 als
auch gegeniiber der Gruppe 5 signifikant erhoht. Dieser Befund wurde durch den t-
Test (Tab. 17) gestiitzt. Der Duncan-Test wies zusitzlich auch im Vergleich zu
Gruppe 1 hohere Eiweillkonzentrationen fiir Gruppe 2 bei Lavage 2 aus. Im t-Test
und als Tendenz im U-Test zeigten sich die Messwerte der Gruppe 2 auch in der drit-
ten Lavage signifikant erhoht gegeniiber der Gruppe 1. Die Ergebnisse deuten auf ein
gesteigertes Reaktionsniveau gemessen am Eiweillgehalt des Lavagefluids fiir die
Arbeit mit dem Hydrojet bei einem Wasserdruck unter 90 bar hin. Dies konnte ein
Hinweis darauf sein, dass die wihrend der arthroskopischen Wasserstrahlbehandlung
mit Driicken unter 90 bar makroskopisch zu beobachtende Aufschwemmung des
bestrahlten dorsalen Bandapparates zu einer ausgeprigteren Gewebereaktion fiithrten
als bei hoheren Schneiddriicken, wo das Gewebe einfach nur glatt durchtrennt wurde

und somit auch die Wundoberfldche kleiner gewesen sein konnte.

5.2 Interleukin-18

Zytokine und Zytokinrezeptoren spielen bei der Regulation entziindlicher Erkrankun-
gen eine wesentliche Rolle. Eine vermehrte Freisetzung von IL-1 und IL-6 ist nach
Loffler (1999) der auslosende Reiz fiir die Biosynthese von ,,Akute-Phase-Proteinen in
der Leber kurz nach dem Auftreten einer Entziindungsreaktion im Organismus. Die
Zytokine regulieren die Kommunikation zwischen den Zellen (Kishimoto u.a. 1992),
induzieren eine Erhohung des zirkulierenden Lymphozytenpools und beziehen das Im-
munsystem in das entziindliche Geschehen mit ein (Bruhn und Folsch 1999). Eine Zu-
sammenfassung der in dieser Arbeit beobachteten Veridnderungen der Konzentration

von IL-18 in den Lavagefliissigkeiten aller Gelenke zusammen geben Tab. 2 und Abb.
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6. Die Resultate der statistischen Tests sind den Tab. 2, 3, 5, 14, 15, 16, 17 und 18 zu

entnehmen.

[ng/l]

1 2 3

Lavage

Abb. 6: Verlauf der mittleren Konzentration von IL-1f3 in den Lavagefliissigkeiten

aller Gelenke

Die von uns ausgefiihrten Untersuchungen lieBen bei der Verlaufskontrolle fiir alle
Gelenke zusammen Unterschiede in den Konzentrationen des Zytokins Interleukin-
1B zwischen der zweiten und dritten Lavage deutlich werden. Die Messwerte der
letzten Spiilung lagen signifikant um 60,3 % iiber dem Niveau der zweiten Spiilung.
Das Ergebnis des Wilcoxon-Tests wurde durch den gepaarten t-Test gestiitzt. Die
Diskriminanzanalyse (Tab. 19) weist auf einen vermutlichen Zusammenhang zwi-
schen IL-18 und den abbauenden Kollagenasen hin, da sich beide Parameter bei der
zweiten Lavage ergiinzen und mit erhohten Werten bei Gruppe 5 gemeinsam zu einer
starken Diskrimination der Gruppen 1 und 5 bei 88,2% richtiger Klassifizierung
durch Kreuzvalidierung fiithren. Dies stimmt mit den Beobachtungen von Ito u.a.
(1996) tiberein, die eine durch IL-18 hervorgerufene Expression von Matrix-Metallo-
Proteinasen beschreiben, die wiederum einen Abbau der extrazelluliren Matrix be-

wirken konnten und im Sinne des negativen Feedbacks die Katalyse des Zytokins
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einleiten konnten. Eine Verlaufskontrolle nach Unterteilung in Operations-Gruppen
durch den Friedman-Test und den Wilcoxon-Test deckte hier keine signifikanten
Veridnderungen auf, eventuell wiederum wegen der durch die Aufspaltung zu gerin-
gen Anzahl der Messwerte. Die Betrachtung der Gruppen untereinander liefl dagegen
Unterschiede erkennen, wie die Abb. 7 in Verbindung mit den Tabellen 14 bis 17 fiir
die Vergleiche A und B zeigt. Die Konzentrationen von Interleukin-18 unterschieden
sich anhand der parametrischen Tests in der zweiten Lavage signifikant voneinander.
Die Befunde konnten allerdings nicht durch den parameterfreien Kruskal-Wallis-Test
und den nachgeschalteten U-Test erhirtet werden. Vor allem die wahrscheinlich
stiarker beeintrachtigten Kiefergelenke der Gruppe 5 wiesen hohere Konzentrationen
auf. Beim Vergleich nach Schema A war diese Erhohung gegeniiber Gruppe 1 mit
den nur durch die Arthroskopie belasteten Gelenken signifikant. Die mit einem ho-
hen Wasserstrahldruck (>90bar) und zusitzlichem Polylaktidpfeil behandelten Kie-
fergelenke der Gruppe 5 zeigten auch gegeniiber den Messwerten der Gruppe 3 ein
signifikant gesteigertes Konzentrationsniveau. Diese Unterschiede waren nach 56
Tagen nicht mehr auswertbar, da in der Gruppe 5 nur noch ein Messwert fiir die drit-
te Spiilung vorlag.

Auch bei Einteilung nach Schema B lielen sich Unterschiede nachweisen. Bei der
ersten Lavage wies der U-Test auf niedrigere Werte in Gruppe 2 im Vergleich zu
Gruppe 5 hin. Analog zu Schema A war dann bei der zweiten Lavage die Konzentra-
tion von IL-18 vor allem bei Gruppe 2, also nach Manipulation mit dem Hydrojet mit
Wasserstrahldriicken <90 bar, signifikant niedriger als bei Gruppe 5, den Gelenken
mit zusitzlich gesetztem Polylaktidpfeil. Fasst man die Vergleiche A und B zusam-
men, lassen sich die Befunde auch so interpretieren, dass vor allem das Setzen des
Polylaktidpfeils zu einer erhohten Konzentration an IL-18 in der Lavagefliissigkeit
fiihrte.

Unsere Untersuchungen stimmen insofern mit den Beobachtungen von Tominaga
u.a. (2001) tiberein, die in Kiefer- und Kniegelenken von Kaninchen mit arthritischen
Veridnderungen erhohte Spiegel an IL-1f fanden, welche histologisch mit der Schwere

der Arthritis korrelierten.
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Abb.7: Verlauf der mittleren Konzentration von IL-1f3 in den Lavagefliissigkeiten der
Gelenkgruppen gemdf3 OP-Gruppeneinteilung (bei Gr. 5/ Spiilung 3 keine

statistisch ausreichende Wertezahl)

Andererseits widersprachen unsere Messungen der Auffassung von Neidel u.a.
(1995), die zwischen dem Grad der Knochenerosion, eingeschitzt nach radiologi-
schen Kriterien, und dem IL-18-Gehalt in Kniegelenken von Patienten mit rheuma-
toider Arthritis bzw. Osteoarthritis keine Korrelationen nachwiesen. In unserer Ana-
lyse wies die Gruppe 1 bei der dritten Lavage gegeniiber der zusitzlich mit dem
Hydrojet behandelten Gruppe 2 signifikant hohere Konzentrationen aus.

Bei der Verlaufskontrolle aller Gelenke zusammen ohne Gruppenunterteilung setzte
der Anstieg der Konzentration an IL-18 spéter ein als der Anstieg der Konzentration
an Gesamteiweif3. Die Verlaufskontrolle der einzelnen Gruppen (Abb. 7) belegte
jedoch, dass bei Gelenken mit Belastung durch Einsetzen eines Polylaktidpfeils sehr
wohl schon bei Lavage 2 ein Anstieg der Konzentration zu beobachten war. Die Ver-

dnderung der Konzentration von IL-18 in der Lavagefliissigkeit ist also sowohl von
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der Zeitdauer als auch von der Art der Gelenkoperation tendenziell abhéngig, ohne

dass im Friedman- oder Wilcoxon-Test Signifikanzen angezeigt wurden.

5.3 Kollagenasen

Zu den am Abbau der Knorpelmatrix mitwirkenden Enzymen gehoren die Matrix-
Metalloproteinasen wie z.B. die Kollagenase. Die statistischen Kenndaten sind den
Tabellen 2, 3, 6, 11, 14, 15, 16, 17 und 18 zu entnehmen. In unseren Untersuchungen
konnten fiir alle Gelenke zusammen mittels Friedman-Test und Wilcoxon-Test keine
deutlichen Abweichungen zwischen den Aktivititen der einzelnen Spiilungen analy-
siert werden (deshalb hier nicht dargestellt). Ein anderes Bild ergab sich gemif3 Abb.
8, wenn man die Zeitreihen (Verlaufskontrolle) der einzelnen Gelenkgruppen be-
trachtete (Tab. 18). Hier wurde fiir die Gruppe 1 eine signifikante Verdnderung aus-
gewiesen; der Wilcoxon-Test lokalisierte dann eine signifikante Zunahme der enzy-
matischen Aktivitit von Spiilung 2 zu Spiilung 3. In abgeschwichter Form traf diese
Aussage auch fiir Gelenke der Gruppe 2 zu, bei denen der Wilcoxon-Test tendenziell
auf eine Zunahme der Aktivitdt von Spiilung 2 nach Spiilung 3 hinwies. In der Grup-
pe 4 hingegen trat eine signifikante Abnahme von der zweiten zur dritten Spiilung
auf. Fiir die Gelenke der Gruppe 5 ergab sich aus dem Wilcoxon-Test demgegeniiber
eine tendenzielle Zunahme schon von Lavage 1 zu Lavage 2. Das Bild fiir die Kolla-
genaseaktivitit wird etwas uniibersichtlicher durch die Tatsache, dass der Kruskal-
Wallis-Test und die Varianzanalyse bereits fiir die erste Spiilung Unterschiede zwi-
schen den Gruppen ausweisen (Tab. 14 und Tab. 16). Aus den nachgeschalteten Ein-
zeltests ergab sich, dass vor allem bei Gelenken der Gruppe 5, bei denen ein Polylak-
tidpfeil gesetzt wurde, eine erhohte Aktivitit gegeniiber Gelenken der Gruppen 1, 2
und 4 zu verzeichnen war. Tendenziell deuteten sich hier auch hohere Aktivitdten im
t-Test bei den Gelenken der Gruppe 5 im Vergleich zu Gruppe 3 bzw. der Gruppe 4
mit Gruppe 1 an (Tab. 15, 17). Erhohte Aktivititen bei der ersten Spiilung traten so-

