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1 Einleitung

Eines der groRten Gesundheitsprobleme der heutigen Gesellschaft ist mit Uber
200 Millionen Betroffenen weltweit die Harninkontinenz. Aufgrund der
zunehmenden Lebenserwartung steigt die Pravalenz fur Harninkontinenz in der
westlichen Zivilisation stetig an und wird zunehmend zu einem sozialen und
okonomischen Problem. (Herrera-Imbroda et al., 2015)

Man unterscheidet hierbei verschiedene Formen der Inkontinenz. Die
Dranginkontinenz, die Stress- bzw. Belastungsinkontinenz, die
Uberlaufinkontinenz aufgrund einer Harnretention und die extraurethrale
Inkontinenz. (Braun and Pfisterer, 2008, Amend et al., 2013)

Zu einem betrachtlichen Anteil leiden die betroffenen Personen dabei an der
stressbedingten Inkontinenz (stress urinary incontinence/ SUI). Sie definiert sich,
laut der International Continence Society, als unwillkirlicher Austritt von Urin
nach korperlicher Belastung, Niesen oder Husten. Bezieht man sich auf die
Hauptursache der SUI bei Mannern, so ist vorrangig eine iatrogene Schadigung
durch Prostataoperationen wie zum Beispiel die radikale Prostatektomie oder
eine transurethrale Prostataresektion zu erwahnen. Aber auch eine
Strahlentherapie wird als Ursache beschrieben. (Herrera-Imbroda et al., 2015)
Vor allem die radikale Prostatektomie kann zu Schnittverletzungen oder zu einem
kompletten Durchtrennen des urethralen Sphinktermuskels fuhren. Auch eine
Kombination aus diesen beiden Verletzungen ist moglich. Aulerdem konnen bei
der Anwendung dieser invasiven Operationsmethoden indirekt neuromuskulare
Schaden entstehen. (Gerullis et al., 2011)

Bei Frauen steigt das Risiko an Beckenbodenstérungen, beziehungsweise SUI
zu erkranken vorwiegend durch Schwangerschaften, vaginale Geburten und
zunehmendes Alter. Dabei sind die genauen Mechanismen allerdings noch nicht
ausgiebig erforscht. Man geht von einem multifaktoriellen Geschehen aus, das
moglicherweise mechanische und neurovaskulare Verletzungen miteinbezieht.
Das Risiko erhoht sich bei Frauen vor allem nach vaginalen Erstgeburten Uber
dem 30. Lebensjahr beziehungsweise nach vaginalen Geburten zwischen dem
35. und 40. Lebensjahr betrachtlich. (Memon and Handa, 2013, Altman et al.,
2008)



Betrachtet man nun die altere Bevolkerungsschicht, erkennt man eine mit dem
Alter steigende Zahl an Inkontinenzpatienten, was die Altersharninkontinenz
mehr und mehr zum Paradethema der Geriatrie macht. Bei einem Anteil der
Erkrankten von bis zu 85%, abhangig von Alter und Ausmal} der Gebrechlichkeit,
ist die Harninkontinenz neben der Demenz und Diabetes mellitus eines der
Themen der Zukunft in der geriatrischen Urologie. (Wiedemann, 2016)

Die Dranginkontinenz, also ein ungewollter Urinverlust durch die verringerte
Miktionskontrolle, kommt mit 60% Prozent Anteil als haufigste Ursache fur eine
Altersinkontinenz zum Tragen. Da sie oft in Kombination mit der stressbedingten
Inkontinenz aufritt, spricht man in diesem Fall von einer Mischinkontinenz.
Bestehen bei sehr gebrechlichen Patienten starke Einschrankungen der
geistigen Leistungsfahigkeit und eine mangelnde Mobilitat, so bezeichnet man
dies als eine funktionelle Inkontinenz. (Braun and Pfisterer, 2008)

Als Ursachen fur die Dranginkontinenz werden haufig Faktoren wie eine
Detrusoruberaktivitat, also unwillkirliche Detrusorkontraktionen oder eine
verringerte Sensibilitat fur den Fullungszustand der Blase gehandelt. Jedoch
zeigt sich, dass im Alter neben der Blasensensibilitat auch die
Detrusorkontraktiliat, der urethrale Druck und die urethrale Sphinkterfunktion
sinken. Lediglich die Blasenkapazitat bleibt gleich. (Pfisterer et al., 2006)

