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Fur meine Eltern Christine und Klaus und meine Schwester Magdalena.

Ich danke euch fur eure Unterstitzung.



1. Einleitung

Inkontinenz ist ein weitverbreitetes medizinisches Problem, ein Problem, das oft
als nicht kausal behandlungsbedirftige Alterserscheinung abgetan wird.
Uber den Zeitraum des Lebens betrifft Inkontinenz ca. 15% der Frauen und 10%
der Manner.! Mit der steigenden Lebenserwartung steigt auch der Anteil an
Patienten und Patientinnen, die unter dieser Problematik leiden, da es zu den
klassischen Krankheitsbildern des Alters gehort.

Inkontinenz hat viele Ursachen. Bei Frauen sind diese oft die Spatfolgen von
Geburtstraumata und Schwangerschaft. Jedoch tragt auch Ubergewicht zur
vermehrten Belastung und Senkung des Beckenbodens bei.? Besonders bei der
weiblichen Bevolkerung konnte man feststellen, dass oft eine geschwéchte und
asymmetrische Kontraktionsfahigkeit des Beckenbodens eine Rolle bei der
Entwicklung einer Stressinkontinenz spielt.® Stressinkontinenz oder auch
Belastungsinkontinenz  bezeichnet den unwillkiirlichen Urinverlust bei
korperlicher Belastung oder erhohtem intraabdominellem Druck ohne
Detrusorkontraktion, wie zum Beispiel beim Husten oder Lachen. Es ist die
haufigste Ursache fur unfreiwilligen Urinverlust bei Frauen. Weitere Formen der
Inkontinenz umfassen die Dranginkontinenz, welche definiert ist als
unwillktirlicher Urinverlust in Begleitung von imperativem Harndrang. Dabei
kommt es zu einer gesteigerten Blasenentleerungsfrequenz und auch
nachtlichem Harndrang, hierbei ist auch eine gesteigerte Detrusorkontraktion zu
beobachten. Des Weiteren kann auch die neurogene Detrusorhyperaktivitat mit
Harninkontinenz ein Grund fur ungewollten Urinverlust sein, wenn eine
urodynamisch gesicherte Detrusorhyperaktivitdt in Kombination mit einem
neurologischen Korrelat vorliegt. Im Ubrigen sind auch Mischformen der

verschiedenen Inkontinenzarten moglich.**

L Aicher et al. (2014, p. 197)
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4 Gasser (2014, p. 146)

5 Hautmann and Gschwend (2014, p. 117)



Aber auch Veranderungen der Zusammensetzung des Gewebes, wie der Verlust
an Muskel- und Nervenzellen spielen eine Rolle fiir die Entstehung.® Bei Mannern
liegen zur Entstehung der Blaseninkontinenz primar die Folgen nach
chirurgischen Resektionen nach Benigner Prostata Hyperplasie und Prostata
Karzinomen im Fokus.” Das Prostata-Karzinom ist immer noch das haufigste
Malignom beim Mann und die zweithaufigste Krebserkrankung weltweit.2 Die
Pravalenz fir das Prostata-Karzinom ist stark gestiegen in den letzten Jahren;
dies liegt einerseits an der steigenden Lebenserwartung der Bevolkerung und
andererseits an den verbesserten und weitlaufig durchgefihrten
Screeningmethoden.® Nachdem radikale Resektionsoperationen oder auch
vollstandige Prostatektomien immer noch der Standard einer Behandlung sind,
kommt es haufig, trotz immer weiter verbesserter OP-Techniken, zu
schwerwiegenden Schadigungen des umliegenden Gewebes und auch der
Nerven- und GefaBbahnen. Oft resultieren diese Gewebsschadigungen
schlussendlich in einer Fibrose des quergestreiften Sphinktermuskels, der
mafgeblich an der Kontinenzerhaltung beteiligt ist.1° Des Weiteren haben altere
Manner in unserer Gesellschaft oft mit Vernarbungen und Strikturen im Bereich
des unteren Harntraktes zu kdmpfen. Da das Problem meist durch chirurgische
Eingriffe eher verschlimmert wird, wird auch in diesem Bereich gro3e Hoffnung
auf Tissue Engineering und Stammzellen, daher eine Regeneration mittels
biologischer Hilfsmitteln und korpereigener Mechanismen, gesetzt.!?

Aber auch nervale Schadigungen durch Bestrahlung oder anders bedingter
Nervenschadigungen spielen eine Rolle.*? Oft ist die strukturelle Veranderung
des Gewebes ein Prozess, der Uber langere Zeit erfolgt. Muskelzellen
atrophieren und werden durch Bindegewebe ersetzt. Der ganze Halte- und
Entleerungsapparat verliert somit an Stabilitat und Funktion.® Besonders da der

aulBere Sphinktermuskel keinerlei kndcherne Verankerungspunkte besitzt,

6 Aicher et al. (2014, p. 198)
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13 Aicher et al. (2014, p. 197)



sondern seine Stabilitat lediglich durch die enge Verbindung mit der
Beckenbodenmuskulatur und dem M. levator ani erhdlt, kann es durch
Erschlaffung und Schwéchung des umliegenden Gewebes zu einer Dysfunktion
kommen.'* Der M. levator ani selbst besteht hauptsachlich aus Typ 1 Muskel
Fasern, so genannten S-Fasern oder auch ,slow twitch® Fasern, welche langsam
ermiden und generell vom Alterungsprozess weniger betroffen sind. Typ 2
Muskelfasern hingegen werden auch F-Fasern, kurz fur ,fast twitch® Fasern
genannt. Sie zeichnen sich durch eine schnelle Kontraktionsfahigkeit aus,
ermiiden jedoch auch schnell.1>%€ Der externe Sphinkter hat beim Menschen
ebenfalls einen Anteil von fast 66% Typ 1 Fasern, im Gegensatz dazu
unterscheidet sich die Zusammensetzung stark von anderen S&ugetieren, wie
zum Beispiel dem Hund, bei dem Typ 1 Fasern am externen Sphinkter lediglich
einen Anteil von 24% ausmachen.!’ Bei einer Studie an jungen, nulliparen und
alteren, multiparen Hasen wurde die Annahme gestarkt, dass im Alter eine
selektive Atrophie der Typ 2 Fasern oder sogar eine Umwandlung von Typ 2 zu
Typ 1 Fasern erfolgen kénnte.'® Eine weitere Theorie zur Entstehung von
Inkontinenz besagt, dass die vaginale Wand, die pubourethralen Ligamente und
der M. Pubococcygeus zusammen wirken und bei der Blasenhals6ffnung und -
schlieBung eine Rolle spielen. Bei fortgeschrittener Erschlaffung der vaginalen
Wand im Rahmen von verandertem Kollagen oder Elastin kann die Urethra nicht
gegen die pubourethralen Ligamente gezogen werden und somit resultiert ein
unzureichender urethraler Druck der in einer Stressinkontinenz enden kann.®
Des Weiteren gibt es Studien, die zeigen, dass bei einigen Patienten erhdhte
Expressionsraten von Kollagen abbauenden Proteinen gefunden wurden, welche
zusatzlich eine Schwachung des Beckenbodens herbeiftihren kénnen.2°
Inkontinenz  birgt jedoch viele medizinische wund nicht medizinische

Problematiken in sich, die den Alltag der Betroffenen sehr einschranken kdénnen.

14 Wallner et al. (2009, p. 942)

15 Chermansky and Moalli (2016, p. 46)

16 Christiansen et al. (2019)

17 Rodriguez-Veiga et al. (2004)

18 Sohei Tokunaka, Hiromitsu Fuijii, Hiroshi Hashimoto, Sunao Yachik (1992)
19 Chermansky and Moalli (2016, p. 47)

20 Eberli et al. (2012, p. 2096)



Durch korperliche Veranderungen wie benigne Prostatahyperplasie beim Mann
und 6strogenmangelbedingte Schleimhautatrophie bei der postmenopausalen
Frau steigt das Infektionsrisiko. Auch die Sturzgefahr durch Nykturie wird
besonders bei &lteren Patienten zu einer Gefahr.??2 Auch durch die
weitestgehend noch nicht vollstandig geklarten Arzneimittelinteraktionen sind
besonders altere, multimorbide Patienten gefahrdet, einen gesundheitlichen
Nachteil von multifaktoriellen pharmazeutischen Therapien zu erleiden. Im
Schnitt haben Patienten ab ihrem 80. Lebensjahr bis zu 8,4 Organdiagnosen
vermerkt und Gber 50% der Uber 85-Jahrigen nehmen regelméaRig mehr als vier
verschiedene Medikamente ein. Die Zahl der tatsachlichen Interaktionen
zwischen Medikamenten liegt bereits bei 4 verschiedenen Wirkstoffen bei 30%.%3
Dabei gibt es ein groRes Spektrum an Medikamenten, die durch ihren Wirkstoff
auch in die Funktion des Harntraktes eingreifen und die Kontinenzlage
beeinflussen. So wird zum Beispiel die Detrusorkontraktilitdt durch nicht
steroidale Antirheumatika und Morphine bereits reduziert. Benzodiazepine tragen
dazu bei, dass der Beckenboden relaxiert ist. Zuséatzliche Substanzgruppen wie
auch Antidementiva, die am synaptischen Spalt wirken, greifen auch maf3geblich
in die Detrusorfunktion ein.?* In Anbetracht dessen, dass die Nieren- und
Leberfunktion im fortgeschrittenen Alter haufig reduziert ist, liegt auch nahe, dass
die Verstoffwechslung dieser Substanzen mehr Zeit in Anspruch nimmt und
daher die Halbwertszeit im Korper sich deutlich verlangert.2

Aber auch der soziale Aspekt, der mit dieser Erkrankung einhergeht, ist nicht zu
vernachlassigen. Oft bedeutet der unwillentliche Verlust von Urin im Alltag far
Betroffene gesellschaftlichen Ausschluss. Da dieses Thema oft schambesetzt ist,
entziehen sich viele Personen dem sozialen Leben.?® Zusatzlich zu diesen
Faktoren kommen auch die Kosten hinzu, die dadurch verursacht werden. Nicht
nur in der Medizin wird durch Physiotherapie, Medikamentengaben und anderen

Behandlungsmal3nahmen viel Geld in diesem Bereich verbraucht, sondern auch

21 Wiedemann (2016, p. 44)
22 Wiedemann (2016, p. 44)
23 Wiedemann (2016, p. 43)
24 Wiedemann (2016, p. 43)
25 Wiedemann (2016, p. 43)
26 Aicher et al. (2014, p. 198)



privat muissen Betroffene mit hohen Kosten fir Einlagen und andere
Verbrauchsmaterialien rechnen. Die Kosten flir Vorlagen, Windeln, Betteinlagen
und Ahnliches werden in der Bundesrepublik Deutschland auf ca. eine halbe
Milliarde Euro pro Jahr geschatzt.?’