mit bei denjenigen Gelenken auf, bei denen nach klinischen Kriterien mit einer stér-
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keren Akutbeeintrichtigung gerechnet werden konnte. Die erhohten Enzymaktivita-
ten lieBen sich dann durch die Freisetzung aus einer Bindung an die Matrix deuten,
wie sie von Loffler (1999) beschrieben wurde. Da die Korrelationsanalyse (Tab. 11)
keinen eindeutigen Hinweis auf eine Verkniipfung der Kollagenaseaktivititen zwi-
schen den einzelnen Spiilungen ergab, kann aber kein signifikanter Einfluss be-
schrieben werden.

Bei der Analyse der Gruppenunterschiede gemifl Schema A (Tab. 14 und 15) lielen
sich durch den Kruskal-Wallis-Test auch Differenzen der Aktivitit von Kollagenasen
in der zweiten Spiilung zwischen den Gelenken nachweisen. So waren die Aktivita-
ten in der Gruppe 5 im Vergleich zur Gruppe 1 stark erhoht (sowohl im U-Test als
auch im t-Test). Auch bei Gruppe 3 waren gemill U-Test die relativen Aktivititen
gegeniiber Gruppe 1 signifikant erhoht. Zwischen Messwerten der Gruppen 3 und 5
bestanden keine deutlichen Unterschiede. Diese Differenzen zwischen den Gruppen
waren nach 8 Wochen nicht mehr zu belegen, da hier auf Grund von Probenausfillen

nur ein Wert bei Gruppe 5 vorlag.
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Abb. 8: Verlaufskontrolle der mittleren Aktivitdt der Kollagenase in der Spiilfliissig-
keit der Gelenkgruppen gemdfs Schema A und B (bei Gr. 5 / Spiilung 3 keine

statistisch ausreichende Wertezahl)
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Auch bei Schema B (Abb. 8 sowie Tab. 16 und 17) wurde der Kollagenmetabolismus
anscheinend beeinflusst von der differenzierenden Wirkung der angewandten opera-
tiven Methoden. So konnten wir nachweisen, dass die Aktivitit der Kollagenasen in

der zweiten Spiilung bei Gruppe 4 gegeniiber den Gruppen 1 und 2 im U-Test signi-
fikant erhoht war, was als ein Zeichen von verstirktem Knorpelabbau 14 Tage post-
operativ infolge des hoheren Wasserstrahldrucks des Hydrojets gewertet werden
konnte. Das Ergebnis wurde durch den t-Test gestiitzt. Kubota u.a. (1997) bezeichne-
ten die enzymatische Aktivitidt von Kollagenasen als geeignet, um frithe Zeichen der
Synovitis und des Knorpelabbaus an menschlichen Kiefergelenken mit internen Sto-
rungen (Kiefersperre) oder Osteoarthritis mittels der Analyse des Synovialfluids zu
erforschen. Da sich die Messwerte zwischen unseren Gruppen nach 8 Wochen nicht
mehr deutlich unterschieden, lag zu diesem Zeitpunkt nach unserer Meinung bereits
wieder ein ausgeglichener Kollagenstoffwechsel vor. Dies wird durch Untersuchun-
gen von Venn u.a. (1993) bestitigt, die im Tierversuch nach 3 Monaten in der Lava-
ge von Kniegelenken keine signifikanten Unterschiede im Spiegel der Matrix-

Metalloproteinasen fanden.

5.4 N-Acetyl-B-D-glucosaminidase

Der Abbau von Proteoglycanen, die ein wesentliches Strukturelement der Knorpel-
matrix darstellen, erfolgt durch das Zusammenwirken einer Reihe von Hydrolasen,
die aus den Lysosomen freigesetzt werden. Elastase, Kathepsine und Hydroxylradi-
kale bauen Proteoglycane ab. Glycosaminoglycane werden durch Sulfatasen desulfa-
tiert und durch Hyaluronidase (ein Gemisch aus den Endohexosaminidasen N-
Acetyl-B-D-Glucosaminidase, N-Acetyl-8-Galaktosaminidase und die B-Glucuroni-
dase) zu Oligosacchariden depolymerisiert (Loffler und Petrides 2001). Nach Kama-
da u.a. (1993) fiihren funktionelle Inkoordination des Kiefergelenkes wie auch Oste-
oarthritis zu erhohten Aktivititen des lysosomalen Enzyms N-Acetyl-B-D-

glucosaminidase in der Synovialfliissigkeit, d.h. es kommt hier zu erhéhtem Abbau
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von Hyaluronsdure. Daraus schlussfolgerten sie, dass diese enzymatische Aktivitit in
der Synovialfliissigkeit den Grad der Dysfunktion des Gelenks widerspiegelt, da der
Anstieg korrelierte mit der Abnahme der Menge und des Molekulargewichtes von
Hyaluronsdure wihrend der Erkrankung. Moglicherweise konnte dies zusammen-
hingen mit einer gesteigerten Permeabilitit der Synovialmembran fiir Plasmaprotei-
ne infolge der Zerstdrung von Membranzellen, da die N-Acetyl-B-D-glucosamini-
daseaktivitdt im Plasma signifikant hoher ist als im Synovialfluid.

Die von uns gemessenen Aktivititen des Enzyms N-Acetyl-B-D-glucosaminidase
(Abb. 9) wiesen insgesamt zwischen der Ausgangsspiilung und den Folgespiilungen
signifikante Verdnderungen auf, wie durch den Friedman-Test (Tab. 3) belegt wird.
Signifikant gesteigerte enzymatische Aktivititen in der zweiten Lavage gegeniiber
den Ausgangswerten wurden mit Hilfe des Wilcoxon-Tests nachgewiesen und durch
den gepaarten t-Test bestitigt. Es kam zu einem Anstieg der enzymatischen Aktivitit
um 283,7 %, d.h. fast auf das Vierfache. Auch die Messwerte der dritten Spiilung
belegten ein um 125,6 % signifikant iiber den Ausgangswerten von 0,0129 U/ be-

findliches Aktivitatsniveau in beiden Tests.
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Abb.9: Verlaufskontrolle der Aktivitit des Enzyms NAG in der Spiilfliissigkeit aller
Gelenke
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Dabei sank der Mittelwert aber wieder gegeniiber der zweiten Lavage um 0,0189 U/l
auf 0,0305 U/l ab, was fiir eine Abnahme der katabolen Stoffwechselprozesse des
Knorpels und den Ubergang zu proliferativen Prozessen spricht, wobei die Abbau-
vorgiange des Knorpels nach vier bzw. acht Wochen offensichtlich aber noch nicht
abgeschlossen sind.

Die Aufspaltung in Operations-Gruppen (Abb. 10 und Tab. 18) zeigt, dass dieser
zeitliche Verlauf vor allem auf Aktivitdtsinderungen bei den Gelenken der Gruppen
1 und 3 bzw. nach deren Aufspaltung auf die Gruppe 2 zuriickzufiihren ist. Der Ver-
gleich der Gruppen bei den einzelnen Spiilungen belegt, dass schon bei der ersten
Spiilung Gruppenunterschiede zu verzeichnen waren (Tab. 14 und 16). Gruppe 5 (mit
Polylaktidpfeilapplikation) wies schon zu diesem frithen Zeitpunkt hohere Enzymak-
tivitidten auf als Gruppe 1 (nur Arthroskopie) und Gruppe 3. Diese Befunde werden
durch den einfachen t-Test gem@dll Tab. 15 bzw. Tab. 17 gestiitzt.

Die Aufspaltung von Gruppe 3 (entsprechend Gruppeneinteilung nach Schema B)
zeigt, dass Unterschiede zu den Gelenken mit Hydrojetapplikation bei <90 bar Was-
serstrahldruck (Gr. 2) bestehen (Abb. 10). Gelenke mit Wasserstrahldruckbehand-
lung >90 bar zeigten dagegen erhohte NAG-Aktivititen, die mit denen bei Einsetzen
eines Polylaktidpfeils vergleichbar waren. Der Friedman-Test (Tab. 18) wies fiir die
Gruppen 2 und 3 signifikante Verdnderungen in der Zeitreihe nach. Der Wilcoxon-
Test bestitigte signifikante Steigerungen der Aktivititen in der zweiten Spiilung
nicht nur fiir die Gruppen 2 und 3, sondern auch fiir die Gruppe 1 und als Tendenz
fiir Gruppe 4. Diese Befunde zeigen, dass alle Operationen zu einem Anstieg von
NAG im Kiefergelenk fiihrten, der dann zum Zeitpunkt des Opferns der Tiere, wenn
auch nicht statistisch signifikant, wieder am Abklingen war. Dies wire erkldrbar
durch die Freisetzung von gebundenen Enzymmolekiilen. Da die Korrelationsanalyse
keinen eindeutigen Nachweis fiir Verkniipfungen der NAG-Enzymaktivititen bei den
drei Spiilungen lieferte, kann davon ausgegangen werden, dass erhohte Ausgangs-
werte keinen Einfluss auf die Aktivititen bei den Folgespiilungen hatten. Die Sensi-

bilitdt des Parameters NAG fiir geringe Gelenkveridnderungen fiihrt dazu, dass bei
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den Diskriminanzanalysen zur Unterscheidung der Gelenkgruppen NAG weniger als

Kollagenase und IL-18 beitragen kann.