So reduziert sich einerseits, bedingt durch die verminderte Sensibilitat, die
Zeitspanne vom initialen Gefuhl des Miktionsdranges bis hin zur bewussten
Entleerung der Blase. Andererseits nimmt im Alter die Muskelmasse des
quergestreiften Sphinkters und der maximale urethrale Verschlussdruck
(maximal urethral closing pressure/ MUCP) der Harnrohre ab. Demzufolge ist bei
Frauen vor allem am Blasenhals und an der dorsalen Harnréhrenwand eine
Atrophie des Rhabdosphinkters erkennbar. Diese damit verbundene reduzierte
Sphinkterfunktion kann wiederum fur die Dranginkontinenz im Alter
verantwortlich sein. (Pfisterer et al., 2006, Perucchini et al., 2002)

Auch reversible Geschehnisse konnen zur Altersinkontinenz flhren. Hierzu
zahlen Harnwegsinfektionen und Ostrogenmangel bei Frauen, Depressionen,

Pharmaka wie Muskelrelaxantien und Opioide, eine Ubermalige



Flussigkeitszufuhr, Obstipation, eine reduzierte Mobilitat sowie geistige
Verwirrtheit. (Braun and Pfisterer, 2008)

Aufgrund der Vielzahl der genannten Risikofaktoren geht man auch hier von
einem multifaktoriellen Geschehen aus. Weitere Ursachen wie Diabetes mellitus,
frihere Beckenbodenoperationen und ein erhohter Body Mass Index waren
Ansatze der Forschung und werden ebenfalls als Ursachen diskutiert. Am Ende
fuhren wahrscheinlich die einzelnen Aspekte in Summation zu den Problemen im
Alter und der damit verbundenen Inkontinenz. (Chen, 2007)

Um die pathophysiologischen Mechanismen zu erforschen und kausale
Therapieansatze zu entwickeln, mussen zuerst die anatomischen Strukturen
verstanden und erklart werden.

Damit ein ausreichender urethraler Verschluss und Kontinenz erreicht wird, muss
ein Zusammenspiel zwischen dem externen quergestreiften Sphinktermuskel,
dem internen glatten Sphinktermuskel in der Harnrohrenwand, der gut
durchbluteten Schleimhaut, der Submukosa und bei Frauen der vaginalen
Unterstltzung stattfinden (Karam et al., 2005).

Der externe quergestreifte Sphinkter besteht beim weiblichen Geschlecht aus
mehreren Teilen. Ein Teil umgibt im mittleren Drittel die Urethra, ein zweiter, der
urethrovaginale Sphinkter, umschliel3t sowohl die Urethra als auch den vaginalen
Vorhof. Ein Musculus compressor urethrae bildet einen Bogen quer Uber die
ventrale Seite der Urethra. Diese einzelnen Teile des quergestreiften Sphinkters
verbinden sich auf der ventralen Seite der Urethra und liegen in der Beckenhohle,
im Hiatus urogenitalis des Beckenbodendiaphragmas und im Perineum. (Oelrich,
1983)

Der mannliche Sphinkterkomplex setzt sich ebenfalls aus einem internen
Lissosphinkter aus glatter Muskulatur und einem externen quergestreiften
Rhabdosphinkter zusammen. Dabei ist der externe Sphinkter hauptsachlich in
der pars membranacea der Urethra zu finden und pragt sich in Richtung
Blasenoffnung weniger deutlich aus. Der glatte Lissosphinkter befindet sich
groRtenteils an der Blasen6ffnung und dunnt sich im weiteren Verlauf der Urethra

in Richtung Perineum aus. (Koraitim, 2008)



Bemerkenswert ist, dass der externe Sphinkter eine Doppelaufgabe besitzt. Im
Gegensatz zum internen Lissosphinkter, der fur die Kontinenz im Ruhezustand
zustandig ist, sorgt der Rhabdosphinkter fur die Kontinenz in Stresssituationen
und gewahrleistet eine anterograde Samenpropulsion bei der Ejakulation des
Mannes. (Koraitim, 2008)