Zu den Behandlungsmethoden, die im Moment verfugbar sind, zahlen die
medikamentdse Therapie, Physiotherapie, Elektrostimulation und chirurgische
Eingriffe. Physiotherapie und Elektrostimulation haben den Hintergrund, dass die
vorhandene Muskulatur gestarkt und die Innervation durch neuronale Aktivierung
verbessert wird.?® Dies setzt jedoch eine gewisse Compliance voraus und muss
frihzeitig begonnen werden. Jedoch spielen auch Gewichtsreduktion und die
lokale Applikation von Hormonen eine Rolle in den konservativen
Therapiekonzepten. Zusatzlich sind auch Pessare, die ebenfalls mit einer
Ostrogencreme eingefiihrt werden, in Gebrauch.?°

Wenn die konservativen Methoden nicht mehr helfen, wird auf chirurgische
MalRnahmen zuriickgegriffen. Dazu z&hlen Injektionen mit sogenannten Bulking
Agents, die atrophiertes Gewebe aufpolstern sollen und somit fur mehr Halt
sorgen und dem Absinken der Beckenorgane entgegenwirken sollen. Dabei
werden unter zystoskopischer Kontrolle, drei bis vier kleine Depots paraurethral
unter lokaler Betdubung eingespritzt, die den Verschluss der Urethra férdern
sollen.®® In Europa ist dabei Polyacylamidhydrogel (PAHG) die am haufigsten
verwendete Substanz.3! Weitere Substanzen, die als Bulking Agents eingesetzt
werden, sind Polytetrafluoroethylene, Rinderkollagen, Silikonpartikel und
autologes Fett.3? Neuere Studien zeigen jedoch die eher niedrige Effizienz einer
Behandlung mit Bulking Agents auf.33 Dies begriindet sich einerseits durch die
zeitliche Begrenzung der Wirksamkeit und andererseits durch die potenziellen

Nebenwirkungen der Behandlung. Dabei kann es zu chronischen Entziindungen,

27 Vaegler et al. (2014, p. 354)

28 Amend et al. (2015, pp. 2171-2172)
2% Rautenberg et al. (2017)

30 Rautenberg et al. (2017)

31 Rautenberg et al. (2017)

32 Kim et al. (2011, p. 110)

33 Burdzinska et al. (2013, p. 743)



allergischen Reaktionen, periurethralen Abszessen, Arrosionen der Harnblase
oder Urethra und Obstruktionen kommen.3*

Aber auch Operationen zur Straffung des Bandhalteapparates bei Frauen
werden durchgefuhrt. Sogenannte Tensionfree Vaginal Tapes oder Slings
kommen zum Einsatz und sollen die Kontinenz unterstitzen oder
wiederherstellen.®> Auch wenn diese Operationen mittlerweile zum Goldstandard
bei gescheiterten konservativen Therapieversuchen geworden sind, bergen sie
einige mogliche Komplikationen. Neben der Gefahr einer Blasenperforation,
Blutungen, Infektionen, Harnverhalt und  weiterhin bestehender
Stressinkontinenz, klagen Patientinnen und Patienten im Verlauf oft Gber
chronische Schmerzen und Dyspareunie, die haufig durch eine falsche Lage des
eingesetzten Bandes verursacht werden.®® Zusatzlich wurden artifizielle
Sphinkter entwickelt, die den spontanen Harnfluss durch Druck auf die Urethra
unterbinden sollen. Jedoch sind diese artifiziellen Sphinktere oft eine technische
Herausforderung fur altere Menschen und mit drastischen Lebensstilanderungen
einhergehend.®” All diese Behandlungsmethoden zeigen gewisse Erfolge, sind
jedoch auch mit zahlreichen Risiken verbunden. Jede Operation und jeder
Eingriff in die Anatomie des Menschen kann Reizungen, Entziindungen und
andere Reaktionen auf das korperfremde Material hervorrufen. Im schlimmsten
Fall missen die eingesetzten Materialien auf Grund dieser Reaktionen bei einem
zusatzlichen Eingriff wieder entfernt werden. Und doch behandeln diese
Methoden nicht den eigentlichen Grund fur die Inkontinenz, den Untergang von
Nerven- und Muskelzellen.38

Der neue Ansatz, Harninkontinenz mit dem Einsatz von mesenchymalen
Stromazellen (MSC) behandeln zu kdnnen, gibt dabei Hoffnung. Als kausale
Therapie des Untergangs von Muskelzellen kénnte die Platzierung von
Stromazellen in diesem Bereich nicht nur eine Linderung der Symptomatik

bringen, sondern sogar Heilung.

34 Mitterberger et al. (2007, p. 1740)
3 Amend et al. (2015, pp. 2171-2172)
36 Rautenberg et al. (2017)

37 Yiou et al. (2016, p. 393)

38 Vaegler et al. (2014, p. 355)



Zum jetzigen Zeitpunkt wurden bereits zahlreiche Studien zu diesem Thema
durchgefuihrt. Dabei ergaben sich jedoch verschiedene Probleme. Einerseits
stellt sich die Frage, welches Versuchstier sich am besten eignet, um sowohl die
Problematik der Inkontinenz, als auch die mdglichen Therapieversuche
darstellen zu kénnen und andererseits ergibt sich das Problem, wie sich eine
iatrogen hervorgerufene Inkontinenz, die der im klinischen Alltag vorkommenden
Schadigung beim Menschen am nachsten kommt, am Versuchstier umsetzen
lasst. So wurden bereits Versuche an Ratten, bei denen die Inkontinenz durch
beidseitige Durchtrennung des N. pudendus hervorgerufen wurde, durchgefuhrt.
Hierbei wurde bei den Versuchstieren, die mit mesenchymaler
Stammzellinjektion in den &ulReren Sphinkter behandelt wurden, eine deutliche
Verbesserung des Leak Point Pressure, also jenem Druck, bei dem eine
sichtbare Leckage der Urethra bei konstanter Beflllungsrate der Blase auftritt,
festgestellt.3®40 Eberli et al. fuhrten eine Versuchsreihe an Hunden durch, bei
welchen durch mikrochirurgische Entfernung des Sphinkters Inkontinenz
hervorgerufen wurde. Hierbei war besonders die Grof3e der Tiere, als auch die
Gewebserneuerungsrate von Vorteil. Wahrend die Gewebswachstumsrate bei
Schweinen und Schafen sich rasch steigert, bleibt die Wachstumsrate beim Hund
konsistent Uber das adulte Leben. Die Gewebserneuerungsrate ist ein Faktor,
der das Monitoring der Inkontinenz deutlich erschwert.*! Eine weitere
Versuchsreihe wurde mit Ziegen durchgefiihrt. Da Stressinkontinenz haufig eine
Alterserscheinung ist, wurden hierzu 6 Jahre alte Tiere ausgewahlt, um die
Umstéande der klinischen Situation am ahnlichsten zu gestalten. Ahnlich wie bei
Menschen, Hunden und Schweinen besteht auch bei der Ziege keine direkte
Verbindung zwischen dem &uf3eren Sphinkter und dem Beckenboden. Zusatzlich
betragt die durchschnittliche Lange der Urethra bei der Ziege ca. 4cm und ist
somit eher mit der Lange der weiblichen Harnrohre beim Menschen
vergleichbar.*?

Das Schwein ist fir die Forschung unter verschiedenen Blickpunkten interessant

39 Corcos et al. (2011, p. 447)

40 Kinebuchi et al. (2010, pp. 360—361)
41 Eberli et al. (2009, p. 251)

42 Burdzinska et al. (2017, p. 583)



als Versuchstier. Ausgewachsene Exemplare des Landrasseschweines kénnen
bis zu Uber 100kg wiegen und dies bereits nach wenigen Monaten. Dadurch ist
die Anatomie vergleichbarer bezliglich der GroRe zum Menschen. Zusatzlich
konnen durch diesen Vorteil auch die gleichen Operationsinstrumente genutzt
werden. Ein weiterer Faktor, der das Schwein zu einem geeigneten Versuchstier
fur die Stammezellinjektionen macht, ist die Faserzusammensetzung des
quergestreiften Sphinkters der Urethra. Ahnlich wie beim Menschen sind hier
vorwiegend Typ 1 Fasern, also langsam und tonisch kontraktierende Fasern
vorzufinden. Bei anderen Saugetieren und besonders Nagetieren kbénnen hier
weitaus groRere prozentuale Anteile an Typ 2 Fasern gefunden werden.*® Des
Weiteren bot sich fiur die von uns durchgefuhrte Versuchsreihe dabei an,
Kadavergewebe von Schlachttieren aus einem lokal gelegenen Schlachthof zu
beziehen. Bezuglich der Fragestellung, wie der
Sphinkterapparat idiopathisch so geschadigt wird, dass es dem klinischen Bild
einer Stressinkontinenz entspricht, wurden ebenfalls mehrere Studien
durchgefuhrt. Bisher erprobte Ansatze sind die Elektrokauterisierung und die
mikrochirurgische, partielle Sphinkterektomie. Jedoch sind beide Methoden mit
einer rein lokalen Schadigung verbunden, die nur selten im klinischen Alltag
auftritt. Die Urethradistension, meist mittels Ballonkatheter, der durch die Urethra
gezogen wird, ruft eine zirkulare Schadigung hervor. Dies wére ein
vergleichbares Trauma zur vaginalen Geburt und somit weitaus ndher an der
klinischen Situation.*44> Es wurden auch Versuchsreihen mit dem Ansatz, den
Muskel chemisch durch ein Myotoxin zu schadigen, durchgefuhrt. 46
Ziel bei all diesen Studien ist es, endlich eine geeignete Therapie fir die
Stressinkontinenz zu finden. Es wurden auch Therapieversuche am Menschen
mit bereits vorbestehender Inkontinenz in einem kurativen Ansatz unternommen.
In einer in Kanada durchgefiihrten Studie wurden bei 8 an Inkontinenz leidenden
Frauen Injektionsversuche zirkular in der Harnrbhre unternommen. 3

Probandinnen schieden frihzeitig aus der Studie aus. Bei allen verbleibenden

43 Zini et al. (2006, p. 2734)

44 Burdzinska et al. (2012, pp. 680—681)
45 Eberli et al. (2009, p. 252)

46 Yiou et al. (2002, p. 298)



Probandinnen konnte eine Verbesserung, nachgewiesen durch einen Pad Test,
bestétigt werden. Der Pad Test umfasst das Wiegen von Inkontinenzeinlagen um
die Menge des unabsichtlich verlorenen Urins zu messen. Bei einer Patientin
wurde sogar eine komplette Kontinenz wiederhergestellt.4” Gotoh et al. fihrten
2014 eine Studie mit 11 Patienten mit Zustand nach Prostata-Resektion durch.
Hierbei wurden von Adipozyten abgeleitete, regenerative Zellen im Bereich des
Rhabdosphinkters und der Submukosa injiziert. Nach einem Jahr zeigte sich in
der Folgeuntersuchung eine deutliche Verbesserung der Kontinenzlage.
Zusatzlich konnte in dieser Studie eine gesteigerte Durchblutung im Bereich der
Injektion auch nach einem Jahr noch im Ultraschall nachgewiesen werden. Und
auch ein Bulking Effekt wurde festgestellt, der durch das injizierte Fettgewebe
paraurethral im MRT fur 3 Monate nach der Behandlung sichtbar war.*® Eine
spatere Studie zeigt bei 10 von 13 Patienten mit Inkontinenz nach Prostata-
Resektion, welche periurethrale Injektionen mit von Adipozyten-abstammenden,
regenerativen Zellen erhielten, eine deutliche Verringerung des Gewichts im Pad
Test und somit eine deutliche Verbesserung der Inkontinenz.*® Yamamoto et al.
zeigten in einer Studie 2012 auf, dass die von Adipozyten abstammenden,
regenerativen Zellen sich nicht nur nach der Injektion zu reifem Fettgewebe
entwickeln kdnnen, sondern eventuell sogar zu kontraktilen Zellen mit
Eigenschaften von glatter Muskulatur. Auch eine Reihe anderer, méglicherweise
hilfreicher Eigenschaften, die den Heilungsprozess unterstitzen kénnten, wie
zum Beispiel die Freisetzung von Zytokinen, welche die Angiogenese fordern,
werden diskutiert.>° Lee et al. untersuchten bereits im Jahr 2001, ob es einen
Unterschied zwischen der Injektion von reifem Fettgewebe und der Injektion von
Salzlésung gibt, und kamen zu dem Ergebnis, dass kein Unterschied zu finden
ist.>! Andere Studien haben sich mehr auf muskulare Stammzellen fokussiert.
Eine weitere Studie konnte zusatzlich nach 2 Jahren eine 75%
Verbesserungsrate bei 16 Patienten, die mit aus dem Oberarm gewonnenen vom