B Gruppe 1
B Gruppe 2
E Gruppe 3
B Gruppe 4
OGruppe 5

[uA]

Lavage

Abb. 10: Verlaufskontrolle der mittleren Aktivitit von NAG in der Lavagefliissigkeit
der Gruppeneinteilungen nach Schema A und B (bei Gr. 5 / Spiilung 3 keine

statistisch ausreichende Wertezahl, deshalb nicht dargestellt)

Die Untersuchung des Einflusses unterschiedlicher Wasserstrahldriicke nach Schema
B (Tab. 16 und 17) ergab, dass in der zweiten Spiilung hohere Werte fiir die Gruppe
2 (Gelenke mit Hydrojet-Manipulation bei <90 bar) gegeniiber den Gelenken der
Gruppen 4 und 5 ausgewiesen wurden. Dies resultiert offensichtlich aus einem deut-
lich stirkeren Aktivitdtsanstieg bei Gruppe 2. Somit ergeben sich Parallelen zum
Parameter Gesamteiwei3. Denkbar wire eine insgesamt stirkere Schéadigung der
Synovialmembran infolge der groBeren bestrahlten Oberfliche durch das stumpfe
Gewebetrauma bei Wasserstrahldriicken unter 90 bar gegeniiber dem scharfen

Schnitt bei Driicken tiber 90 bar.
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5.5 Peroxidase

Peroxidasen katalysieren Reaktionen, die Wasserstoffperoxid umsetzen und damit
aus dem Organismus entfernen. Sie sind somit ein Teil der antioxidativen Kapazitit.
Die Veridnderung ihrer Aktivitit ldsst Schlussfolgerungen auf den Grad einer Ent-
ziindung (Klebanoff 1991; Zardeneta, Milam und Schmitz 2000; Zhang u.a. 2002)
und damit auch der Wundheilung zu. Unter normalen Bedingungen sind freie Radi-
kale fiir viele physiologische Funktionen wie z.B. den Umsatz der extrazelluldren
Matrix notwendig (Saari u.a. 1990). Die Resultate der statistischen Tests fiir diesen
Parameter sind den Tab. 2, 3, 8, 14, 15, 16, 17 und 18 zu entnehmen.

In der Gesamtverlaufskontrolle konnten keine signifikanten Peroxidaseaktivititsver-
dnderungen ermittelt werden (deshalb hier nicht dargestellt). Bei der Verlaufskon-
trolle nach Operations-Gruppenunterteilung wies der Wilcoxon-Test jedoch auf Ver-
dnderungen der Enzymaktivitdt hin. So war fiir Gruppe 1 ein Abfall von Spiilung 1
zu Spiilung 2 zu verzeichnen, wihrend sich die Aktivitéit der Gruppe 2 in der zweiten
Spiilung signifikant gegeniiber den Ausgangswerten erhohte. Weiterhin lie3 Gruppe
3 einen signifikanten Anstieg bei Spiilung 3 gegeniiber Spiilung 1 erkennen. Die
Gruppenvergleiche deckten innerhalb der drei Kontrollzeitpunkte Unterschiede auf
(Tab. 14 und 16). Tendenziell hohere Aktivititen in der Lavagefliissigkeit der dritten
Spiilung von Gelenken der mit Hydrojet behandelten Gruppe 3 im Vergleich zu den
nur arthroskopisch behandelten Gelenken der Gruppe 1 wies der einfache t-Test
(Tab. 15) nach. Diese Aussage konnte aber vom Kruskal-Wallis-Test, U-Test bzw.
der Varianzanalyse nicht gesichert werden. Betrachtet man die Gruppe 3 (gemif3
Schema B aufgespaltet in Gruppe 2 und Gruppe 4), so zeigt der U-Test, dass Unter-
schied vor allem durch die Wasserstrahlskalpellbehandlung zu erkléren ist (s. auch
Tab. 16 und 17). In Abb. 11 erfolgt eine graphische Darstellung des Verlaufs der
mittleren Aktivitit der Peroxidase. Die Tendenz zu hoheren Aktivititen bei der drit-
ten Spiillung in der Gruppe 2 wurde sowohl durch den Kruskal-Wallis-Test und den

U-Test als auch die Varianzanalyse belegt.
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Abb. 11: Verlaufskontrolle der mittleren Aktivitdit von Peroxidase in der Spiilfliissig-
keit der OP-Gruppeneinteilung gemdf; Schema A und B (bei Gr. 5 / Spiilung

3 keine statistisch ausreichende Wertezahl, deshalb nicht dargestellt)

Der einfache t-Test bestitigt das Ergebnis. Somit ergeben sich auch hier Parallelen
zum loslichen Eiweill und zur N-Acetyl-B-D-glucosaminidase, die Unterschiede sind
aber nicht so deutlich. Ursdchlich konnte dies im Zusammenhang stehen mit einer

groBeren Wundfldche nach Applikation von Wasserstrahldriicken <90 bar.

5.6 Glycosaminoglycane

Beim proteolytischen Angriff freigesetzte grole Bruchstiicke der Matrixkomponenten
konnen in der Synovialfliissigkeit eine Entziindungsreaktion hervorrufen (Lohmander
1990). Ratcliffe u.a. (1996) waren der Ansicht, dass der Nachweis der Matrixkompo-
nenten es ermoglichen sollte, eine Degeneration des Knorpels friihzeitig zu erkennen
bzw. deren Verlauf zu verfolgen und dadurch effektivere Behandlungen zu erzielen.
Smith v.a. (1989) fanden Verinderungen der Glycosaminoglycane in der Synovialfliis-

sigkeit, wenn histologisch eine hyperplastische Antwort des Kiefergelenks gesehen
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wurde. Venn u.a. (1993) wiesen in operierten Gelenken einen gesteigerten Glycosa-
minoglykanspiegel nach, der mit Tumornekrosefaktor-o. korrelierte, aber nicht mit
dem von IL-6.

Die in dieser Studie ermittelten Konzentrationen der Glycosaminoglycane sind fiir
die Verlaufskontrolle der Gesamtgruppe in Abb. 12 dargestellt. Die statistischen
Kenndaten sind den Tabellen 2, 3, 9, 13, 14, 15, 16, 17 und 18 zu entnehmen.

Die Verlaufskontrolle fiir alle untersuchten Gelenke gemeinsam mittels Friedman-
Test und Wilcoxon-Test lie3 keine deutlichen Abweichungen zwischen den Aktivita-
ten der drei Spiilungen deutlich werden. Der gepaarte t-Test dagegen wies signifikant
hohere mittlere Konzentration von Glycosaminoglycanen in der zweiten Lavage ge-
geniiber der Ausgangsspiillung nach. In der dritten Spiilung sank dieser Mittelwert
gegeniiber der zweiten Spiilung wieder ab, blieb damit aber noch tendenziell iiber
dem Ausgangsniveau, was mit den Beobachtungen der Aktivitit der N-Acetyl-B-D-

glucosaminidase korrelierte.
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Abb. 12: Verlaufskontrolle der mittleren Konzentration der Glycosaminoglycane in

der Lavagefliissigkeit aller Gelenke
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Dies konnte ebenfalls fiir eine Abnahme der noch andauernden katabolen Stoffwech-
selprozesse im Knorpel nach 4 bzw. 8 Wochen sprechen. Die Ergebnisse unserer
Untersuchungen widerspiegeln die Aussagen in der aktuellen Literatur. Wie bereits
von anderen Autoren betont (Kubota u.a. 1998; Venn u.a. 1993; Lohmander 1990),
scheinen Verdnderungen im Proteoglycanstoffwechsel als Marker der akuten Ent-
ziindung geeignet.

Wie aus den Korrelationsanalysen in Tab. 10 bis 13 zu entnehmen ist, lieBen sich nur
bei den Glycosaminoglycanen Wechselbeziehungen sicher nachweisen. Hier war das
Niveau bei der dritten Lavage offensichtlich abhidngig vom Niveau bei der ersten und
zweiten Lavage. Bei allen anderen Komponenten konnten keine Abhingigkeiten
nachgewiesen werden. Die in der zweiten und dritten Lavage ermittelten Spiegel
dieser Komponenten miissen somit eher als Folge der unterschiedlichen Reaktion des
Organismus auf die ungleich schweren Veridnderungen entsprechend der Manipulati-
on bei der ersten Lavage angesehen werden.