Betrachtet man nun die Atiologie der Stressinkontinenz genauer, so liegen dieser
vor allem zwei Hauptursachen zugrunde. Durch eine vaginale Geburt kann es zu
einer Enervation des Beckenbodens kommen, was von einer Hypermobilitat der
Urethra begleitet wird. Man spricht dann von einer Stressinkontinenz Typ 2 (Sl
2). Besteht eine Schwache des intrinsischen Sphinkters (ISD), so spricht man
von der Typ 3 Stressinkontinenz. Bei den meisten Patienten sind bei dieser Form
der S| ebenfalls myogene Schaden des quergestreiften Sphinkters zu
beobachten. (Takahashi et al., 2000)

Dabei kommt es neben strukturellen Veranderungen in  der
Muskelzusammensetzung zu einem Verlust an Muskelzellen, einem Uberschuss
an kollagen-fibrosen Bindegewebe und zu einer Veranderung der mechanischen
Belastung der Urethra (Aicher et al., 2014).

Hinsichtlich der gangigen Behandlungsmethoden werden nicht-invasive
Methoden wie muskulares Training, elektrische Stimulation und die Gabe von
Medikamenten vorgeschlagen, um die neuronale Aktivierung des
Sphinktermuskels zu verbessern. In der modernen urologischen Chirurgie
konnen artifizielle Schlingen bzw. Bander, Faden oder Netze aus Polypropylen
eingebracht werden, um die Urethra mechanisch zu unterstutzen. Dabei ist
auffallig, dass vor allem die Insertion von Schlingen erhebliche
Langzeitnebenwirkungen mit sich bringt, weshalb man sich immer mehr davon
distanziert. Eine weitere Behandlungsmoglichkeit stellt das Einbringen von
artifiziellen Verschlussapparaten oder die Injektion von biokompatiblen
Flllstoffen, sogenannte ,bulking agents® zur Unterspritzung der Urethra dar.
(Aicher et al., 2014, Vaegler et al., 2014, Carlson, 2008, Chermansky and
Winters, 2012)

Das Ziel dieser ,bulking agents® ist die Koaptation bzw. ein Verschluss der

Urethra wahrend der Fullungsphase der Blase und in Situationen, in denen ein



erhohter intraabdominaler Druck herrscht. Dabei werden Materialien wie
autologes Fettgewebe, Silikonperlen, Kollagen, Carbonpartikel,
Polytetrafluoroethylenpasten, Calciumhydroxylapatit und Hyaluronsauregel
verwendet, die entweder periurethral oder, wie in den meisten Fallen,
transurethral injiziert werden. Wichtig dabei ist, dass die Patienten in ihrer
Blasenentleerung nicht eingeschrankt sind, aber trotzdem eine lange effiziente
Wirkdauer ohne bzw. mit geringen Nebenwirkungen gewahrleistet wird. (Kerr,
2005, Achtari et al., 2006, Mamut and Carlson, 2017)

Die genannten Operationen werden entweder offen, sprich transabdominal,
vaginal, laparoskopisch oder, wie beim transurethralen Injektionsverfahren von
,bulking agents®, endoskopisch durchgefuhrt (Vaegler et al., 2014).

Fasst man nun all diese Methoden ins Auge, so werden zwar Verbesserungen
der Symptomatik bei den behandelten Patienten beobachtet, jedoch wird die
Ursache der Krankheit, namlich die Fehlfunktion des Sphinkterkomplexes, nicht
behandelt (Aicher et al., 2014).

Damit aber neue kausale Therapien fur die Stressinkontinenz entwickelt werden
konnen, mussen zuerst die pathophysiologischen Vorgange reproduziert
werden.