Muskel abgeleiteten Zellen bei bestehender Inkontinenz behandelt wurden,

47 Carr et al. (2008, p. 882)

48 Gotoh et al. (2014, p. 297)

49 Gotoh et al. (2018)

50 Yamamoto et al. (2012, p. 657)

51 Lee PE, Kung RC, Drutz HP (no date)



berichten.®? In einer Studie von Kwon et al. wird davon ausgegangen, dass sich
im Skelettmuskel auch pluripotente Stammzellen befinden, die nicht einer
Zelllinie zugehorig sind. Diese konnten sich daher potenziell auch zu
Nervengewebe umwandeln. Besonders bei méannlichen Patienten, bei denen das
Gefal3-Nervenbindel durch eine radikale Prostatektomie geschadigt wurde, ware
dieser Ansatz vielversprechend. Es wirde aber auch Therapieoptionen im
Bereich der neurodegenerativen Erkrankungen eroffnen.>?
Behandlungsversuche im Bereich mit muskuléaren Progenitorzellen gibt es bereits
bezuglich Muskeldystrophien und Myokarderkrankungen.>* Bei einer anderen
Studie wurde die Auswirkung einer Transplantation von einem Streifen aus dem
M. Gracillis des Oberschenkels, der zirkular um die Urethra gelegt wurde,
getestet. Bei dieser Studie wurden 5 Ménner und 5 Frauen behandelt, mit dem
Hintergrund, dass der Streifen des Muskels sowohl Muskelfasern, als auch
muskulare Vorlauferzellen lokal zur Verfigung stellen kann. In der Studie wurde
der Erfolg der Behandlung einerseits mit einem EMG kontrolliert, um die
Muskelaktivitat zu Gberprifen und auch der maximale urethrale Verschlussdruck
wurde Uberwacht. Die Kontinenz wurde des Weiteren mit einem 24h-Pad-Test
und durch Fragebdgen Uber einen Zeitraum von 12 Monaten erfasst. Bei 4 von 5
Frauen wurde eine deutliche Verbesserung der Kontinenzlage bemerkt, 2 davon
erreichten komplette Kontinenz. Bei den Mannern wurde im EMG eine
gesteigerte Muskelaktivitat gesehen, jedoch war die Kontinenzlage bei den
Probanden nicht deutlich gesteigert.%® In einer Studie von Lecoeur et al. wurde
ebenfalls der Ansatz mit einer Muskeltransplantation aus dem M. gracillis verfolgt,
jedoch war hier nicht das Ziel, den schon bestehenden Sphinkter zu
regenerieren, sondern einen zusétzlichen Sphinkter zu generieren. Lecoeur et.
al verfolgten unter anderem diesen Ansatz, weil es sich zeigte, dass die
Satellitenzellen, die fur die Regeneration des Muskels verantwortlich sind,
deutlich wirksamer sind, wenn sie nicht von den parentalen Muskelfasern

getrennt werden.%® Satellitenzellen zeigen auch die Eigenschaft, dass sie nicht

52 Stangel-Woijcikiewicz et al. (2014, p. 328)
53 Kwon et al. (2005, p. 1250)

5 Sebe et al. (2011, p. 184)

55 Yiou et al. (2013, p. 1109)

56 Lecoeur et al. (2007, p. 337)

10



nur zu neuen Muskelfasern werden kénnen, sondern ein Teil der transplantierten
Zellen wieder als Progenitorzellen im Gewebe verweilen und sie somit die
Regenerationsfahigkeit des behandelten Gewebes im weiteren Verlauf sichern
kénnen.>’ Es zeigt sich also sowohl bei den Therapieversuchen mit muskularen,
als auch mit den von Adipozyten abgeleiteten, regenerativen Zellen eine
deutliche Verbesserungstendenz bei behandelten Patienten.
Bisher wurden bereits préklinische Zellinjektionsversuche und klinische
Zelltherapiestudien mit Nadeln durchgefiihrt. Transurethrale Zellinjektionen mit
Nadeln unter visueller Kontrolle weisen jedoch einige OP-technische
Schwierigkeiten auf, da es kompliziert ist, die Nadel so zu platzieren und die
Eindringtiefe zu kontrollieren, dass die Zellen schlussendlich tatsachlich in den
delikaten Sphinktermuskel gelangen.®® Trotz standiger Ultraschallkontrolle und
Orientierung anhand einer MRT Karte, die zeigt wo der Muskel liegt, erschweren
unter anderem interindividuelle Unterschiede die korrekte Applikation.®®
Zusatzlich ist es fraglich, ob die injizierten Zellen tatsachlich auch an dem Ort der
Applikation verweilen oder nach dem Entfernen der Nadel durch den
Injektionskanal wieder austreten. Bisher konnte dies jedoch nicht beobachtet
werden.®° Des Weiteren steht zur Diskussion, wie sich die Zellen in dem Gewebe
verteilen, wenn sie je nach Studie in Aliquots von 200 — 500 mL und in einem
Gesamtvolumen von wenigen Millilitern an einen bestimmten Ort appliziert
werden.

Im Labor waren erste Versuche, Zellen nicht durch Nadeln sondern mittels
Wasserstrahl zu applizieren vielversprechend, weil sie genau an diesen Punkten
angreifen. Durch eine Dise, die auf dem Gewebe aufgesetzt wird, sollen die
Zellen durch den Wasserstrahl direkt in den Muskel getragen werden und sich
dort gleichmafig zwischen den Fasern verteilen. Zusatzlich kann man Uber den
Druck, mit dem der Wasserstrahl in das Gewebe dringt, auch die Eindringtiefe

kontrollieren und man koénnte dies maschinell vereinfachen und normen, ohne

57 Balashov et al. (2005)

58 Aicher et al. (2014, p. 203)
59 Aicher et al. (2014, p. 203)
60 Amend et al. (2017, p. 1725)

11



auf die extrem feine handische Arbeit eines Menschen, der eine Nadel flhrt,
zuruckgreifen zu mussen.

Bisher wurde festgestellt, dass die Behandlung mit mesenchymalen
Stromazellen potentiell zwei verschiedene Wirkungsweisen haben kdnnte; zum
einen die Differenzierung, also die Umwandlung in einen gewebsansassigen
Zelltyp, und zum anderen die Freisetzung von Gewebsbotenstoffen. Darunter
waren zytoprotektive Faktoren gegen Apoptose, Stoffe zur Forderung der
GefalR3neubildung, Stoffe, die zur Neubildung der Extrazellularmatrix beitrugen
und weitere Faktoren, die die Stammzellrekrutierung aus dem Knochenmark
aktivierten.6?

In dieser Dissertation wurde an porcinem Kadavergewebe versucht, die
Eindringtiefe und Verteilung der floureszierenden Micropartikel, die mittels
Wasserstrahl in das Gewebe eingebracht wurden, nachzuverfolgen. Bei der
Versuchsreihe lag die Wahl des Gewebes auf weiblichen deutschen
Landrasseschweinen, da die Grol3e des Versuchstieres eher mit dem Menschen
vergleichbar ist und bessere Voraussetzungen fir die Versuchsreihe bot. Mit
verschiedenen Druckstarken wurden Mikropartikel auf zwei Hohen der Harnrohre
appliziert. Die H6hen wurden durch vorrausgehende Experimente bestimmt und
beziehen sich auf den héchsten intraluminalen Druck beim Versuchstier und die
grofdte Muskeldicke.

Auf Abbildung 1 ist eine reprasentative Darstellung der einzelnen Abschnitte der
porcinen Urethra zu sehen. Die Schnitte haben eine Schnittdicke von 7um und
stammen aus verschiedenen Regionen der in 10 Unterteilungen gegliederten
lcm dicken Abschnitte der porcinen Urethra. Bilder A-E reprasentieren die
Abschnitte von proximal (A) zu distal (E). Die Schnitte A-E wurden mit Azan
gefarbt, die bindegewebigen Anteile sind blau, wahrend die muskularen Anteile
rot gefarbt sind. Die Schnitte F-O wurden immunohistochemisch gefarbt. Desmin-
Farbung zeigt das Vorhandensein von glattem Muskel an (F-1). Fast-Myosin
Farbung zeigt den Omega-férmigen quergestreiften Muskel um die Urethra an

(K-L), der erst gegen Ende der Harnréhre nachgewiesen werden kann.

61 Yiou et al. (2016, p. 393)
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Abbildung 1: Verteilung des Bindegewebes und der Muskulatur im Verlauf der porcinen Urethra
(Quelle: Kelp, Amend; Precise injection of human mesenchymal stroma cells in the urethral sphincter

complex of Gottingen minipigs without unspecific bulking effects)®?

Zusatzlich kann man auf dem Schema aus Abbildung 2 erkennen, wo sich die

Hohenmarkierungen H5 und H10 im Bezug zur Harnblase befinden.

62 Amend et al. (2017, p. 1726)
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Fur die Injektionsversuche am frischen Kadavergewebe wurden Polymerpartikel
mit einem Durchmesser von 20um und einer Dichte von ca. 1.07 g/L verwendet.
Sie entsprachen in etwa der Grol3e und Dichte von mesenchymale Stromazellen
in  Suspension. Im Anschluss wurde diese Versuchsreihe histologisch

ausgewertet.

Harnblase
Urethra
Ocm 5cm 10cm
| i |
HO H5 H10

Abbildung 2: Schema einer Harnblase und Urethra mit markierten Messeinheiten HO, H5 und H10
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2. Material und Methoden

2.1. Material

Gefrierschrank: VIP Series -86°, Sanyo Denki K.K.

Kamera: AxioCam HRc, Carl Zeiss Microscopy GmbH

Kryostat: Leica CM1860 UV, Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH
Mikroskop: Axiovert 200M, Carl Zeiss Microscopy GmbH
Erbe Jet

Wasserstrahldise Konzept 1, hergestellt von Erbe
Hohenmessgerat von Mitutoyo

Herdplatte: IKAMAG RTC Bachhofer Reutlingen

Gefriertruhe: SANYO Ultra Low Temperature Freezer MDF-U53V, SANXO
Electric Co.

Kihlschrank: Liebherr

Chirurgische Schere: Fine Science Tools (FST)

Anatomische Pinzette: Martin

Einbettmedium: Tissue Freezing Medium, Leica Biosystems GmbH
Eindeckmedium: VectaMount Permanent Mounting Medium, Vector
Laboratories

Deckglaser: Deckglaser 24 x50 mm (Glasdicke 0,08-0,12), R. Langenbrinck
Entsorgungsbeutel: Entsorgungsbeutel PP, Brand

Handschuhe: Purple Nitrile Powder Free Exam Gloves S, Halyard Health Inc.
Objekttrager: SuperFrost Plus, R. Langenbrinck

Einmalkatheter: Bicakcilar, Nelaton Katheter, Female, 14 Charriére
Gefriermittel: Stickstoff fllissig

Transportgefald fir den flissigen Stickstoff: KGW Isotherm

Klarsichtsfolie: DOW Saran
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Alufolie: Carl Roth

Becherglaser: Vitlab

0,1% Kernechtrot: FarbeKit Morphisto

5% Phosphorwolframsé&ure: FarbeKit Morphisto

Gebrauchslésung Anilinblau-Orange-G: FarbeKit Morphisto

Ampuwa Spullésung: Fresenius Kabi

PBS: bioMérieux sa IVD

Haematoxylin: Vector Laboratories, Inc. Burlingame H-3403

DAKO EnVision Dual Link System — HRP, Edition 07/2015, Code K4065
NGS Normal Goat Serum: Sigma-Aldrich / Merck

AXioVS 40V 4.8.2.0: © 2006-2010 Carl Zeiss Microlmaging GmbH

Image Composite Editor: Version 2.0.3.0 (64bit) © 2015 Microsoft Corporation
Adobe Photoshop CS3 Extended: Version 10.0, © 1990-2007 Adobe Systems
Incorporated
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2.2. Methoden

Fur die Spruhapplikation der fluoreszierenden Micropartikel mittels verschiedener
Effektstarken wurde der Versuchsaufbau immer nach denselben Schritten

durchgefuhrt.

Die am Tag der Schlachtung entfernten Harnblasen und Urethrae der
Versuchstiere mit der Zahl insgesamt n = 6 pro Effektstarke wurden direkt
prapariert und von umliegendem Fett- und Bindegewebe befreit. Da die
Harnrdhre bei weiblichen Schweinen in die Vagina tUbergeht, um von dort einen
gemeinsamen Ausfihrungsgang zu bilden, wurde versucht, moglichst am
Ubergang von Urethra zu Vagina das Gewebe zu durchtrennen. Nach der
Praparation  verschiedener Harnrohren ergab sich eine  mittlere
Durchschnittslange von ca. 10cm (siehe Abbildung 12).

Die Harnréhren wurden auf der ventralen Seite aufgeschnitten. Zur Orientierung
dienten dazu die von dorsoventral kommenden Ureter und das ventral angelegte
Ligament auf der Blasenvorderwand.