Bei der Verlaufskontrolle der einzelnen Operations-Gruppen 1 bis 5 liel der Wilco-
xon-Test signifikante Veranderungen im Sinne einer Erhohung bei Lavage 2 erken-
nen. Sie wurde fiir die Gruppe 1 und fiir die Gruppe 4 nur als Tendenz ermittelt. Fiir
die Gelenke der Gruppe 2 und 3 war sie dagegen eindeutig signifikant. Jede Schéadi-
gung der Gelenke, auch in geringem Umfang, war somit durch einen voriibergehen-
den Anstieg der Glycosaminoglycankonzentration gekennzeichnet, der bei der dritten
Lavage wieder langsam (nicht signifikant) abnahm. Lohmander u.a. (1989) konnten
zeigen, dass der Proteoglycanspiegel in der Synovialfliissigkeit von Kniegelenken ins-
besondere in der posttraumatischen Phase nach Binderrissen im Vergleich zu einer
Kontrollpopulation mit Knieschmerzen ohne akutes Trauma oder Anzeichen einer De-
generation stark erhoht war. Dieser erhohte Spiegel fiel dann graduell ab, war aber noch

mehr als vier Jahre im Vergleich zur Kontrollgruppe erhoht.
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Abb. 13: Verlaufskontrolle der mittleren Konzentration von Glycosaminoglycanen in
der Spiilfliissigkeit der Gelenkgruppen gemdf3 Schema A und B (bei Gr. 5/

Spiilung 3 keine statistisch ausreichende Wertezahl)

Auch Pettipher u.a. (1989) konnten anhand eines Kaninchenmodells mit antigenindu-
zierter Arthritis zeigen, dass sich der Proteoglycanverlust des Knorpels in der Synovi-
alfliissigkeit widerspiegelt. In der akuten Phase gingen Proteoglycane schnell verloren,
wihrend 14 Tage danach nur noch geringe Anderungen im Proteoglycangehalt des
Knorpels auftraten. Sulfatierte Glycosaminoglycane und Keratansulfat-Epitope zeigten
nur einen voriibergehenden Anstieg, der schon nach einem Tag begann. Da die Zahl der
anwesenden Leukozyten nicht erhoht war, muss der Mechanismus auf einer erhéhten
Aktivitdt der matrixabbauenden Metalloproteinasen beruhen.

Im Vergleich zwischen den einzelnen Gruppen gemidf Schema A (Tab. 14 und 15)
und B (Tab. 16 und 17) konnten sowohl parametrisch als auch nichtparametrisch
keine signifikanten Unterschiede nachgewiesen werden, was wiederum in der zu
geringen Anzahl der vorhandenen Proben innerhalb der Gruppen begriindet liegen

konnte. Abb. 13 lisst es andererseits plausibel erscheinen, dass unterschiedlich stark
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geschidigte Gelenke beziiglich des Glycosaminoglycangehaltes in der Synovialfliis-
sigkeit reagieren, wofiir auch die Resultate der Diskriminanzanalyse sprechen. Diese
Ergebnisse stimmten mit Literaturangaben iiberein. Shibata (1998) gelang es, Korre-
lationen zwischen Kiefergelenkerkrankungen und der Zusammensetzung von
Glycosaminoglycankomponenten (Chondroitin-6-sulfat, Chondroitin-4-sulfat) im
Synovialfluid nachzuweisen. Das Verhiltnis konnte nach seiner Auffassung benutzt
werden, um Gelenkerkrankungen zu diagnostizieren und um artikulidre Knorpelscha-
den bzw. synoviale Proliferationen vorherzusagen. Murakami u.a. (1998) wiesen
ebenfalls bei Kiefergelenken mit internen Storungen eine deutliche Korrelation zwi-
schen Chondroitin-6-Sulfat und Chondroitin-4-Sulfat nach. Diese Komponenten kor-
relierten aulerdem mit erhohtem intraartikuldarem Spiegel von Prostaglandin E,, das
fiir diese Autoren zu einem weiteren moglichen Marker des Proteoglycanzerfalls

zahlt.

5.7 Diskussion der Parameter beziiglich ihrer diagnostischen Relevanz anhand

von Diskriminanzanalysen

Um die diagnostische Verwertbarkeit der untersuchten Messgrolen abzuschitzen,
wurde zusitzlich eine Trennung der Gruppen 1 bis 5 anhand von Diskriminanzanaly-
sen durchgefiihrt (Tab. 19 und Tab. 20). Bei der ersten Lavage ergab sich erwar-
tungsgemal keine Unterscheidung der Gruppen 1 und 3, der Gruppen 1 und 5, der
Gruppen 1 und 4 sowie der Gruppen 4 und 5. Eine Diskriminanz konnte lediglich fiir
die Gruppen 3 und 5 anhand der Kollagenase-Aktivitit festgestellt werden; nur drei
von 21 Proben der Gruppe 3, aber vier von acht Proben der Gruppe 5 wiesen hier
hohere Enzymaktivititen auf. Der niedrige Wert von Chiquadrat und sein Signifi-
kanzniveau sowie der geringe relative Abstand der Gruppenzentroide und die nur zu
75,9 % richtige Zuordnung weisen jedoch auf eine nur schwache Abgrenzung der
Gruppen voneinander hin. Es kann somit davon ausgegangen werden, dass die Ge-

lenkpunktion zur Gewinnung der ersten Lavagefliissigkeitsprobe bzw. zur Einleitung
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der arthroskopischen Operation keine wesentlichen unmittelbaren biochemischen
Verinderungen in der Spiilfliissigkeit bewirkten. Dieser Befund ist ausschlaggebend
fiir die diagnostische Verwertbarkeit der Spiilfliissigkeit. Direkt durch die Probe-
nahme bewirkte Verdnderungen wiirden die diagnostische Brauchbarkeit der so er-
mittelten Daten natiirlich stark einschridnken. Als einzige Einschrinkung gilt die fiir
Gruppe 5 ausgewiesene Abgrenzung durch eine erhohte Aktivitdt der Kollagenase.
Dies konnte im Einklang mit der hohen Sensibilitit dieses Parameters als Friithreakti-
on erkldrt werden.

Bei der zweiten Lavage ergab sich zunéchst eine schwache Trennung der Gruppen 1
und 4 anhand der Kollagenase-Aktivitdt. Die niedrigen Werte fiir Chiquadrat und
sein Signifikanzniveau, der geringe relative Abstand der Gruppenzentroide und die
nur zu 72,2 % richtige Zuordnung nach Kreuzvalidierung weisen fiir diesen Parame-
ter eine ungeniigende Trennschiérfe aus. Sie ergibt sich vor allem daraus, dass nur 4
von 9 Proben der Gruppe 4, d.h. der Proben nach Belastung des Kiefergelenks durch
Manipulation mit dem Hydrojet iiber 90 bar, eine erhohte Enzymaktivitiit aufwiesen,
wihrend alle Proben der Gruppe 1 (nur Arthroskopie) durch eine niedrige Kollagena-
se-Aktivitdt charakterisiert waren. Eine weitere Trennung wurde fiir die Gruppen 3
und 5 anhand von II-1B ausgewiesen. Lavageproben aus Gelenken mit Manipulation
durch das Wasserstrahlskalpell mit mehr als 90 bar und zusitzlich inseriertem Pfeil
weisen im Vergleich zu Proben, die nur mit dem Hydrojet manipuliert wurden, die
hohere Konzentration dieses Botenstoffs einer Entziindung aus. Die Werte fiir Chi-
quadrat und sein Signifikanzniveau sowie der relative Abstand der beiden Gruppen-
zentroide fallen hier etwas hoher aus. Richtig zugeordnet wurden 17 von 21 Proben
der Gruppe 3 wie auch 5 von 8 Proben der Gruppe 5. Diese nur zu insgesamt 75,9 %
richtige Zuordnung bei Kreuzvalidierung zeigte, dass die Abgrenzung dieser Grup-
pen voneinander nur bedingt moglich ist. Unterschiede in der Kollagenaseaktivitt
spielen jetzt im Vergleich zur ersten Spiilung keine Rolle mehr. Auch die Senkung
des Signifikanzniveaus auf p;,;=0,10 und po,=0,20 hob bei beiden Analysen keine

weiteren Messgroflen heraus.
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Eine weitaus deutlichere Trennung wurde bei der zweiten Lavage fiir die sich am
stiarksten unterscheidenden Gruppen 1 und 5 anhand der Kombination aus Kollage-
nase und Interleukin-1f3 ausgewiesen, wie sich aus dem hohen Signifikanzniveau von
Chiquadrat und dem nahezu verdoppelten relativen Abstand der Gruppenzentroide
ergibt. Die hohe Trennwirkung wird durch die Kombination zweier Merkmale der
Lavagefliissigkeit erreicht. Senkung des Signifikanzniveaus bei der Diskriminanza-
nalyse auf p;,=0,10 und po,=0,20 fiihrte nicht zu einer Einbeziehung weiterer unter-
suchter Komponenten. Die Kiefergelenke der Gruppe 5, d.h. nach vergleichsweise
starker Wasserstrahleinwirkung mit {iber 90 bar und zusétzlicher Pfeilinsertion, wer-
den durch hohe Werte fiir beide Messgrof3en charakterisiert, wiahrend nur arthrosko-
pierte Gelenke weitaus geringere Aktivitdten beider Parameter zeigten. Bei beiden
Gruppen wurde nach Kreuzvalidierung jeweils nur eine Probe falsch zugeordnet. Die
richtige Zuordnung von insgesamt 88,2 % kann als ausreichend fiir eine Unterstiit-
zung der Diagnose angesehen werden. Es bleibt zu bemerken, dass diese gute Tren-
nung nur zwischen den beiden Gruppen mit sehr unterschiedlichem operativen Ein-
griff zu erzielen war, so dass sich kleine operative Unterschiede auch mit der Dis-
kriminanzanalyse nicht trennen lie3en.

Bei der dritten Spiilung, die mit einem etwas gro3eren Abstand zu den primédren Ma-
nipulationen am Kiefergelenk erfolgte, war zunéchst eine Trennung der Gruppen 1
und 3 anhand der Peroxidase zu erzielen. Gelenke mit Hydrojet-Manipulation wiesen
im Vergleich zu den Gelenken, bei denen ausschlieBlich eine Lavage erfolgt war,
hohere Aktivititen dieses Enzyms auf. Das geringe Signifikanzniveau von Chi-
quadrat, der geringe relative Abstand der Gruppenzentroide und die mit 70 % niedri-
ge richtige Klassifizierung bei Kreuzvalidierung zeigen jedoch an, dass die Aktivi-
titsunterschiede nicht eindeutig waren, so dass hier nur eine unscharfe Trennung
erzielt wurde. Senkung des Signifikanzniveaus bei der Diskriminanzanalyse auf
pin=0,10 und p,,=0,20 fiihrte nicht zu einer Einbeziehung weiterer untersuchter
Komponenten. Peroxidase ist als Marker einer Entziindung anzusehen. Es konnte

geschlussfolgert werden, dass es nach Manipulation des Kiefergelenks mit dem Hyd-
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rojet zu einer Wundheilung mit entsprechend langfristiger Narbenbildung und damit
verbundenen biochemischen Verdnderungen in der Synovialfliissigkeit kommt.