Hierfir wurden diverse Studien durchgeflhrt, jedoch stellt der Mangel an
angemessenen, reprasentativen Tierversuchen ein grof3es Problem dar. In
friheren experimentellen Modellen wurde die intrinsische Sphinkterschwache
iatrogen durch chirurgisch verursachte Verletzungen simuliert. Diese wurde
durch eine Uberdehnung der Vagina, Elektrotomie, Kryoverletzungen,
Transsektion des Ischiasnerves oder des Nervus pudendus, Injektion von
Myotoxinen sowie durch eine Teilsphinkterektomie nachgeahmt. Versuchstiere
waren dabei hauptsachlich Ratten, deren Grolde aber zu betrachtlichen
Problemen und Ungenauigkeiten fuhrte. Im Zuge dessen wurden nachfolgende
Studien an groReren Tieren wie Schweinen durchgefuhrt. Diese sind gro genug,
um uroydynamische Evidenzen, wie am Menschen, mittels transurethralen
Kathetern oder Sonden zu ermitteln. (Burdzinska et al., 2012, Pan et al., 2007,
Watanabe et al., 2011, Chermansky et al., 2004, Kim et al., 2007, Peng et al.,
2006, Yiou et al., 2002, Eberli et al., 2009)



AuBerdem haben Mensch und Schwein gemein, dass der externe urethrale
Sphinkter zu einem hohen Prozentsatz aus langsamen roten Muskelfasern (ST-
Typ) besteht, was zum Beispiel bei Nagern und Hunden nicht der Fall ist (Zini et
al., 2006).

Eine vielversprechende, neuere Methode am Schwein, die eine Schwache des
intrinsischen Sphinkters realitatsnah imitiert, ist die Uberdehnung der Urethra.
Ein Ballonkatheter mit einem Volumen von 80ml wird hierbei in die Harnrohre
eingefuhrt, mit 40ml Luft aufgeblasen und fur funf Minuten in der Urethra
belassen. Es entsteht dadurch keine Ruptur des Muskels mit dem damit
verbundenen Verlust der Muskelkontinuitat, aber trotzdem ein lokaler Schaden.
Somit kann diese Methode herangezogen werden, um neue Therapieansatze fur
die ISD respektive der Stressinkontinenz zu ermitteln. (Burdzinska et al., 2012)
Spricht man von neuen Therapieansatzen, so fuhrt kein Weg am sogenannten
»,1issue engineering“ vorbei.

Die rekonstruktive Urologie verbesserte im letzten Jahrzehnt ihre chirurgischen
Methoden einerseits durch spezialisiertes Equipment, andererseits wesentlich
durch die Verwendung von autologem oder allogenem Gewebe. Vor allem das
hochkontroverse Thema des ,Tissue Engineerings® mit Stammzellen zielt darauf
ab, urologische Strukturen zu regenerieren und anschlielfend ihre volle
physiologische Funktion wiederherzustellen. Dabei werden heute aus
biologischen, aber auch aus ethischen bzw. moralischen Grunden keine
omnipotenten embryonalen Stammzellen verwendet, sondern adulte Vorlaufer-
oder Stammzellen. Diese Zellen kdnnen aus verschiedensten Geweben wie dem
Knochenmark, der quergestreiften Muskulatur, dem Fettgewebe oder dem
Fruchtwasser entnommen werden. (Sievert et al., 2007, Jiang et al., 2002, Lee
et al., 2000, Zuk et al., 2001, De Coppi et al., 2007)

Fir die Behandlung einer Belastungsinkontinenz kommen aufgrund der
zellularen Eigenschaften im Kern zwei Zelltypen in Frage. Einerseits
muskelabgeleitete, myogene Vorlauferzellen (=Myoblasten) und Satellitenzellen
(=Muskelstammzellen), andererseits mesenchymale Stromazellen. Beide
Zelltypen sind fur die Regeneration des Sphinkters geeignet. Sie wirken aber in

unterschiedlicher Weise. So regenerieren Satellitenzellen, Myoblasten oder



andere myogene Vorlauferzellen die quergestreifte Muskulatur und tragen somit
zur Regeneration des urethralen Sphinkterkomplexes und des externen
Sphinkters der Harnblase bei. Mesenchymale Stromazellen hingegen kdnnen zu
glatten Muskelzellen differenziert werden. (Vaegler et al., 2014, Furuta et al.,
2007).

So konnen sie zumindest theoretisch zur Regeneration des Lissosphinkters
beitragen. Ob dies in vivo moglich ist, bleibt nach wie vor offen. Exakte Studien
dazu gibt es aktuell nicht.

Stromazellen setzen aber in situ Wachstumsfaktoren und Zytokine frei und
aktivieren dadurch lokale Regenerations- und Wundheilungsprozesse (Hung et
al., 2007).