Mit Hilfe eines Katheters wurde sichergestellt, dass die hintere Wand der Urethra
nicht beschadigt wurde und der ventrale Bereich wurde mit einer Schere ertffnet
(siehe Abbildung 3 und Abbildung 4).
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Abbildung 3: préparierte  Harnblase

Versuchstieres Schwein F1 vor dem Eroffnen

des Abbildung 4: praparierte  Harnblase des
Versuchstieres Schwein F1 nach dem Er6ffnen mit
der chirurgischen Schere
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Um den Prozess der Verwesung und die Schadigung des Gewebes durch den
sauren Harn zu minimieren, wurden die Blasen bei 4° Celsius in einem
Kuhlschrank bis zum Versuchsstart aufbewahrt.

Fur den Versuchsablauf wurde ein Hohenmessgerat (siehe Abbildung 5)
aufgebaut, an dem die Dise befestigt wurde. Die Dise war mit einem
Schlauchsystem, das durch den Erbe Jet mit Wasser befullt wurde, verbunden.
Durch das System konnte so eine bestimmte Effektstarke, also ein Druck
abzuglich der minimalen Kompression des Wassers aufgebaut werden, mit der
die Partikellésung in der Flullkammer in das Gewebe geschossen wurde.

Auf Abbildung 5 ist rechts der Erbe Jet zu sehen. Auf dem Erbe Jet befindet sich
ein Steuergerat, mit welchem die Injektionsrate fur 2ml Gesamtvolumen der
Injektionsflissigkeit bei den verschiedenen Effektstarken eingegeben werden
kann. In den Sphinkter wurde dabei 1ml appliziert, der Rest der Partikellésung
verblieb im Schlauchsystem. Auf dem Tisch kann man die Fullkammer liegen
sehen. Unter der Duse sieht man auf Schaumstoff gebettet eine préparierte
Schweineblase.

Mit dem H6henmessgerat wurde bei aufsitzender Dise auf dem Gewebe eine
weitere Eindringtiefe von 2mm gemessen. Wie man auf Abbildung 5 erkennen
kann, liegt die préaparierte Harnblase auf einem Stlck weichen Schaumstoff.
Dieser Schaumstoff dient dazu, das physiologisch weiche Gewebe, welches sich

um die Harnblase im Korper befindet, zu imitieren.
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Abbildung 5: Links: Erhéhung aus Styropor mit daraufliegender, mit Schaumstoff gepolsterter Schale, auf

der die offen préaparierte Harnrohre liegt, dartiber die bereits aufgesetzte Einsprihdise. Mitte: Verstellbares
Hoéhenmessgerat mit Halterung fiir die Diise. Rechts: Erbe Jet©, darauf ist das Steuerungsmodul, das die

Injektionsrate bestimmt. Versuchsaufbau fur einen Spriithversuch mit Injektionsprotokoll 2
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2.2.1.3. Applikation und Weiterverarbeitung

Schon wéahrend der Applikation konnte man beobachten, wie sich eine Blase in
dem Gewebe bildete (siehe Abbildung 7). Oft konnte man sogar eine deutliche
gelbe Stelle innerhalb der Blase, in der sich der Grof3teil der Partikel fand, sehen.
Im Anschluss wurde die Blase so schnell wie mdglich ausgeschnitten (siehe
Abbildung 8), in Gefriermedium eingebettet und sofort in flissigem Stickstoff
gefroren. Trotz der schnellst mdglichen Durchfiihrung dieser Arbeitsschritte
konnte ein leichtes Diffundieren der Flissigkeit in das umliegende Gewebe nicht
verhindert werden. Daher konnte man meistens eine gewisse Schrumpfung der

Applikationsblase in den Minuten nach dem Versuch beobachten.

Abbildung 6: offen praparierte Abbildung 7: offen préparierte Abbildung 8: praparierte

Harnblase des Versuchstieres Harnblase des Versuchstieres Harnblase des Versuchstieres
Schwein Q vor dem Schwein Q nach Spruhversuch, Schwein Q nach dem
Spriihversuch auf Hohe H5 und H10 deutlich Ausschneiden der Blasen im
erkennbare  flussigkeitsgefulite Gewebe
Blasen nach der Injektion
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2.2.1.4. Schneiden der Gefrierblocke

Auf Grund der PartikelgréRe von 20um wurde eine Schnittdicke von 30um flr das

Kryotom festgelegt, da so sichergestellt werden konnte, dass die
Polystyrolpartikel nicht an der Klinge des Kryotoms elektrostatisch bedingt haften
bleiben und so aus dem Gewebe geldst werden.

2.2.2. Farbungen

Fur die Darstellung der Eindringtiefe in die verschiedenen Gewebsschichten
wurden die Gewebsschnitte mit verschiedenen Methoden angefarbt. Wegen der
30um dicken Schnitte wurden die sonst Ublichen Inkubationszeiten der
Farbungen verandert.

Im Verlauf der Versuchsreinen wurde auf die Farbung von Desmin durch
Antikdrper verzichtet, da die gesamte Muskelschicht mit Azan ausreichend
dargestellt werden konnte und der quergestreifte Muskel durch die a-fast-Myosin
Farbung gezeigt werden konnte.

Des Weiteren wurde in einem Etablierungsversuch zur Fixierung mit Aceton
gezeigt, dass auch nur kurze Einwirkungszeiten die Fluoreszenz der Partikel

erheblich beeintrachtigen.

Abbildung 9: Schnittpraparat aus

der Harnréhre des

Versuchstieres  Schwein D,
10min Inkubation in Aceton; die
Pfeile deuten auf vereinzelten
Partikel,

beibehielten, die meisten Partikel

die die Fluoreszenz

sind durch die Exposition in

Aceton verblasst

Abbildung 10: Schnittpraparat
aus

der  Harnrbhre  des
Versuchstieres Schwein D, 30sec
Inkubation in Aceton; die Pfeile
mehrere

deuten auf

fluoreszierende Partikel im
daneben sind auch
die
Fluoreszenz verloren haben

Gewebe,

Partikel zu sehen, lhre

Abbildung 11: Schnittpraparat

aus der Harnréhre des

Versuchstieres Schwein G, kein
Kontakt alle

mit  Aceton,

fluoreszierenden Partikel

leuchten gleichmaRig
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Alle Arbeitsschritte, bei denen keine Temperaturangabe angegeben ist, wurden

bei Raumtemperatur durchgefuhrt.

- 30min trocknen bei 40°Celsius auf der Herdplatte, um die histologischen
Schnitte an dem Objekttrager zu befestigen

- 5min Inkubation in 0,1% Kernecht Rot

- 1min Waschen in Leitungswasser

- 5min Inkubation in 5% Phosphorwolframsaure

- 1min Waschen in Leitungswasser

- 10sec Inkubation in Anilinblau Orange G

- 1min Waschen in Leitungswasser

- 30min Trocknen der Objekttrager bei 40°Celsius auf der Herdplatte, um
eine bessere Haftung der histologischen Schnitte an den Objekttrager zu
erreichen

- 1 x5minin PBS waschen

- 10 min Blocking der endogenen Peroxidase aus dem Dako Kit

- 3 x5minin PBS waschen

- Blocking in 10% NGS (Normal goat serum) in PBS fiir 30min in der Klvette

- 1°Antikorper:

o a- Desmin (Clone D33, Dako, M0760), Verdinnung: 1:100 in PBS
o a- fast-myosin (abcam, ab 91596), Verdiinnung 1:500 in PBS

- 1hin der feuchten Kammer inkubieren

- 3 x5minin PBS waschen

- 2° Antikorper:

o Fur Desmin Peroxidase Konjugat: goat-a-ms Antikorper (Dako Kit)
o Fur fast-myosin Peroxidase Konjugat: goat-a-ms Antikérper (Dako
Kit)
- 1h Inkubation

- 3 x5minin PBS waschen
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DAB aus dem Kit (K4065) ansetzen (auf 1ml DAB dilution-buffer kommt 1
Tropfen DAB)
DAB Entwicklung bei folgenden Zeiten:
o 30sec bei Desmin
o 40sec bei fast-Myosin
Reaktionsstopp in destilliertem Wasser
Je 30sec Hamatoxylin auf einen Schnitt pro Objekttrager geben
10min unter flieBendem Leitungswasser blauen

Eindeckeln mit einem Deckglas und Eindeckmedium
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Bereits vor der Farbung wurden alle Schnitte, die gemacht wurden, einmal im
Mikroskop mit Durchlicht ohne Farbung und mit Fluoreszenz durch den FITC
Filter des Mikroskops gesichtet und beurteilt. Die reprasentativsten Schnitte
wurden markiert und spater gefarbt, um anschlie3end noch einmal mikroskopiert
zu werden. Mit dem Axiovert 200M Mikroskop von Zeiss wurde bei 2,5-facher
VergroRerung das Préparat sowohl in der Fluoreszenz-Phase als auch mit
Durchlicht betrachtet. Fur die Detailaufnahmen wurde in beiden Phasen ein Bild
gemacht und mit der Software AxioVS 40 V 4.8.2.0 von Zeiss
Ubereinandergelegt, so dass in einem Bild sowohl die fluoreszierenden Partikel
als auch das gefarbte Gewebe sichtbar sind. Fir die Ubersichtsaufnahmen
wurden 80-150 Einzelbilder eines Schnittes in 2,5-facher Vergrbé3erung
aufgenommen und mit dem Microsoft Programm ,Image Composite Editor* zu

einem Bild zusammengestellt.
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3. Ergebnisse

3.1. Etablierungsversuch mit verschiedenen Druckstarken im

Bereich von Injektionsprotokoll 1, 2 und 3

Bei der ersten Versuchsreihe wurde ein Vergleich von Eindringtiefe und
Partikelverteilung in Abhéngigkeit von Druck zwischen den Injektionsprotokollen
1, 2, und 3 erstellt. Bei orthogonalem Winkel wurden bei den variierenden
Druckstéarken die gleiche Menge an Partikeln in 3 unterschiedlichen Hohen in die
praparierten Urethrae mittels Wasserstrahl gespruht. Fir die Partikelldsung
wurden fluoreszenz-markierte Polystyrolpartikel verwendet, die in PBS eine
Konzentration von 1*10%/ml hatten. Pro Schuss wurden 2ml der LOsung
gebraucht, 1ml davon wurde tatséachlich appliziert, 1ml verblieb im
Schlauchsystem der Einsprihvorrichtung.

Die verschiedenen Hohen wurden, vom Ubergang der Harnblase zur Harnréhre
ausgehend, gemessen. Diese Landmarken wurden H1 am Ubergang, H5 bei
5cm distal des Uberganges und H10 bei 10cm distal des Uberganges genannt.
Da bereits vorhergegangene Untersuchungen gezeigt haben, dass sich das
Wanddruckmaximum des Verschlussapparates der Urethra beim Landschwein
auf der Hohe von H5 befindet und die Muskeldicke nach distal immer weiter
zunimmt, wurden fir die folgenden Versuchsreihen nur die Schnittpraparate aus
H5 und H10 ausgewertet.63.64 Die Muskelverteilung nimmt beim Schwein nach
distal an Dicke zu. Zusatzlich wurde in vorhergegangenen Experimenten die
These aufgestellt, dass der quergestreifte Muskel beim Schwein erst ab ca. Hohe

H5 vorhanden ist und auch nach distal zunimmt.

63 Amend et al. (2017, p. 1731)
64 Amend et al. (2017, p. 1726)
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3. 2. Injektionsversuche mit Injektionsprotokoll 1

3.2.1. Injektionsversuchsreihe mit Injektionsprotokoll 1 an der

praparierten Harnrohre von Versuchstier Schwein H

Bei dem Einsprihversuch in die Urethra von Schwein H konnte beobachtet
werden, dass bei Versuchen mit Injektionsprotokoll 1 auf Héhe H5 der groi3te Tell
der Partikelldsung nicht in das Gewebe gelangte (siehe Abbildung 13).

Eine Blasenbildung war nicht erkennbar. Bei H10 hingegen konnte die Bildung
einer Blase mit Partikelldosung gesehen werden.

Somit kann daraus geschlossen werden, dass auch bei Injektions-

protokoll 1 ein erheblicher Teil der Suspension im Gewerbe verbleibt. Auf diese
Annahme wird in der Diskussion n&her eingegangen.

In der mikroskopischen Auswertung wurde festgestellt, dass sich maximal 20-30

Partikel in den entnommenen Proben befanden.