In der Summe der Diskriminanzanalysen ist festzustellen, dass unter den in dieser
Arbeit analysierten Komponenten der Lavagefliissigkeit vor allem Kollagenase und
Interleukin-1f geeignet erscheinen, Verdnderungen im Kiefergelenk anzuzeigen. Die
zusitzliche Applikation eines Polylaktidpfeiles in das Gelenk erzeugte iiber den ge-
samten Untersuchungszeitraum erhohte Spiegel der Kollagenase und von Interleu-
kin-1B. Die Tatsache, dass die hochsten Trennschéarfen durch Kombination zweier
MessgroBen erreicht wurden, weist darauf hin, dass eine ausreichende Diskriminati-
on von Gelenken mit unterschiedlichen Veridnderungen anhand der Bestimmung ei-
ner Einzelkomponente in der Lavagefliissigkeit wahrscheinlich nicht zu erreichen
sein wird. In Fortsetzung der Untersuchung von Kiefergelenklavagefliissigkeit soll-
ten deshalb eher Kombinationen biochemischer Marker des Knorpelstoffwechsels
und der Wundheilung bzw. Entziindung auf ihre diagnostische Verwertbarkeit ge-

priift werden
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6 Zusammenfassung

Kiefergelenkerkrankungen sind von auBerordentlich vielschichtiger Atiologie und
Pathogenese, da eine Vielzahl komplexer Organsysteme die Kiefergelenkform und
-funktion beeinflussen und im kraniofazialen Bereich zusammenwirken. Die chirur-
gischen Kiefergelenkbehandlungsergebnisse sind oftmals bei ausgeprigten Diskus-
Bandapparaterkrankungen noch unbefriedigend. Bisherige offene chirurgische The-
rapiemethoden haben invasivititsbedingte Nebenwirkungen, so dass heute die Be-
strebungen dahin gehen, durch minimalinvasive arthroskopische Operationsmetho-
den die Behandlungsergebnisse zu verbessern.

Ziel der vorliegenden Studie war es, durch die Untersuchung von Lavagefliissig-
keitsproben zwei neue arthroskopisch minimalinvasive Kiefergelenkoperationsme-
thoden zur Behandlung von Kiefergelenkdiskusdislokationen und Bandelongationen
zu bewerten und Riickschliisse fiir die klinische Anwendung am Patienten zu ziehen.
Die Proben stammten aus einer vorangegangenen tierexperimentellen Arbeit, bei der
eine arthroskopische dorsale Kiefergelenkbandplastik mit einem Wasserstrahlskal-
pell und eine dorsale Bandplastik mittels resorbierbarer Polilaktidpfeilfixation kli-
nisch getestet wurden. Hierbei wurden 19 Schweine einer beidseitigen arthroskopi-
schen Kiefergelenkoperation unterzogen (Zeitpunkt fiir Spiilung 1 = Lavageprobe-
nentnahme 1). AnschlieBend im Abstand von zwei Wochen (Spiilung 2) und erneut
nach 4 bzw. 8 Wochen (Spiilung 3) wurden die Tiere arthroskopisch nachuntersucht,
so dass je Kiefergelenk drei Lavageproben gewonnen werden konnten. Fiir die vor-
liegende Arbeit standen auf Grund des Ausfalls verschiedener Proben 85 Lavagefliis-
sigkeitsproben aus 37 Schweinekiefergelenken zur Verfiigung (s. Kapitel 3.5). Von
diesen Proben war an zwanzig Gelenken eine arthroskopische dorsale Kiefergelenk-
bandplastik durch Bestrahlung mit einem Wasserstrahlskalpell (Hydrojet) durchge-
fithrt worden, wobei Schneidstrahldriicke des Wasserstrahlskalpells von sechzig bis
einhundertfiinfzig Bar zur Anwendung kamen. Acht Kiefergelenke waren mit einer

dorsalen Bandplastik durch Wasserstrahl und zusitzliche Applikation eines resor-
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bierbaren Polylaktidpfeiles in den hinteren Bandapparat behandelt worden. Neun
Gelenke waren als Vergleichsgruppe nur arthroskopisch untersucht und gespiilt wor-
den.

Zur Beurteilung der Kiefergelenke wurden die vorliegenden Proben nach den durchge-
filhrten Operationen in Gruppen eingeteilt und die Parameter Gesamtprotein, Interleu-
kin-18 und Glycosaminoglycane sowie die Aktivitdt von Kollagenase, N-Acetyl-3-D-
glucosaminidase und Peroxidase bestimmt. Die ermittelten Werte wurden statistisch
aufgearbeitet. Es erfolgte eine Verlaufskontrolle zwischen den einzelnen OP-Gruppen
und eine Bewertung innerhalb der OP-Gruppen.

Zunichst erfolgte die Verlaufskontrolle der Gesamtwerte aller untersuchten Kieferge-
lenke. Am deutlichsten verédnderte sich hier der Parameter N-Acetyl-3-D-glucosamini-
dase im Verlauf von Spiilung 1 und 2 nach Spiilung 3. Im Wilcoxon-Test lagen die
enzymatischen Aktivititen der zweiten Lavage signifikant iiber den Ausgangsaktivi-
tiaten und blieben auch in der dritten Spiilung signifikant iiber dem Ausgangsniveau,
was der t-Test bestdtigte. Der Parameter Glycosaminoglycane korrelierte mit den
Beobachtungen des Parameters N-Acetyl-B-D-glucosaminidase. Signifikant hohere
Konzentration von Glycosaminoglycanen in der zweiten Lavage und auch tenden-
ziell erhohte Konzentrationen in der dritten Spiilung gegeniiber den Ausgangswerten
wurden mit dem t-Test nachgewiesen. Die Umbauprozesse des Knorpelstoffwechsels
waren somit zunichst als Reaktion auf die jeweilige Operation stark erhoht, nach 14
Tagen nahmen sie langsam wieder ab. Der Eiweillgehalt der zweiten Lavage bzw.
der dritten Lavage iiberstieg die Ausgangswerte signifikant im parameterfreien Wil-
coxon-Test und ebenfalls im parametrischen t-Test, was auf einen deutlichen Ent-
ziindungsprozess in den Kiefergelenken im Rahmen der Wundheilung hinwies. Die
Konzentrationen des Zytokins Interleukin-18 erhdhten sich signifikant in der dritten
Spiilung (Wilcoxon-Test). Insgesamt zeigten die in der vorliegenden Arbeit unter-
suchten Analyte der Lavagefliissigkeit bei Zusammenfassung aller Gelenke somit
drei unterschiedliche Formen des zeitlichen Verlaufs. Gesamteiweil} stieg von der
ersten zur zweiten Lavage an und blieb auch bei der dritten Lavage auf diesem stark

erhohten Niveau. Interleukin-1f blieb zunichst noch auf dem Ausgangsniveau und
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stieg erst in der dritten Lavage an. Kollagenase und Peroxidase zeigten prinzipiell ein
gleichartiges Verhalten, auch wenn im Friedman-Test das Signifikanzniveau nicht
erreicht wurde. Bei NAG — und mit Abstrichen auch bei den Glycosaminoglycanen
(hier nur Tendenz ohne Signifikanz), war zu Beginn, d.h. von Lavage 1 zu Lavage 2,
ein starker Anstieg zu verzeichnen, dem dann ein Abfall von Lavage 2 zu Lavage 3
folgte.

In den statistischen Tests zum Vergleich der Operations-Gruppen, die zur Vermei-
dung von Uberschneidungen nach zwei verschiedenen Schemata untersucht wurden,
erwies sich die Kollagenase als aussagekriftigster Parameter (Schema A). Kieferge-
lenke mit Pfeilapplikation (p=0,006) und Kiefergelenke mit Wasserstrahlskalpellbe-
handlung (p=0,002) zeigten 2 Wochen nach der Operation signifikant hoherer Kolla-
genaseaktivitidten, was offensichtlich auf stirkere Knorpelabbauprozesse in diesen
Kiefergelenken hinwies, im Vergleich zu Gelenken, die nur arthroskopiert wurden
(U-Test). Beim Vergleich der Gruppen mit unterschiedlich starker Wasserstrahlap-
plikation (Schema B) konnten fiir den Parameter Kollagenase wie auch fiir die Para-
meter Eiweil3, N-Acetyl-B-D-glucosaminidase und IL-1 signifikante Unterschiede
herausgearbeitet werden. Wasserstrahldriicke von <90 bar fiihrten zu erhohten
Messwerten fiir Eiweil und N-Acetyl-8-D-glucosaminidase, aber auch zu einem sig-
nifikant niedrigeren Gehalt an Kollagenase und IL-18 im Vergleich zu hoherem
Wasserdruck. In der Verlaufskontrolle (Friedman-Test) zwischen den Gruppen zeig-
ten die Parameter Gesamteiweill, Kollagenase, N-Acetyl-B-D-glucosaminidase, Pe-
roxidase und Glycosaminoglycane signifikante Unterschiede. Zusammenfassend ist
somit festzustellen, dass vor allem Gelenke der Gruppe 5, bei denen ein Gelenkpfeil
eingesetzt wurde, abweichende Aktivititen in der Lavagefliissigkeit aufwiesen, wenn
man sie mit Gelenken verglich, bei denen lediglich eine diagnostische Arthroskopie
durchgefiihrt wurde, bzw. mit Gelenken, bei denen nur mit dem Wasserstrahlskalpell
operiert wurde. Zusitzlich ergeben sich jedoch auch Hinweise auf Unterschiede beim
Einsatz des Wasserstrahlskalpells in Abhéngigkeit von der Grole des Schneiddru-

ckes.
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Schlussfolgernd lésst sich ableiten, dass die Parameter Gesamteiweil3, 1L-18, Kolla-
genase, N-Acetyl-B-D-glucosaminidase und Glycosaminoglycane geeignet erschei-
nen, metabolische Verdnderungen im Rahmen der Wundheilung nach arthroskopi-
schen Operationen am Kiefergelenk zu beschreiben. Insbesondere die Kombination
von IL-1B und Kollagenase steigerte die Aussagekraft der Analyse und fiihrte zu
einer stiarkeren Diskrimination (richtige Klassifizierung der Gruppen in 88,2%).