Eine Studie bei der 222 Mannern nach einer iatrogenen Verletzung, wie unter
anderem einer radikalen Prostatektomie, autologe muskelabgeleitete Zellen
transplantiert wurden zeigt, dass weitergehende Versuche mit Myoblasten
gerechtfertigt sind (Gerullis et al., 2012).

Hierbei wurde den Versuchsteilnehmern Muskelgewebe aus dem Deltoidmuskel
entnommen. Muskelzellen wurden im Labor kultiviert, immunzytochemisch
markiert und in den urethralen Sphinkter injiziert. Ein Zehntel der Manner war
nach durchschnittlich finf Monaten kontinent und bei 42% Prozent konnte eine
wesentliche Verbesserung der Inkontinenz beobachtet werden. Aulierdem
zeigten die immunzytochemisch markierten Zellen in 49% der Falle a-Sarkomer-
Aktin, was fur eine Regeneration der quergestreiften Muskulatur spricht. Somit
zeigt diese Studie, dass die Transplantation autologer Myoblasten eine moderate
Verbesserung der Funktionalitdt des externen Rhabdosphinkters bewirkt.
(Gerullis et al., 2012)

Laut einer weiteren Studie, in der 63 Patienten nach einer radikalen
Prostatektomie, autologe Myoblasten und Fibroblasten ultraschallgesteuert in
den Sphinkter injiziert wurden, konnten bei 89% der Patienten im Verlauf eines
Jahres eine Verbesserung der SUI festgestellt werden (Mitterberger et al.,
2008a).

Angesichts dieser Studien scheint die Therapie mit muskelabgeleiteten

Vorlauferzellen durchaus eine interessante therapeutische Option darzustellen.



Jedoch ist die Regeneration vom Schweregrad der Inkontinenz abhangig und
lasst aus heutiger Sicht zumindest auf eine graduelle Verbesserung der SUI
durch eine Stammzelltherapie hoffen. (Vaegler et al., 2014)

Auch der Einsatz von mesenchymalen Stromazellen (MSC) gilt als
vielversprechender Therapieansatz.

Die aus dem adulten Knochenmark stammenden Vorlauferzellen (bmMSCs/
bone marrow-derived stromal cells) gelten als multipotent und konnen als
undifferenzierte Zellen repliziert werden. Anschlielend konnen sie sich
zumindest in vitro in mesenchymale Gewebe wie Knochen-, Knorpel-, oder
Fettgewebe differenzieren. Aber auch die Differenzierung in Sehnengewebe,
Nerven und Knochenmarksstroma wurden beschrieben. (Pittenger et al., 1999,
Du et al., 2013)

Ein groRRer Vorteil der bmMSCs liegt darin, dass sie ein neuroregeneratives und
neuroprotektives Potential besitzen, weshalb sie auch bei neurologisch
bedingten Inkontinenzfallen eingesetzt werden konnten (Vaegler et al., 2014).
Trotz des breiten Differenzierungspotentials der bmMSCs versucht man aber
eher Stammzellen aus anderen Geweben zu gewinnen. Grund dafur ist das hohe
Potential der bmMSCs in vitro und in vivo spontan zu Osteoblasten zu
differenzieren, was in der Folge im Sphinkterkomplex der Urethra kontraproduktiv
ware. (Breitbach et al., 2007, Vaegler et al., 2014)

Folglich wurde nach anderen Zellquellen wie der Plazenta oder dem autologen
Fettgewebe gesucht. Die MSCs der Plazenta neigen sehr wenig bzw. nicht zur
Spontandifferenzierung in Osteoblasten, was wiederum im Sphinkter der Urethra
von Vortell ist (Pilz et al., 2011).