Abbildung 12: offen préparierte Harnblase von Abbildung 13: offen préparierte Harnblase von

Versuchstier Schwein H, vor Spruhversuch Versuchstier Schwein H, nach Sprihversuch;
deutlich sichtbare Blase bei der Markierung H10,
weniger groRe Blase bei der Markierung H5
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3.2.1. 1. Histologische Auswertung der Schnittpraparate der
Urethra von Versuchstier Schwein H nach Applikation mit

Injektionsprotokoll 1, auf H6he H5

Bei Injektionsprotokoll 1 konnten auf Héhe H5 kaum Partikel gefunden werden.
Zusatzlich sind jene Partikel, die in das Gewebe gelangt sind, weit vom Muskel

entfernt und befinden sich sehr geballt auf einer Stelle.

Abbildung 14: Mit Azan geféarbtes histologisches Préparat Abbildung 15: Detailaufnahme aus

der Harnroéhre nach dem Injektionsversuch bei Versuchstier  Abbildung 14 (Schwein
Schwein H mit Injektionsprotokoll 1 (Schwein H_H5_0T27) H_H5_0OT27_Detail)
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3.2.1.2. Histologische Auswertung der Schnittpraparate der
Urethra von Versuchstier Schwein H nach Applikation mit

Injektionsprotokoll 1, auf H6he H10

Auf Hohe H10 konnten ebenfalls kaum Partikel gefunden werden.

Abbildung 16: Mit Azan gefarbtes histologisches Préparat  Abbildung 17: Detailaufnahme von Abbildung
der Harnréhre nach dem Injektionsversuch bei 16 (Schwein H_H10_OT32_Detail)
Versuchstier Schwein H mit Injektionsprotokoll 1

(Schwein H_H10_0T32)
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3. 3. Injektionsversuche mit Injektionsprotokoll 2

Bei der Applikation der Styroporpartikel mit dem Injektionsprotokoll 2 gab es sehr
grol3e Variationen in der Eindringtiefe.

Im Vergleich zu Injektionsprotokoll 1 konnte hier jedoch bei jeder
Spruhapplikation eine Blasenbildung beobachtet werden, die man auch in der
mikroskopischen Auswertung als gedehntes submukdses Bindegewebe
beobachten kann. Die Partikel befanden sich bei einem Grol3teil der Schweine in
einer geballten Wolke in Mitte der Blase und teilweise an dem Lumen
zugewandten Teil des Muskels. Eine tatsachliche

Penetration des Muskels konnte jedoch nicht beobachtet werden.

Fur Injektionsprotokoll 2 wurden mit einer Fallzahl von n=6 Kadaverproben
gearbeitet.

Bei der ersten Versuchsreihe fur Injektionsprotokoll 2 schlug die Spruhapplikation

bei 4 von 5 Versuchstieren fehl, daher wurden diese nicht ausgewertet.

Nach der ersten Versuchsreihe mit dem Injektionsprotokoll 2 liel3 sich nach einer
grolReren Zeitverzogerung und einem anhaltenden technischen Problem mit dem
Erbe Jet© keine Sprihapplikation mehr erfolgreich durchfihren. Grinde dafur

werden in dem Abschnitt Diskussion bearbeitet (siehe Seite 52).
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3. 3. 2. Injektionsversuchsreihe mit Injektionsprotokoll 2 an der
praparierten Harnréhre von Versuchstier Schwein U
Bei der Applikation von Styroporpartikeln mit Injektionsprotokoll 2 konnte man

sowohl auf Hohe H5, als auch auf Hohe H10 beobachten, wie sich eine deutliche
Partikelblase im Gewebe gebildet hat.

Abbildung 18: offen préaparierte Harnblase von Abbildung 19: offen praparierte Harnblase von

Versuchstier Schwein U vor dem Spriihversuch Versuchstier Schwein U nach Spruhversuch,
sichtbare Blasenbildung bei den Markierungen H5
und H10 im Gewebe
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3.3.2.1. Histologische Auswertung der Schnittpraparate der
Urethra von Versuchstier Schwein U nach Applikation mit

Injektionsprotokoll 2, auf H6he H5

Wie man an den untersuchten histologischen Gewebeproben von Schwein U
sehr gut sehen kann, ist mittig eine groRe Aufhellung im Bereich des
Bindegewebes der Submucosa zu sehen, die durch das Auseinanderdrucken der
bindegewebigen Fasern durch die Flissigkeit zustande kommt. Auch deutlich zu
sehen ist, dass die Fluoreszenzpartikel sich mittig in besagter Blase befinden und

sich nicht in die Peripherie verteilt haben.

Schwein U_H5_0T79

Abbildung 20: Mit Azan gefarbtes histologisches Préaparat der Harnréhre nach dem Injektionsversuch bei
Versuchstier Schwein U (Schwein U_H5_OT79), Links: Ubersichtsaufnahme mit weiRer Umrandung,
Rechts: Detailaufnahme aus der Ubersichtsaufnahme
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3. 3.2.2. Histologische Auswertung der Schnittpraparate der
Urethra von Versuchstier Schwein U nach Applikation mit

Injektionsprotokoll 2, auf H6he H10

Nach der Applikation der Fluoreszenzpartikel mit Injektionsprotokoll 2 auf Hohe
H10 beobachtet man bei diesem histologischen Préaparat der Urethra die durch
Flussigkeit bedingte Auflockerung der Fasern im Zentrum. Die Partikel befinden
sich auch hier strahlenartig in der Mitte der Blase angeordnet und gelangen
ebenfalls nicht bis zur Muskelschicht. Des Weiteren kann man bei den folgenden
Bildern ebenfalls gut erkennen, dass die Muskeldicke von H5 zu H10 deutlich

zugenommen hat.

Schwein U_H10_0T80

Abbildung 21: mit Azan gefarbtes histologisches Praparat der Urethra des Versuchstieres Schwein U
(Schwein U_H10_0OT80) auf Héhe H10; Links: Ubersichtsaufnahme des kompletten Praparates, man sieht
deutlich mittig eine aufgehellte Zone, an der die Applikation erfolgt ist; Rechts oben und unten:
Detailaufnahmen aus der Ubersichtsaufnahme, die Fluoreszenzpartikel verteilen sich nicht homogen im

Gewebe sondern bleiben strahlartig im Bindegewebe dicht aufeinander liegen
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In Abbildung 22 kann man die Gegenuberstellung der 6 mit Injektionsprotokoll 2
in Gewebeproben von frischen Schlachtschweinen injizierten Partikel
miteinander vergleichen. In der linken Reihe befinden sich die Ubersichtsbilder
der histologischen Préaparate der Applikationsversuche der Partikel auf Hohe H5,
in der rechten die Ubersichtsbilder auf Hohe H10.
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Schwein U_H10_OT80

Schwein U_H5_0T79

_ Schwein T_H10_OT98

Schwein T_H5_OT51

Scnwein S_H1U_UISU

X

Schwein Q_H5_OT83
- Schwein Q_H10_0T74

Schwein L_H5_OT76

Schwein L_H10_0T69

Schwein |_H10_0T52

Schwein |_H5_OT43

Abbildung 22: Ubersicht iiber die Applikationsversuchsreihe, die mit Injektionsprotokoll 2 durchgefiihrt
wurde; Links: Die Préaparate der Versuchsreihe, bei der die Applikation der Partikel auf Hohe H5 erfolgte;
Rechts: Die Praparate der Versuchsreihe, bei der die Applikation der Partikel auf Hohe H10 erfolgte
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3. 4. Injektionsversuche mit Injektionsprotokoll 3

Auch bei der Applikation von Partikeln mit Injektionsprotokoll 3 ergaben die
Auswertungen ein sehr breites Ergebnisspektrum. Anders als bei
Injektionsprotokoll 2 wurden hier jedoch die meisten Partikel bis zum Muskel
gespritzt. Bei manchen Praparaten kann man sogar beobachten, dass die
Partikel in die Muskelschicht eingedrungen sind oder sogar durch den Muskel

durchgeschossen wurden.
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3.4.1. Injektionsversuchsreihe mit Injektionsprotokoll 3 an der

praparierten Harnréhre von Versuchstier Schwein W

Wie bereits bei Injektionsprotokoll 2 beschrieben, konnte man auch bei
Injektionsprotokoll 3 bei allen Praparaten eine sofortige Blasenbildung im
Gewebe erkennen (siehe Abbildung 24). Teilweise war sogar makroskopisch
sichtbar, dass diese Gewebserweiterung sich hierbei jedoch nicht nur im
Bindegewebe abspielte, sondern auch in der Muskelschicht.

Abbildung 23: offen praparierte Harnréhre des Abbildung 24: offen praparierte Harnréhre des

Versuchstieres Schwein W, vor Spriihversuch Versuchstieres Schwein W, nach Spruhversuch;

deutlich erkennbare Blasenbildung auf Hohe H5
und H10
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3.4.1.1. Histologische Auswertung der Schnittpraparate der
Urethra von Versuchstier Schwein W nach Applikation mit

Injektionsprotokoll 3, auf H6he H5

Nach der Applikation der Fluoreszenzpartikel in die Urethra des Versuchstieres
Schwein W auf Hohe H5 kann man zusatzlich zu den aufgedehnten Fasern im
Bindegewebe auch sehen, wie die Muskelfasern des Ringmuskels durch die
Flissigkeit auseinandergedrangt wurden. Man kann hier im Vergleich zu den mit
Injektionsprotokoll 2 behandelten Praparaten zudem erkennen, dass sich Partikel
zwischen den Muskelfasern verteilt haben. Trotzdem sammelt sich der Grof3teil

der Partikel vor der Muskelschicht im Bindegewebe (siehe Abbildung 25).

Schwein W_H5_0T63

Schwein W_H5_0T63 Schwein W_H5_0T63

Abbildung 25: Mit Azan gefarbtes histologisches Praparat der Urethra des Versuchstieres Schwein W
(Schwein W_H5_0OT63); Links: Ubersichtsaufnahme iiber den kompletten Schnitt, mittig ist durch eine
Aufhellung des Gewebes sichtbar, dass eine Auflockerung zwischen den Fasern stattgefunden hat; Rechts
oben: eine Ansammlung von Partikeln vor der Muskelschicht; Rechts unten: Die einzelnen Partikel haben

sich zwischen den aufgelockerten Muskelfasern festgesetzt
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Bei Partikelinjektionen in die Urethrae mehrerer Versuchstiere konnte bei den
distalen Spruhversuchen auf Hohe H10 beobachtet werden, dass die Partikel
sich lumennah im Bindegewebe auf einem Fleck befinden. Im Gegensatz zu den
Schnittpraparaten aus Hohe H5 kann man hier kein Eindringen der Partikel in
den Muskel sehen (siehe Abbildung 26).

Schwein W_H10_0T65 Schwein W_H10_OT65_Detail2

Abbildung 26: Mit Azan gefarbtes histologisches Praparat der Urethra von Versuchstier Schwein W (Schwein
W_H10_OT65); Links: Ubersichtsaufnahme des kompletten Praparats, lumennah weiR umrandet sieht man
zwei Partikelwolken, die in dem aufgelockerten Bindegewebe der Submucosa stecken; Rechts oben und
unten: Detailaufnahme der Partikel im Gewebe
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Bei der Versuchsreihe mit der Urethra von Schwein V lie3 sich besonders im
Vergleich zu der Versuchsreihe mit dem Gewebe von Schwein W bei der distalen
Spruhapplikation auf Hohe H10 der Unterschied erkennen, dass die
Partikelwolke sich sowohl zwischen den Muskelfasern verteilt, als auch die
Muskelfasern auseinandergedréangt hat (siehe Abbildung 28).
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3.4.2.1. Histologische Auswertung der Schnittpraparate der
Urethra von Versuchstier Schwein V nach Applikation mit

Injektionsprotokoll 3, auf H6he H5

Wie schon zuvor kann man bei dem Gewebe von Schwein V sehen, dass die

Partikel nach Injektion mit Protokoll 3 bis in den Muskel der Urethra eindringen.