Die Ergebnisse zeigen, dass die Reaktion auf die arthroskopischen Operationen von
der Arthroskopie zur Wasserstrahlbehandlung und zur Bandplastik mit Pfeilapplika-
tion deutlich zunimmt. Da die alleinige Wasserstrahlbandplastik biochemisch bereits
einen groBeren Effekt als die alleinige Arthroskopie hat, kann die Hydrojetbandplas-
tik als erster operativer Schritt nach erfolgloser konservativer Behandlung bei chro-
nischen Diskusdislokationen empfohlen werden. Fiihrt dies nicht zu ausreichendem
Erfolg, konnte die dorsale Bandplastik mit Polylaktidpfeil als weitere Alternative zur
offenen Kiefergelenkoperation in einem zweiten Schritt empfohlen werden.

Da die Reaktion auf alle drei Operationstechniken zum Abschluss der Untersuchung
abgeklungen, aber noch nicht vollig abgeschlossen war, wird geschlussfolgert, dass
dhnlich wie bei einer Hautnarbenbildung der Vorgang der Narbenbildung im Kiefer-
gelenk liangere Zeit als 8 Wochen zur Ausreifung in Anspruch nimmt. Es leitet sich
als Empfehlung fiir die Patientenbehandlung ab, dass sich noch mehrere Monate
nach arthroskopischen Operationen eine weitere Konsolidierung der Kiefergelenke
einstellen kann und das nicht zu voreilig die Indikation zur offenen Operation als
Folgetherapie gestellt werden sollte.

Gleichzeitig geben die vorgelegten Ergebnisse einen Hinweis darauf, dass die in der
Lavagefliissigkeit und damit in der Synovialfliissigkeit des Kiefergelenks zu ermit-
telnden Konzentrationen bzw. Aktivitdten verschiedener Analyte sowohl vom Zeit-
abstand nach der Schidigung als auch von der Schwere der Schidigung abhédngen.
Dieser Aspekt wurde in der Literatur bei der Bewertung von Untersuchungsergebnis-
sen an Synovialfliissigkeit von Gelenken bisher wenig beriicksichtigt. Er muss aber

bei zukiinftigen biochemischen Analysen stédrker beachtet werden.
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Verzeichnis der verwendeten Abkiirzungen

Zusammenstellung der Kurzbezeichnungen fiir die Testvariablen

Komponente Abkiirzung | Spiilung | Kurzbezeichnung als Variable

Gesamteiweill EW 1 EW1

[\

EW2

EW3

Interleukin-18 IL IL1

IL2

IL3

Kollagenase KOL KOLI1

KOL2

KOL3

N-Acetyl-8-D-glucosaminidase | NAG NAGI1

NAG2

NAG3

Peroxidase PO PO1

PO2

PO3

Glycosaminoglycane GAG GAGI1

GAG2

W N =] W | = W N =] W N =] W N = W

GAG3




Zusammenstellung allgemeiner Abkiirzungen

bzw. Beziehungsweise

cGMP 3’, 5°-cyclisches Guanosinmonophosphat
CQ Chiquadrat

D Funktionswert der Diskriminanzfunktion
d.h. das heif3t

EwW Gesamteiweil3

EZM extrazelluldre Matrix

f Freiheitsgrad des t-Testes

F Freiheitsgrad der Varianzanalyse

GAG Glycosaminoglycane

IL-18 Interleukin-13

U internationale Einheiten (international unit)
KOL Kollagenasen

Lav. Lavage

Max Maximum

M. Morbus

Min Minimum

MMP Matrix- Metalloproteinasen

MRT Magnetresonanztomographie

MT-MMP membrangebundene Matrix-Metalloproteinasen
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MW Mittelwert

n Probenumfang

NO Stickstoffmonoxid

n.s. nicht signifikant

NADPH Nikotinsdureamid-adenin-dinucleotidphosphat in reduzierter I
NAG N-Acetyl-8-D-glucosaminidasen

p Wabhrscheinlichkeit (ndhere Erldauterung s. Abschnitt 3.4)
PDGF Thrombozyten-Wachstumsfaktor

PO Peroxidasen

rel. relativ

S Standardabweichung

S. Siehe

sec. Sekunden

t PriifgroBe des t-Testes; der t-Test priift die Gleichheit bzw. de

Unterschied zweier Mittelwerte
TGF-a bzw. transformierender Wachstumsfaktor a bzw. 3

TIMP Gewebsinhibitor der MMP (Tissue inhibitor of metallo-

proteinases )
TNF-a Tumornekrosefaktor-o

u.a. und andere
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Einteilung der Kiefergelenke in Gruppen nach Schema A und B

Gruppenvergleiche
Kiefergelenk-Nr. Operationsmethode Schema A | Schema B
1 Arthroskopie, Lavage, Hydrojet 3 2
(<90 bar)
2 Arthroskopie, Lavage, Hydrojet 3 2
(<90 bar)
3 Arthroskopie, Lavage, Hydrojet 3 2
(<90 bar)
4 Arthroskopie, Lavage, Hydrojet 3 2
(<90 bar)
5 Arthroskopie, Lavage 1 1
6 Arthroskopie, Lavage 1 1
7 Arthroskopie, Lavage 1 1
8 Arthroskopie, Lavage 1 1
9 Arthroskopie, Lavage 1 1
10 Arthroskopie, Lavage, Hydrojet 3 2
(<90 bar)
11 Arthroskopie, Lavage, Hydrojet, 5 5
Gelenkpfeil
12 Arthroskopie, Lavage, Hydrojet 3 4
(> 90 bar)
13 Arthroskopie, Lavage, Hydrojet 3 4
(> 90 bar)
14 Arthroskopie, Lavage, Hydrojet 3 4
(> 90 bar)
15 Arthroskopie, Lavage, Hydrojet 3 4
(> 90 bar)
16 Arthroskopie, Lavage, Hydrojet 3 4
(> 90 bar)
17 Arthroskopie, Lavage, Hydrojet 3 2
(<90 bar )
18 Arthroskopie, Lavage, Hydrojet 3 2
(<90 bar )
19 Arthroskopie, Lavage, Hydrojet, 5 5
Gelenkpfeil
20 Arthroskopie, Lavage 1 1
21 Arthroskopie, Lavage, Hydrojet 3 2
(<90 bar )
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Gruppenvergleiche

Kiefergelenk-Nr. Operationsmethode Schema A | Schema B

22 Arthroskopie, Lavage, Hydrojet 3 4
(> 90 bar)

23 Arthroskopie, Lavage, Hydrojet 3 2
(<90 bar)

24 Arthroskopie, Lavage, Hydrojet 3 2
(<90 bar)

25 Arthroskopie, Lavage, Hydrojet 3 4
(> 90 bar)

26 Arthroskopie, Lavage, Hydrojet 3 4
(> 90 bar)

27 Arthroskopie, Lavage, Hydrojet 3 2
(<90 bar)

28 Arthroskopie, Lavage 1 1

29 Arthroskopie, Lavage, Hydrojet 3 4
(> 90 bar)

30 Arthroskopie, Lavage, Hydrojet, 5 5
Gelenkpfeil

31 Arthroskopie, Lavage, Hydrojet, 5 5
Gelenkpfeil

32 Arthroskopie, Lavage, Hydrojet, 5 5
Gelenkpfeil

33 Arthroskopie, Lavage, Hydrojet, 5 5
Gelenkpfeil

34 Arthroskopie, Lavage, Hydrojet, 5 5
Gelenkpfeil

35 Arthroskopie, Lavage, Hydrojet, 5 5
Gelenkpfeil

36 Arthroskopie, Lavage 1 1

37 Arthroskopie, Lavage 1 1
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Tabellen der Einzelmesswerte

Gelenk-

Nr. EW1 g/l EW?2 g/l EW3 g/l | IL1ng/l | IL2ng/l | IL3 ng/l

1

2 0,443

3 1,069 1,277 0,592 0,68 1,18 0,96
4 0.085 0.157 0,834 091 1,08 1,54
5 0.524 0.684 0,916 0.60 0.53 3.08
6 0,025 1,092 118 034
7 0,098 1,263 0231 2,02 133 3,39
8 0,457 0,923 0,114 244 0.72 2,96
9 0,028 0,967 0,131 1,55 0,08 3,61
10 1,285 0,82

11 0,016 0,306 0,691 0.81 2,77 8,78
12 0,091 0,691 1,813 2,36 221 3,01
13 0,549 0437 0,141 131 037
14 0371 0,671 1,301 0,69 1,81 443
15 0,941 0,619 0.625 3,20 0.93
16 0.409 0.646 0,518 8,06 2,16 1,25
17 0,546 0.834 1,381 2,84 0,40 043
18 0,803 0.824 0,742 024 0.72 0,67
19 0,407 0.86

20

21 0,636 0964 1238 0,60 0.44 077
22 0,183 0,170 1,129 037 1,22 0,10
23 0,284 0924 033 1,77