Da autologe Plazenta fur die meisten Patienten nicht zur Verfugung steht, gilt das
extramedullare Fettgewebe als geeignete Quelle fur eine zellbasierte Therapie
des urethralen Sphinkters. Es ist zum einen leicht zuganglich, zum anderen
konnen in der Folge groliere Mengen an fettgewebsabgeleiteten Stammzellen
(ADSCs/ adipose-derived stromal cells), beispielsweise aus dem humanen
Bauchfett durch Liposuktion, gewonnen werden. (Vaegler et al., 2014, Zannettino
et al., 2008, Furuta et al., 2007, Zuk et al., 2001)



Verglichen mit der Applikation von Muskelprogenitorzellen, wie Satellitenzellen
und Myoblasten eroffnen sich bei Verwendung von ADSCs und bmMSCs
zahlreiche Vorteile. Schon bei der Stammzellgewinnung dominieren ADSCs und
bmMSCs, da diese ohne groRere Nebenwirkungen in ausreichender Menge
sowie Qualitat zu gewinnen sind. Im Gegensatz dazu muss fur eine Therapie
beispielsweise mit Satellitenzellen eine sehr grofle Menge an Zellmaterial
gewonnen werden, was wiederum an der Donorstelle, also an der gesunden
Muskulatur zu einem grofderen Schaden fuhrt. (Aicher et al., 2014, Lin et al.,
2010)

Ein weiterer Faktor, der fur eine Zelltherapie mit mesenychmalen Stromazellen
spricht, ist die kurze Expansionszeit bei der in vitro Kultivierung. Stromazellen
aus der humanen Plazenta sind fur Frauen nach Geburten eine interessante
Option, da die Stressinkontinenz, wie oben erwahnt, oft Folge einer vaginalen
(Zangen-)Geburt ist. So konnten Plazentastromazellen aus dem Bereich des
Endometriums gewonnen und bei Bedarf gegen eine SUI injiziert werden. (Aicher
et al., 2014, Persson et al., 2000)

Da nicht nur die Art der Zellen von entscheidender Bedeutung ist, sondern auch
deren prazise Injektion und deren Uberlebensrate, wurden diverse
Untersuchungen durchgefuhrt.

In einer Studie, in der muskelabgeleitete Zellen mittels Urethrozytoskop in den
Sphinkter injiziert wurden, zeigte sich, dass die injizierten Zellen sowohl in der
Muskelschicht als auch in der Submukosa und der &aufleren Schicht der
Urethrawand zu finden waren. Auffallig dabei war, dass die Zellen im
submukosen Bereich keine organisierte Struktur aufwiesen, mononuklear
blieben und willkurlich verteilt waren. Im Gegensatz dazu verteilten sich Zellen,
die in der Muskelschicht zu finden waren, entlang der Muskelfasern, exprimierten
Desmin und waren mit Muskelfasern, die Acetylcholinrezeptoren besalien,
verflochten. Somit Iasst sich ableiten, dass Zellen, die in die Submukosa injiziert
wurden, zwar Uberleben, aber sich nicht zu Muskelzellen differenzieren konnen.
(Burdzinska et al., 2013)

Ferner wurde nachgewiesen, dass Muskelprogenitorzellen nur dann Uberleben

und nachweisbar sind, wenn sie direkt in den Rhabdosphinkter injiziert wurden.



Zellen, die nur in den glatten Muskel deponiert wurden, konnten nicht
nachgewiesen werden und uberlebten daher nicht. (Peyromaure et al., 2004)
Diese Studien unterstitzen die Wichtigkeit einer hochprazisen Injektionstechnik,
mit welcher Stammzellen kontrolliert in den gewidnschten Bereich der
Harnrbhrenwand injiziert werden konnen.

So hat sich gezeigt, dass die sich seit Uber 20 Jahren schnell entwickelnde
Ultraschalldiagnostik sehr hilfreich ist. So konnen Injektionslosungen mittels
endoluminaler Ultraschallkontrolle um einiges praziser an den gewunschten Ort
injiziert werden als unter endoskopischer Kontrolle. (Mitterberger et al., 2008b)
Allerdings ist die Injektion mithilfe von Nadeln mit einigen Nachteilen verbunden.
Da der humane Sphinktermuskel nur wenige Millimeter in seiner Starke misst,
kann es durch die Nadelinjektion zu Gewebsschaden kommen, die Blutungen
nach sich ziehen konnten (Wallner et al., 2009, Aicher et al., 2014).