! Sad e 5 .zA' TR
Schwein V_H5_0T79_Detaill

¥

il 4 A -, & <
Schwein V_H5_0T79_Detail2

Schwein V_H5_0T79

Abbildung 27: mit Azan gefarbes histologisches Préaparat der Urethra von Schwein V (Schwein
V_H5 OT79); Links: Ubersichtsaufnanme des kompletten Praparates, wei umrandet: die
Fluoreszenzpartikel, die sowohl im Bindegewebe als auch in der Muskelschicht stecken; Rechts oben:
Einige Partikel, die durch die Muskelschicht gedrungen sind; Rechts unten: Ansammlung von Partikeln im
Bindegewebe
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3.4.2.2. Histologische Auswertung der Schnittpraparate der
Urethra von Versuchstier Schwein V nach Applikation mit

Injektionsprotokoll 3, auf H6he H10

Im Gegensatz zu dem Bildbeispiel des Injektionsversuches von Partikeln in
Gewebe aus Schwein W (siehe Abbildung 25) sieht man bei Schwein V den
Befund, dass die Partikel nicht nur in die Muskelschicht eindringen, sondern diese
teilweise komplett durchqueren. Besonders eindrticklich sieht man in Abbildung
28, wie die Fasern weit auseinandergedehnt wurden und teilweise den Kontakt

zueinander verloren haben.

Schwein V_H10_0T72

Abbildung 28: Mit Azan gefarbtes histologisches Praparat der Urethra des Versuchstieres Schwein V
(Schwein V_H10 OT72); Links: Ubersichtsaufnahme des kompletten Schnittes, mittig weite
Auseinanderdehnung der rot gefarbten Muskelfasern zu erkennen; Rechts: Detailaufnahme in der erkennbar
ist, wie die Muskelfasern vereinzelt stehen und die Fluoreszenzpartikel zwischen den Fasern sich

gesammelt haben
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In Abbildung 29 ist die Gegenuberstellung der 6 Versuche zu sehen, bei denen
Partikel mit Injektionsprotokoll 3 in porcines Kadavergewebe injiziert wurden. In
der linken Reihe befinden sich die Ubersichtsbilder der Schweine auf Hohe H5,

in der rechten die Ubersichtsbilder auf H6he H10.
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Schwein Z_H5_OT67

Schwein Y_H10_0T177

Schwein Y_H5_OTS0
Schwein X_H5_OT51

Schwein W_H5_OT63 Schwein W_H10_OT65

Schwein VJ_N 10_0T7.

Schwein V_H5_OT79

Schwein J_H5_OT57 Schwein J_H10_0T74

Abbildung 29: Ubersicht tiber die Versuchsreihe, die mit Injektionsprotokoll 3 durchgefiihrt wurde; Links:
Die Praparate der Versuchsreihe, bei der die Applikation der Partikel auf Hohe H5 erfolgte; Rechts: Die
Praparate, bei der die Applikation der Partikel auf Hohe H10 erfolgte
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3. 5. Injektionsversuchsreihe mit Histofarbe und Injektionsprotokoll 2

Nachdem bei den bisherigen Versuchsreihen der Eindruck entstand, dass die
Polystyrolpartikel moglicherweise bedingt durch elektrostatische Kréafte
aneinanderhaften und sich daher nicht gleichmaRig im Gewebe verteilen, wurde
eine weitere Versuchsreihe durchgefihrt. In dieser wurde zu dem
Partikelgemisch, das in der gleichen Verdinnung hergestellt wurde, Histofarbe in
einer Konzentration von 1 zu 1000 hinzugegeben. Dazu wurden die
Schnittpraparate mit einer a-fast-Myosin Antikorper Farbung gefarbt, mit der
dargestellt werden kann, wo sich der quergestreifte Muskel befindet. Bei dieser
Versuchsreihe wurden Harnréhren von 3 Schweineblasen mit Injektionsprotokoll
2 bearbeitet.
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3.5. 1. Injektionsversuchsreihe mit Injektionsprotokoll 2 an der
praparierten Harnréhre von Versuchstier Schwein B1 und

Versuchstier Schwein C1

Bei der Versuchsreihne mit Histofarbe konnte man schon wahrend des
Spriuhversuches die Verteilung der Partikelldsung anhand der leuchtend blauen
Farbe gut nachvollziehen. Man sieht auch hier, wie sich jedoch die Farbe zentral
in der Blase im Gewebe sammelt und sich nicht wie erwartet Uberall gleich verteilt
(siehe Abbildung 31).

Des Weiteren konnte man bei dieser Versuchsreihe sehr gut sehen, dass es in
der Zeit zwischen Sprihversuch und Einfrieren zu keiner bzw. nur einer

minimalen spateren Umverteilung der Flissigkeit kam.

Abbildung 30: offen préaparierte Harnréhre des Abbildung 31: offen préparierte Harnréhre des
Versuchstieres Schwein B1, vor Spriihversuch Versuchstieres Schwein B1, nach Sprihversuch,
deutlich erkennbare blaue Verfarbungen im

Bereich der erfolgten Applikation
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Bei einer Detailaufnahme der erdffneten Urethra von Schwein C1 nach dem
Partikelinjektionsversuch mit Injektionsprotokoll 2 kann man erkennen, dass die
mit Histofarbe versetzte Suspension direkt in der Gewebsblase sitzt. Weiter distal
sieht man ebenfalls, dass die Flussigkeit bereits ins Gewebe darunter diffundiert.

Abbildung 32: Nahaufnahme aus der praparierten Harnrbhre des Versuchstieres Schwein C1,
Detailaufnahme der blauen Partikelblase
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3.5. 2. Histologische Auswertung der Schnittpraparate der Urethra
von Versuchstier Schwein B1 nach Applikation mit
Injektionsprotokoll 2, auf Hohe H5

Nach der kombinierten Injektion von Farbstoff und Partikel auf Héhe H5 kann
man sehen, wie beide Komponenten bis in den Muskel vordringen und sich dann
langs zwischen den Fasern verteilen. Eine grof3e Abweichung von der Verteilung

der Partikel zur Verteilung der Farbe gibt es jedoch nicht.

Schwein B1_h5_OT27_Detaill

Schwein B1_H5_OT27

Abbildung 33: mit a-fast Myosin Immunhistochemie geférbtes Schnittpraparat des Versuchstieres Schwein
B1 (Schwein B1_H5_0OT27); Links: Ubersichtsaufnahme des kompletten Praparates, die blaue Histofarbe
und die Partikel verteilen sich &hnlich im Gewebe; Rechts: Detailaufnahme der Verteilung von Histofarbe
und Fluoreszenzpartikeln im Gewebe
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3.5.3. Histologische Auswertung der Schnittpraparate der Urethra
von Versuchstier Schwein B1 nach Applikation mit

Injektionsprotokoll 2, auf H6he H10

Wie bei den bisher hergestellten Praparaten zu Injektionsprotokoll 2 sieht man
auch bei den Tests an Gewebe von Schwein B1, dass sich die Partikel gedrangt
im Zentrum der Blase im Bindegewebe befinden. Der vom injizierten Volumen
gedehnte Gewebebereich istin Abbildung 34 als helle Zone deutlich zu erkennen.
Entgegen der Erwartung ist jedoch nicht die gesamte helle Zone blau gefarbt,
sondern tatsachlich nur der Bereich um die Partikel.

Schwein B1_H10_0T27_Detaill

Schwein B1_H10_OT27

Abbildung 34: Mit a-fast Myosin Immunhistochemie angeféarbtes Préparat der Urethra von Versuchstier
Schwein Bl (Schwein B1_H10_OT27), Links: Deutlich sichtbare mittige Aufhellung in der Submucosa
bedingt durch die Aufweitung des Gewebes, zentral kompakt im Gewebe sitzend, sind sowohl die Histofarbe
als auch die Partikel erkennbar; Rechts: Partikel und Histofarbe sitzen kompakt zusammengedrangt im
Gewebe
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3.5.4. Ubersicht Uber die Versuchsreihe mit Histofarbe

Ahnlich wie bei den bisherigen Proben kann man erkennen, dass auch bei
Injektionsprotokoll 2 das Eindringen von Partikeln in die Muskelschicht mdglich
ist, jedoch stark von der Muskeldicke an den jeweiligen Stellen in der Harnrdhre
abhangt. Wahrend es moglich scheint, dass die Partikel auf Hohe H5 den
mittelmafig stark ausgepragten Muskel durchdringen, scheint es, als ob die
Partikel bei H10 kaum in die Nahe der Muskelschicht kommen und sehr geballt
im submukosen Bindegewebe verharren.

Schwein B1_H5_0T27

Schwein A1_H10_OT13 Schwein B1_H10_0T27

0T30

Abbildung 35: Ubersicht tiber die Versuchsreihe, die mit Injektionsprotokoll 2, Fluoreszenzpartikeln und
Histofarbe durchgefiihrt wurde; Oben: Die Praparate der Versuchsreihe, bei der die Applikation der Partikel
auf Hohe H5 erfolgte; Unten: Die Préaparate, bei der die Applikation der Partikel auf Hohe H10 erfolgte
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3.6. Ubersicht Uber die Ergebnisse

Die histologische Auswertung der Schnittpraparate lieferte verschiedene
Ergebnisse. Zum einen zeigte die Versuchsreihe mit Injektionsprotokoll 2, dass
die Partikel kaum weiter als in das submukose Bindegewebe vordringen. Bei der
Versuchsreihe mit Injektionsprotokoll 3 kann beobachtet werden, dass viele
Partikel bis in die Muskelschicht und teilweise sogar durch die Muskelschicht
gespritzt werden. Jedoch féllt bei dieser Versuchsreihe auch auf, dass die hohen
Druckstarken mit einer weitgehenderen Gewebsverdnderung einhergehen.
Besonders der Befund der auseinandergedrangten Muskelfasern fallt in der
Versuchsreihe mit Injektionsprotokoll 3 auf (siehe Abbildung 27). Bei beiden
Druckstarken wurde festgestellt, dass die Micropartikel sich nicht wie erhofft
homogen im Gewebe verteilen, sondern eher zusammengedrangt in einer
langlichen Form im Gewebe verharren. Um diesem Befund nachzugehen, wurde
eine weitere Versuchsreihe veranlasst, in der zusétzlich zu den Partikeln
Histofarbe zu dem Injektionsgemisch hinzugegeben wurde, um die genaue
Verteilung der injizierten Flussigkeit im Gewebe besser nachvollziehen zu
kénnen. Bei der Versuchsreiche mit Histofarbe und Fluoreszenzpartikel wurde
jedoch erkennbar, dass dieses Phdnomen der inhomogenen Verteilung nicht nur
auf die Partikel, sondern auch auf die gefarbte Fliissigkeit zutrifft (siehe Abbildung
35). Woher diese verschiedenen Befunde resultieren, wird in der Diskussion im
Anschluss besprochen.
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4. Diskussion

Nach den hier an Kadavergeweben durchgefihrten Versuchsreihen stellen sich
nun einige Fragen, besonders in Hinblick auf die Anwendung der

Wasserstrahltechnologie zur Injektion vitaler Zellen am Menschen.

4.1. Erster Fehlversuch bei der Versuchsreihe mit

Injektionsprotokoll 2

Zuerst ist die Problematik des gescheiterten Experiments mit Injektionsprotokoll
2 zu diskutieren. Bei dem ersten Einsprihversuch mit Injektionsprotokoll 2 kam
es bei nur einem von sechs Versuchstieren zu der Blasenbildung, die anzeigte,
dass die Partikellésung tatsachlich in das Gewebe gelangt ist. Es ist zu
erwahnen, dass an diesem Versuchstag die Zeitspanne von der Schlachtung bis
zur Laborarbeit am Praparationstisch aufgrund von Verkehrsproblemen deutlich
verlangert war. Auch beim Versuchsaufbau gab es zuerst technische Probleme
mit dem Erbe Jet©, wodurch die Harnblasen langer bei Raumtemperatur
verweilten als die Harnblasen bei den anderen Experimenten. Fraglich ist, ob z.B.
die Verwesung deutlich weiter fortschreiten konnte aufgrund der langeren Zeit
bei zu warmen Temperaturen, und damit die histologischen und physikalischen
Parameter des Kadavergewebes zu weit vom Zustand ex vivo abgewichen sind.
Zusatzlich konnte auch der saure Restharn in der Blase und Urethra zu einer
Zersetzung der Strukturen des Gewebes gefiihrt haben. Bei der Wiederholung
des Versuchs und der schnelleren Verarbeitung des Gewebes waren solche
Effekte nicht mehr zu sehen.