24 0,463 1,123 1,064 0.81 0.46 0.85
25 0212 0,038 0,17 041

26 0,261 0,565 0277 0,50 042 5,64
27 0,479 3362 034 0.88

28 0.485 0.26

29 0,306 0,387 0,29 0.18
30 0,682 2,16 0,66

31 0,511 0,658 231 3,53

32 0213 0,023 0,95 4,02

33 0,670 0,609 1,62 2,07

34 0,410 0,065 1,90 034

35 0.416 1,082 041 2,24

36 0367 0217 0216 042 0,50 1,36
37 0,488 0,169 0,719 151 3,15 0,70
MW 0,398 0219 0,732 1,39 1,32 2,06

s 0,254 0,131 0,614 1,48 1,06 2,15

MW-+4s 1414 0,746 3,192 7,30 5,56 10,67
MW-4*s -0,617 -0,306 -1,726 -4,52 -2,93 -6,54

Min 0,158 0,526 0.233 0,17 0,08 0,10
Max 1,068 0,578 3,361 8.06 4,02 8.78




Gelenk- KOL1 KOL2 KOL3
Nr. E492 nm E492 nm E492 nm NAGI1 U/l| NAG2 U/l INAG3 U/
1 0,802 45,8
2 0,318 2,1
3 0,325 0,347 0,365 6,7 84,1 10,6
4 0,316 0,364 0,349 5,6 22,2 9,9
5 0,406 0,285 0,434 73 43,9 95,1
6 0,575 0,453 4,2 70,0
7 0,381 0,325 0,438 14,3 31,7 35
8 0,253 0,284 0,612 1,7 265,3 3,1
9 0,229 0,308 0,520 6,6 52,0 39
10 0,576 10,3 60,1
11 2,352 0,425 2,695 38,7 21,9 20,5
12 0,371 0,576 0,172 5,7 17,8 9,3
13 0,612 0,751 0,438 20,6 20,3 25,9
14 0,449 0,404 0,398 6,2 23,6 23,7
15 0,627 0,635 0,553 14,5 12,5 18,1
16 0,616 0,475 0,426 1,0 39,5 12,6
17 0,173 0,387 0,922 11,9 84,6 89,6
18 0,397 0,372 0,451 26,1 53,2 33,0
19 0,390 14,5 29,2
20 0,342 1,428 62,6
21 0,394 0,404 0,412 7,6 11,1 9,1
22 0,768 0,715 0,750 1,7 1,6 9,6
23 0,893 0,282 6,9 113,5
24 0,574 0,297 0,312 22,9 67,5 108,5
25 0,267 2,673 29 18,0
26 0,440 1,636 0,613 11,3 53,1 16,4
27 0,991 0,326 1,5 210,0
28 0,259 61,0
29 0,350 1,196 42,1 19,8
30 0,595 0,582 16,1 19,7
31 0,653 0,628 27,3 44,4
32 0,690 0,413 6,8 1,1
33 0,952 0,655 23,1 19,8
34 0,766 0,620 20,5 4,5
35 0,251 0,319 23,8 95,6
36 0,248 0,490 0,534 11,6 16,9 17,7
37 0,237 0,401 15,1 14,4 29,9
MW 0,551 0,551 0,647 12,9 49,4 30,5
s 0,395 0,460 0,530 10,4 57,0 30,8
MW+4*sg 2,130 2,393 2,765 54,4 27173 153,7
MW-4%*g 0,608 0,601 0,738 14,5 57,1 36,0
Min 0,472 0,550 0,658 12,2 68.4 37,8
Max 0,619 0,616 0,762 14,9 58,9 34,8
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Gelenk- GAGI GAG3
Nr. PO11U/1 | PO21U/1 | PO31U/ mg/l |GAG2mg/l| mg/l
1 1,71
2 82,9 2,29
3 72,3 124,6 76,2 1,52 3,86 4,05
4 85,0 99,7 85,6 3,14 2,22 4,21
5 88,6 57,7 53,2 4,01 3,25 3,84
6 66,4 63,8 4,43 8,73
7 226,0 100,6 81,3 2,07 4,54 1,22
8 88,2 72,1 57,3 1,66 4,10 0,97
9 66,2 46,2 2,17 3,71 0,97
10 60,2 81,7 2,12 391
11 46,7 78,6 75,2 4,18 3,01 6,28
12 73,3 75,8 70,1 1,93 4,40 0,60
13 67,4 62,8 69,5 3,95 3,55 4,96
14 68,6 71,1 78,7 0,39 4,32 3,02
15 68,1 75,2 59,5 1,61 3,80 2,92
16 66,8 69,1 76,7 4,90 3,04 3,33
17 38,3 52,7 113,1 2,73 11,24 0,02
18 55,4 59,2 82,2 4,21 4,23 3,59
19 55,1 1,22
20 2,95 2,29
21 74,4 83,8 131,2 1,41 1,41 2,89
22 81,1 68,3 94,2 1,78 1,34 5,39
23 70,4 70,8 3,72 5,68
24 74,8 68,6 67,0 2,43 1,71 3,10
25 73,1 77,4 2,03 4,14
26 99,9 50,3 90,9 3,00 5,14 2,17
27 71,0 67,7 2,22 5,98
28 65,9 4,04
29 49,8 97,4 0,32 2,98
30 96,0 60,3 343 6,45
31 65,5 74,2 4,32 3,04
32 59,9 67,5 1,54 0,78
33 67,9 121,5 3,20 4,50
34 70,5 38,8 2,95 0,80
35 37,7 52,8 3,31 6,24
36 57,4 51,3 67,7 2,30 3,09 3,11
37 61,3 54,3 100,3 2,38 2,97 3,67
MW 73,1 71,2 79,0 2,61 3,79 3,23
S 30,5 19,6 19,1 1,15 1,98 1,95
MW+4%*s 195,2 149,8 155,3 7,23 11,72 11,02
MW-4*s 75,1 70,4 81,2 2,74 4,03 3,46
Min 37,3 23,4 27,5 1,39 2,37 2,45
Max 73,4 68,5 79,9 2,66 4,06 3,37
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Beschreibung der verwendeten statistischen Methoden

t-Test

Der t-Test findet fiir den Vergleich zweier Mittelwerte unabhingiger Stichproben An-
wendung. Voraussetzung sind die fiir die unabhéngigen Stichproben bekannten Mittel-
werte X, und X, sowie deren Varianzen s12 und szz.Weiterhin miissen die Umfédnge n;
und n, gegeben sein. Die Stichprobenwerte haben aus einer angenihert normalverteilten
Grundgesamtheit zu entstammen. Um das Vorliegen einer Normalverteilung grob ab-
schitzen zu konnen, wurden die Mittelwerte und Standardabweichungen der einzelnen
Gruppen zueinander ins Verhiltnis gesetzt. Man kann davon ausgehen, dass eine Nor-
malverteilung vorliegt, wenn die Standardabweichung kleiner als der Mittelwert ist.
Man errechnet einen t-Wert, der sich aus der Differenz der beiden Mittelwerte, dividiert
durch die Wurzel der Summe der auf den Stichprobenumfang normierten Varianzen,
ergibt. Dieser t-Wert liefert eine Aussage iiber die Ahnlichkeit der Mittelwerte. Je klei-
ner der t-Wert ist, umso dhnlicher sind sich x,; und x,,. Der errechnete t-Wert wird mit
einem spezifischen Tabellenwert (ty;;), der von den Varianzen der beiden Stichproben
abhéngig ist, verglichen. Ist der t-Wert kleiner als der spezifische Tabellenwert, so ent-
stammen die beiden Stichproben der gleichen Grundgesamtheit. Der t-Test ist ein para-
metrischer Test, d.h. beim t-Test werden die Messwerte direkt ausgewertet. Eine Ab-
wandlung ist der t-Test fiir abhiingige Stichproben (=gepaarter t-Test), bei dem die t-
Statistik fiir alle Messpaare von demselben Objekt berechnet wird. In der vorliegenden

Arbeit betraf dieses den Vergleich zwischen jeweils zwei Spiilungen.

Mann-Whitney-Test (U-Test)

Der U-Test von Mann und Whitney dient ebenfalls der Priifung, ob zwei unabhingige
Stichproben aus der gleichen Grundgesamtheit stammen. Es handelt sich hierbei um
einen Rangtest. Er kann angewendet werden, wenn die Voraussetzungen fiir den t-Test
nicht erfiillt sind oder man nicht weil3, ob alle Voraussetzungen gegeben sind, da der U-

Test nicht den Bedingungen, die bei der Anwendung des t-Tests erfiillt sein miissen,

X1



unterliegt. Der auf dem Wilcoxon-Test basierende parameterfreie U-Test stellt das ver-
teilungsunabhingige Gegenstiick zum parametrischen t-Test dar. Voraussetzung fiir den
Rangtest von Mann und Whitney sind zwei unabhéngige Stichproben von Messwerten
aus einer Grundgesamtheit mit dhnlicher bis gleicher Verteilungsform (Stetigkeit). Der
U-Test geht davon aus, dass die Messwerte beider Stichproben der Gro3e nach geordnet
und von 1 bis n durchnummeriert werden. Weist die eine Stichprobe im Durchschnitt
kleinere Werte als die andere Stichprobe auf, so werden sich die Rangsummen beider
Stichproben unterscheiden. Es wird eine Priifgroe U errechnet, die mit dem kritischen
Wert Uy, verglichen wird. Ist der berechnete U-Wert kleiner als Uy, unterscheiden sich
die beiden Stichproben. Es ist heute auch hier moglich, mit Hilfe bestimmter Rechen-

programme den p-Wert zu ermitteln.

Varianzanalyse

Die Varianzanalyse (engl.: ANOVA = analysis of variance) gehort zu den Signifikanz-
tests. Sie ist ein statistisches Verfahren, durch das im Allgemeinen gepriift wird, ob die
Mittelwerte p zweier oder mehrerer Stichproben aus Grundgesamtheiten gezogen wur-
den, die denselben Mittelwert besitzen. Das Verfahren ist eine Erweiterung der Zwei-
stichprobentests, z.B. des t-Tests. Voraussetzung der Varianzanalyse ist die Annahme,
dass alle Stichproben aus normal verteilten Grundgesamtheiten stammen. Unabhingige
Variablen werden im Zusammenhang mit der Varianzanalyse als Faktoren bezeichnet.
Es handelt sich dabei stets um qualitative, normal skalierte Variablen. Die einzelnen
qualitativen Auspriagungen eines Faktors werden als Faktorenstufen bezeichnet. Im Ge-
gensatz zu den Faktoren handelt es sich bei den in einer Varianzanalyse betrachteten
abhédngigen Variablen immer um quantitative, intervallskalierte Variablen. Wird genau
eine abhingige Variable betrachtet, so spricht man von einer univariaten Varianzanaly-
se. Werden mehr als eine abhiingige Variable untersucht, so spricht man von einer mul-
tivariaten Varianzanalyse. Wird lediglich ein Faktor betrachtet, so spricht man von einer
einfaktoriellen Varianzanalyse. Werden mehr als ein Faktor untersucht, so spricht man
von einer mehrfaktoriellen Varianzanalyse. Je nachdem, wie viele Einflussgro3en [Fak-

toren] auf die Untersuchungsvariable gerichtet sind, die beriicksichtigt werden sollen,
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trennt man Varianzanalysen in Varianzanalysen einfacher und mehrfacher Klassifikati-
on. Die Varianzanalyse beruht auf einer rein arithmetischen Zerlegung der ,,Quadrat-
summe** (= Summe der Quadrate der Abweichungen der Stichprobenwerte vom Mittel-
wert). Die Quadratsumme wird in eine Summe von Bestandteilen zerlegt, jeder Be-
standteil entspricht einer bestimmten Variationsursache eines Sachverhalts. Bei einer
einfachen Varianzanalyse wird in zwei Teile zerlegt. Der eine Teil entspricht dem sys-
tematischen Teil, dem Einfluss, den man untersuchen will. Der andere Teil entspricht
der Restgrofle, dem Zufallseinfluss.

Duncan-Test

Bei diesem Test werden paarweise Vergleiche angestellt, deren schrittweise Reihenfolge
identisch ist mit der Reihenfolge, die beim Student-Newman-Keuls-Test verwendet wird.
Abweichend wird aber ein Sicherheitsniveau fiir die Fehlerrate der zusammengefassten
Tests statt einer Fehlerrate fiir die einzelnen Tests gesetzt. Es wird die studentisierte

Spannweiten-Statistik verwendet.

Kruskal-Wallis-Test

Der Kruskal-Wallis-Test ist ein parameterfreier Test, der analog zur Varianzanalyse bei
mehr als zwei Gruppen testet, ob insgesamt gesehen irgendwelche Unterschiede zwischen
den Gruppenmittelwerten existieren. Sobald man festgestellt hat, dass es Abweichungen
zwischen den Mittelwerten gibt, kann mit Post-Hoc-Spannweiten-Tests und paarweise
multiplen Vergleichen untersucht werden, welche Mittelwerte sich unterscheiden.
Spannweitentests ermitteln homogene Untergruppen von Mittelwerten, die nicht
voneinander abweichen. Mit paarweisen Mehrfachvergleichen testet man die Differenz
zwischen gepaarten Mittelwerten. Die Ergebnisse werden in einer Matrix angezeigt, in
der Gruppenmittelwerte, die auf einem Alpha-Niveau von 0,05 signifikant voneinander

abweichen, durch Sterne markiert sind.

XV



Friedman-Test

Der Friedman-Test stellt das nichtparametrische Agquivalent eines Designs mit
Messwiederholungen bei einer Stichprobe bzw. eine Zweifach-Varianzanalyse mit einer
Beobachtung pro Zelle dar. Der Friedman-Test iiberpriift die Nullhypothese, wonach die
k-verbundenen Variablen aus derselben Grundgesamtheit stammen. Fiir jeden Fall
werden den k-Variablen Rangzahlen von 1 bis k zugewiesen. Die Teststatistik wird auf
Grundlage dieser Ringe durchgefiihrt. In einem nachgeschalteten Test (z.B. Wilcoxon-
Test) muss dann geklidrt werden, welche der k Variablen von den anderen Variablen

abweicht.

Wilcoxon-Test

Dieser Test ist ein nichtparametrischer Test fiir zwei verbundene Variablen zur Uber-
priifung der Hypothese, dass beide Variablen dieselbe Verteilung haben. Dabei werden
keine Annahmen iiber die Form der Verteilung der beiden Variablen gemacht. Dieser
Test beriicksichtigt Informationen iiber die Gro3e der Differenzen innerhalb von Paaren
und gibt Paaren mit grofleren Differenzen grofleres Gewicht als Paaren mit kleineren
Differenzen. Die Statistik beruht auf der Rangordnung der Absolutwerte der Differen-

zen zwischen den beiden Variablen.

Bonferroni-Test

Sobald festgestellt wird, dass es Abweichungen zwischen den Mittelwerten gibt, kann
mit dem Post-Hoc-Test von Bonferroni untersucht werden, welche Mittelwerte sich
unterscheiden. Die Vergleiche werden auf der Basis von nicht korrigierten Werten vor-
genommen. Der Bonferroni-Test auf der Grundlage der studentisierten t-Statistik korri-
giert das beobachtete Signifikanzniveau unter Beriicksichtigung der Tatsache, dass mul-

tiple Vergleiche vorgenommen werden.
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Korrelationsanalysen nach Spearman

Der Korrelationskoeffizient nach Spearman ist ein hédufig verwendetes, nichtparametri-
sches Maf fiir die Korrelation zwischen zwei ordinalen Variablen. Hierzu werden fiir
alle Fille die Werte jeder Variablen vom kleinsten zum gro3ten Wert geordnet und dann

miteinander korreliert.

Multivariate Analyse: Diskriminanzanalyse
Wihrend t-Test bzw. U-Test und Varianzanalyse bzw. Kruskal-Wallis-Test eine Aussa-
ge dariiber treffen lassen, wie sehr sich zwei bzw. mehrere Gruppen in Bezug auf je-
weils eine Messgro3e unterscheiden, erdffnet die Diskriminanzanalyse eine Moglich-
keit, zwei oder mehrere Gruppen durch Kombination mehrerer Messgrofen stérker von-
einander zu trennen. Hierzu dient eine Linearkombination der Art

D@3) = x;*M; (1) + x2*¥Mo(1) + ..... + Xp*My(i).
Hierin ist D(i) die einzelne Probe (in unserem Falle das Kiefergelenk) und M (i), M»(i),
.. M(1) ihre Messwerte der untersuchten Messgroflen M;. Die X, X, ... X, sind ihre
zugehorigen Funktionskoeffizienten. In der vorliegenden Arbeit wurden die Messgro-
Ben M; durch schrittweises Hereinnehmen bzw. Herausnehmen ausgewihlt. Als Kriteri-
um diente der Mahalanobis-Abstand. Da der Test nur mit kompletten Datensitzen arbei-
tet, die vorliegenden Datensitze aber wie in Abschnitt 5.1 beschrieben im Einzelfall
inkomplett sind, wurden diese Liicken mit dem Mittelwert der Gesamtwerte erginzt.
Dadurch lieB sich eine genauere Aussage der Diskriminanzanalyse erzielen. Zunichst
wurde eine Signifikanzschwelle von p;, = 0,05 fiir das Hereinnehmen und von poy =
0,10 fiir das Herausnehmen gewdhlt. In einem zweiten Schritt wurde durch Senkung des
Signifikanzniveaus auf pj, = 0,10 und poy = 0,20 untersucht, inwieweit sich durch
Kombination von fiir sich alleine zu schwach trennenden Messgroflen eine stirkere
Trennung der Gruppen erreichen ldsst. Das Signifikanzniveau der Gruppentrennung
wird durch x2 (Chiquadrat, CQ) charakterisiert. Zur Veranschaulichung kann auch der
Abstand der Zentralwerte (Zentroide) der Gruppen herangezogen werden. Aussagekrif-
tiger fiir die Uberpriifung auf diagnostische Verwertbarkeit ist jedoch die Klassifizie-

rung der Proben, d.h. ihre Zuordnung zu einer der betrachteten Gruppen anhand der
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berechneten Diskriminanzfunktion D(i) nach dem Verfahren der Kreuzvalidierung.
Hierbei wird jeweils eine Probe herausgelassen und D(i) anhand aller anderen Proben
berechnet. Dann wird die Zuordnung der herausgelassenen Probe zu einer der Gruppen
anhand D(i) ermittelt. Dieses Verfahren wird fiir alle (i)-Proben wiederholt. Die Giite
der erreichten Zuordnung wird dann durch die Prozentzahl der richtig zugeordneten
Proben charakterisiert. Das Programm arbeitet mit normierten Messwerten. Die Nor-
mierung erfolgt anhand der Formel (x; — x)/s mit x; als Einzelwert, x als Mittelwert und

s als Standardabweichung der jeweiligen Messgrofe.

Bewertung von Testergebnissen
Entstammen die verglichenen Stichproben nicht der gleichen Grundgesamtheit inner-
halb eines 95%-igen Vertrauensbereiches, lisst sich die Signifikanz des Testergebnisses

wie folgt festlegen:

Tend. Tendenz zu einem signifikanten Resultat mit 0,05<p<0,1
(Solche Testergebnisse wurden kursiv gedruckt.)

+ Resultat signifikant mit p<0,05
(Solche Testergebnisse wurden fett gedruckt.)

Dabei bezieht sich p auf den angewandten Test.

Bei den Diskriminanzanalysen wurde auflerdem mit einer Senkung des vorgegebenen

Signifikanzniveaus auf pi,=0,10 / pou=0,20 getestet.
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