4. 2. Orientierung der quergestreiften Muskelschicht

Wie Dbereits im Versuchsaufbau beschrieben, wurde fur die Versuche die
Harnrbhre auf der ventralen Seite aufgeschnitten, in der Annahme, dass der
Omega-formige Muskel sich auf der dorsalen Seite befindet. Diese Annahme

begriindete sich durch eine anatomische Fehlinterpretation, die sich leider bereits
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bei vorhergegangenen Experimenten etabliert hatte. Im Folgenden werden die
tatsachliche Ausrichtung der Muskulatur und die Bedeutung dieser Fehlannahme
fur meine Versuchsreihe diskutiert.

Der hufeisenférmige Muskel besitzt eine Offnung, die nach dorsal gerichtet ist.

Er schlieRRt sich daher von ventral und lateral um die Urethra.®®

Abbildung 36: Schema zum funktionellen Muskelaufbau der Urethra und Harnblase beim Mann
(Quelle: modifiziert nach Prometheus LernAtlas der Anatomie, Innere Organe (Schiinke, Schulte and
Schumacher, 2012, p. 395) lllustrationen von Markus Voll, Karl Wesker)%6

Um die Relevanz fir die hier durchgefiihrten Experimente zu zeigen, wird erneut
Bezug auf die Grafik von Dr. Kelp, die bereits in meiner Einleitung gezeigt wird,
genommen (siehe Abbildung 1). Wie man an der immunhistochemischen
Farbung des quergestreiften Muskels erkennen kann, ist diese Schicht sehr diinn

und auch nicht bei jedem Tier darstellbar.

65 Wallner et al. (2009, p. 936)
66 Schiinke, Schulte and Schumacher (2012)

53



Nachdem die anatomischen Belastungen beim Schwein durch waagrechte
Korperlage anders als beim Menschen sind, hat der quergestreifte
Rhabdosphinkter eine weniger tragende Rolle und ist dementsprechend weniger
stark ausgepragt als beim Menschen (vgl. Kapitel 4.3).

Des Weiteren wurden bereits mehrere Messungen des intraurethralen Druckes
vorgenommen, die die verschiedene Verteilung der Druckmaxima bei Schwein
und Mensch zeigen. Wie spéater in meiner Arbeit besprochen wird, befindet sich
das Druckmaximum beim Menschen direkt am Ubergang der Harnblase zur
Urethra, wahrend sich das Druckmaximum beim Schwein vorwiegend im
mittleren und distalen Abschnitt zeigt.®’

Zusatzlich ist zu erwahnen, dass immer der komplette Abschnitt der Urethra
ausgeschnitten und ausgewertet wurde. Bei den immunhistochemischen
Farbungen mit Desmin wurden jedoch nur vereinzelte Abschnitte mit angefarbter,
quergestreifter Muskulatur gefunden und der Omega-férmige Muskel konnte
leider bei keinem Tier so wie in der Literatur beschrieben dargestellt werden.
Somit konnte man aus diesen Experimenten auch nicht ableiten, dass die
angenommene Ausrichtung des Muskels falsch ist.

Des Weiteren ist die Relevanz dieser Information fur die durchgefiihrten
Experimente zu diskutieren. Da sehr schnell erkennbar wurde, dass die
Muskelschicht nur mit enorm hohen Druckstarken durchbrochen werden kann,
die meist grof3e Veranderungen im Gewebe hinterlassen, die potenziell im in vivo
Experiment Schaden hinterlassen kdnnte, ist es sehr wahrscheinlich, dass das
Ziel, die Partikel in den quergestreiften Muskel zu beférdern, nicht erflllt werden
kann.

Durch die genannten Punkte spielt die Ausrichtung des quergestreiften Muskels
um die Urethra im experimentellen Modell Schwein eine untergeordnete Rolle in

dieser Versuchsreihe.

67 Amend et al. (2017, p. 1731)
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4.3. Anatomische Unterschiede zwischen Mensch und Schwein

und die damit verbundenen Komplikationen beim Experiment

Als Nachstes muss in die Diskussion eingebracht werden, dass es
schwerwiegende Unterschiede bezlglich des anatomischen Aufbaus des
Urogenitaltraktes zwischen Mensch und Schwein gibt. Da besonders hier zum
Tragen kommt, dass das Schwein ein Vierbeiner und der Mensch ein Zweibeiner
ist, muss beachtet werden, dass die Belastungen auf den Beckenboden bei
Schweinen ganz andere sind. Da die Harnblase beim Schwein tiefer liegt als der
Harnréhrenausgang, ist es zudem erschwert, Inkontinenz experimentell zu
simulieren (vgl. Abbildung 37 und Abbildung 38).
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Abbildung 37: Lage der weiblichen Beckenorgane im Mediansagittalschnitt
(Quelle: modifiziert nach Prometheus LernAtlas der Anatomie, Innere Organe (Schiinke, Schulte and
Schumacher, 2012, p. 395) lllustrationen von Markus Voll, Karl Wesker) 8
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Abbildung 38: Schematische Darstellung der Beckenorgane des weiblichen Schweins (Quelle: von Mémento
de I'éleveur de porc-Edition 2000, zitiert nach Gmeiner 2007, S.2)%°

68 Schiinke, Schulte and Schumacher (2012)
69 Gmeiner (2007)

56



Zusatzlich ist dadurch auch die Verteilung der Muskulatur um die Urethra zu
erklaren; wahrend beim Menschen die dickste Muskulatur direkt im Anschluss an
den Blasenhals zu finden ist, nimmt die Muskulatur beim Schwein immer weiter
Richtung distal zu und erreicht ihre maximale Breite beim weiblichen Tier am
Ubergang zur Vagina (Siehe Abbildung 1). Dabei findet sich beim Schwein im
Vergleich zum Menschen ein relativ schmaler Rhabdosphinkter. Dies kann
ebenfalls dadurch erklart werden, dass das Schwein durch die anatomische
tiefere Lage der Harnblase einen Vorteil beziglich der Kontinenzerhaltung hat
(siehe Abbildung 38).

Im Gegensatz zum Schwein, bei dem die Schwerkraft keine negative Auswirkung
auf die Belastung und Kontinenz hat, hat der Mensch jedoch erheblich grof3ere
Belastung auf der Beckenbodenmuskulatur, da das Gewicht des gesamten

Rumpfes, bedingt durch den aufrechten Gang, darauf ein Leben lang lastet.
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Abbildung 39: Lage der Harnblase bei der Frau, Frontalschnitt
(Quelle: modifiziert nach Prometheus LernAtlas der Anatomie, Innere Organe (Schiinke, Schulte and
Schumacher, 2012, p. 395) lllustrationen von Markus Voll, Karl Wesker)”°
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Zu dem kommt hinzu, dass das weibliche Landschwein eine Urethra mit einer
Lange von durchschnittich 10cm hat, wahrend die Lange der weiblichen
Harnréhre beim Menschen bei ca. 3-5cm liegt.” AuRerdem ist beim Schwein die
Muskulatur unterteilt, sodass erst ab der distalen Halfte der Anteil von
qguergestreiftem Muskel zunimmt. Der proximale Teil ist nur von glattem Muskel
umgeben.”? Auch die Druckverhéltnisse in der Urethra des Schweines sind
anders als beim Menschen. Wahrend der hochste Druck beim Menschen
blasennah zu finden ist, ist der Druck beim Schwein in der Mitte der Harnroéhre
am hochsten.”® Mittels der High-Definition urethralen Druckmessung wird der
Druck zirkular in der Harnréhre durch 9 Sensoren erfasst. Nach der Messung
kann ein visuell intuitiv interpretierbares Ergebnis in Form eines farbcodierten
Bildes berechnet werden. Auch die Méglichkeit durch Algorithmen den genauen
Ort des Sphinkters durch das Druckprofil auszurechnen ist damit moglich, so
stellt die HD-urethrale Druckmessung eine attraktive Madoglichkeit auch fur
arztliches Personal bei der Orientierung in der Harnréhre dar.”* Das Schwein
zeichnet sich als Versuchstier durch die Gro3enverhéltnisse, die dem Menschen
nahe kommen, in diesem Punkt aus, da urodynamische Messungen an
Kleintieren oft schwer durchzufuhren sind. So kann auf Grund der Ermangelung
eines passenden Katheters eine Flow Zystometrie, welche entscheidende
Informationen bei der Diagnose einer Inkontinenz liefert, nur unter Verletzung der
Harnblase bei Nagetieren durchgefuhrt werden. Dies wiederum verfalscht jedoch
die zu erhebenden Werte.”

Ein weiteres Problem, das bei dem Modell am Schwein aufkommt, ist, dass fur
alle Versuche relativ junge, regenerationsfahige Tiere verwendet wurden. Da
Inkontinenz meist ein Problem des alten Menschen ist, ist es schwierig, diese
Problematik auf junge, regenerationsféahige Tiere zu Ubertragen.’® Bei Versuchen
ein valides Inkontinenzmodel am Schwein herzustellen, gelang es erst durch die

Kombination von urethraler Dilatation und Kauterisierung den Sphinkter so weit

71 Schiinke, Schulte and Schumacher (2012, p. 301)
72 Amend et al. (2017, p. 1726)

73 Amend et al. (2017, p. 1731)

74 Klander et al. (2016)

75 Yang et al. (2017, p. 2501)

76 Albrecht (2017)
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zu schadigen, dass eine mindestens 3-wochige messbare Sphinkterdefizienz

erreicht wurde.”’

4. 4. Partikelverteilung im Gewebe

Des Weiteren wird die Partikelverteilung im Gewebe in Abhéangigkeit der
Injektionsprotokolle diskutiert.

Trotz des Verbleibens von ausreichend Suspension im Gewebe wurde durch die
zu geringe Eindringtiefe Injektionsprotokoll 1 als nicht zielfihrend gewertet und
die Versuchsreihe wurde nach den ersten Vorversuchen abgebrochen.

Bei Injektionsprotokoll 2 konnte man trotz des mittelgradigen Injektionsdruckes
beobachten, dass das Bindegewebe unter der Schleimhaut stark
auseinandergedrangt wurde und sich eine Art Blase gebildet hat. Obwohl zu
vermuten gewesen ware, dass die Partikel sich gleichmaRig in der PBS Lésung
verteilen, sieht man bei den meisten histologischen Praparaten, dass der Grof3teil
der Partikel sich in der Mitte der Blase befindet. Es wirkt, als waren die Partikel
zusammengedrangt. Dies konnte durch eine Art der ,Reflexion® der
eindringenden Druckwelle am nicht durchspilten Rand des Gewebes erklart
werden. Beides, Partikel und geloste Farbstoffe werden gewissermalien
zurtckgeschleudert. Alternativ kdonnte eine gewisse ,Siebwirkung“ des
Bindegewebes erklaren, warum die Partikel vor allem im Hauptinjektionsstrom
des Wasserstrahls zu finden waren. Nur ein kleiner Teil an Histofarbe und Partikel
verteilt sich im Gewebe und nur einzelne Partikel schaffen es bis in die
Muskelschicht.

Fraglich war, ob die Polystyrol Micropartikel aufgrund elektrostatischer
Anziehungskréfte in der PBS L6sung zusammenhaften. Dazu wurde in einem
Nebenexperiment getestet, ob die Partikel sich in einer Lésung mit Gelatine
anders verhalten. Dies war jedoch nicht der Fall. Auch vor der Versuchsreihe
geldst in PBS waren sie mit freiem Auge sichtbar homogen verteilt und nicht

verklumpt.

77 Kelp et al. (2017, p. 1985)
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Sowohl bei Injektionsprotokoll 2 als auch bei Injektionsprotokoll 3 war die
zusammenhaftende Ansammlung der Partikel zu sehen. Bei Injektionsprotokoll 3
drangen jedoch einige Partikel auch zwischen die Muskelschicht und verteilten
sich dort. Dieser Befund unterstutzt die ,Refexionstheorie” der inhomogenen
Partikelverteilung im Kadavergewebe: nur Partikel mit ausreichender Energie
kénnen die ,Gewebewand“ durchdringen, langsamere werden zurlickgeworfen.
Es stellt sich dennoch die Frage, wieso die Partikel auch bei Injektionsprotokoll 3
zumindest in den Fallen, in denen kein Durchschuss beobachtet worden ist, trotz
hoherer Energie nur vereinzelt in den Muskel eingedrungen sind. Aus den
mikroskopischen Betrachtungen kann man bei einigen Praparaten sehen, dass
die Partikel aussehen, als wirden sie abgebremst und sogar durch einen
Ruckstol3 anders verteilt werden. Dazu wurde die Theorie aufgestellt, dass sich
die enger liegenden Muskelzellen mdglicherweise wie ein Netz verhalten, das die
Partikel abfangt und sich nicht so erweitern lasst wie die lockere
Bindegewebeschicht. Dadurch kénnte es zu einem RUckstol3 des Wassers beim
Eindringvorgang gekommen sein, der die Partikel wieder von der Muskelwand
wegstoRt, sodass sie in dem locker aufgeweiteten Bindegewebe verharren.

Zusatzlich stellt sich die Frage, ob die helle Zone, bei der wir von der
Flissigkeitsblase sprechen, tatsachlich nur durch die Menge an Flussigkeit
entsteht, die die Gewebsstrukturen auseinander drangt, oder ob noch weitere
Faktoren eine Rolle spielen. Dazu wurde die Zusatzversuchsreihe mit Histofarbe
durchgefiihrt. Bei der Auswertung der Tests mit Histofarbe fiel jedoch auf, dass
die gefarbten Strukturen, also die Stellen, an denen man das
Flussigkeitsreservoir vermuten wirde, sich nicht mit der aufgehellten Struktur
Uberschneidet (siehe Abbildung 34). Die gefarbten Stellen stimmen mit den
Stellen, an denen sich die Fluoreszenzpartikel befinden, Uberein. Auch bei der
Nachfolgearbeit, in der mit Nanopartikeln statt Micropartikeln gearbeitet wurde,
fiel dasselbe Ergebnis auf. Ein Zusammenhang mit der GroRe der Partikel
erscheint daher unwahrscheinlich. Dies kann aufgrund der erhghten Dichte
der Histofarbe geschehen, jedoch ist das eher unwahrscheinlich, da keine
Trennung von Histofarbe und PBS in Ldsung aul3erhalb des Gewebes

beobachtet wurde und die Trennung eher nicht erst nach der Applikation
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geschieht. Darlber hinaus kann man in Erwagung ziehen, dass das Gewebe
nicht durch die Menge an Wasser, die einstrémt, auseinander gedrangt wird,
sondern durch den Druck, mit dem das Wasser in das Gewebe appliziert wird.
Wie man bei Injektionsprotokoll 1 bei Schwein H auf HOhe H10 nachverfolgen
kann, hat sich zwar eine maflig grof3e Blase gebildet, trotz der gleichen Menge
an Losung, die appliziert wurde, sind jedoch nicht die gleichen Effekte des
Auseinanderdréangens des Bindegewebes im mikroskopischen Schnitt zu sehen
wie bei hbheren Effektstarken.

Moglich ware, dass der grol3e Druck die Flussigkeit aus den Zellen in den
Extrazellularraum drickt und dadurch die Flissigkeitsansammlung entsteht. Es
ist nicht davon auszugehen, dass gréReren Mengen an Luft in das Gewebe
eingebracht wurden, da man dies durch die Einfrierartefakte spater gesehen
hatte.

Zuletzt wurde bei einigen Experimenten beobachtet, wie Teile der Partikelldsung
nach Absetzen der Dise wieder nach auf3en austraten. Dies kann man auf die
abrupt geéanderten Druckverhéltnisse in dem Gewebe zuriickfihren. Hilfreich
konnte sein, die Duse noch einige Sekunden auf der Applikationsstelle verweilen

zu lassen.

4.5. Maogliche Gewebsschadigungen

Der nachste Punkt, auf den ich eingehen mdchte, ist die mogliche Verletzung des
Gewebes durch die Applikation mit Wasserstrahl. Bei einigen Praparaten zeigte
sich in der Auswertung, dass das Urothel an der Stelle der Applikation wie
abgeschalt wirkt. Dies kann sowohl bei Injektionsprotokoll 2 (siehe Abbildung 20)
als auch Injektionsprotokoll 3 (siehe Abbildung 25) beobachtet werden. Fraglich
sind die Folgen der Abschéalung des Urothels bei Anwendung der
Wasserstrahltechnologie in vivo. Es ist moglich, dass das darunterliegende
Gewebe durch den Eintritt des sauren Urins geschadigt wird. Besonders die
frisch applizierten Zellen, die noch nicht verankert sind, kdnnten sehr empfindlich
darauf reagieren. Durch die Reizung und eine mogliche Inflammation, bedingt
durch den sauren Urin und den Verlust der naturlichen Schutzschicht, konnten

die Bedingungen fur die Stroma- oder Stammzellen, in das Gewebe
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einzuwachsen, suboptimal sein. Im Gegensatz dazu koénnte es aber auch die
Irritation des Gewebes sein, die den Metabolismus anregt und somit sogar
forderlich auf das Einwachsen der Zellen wirkt.”®

DarlUber hinaus ist zu diskutieren, ob es durch die Auseinanderdrdngung des
Gewebes zu einer Schadigung an den Nervenendigungen kommt. Ahnlich wie
beim Geburtstrauma wird das Gewebe unter extremer Belastung aufgedehnt.
Dadurch konnte es zu einem &ahnlichen Effekt kommen, der unter anderem als
Ursache der Inkontinenzentstehung gewertet wird. Und zwar zu dem Absprengen
der Nervenenden an der neuronalen Endplatte am Muskel, was zu einer
Schadigung der neurovaskularen Strukturen fuhrt.”® Vorhergegangene Versuche
ein Inkontinenzmodell am Schwein zu erstellen, zeigten jedoch, dass die alleinige
Uberdehnung der Harnréhre mit einem Dilatationskatheter zumindest bei jungen
Tieren nicht dauerhaft zu Inkontinenz fiihrt.&°

Zusatzlich ist auch zu erwahnen, dass bei praklinischen vitalen Modellen oder
bei spateren klinischen Studien eine Abwanderung injizierter Zellen durch aktive
Migration oder passiv durch die Bewegungen des Gewebes nicht auszuschliel3en
ist. Es steht zudem zur Diskussion, welche Voraussetzungen die zu
applizierenden Zellen erflllen missen, um zur Therapie zugelassen zu werden.
Wenn autologe Stammzellen oder induzierte pluripotente Stammzellen zur
Anwendung kommen sollten, wére unter Umstdnden eine genetische
Untersuchung beziiglich des Potenzials der malignen Entartung indiziert.8! Bei
der Anwendung von autologen mesenchymalen Stromazellen oder Myoblasten
wird, nach aktuellem Stand der Technik, ein Entartungsrisiko allerdings als gering
eingeschatzt. In Studien wurde bereits Uber Chromosomenabweichungen in
mesenchymalen  Stromazellen  Kulturen Dberichtet, eine tatsachliche

Tumorentstehung wird jedoch nie beschrieben.8?
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4.6. Zelliberlebensrate bei verschiedenen Injektionsprotokollen

AulBerdem muss fur klinische Studien die aktuell (Stand Sommer 2018) im
Laborversuch noch relativ geringe Uberlebensrate der Zellen nach der
Applizierung mit hohen Effektstarken durch die Standard-Wasserstrahl-Dise
berticksichtigt werden. Schon beim Versprihen von Zellen mit Injektionsprotokoll
1 liegt die Uberlebensrate der Zellen je nach Duise unter 10%. Die fiir spatere
klinische Anwendungen notwendige Uberlebensrate von 80% vitalen Zellen
konnte bislang nur bei einzelnen Tests mit verschiedenen Prototypen und bei
sehr niedrigen Druckstéarken beobachtet werden.® Hier sind weitere technische
Verbesserungen angezeigt, welche unter Umstanden dann auch andere
Verteilungsmuster bzw. Eindringtiefen der Histofarbe und Partikel in das

Kadavergewebe ermoglichen kdnnen.

4.7. Mechanische Obstruktion durch Gewebsschwellung

Zuletzt mochte ich auch noch auf den Punkt des mechanischen Verschlusses
durch die Gewebsblase, die bei der Wasserstrahlapplikation entsteht, eingehen.
Schon wahrend des Einspritzversuchs bildete sich bei den Gewebeproben, die
mit Injektionsprotokoll 2 und Injektionsprotokoll 3 behandelt wurden, eine grol3e
Blase im Gewebe. Es stellt sich also die Frage, ob diese bei der Anwendung im
in vivo Experiment nicht zwingend zu einem Harnverhalt durch mechanische
Obstruktion fiihren misste, besonders wenn man an mehreren Stellen appliziert.
Dazu ist zu erwahnen, dass die sichtbare Schwellung schon nach ein paar
Sekunden an Hohe abnahm. Vermutlich geschieht dies durch Diffundieren der
Flussigkeit tiefer in das Gewebe. Es ist also anzunehmen, dass sich die
Gewebsschwellung durch die Blase schnell verringert. In einer Studie von Amend
et al. wird auch dariber berichtet, dass das Druckprofil in der Harnréhre von
Gottinger Minipigs sich nicht wesentlich durch die Injektion verandert hat und
auch dass eine Menge von bis zu 20ml Applikationsvolumen bei gréReren

Saugern toleriert wurde.?*

83 Gillmann (2017)
8 Amend et al. (2017, pp. 1729-1731)
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5. Zusammenfassung

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Versuche mit mesenchymalen
Stromazellen grol3es Potenzial fur die Anwendung am Menschen haben. Ob der
Schaden, der durch die hohen Effektstarken hervorgerufen wird, tatséchlich
bleibende strukturelle Beeintrachtigungen hinterlasst, kann nicht am
Kadavermodell oder im Labor, sondern nur durch einen in vivo Versuch am Tier
verifiziert werden.

Im Allgemeinen haben die Partikel mit Injektionsprotokoll 3, also mit etwas
hdheren Druckstarken, tiefere Regionen im Gewebe erreicht und dabei zum Teill
auch die Muskelschicht penetriert. Bei der histologischen Auswertung féllt jedoch
auf, dass die umliegenden Strukturen auch starker geschadigt wirken als bei
Partikelapplikationen nach Injektionsprotokoll 2. Bei hoheren Druckstarken kam
es teilweise sogar zu einer Durchbrechung aller Schichten durch den
Wasserstrahl bis aul3erhalb der Adventitia, der &ul3ersten Organschicht. Daruber
hinaus konnte man sehen, dass Muskelfasern durch die Kraft des Wasserstrahls
auseinandergedrangt wurden. Auch der Urothelschaden ist bei den
Versuchstieren mit Injektionsprotokoll 3 starker zu sehen.

Bei Injektionsprotokoll 2 wurden nicht alle Partikel weit in das Gewebe
transportiert, sondern verharrten tendenziell mittig in der aufgehellten Zone im
Bindegewebe. Vereinzelt trafen die Partikel bis an den Rand der Muskelschicht,
jedoch drangen kaum Partikel in die Muskelschicht ein. Dadurch wurde jedoch
die Muskelzellschicht nicht auseinandergedrangt und wirkt dadurch weniger
beeintrachtigt als nach der Behandlung mit Injektionsprotokoll 3.

Durch die groRRere strukturelle Verdnderung, die der Wasserstrahl mit hohen
Effektstarken am Muskel bedingt, waren geringere Effektstarken schonender fur
das Gewebe und auch fir die applizierten Zellen. Dadurch kénnte man eventuell
auch verhindern, dass durch die Auseinanderdehnung der Muskelzellen die
Nervenzellkbpfchen abgerissen werden. Somit wéare es sogar sinnvoller als Ort
der optimalen Platzierung den Rand der Muskelschicht anzupeilen. Dies war

schon bei mittleren Effektstarken mit Injektionsprotokoll 2 mdglich.
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Auch wenn es direkt nach dem Experiment so scheint, als kénnte es durch die
Wandschwellung zu Obstruktionsbeschwerden der Harnréhre kommen, ist es
wahrscheinlich, dass sich diese Schwellung in vivo durch die schnelle Diffusion
des Mediums in tieferliegende Gewebsschichten, &hnlich wie bei einer Quaddel,
spontan und rasch wieder auf Urothelniveau zurtckbildet. Auch wenn spater in
der Kklinischen Situation eine Schwellung in den ersten Stunden nach
Wasserstrahlapplikation bei Patientinnen oder Patienten auftreten sollte, konnte
diese Zeitspanne mit einer Einmalkatheterisierung tberbrickt werden und wirde
so auch die Einsprihstellen zusatzlich in dieser Zeit vor dem Angriff des sauren

Urins schitzen.
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