Ferner konnte die Nadel zu tief inseriert werden und Zellen in den peritonealen
Bereich deponieren. Um diese Risiken einer Nadelinjektion auf ein Minimum zu
reduzieren, konnte in Zukunft vor der Injektion eine individuelle dreidimensionale
Karte der anatomischen Situation des Patienten mittels MRT und Ultraschall
erstellt werden. Somit konnten bei der Injektion simultan das endoskopisch
erstellte Bild mit der MRT-Karte Uberlappt und somit eine hochprazise Injektion
ermoglicht werden. Ein weiterer neuer Ansatz sind druckimpulsgesteuerte
Applikationsmethoden, bei denen mittels einer endoskopisch eingebrachten
Duse, Zellen in den Sphinkter ,geschossen® werden. (Aicher et al., 2014)
Genau diese Methode wurde in einer neuen Studie (AG Aicher, nicht publizierte
Doktorarbeit Johanna Schreiber) erstmals an porcinem Kadavergewebe unter
anwendungsnahen Bedingungen systematisch entwickelt. Hierbei wurden
fluoreszierende Mikropartikel in die langs eroffnete Urethra von Schlachtsauen
mittels Wasserstahl injiziert. Dabei wurde untersucht, bei welchem Druck die
Mikropartikel die Muskulatur der Urethra erreichen und wie sie sich verteilen.
Die GroRe (20um Durchmesser) und Dichte (p=1.05g/ml) der verwendeten
Partikel entsprach dabei in etwa der, der fur die praklinischen Injektionsversuche

vorhergesehen Zellen, den ADSCs und Myoblasten.
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In meiner Dissertation wurde diese Versuchsreihe erweitert, indem zur Injektion
fluoreszierende Nanopartikeln verwendet wurden. Auch hier wurde porcines
Kadavergewebe von jungfraulichen deutschen Landrasseschweinen verwendet.
Nach der ebenfalls orthogonalen Injektion mit verschiedenen Dricken und
Volumina, wurde anschlieRend das Verteilungsmuster der Partikel in der Tiefe
und Breite in Kryoschnitten des Gewebes untersucht und die Eindringtiefe
beziehungsweise die Eindringbreite der injizierten Suspension ermittelt. Die
Werte werden an jeweils zwei Injektionsbereichen ermittelt und danach

miteinander verglichen.

2 Material und Methoden
2.1 Material
211 Gerate
e Gefrierschrank: VIP Series -86°, Sanyo Denki K.K.
e Kamera: AxioCam HRc, Carl Zeiss Microscopy GmbH
¢ Kryostat: Leica CM1860 UV, Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH
e Mikroskop: Axiovert 200M, Carl Zeiss Microscopy GmbH
e Erbe Jet incl. Wasserstrahlsystem Entwicklungsmuster Konzept 1
e Hohenmessgerat: Mitutoyo
e Herdplatte: IKAMAG RTC Bachhofer Reutlingen
e Gefriertruhe:
o SANYO Ultra Low Temperature Freezer MDF-U53V, SANXO
Electric Co.
e Kuhlschrank: Liebherr
e Chirurgische Schere: F:S:T:

e Anatomische Pinzette: Martin

2.1.2 Verbrauchsmaterialien
e Einbettmedium: Tissue Freezing Medium, Leica Biosystems GmbH
e Eindeckmedium: VectaMount Permanent Mounting Medium, Vector

Laboratories
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Deckglaser: Deckglaser 24x50mm (Glasdicke 0,08-0,12), R.
Langenbrinck

Entsorgungsbeutel: Entsorgungsbeutel PP, Brand

Handschuhe: Purple Nitrile Powder Free Exam Gloves L, Halyard Health
Inc.

Objekttrager: SuperFrost Plus, R. Langenbrinck

Einmalkatheter: Bigakcilar, Nelaton Katheter, Female, 14 Charriére
Gefriermittel: Stickstoff flussig

TransportgefaB fir den flissigen Stickstoff: KGW Isotherm
Klarsichtsfolie: DOW Saran

Alufolie: Carl Roth

Becherglaser: Vitlab

Reagenzien

0,1 % Kernechtrot: FarbeKit Morphisto

5 % Phosphorwolframsaure: FarbeKit Morphisto

Gebrauchslosung Anilinblau-Orange-G: FarbeKit Morphisto
Ampuwa Spillosung: Fresenius Kabi

PBS: bioMérieux sa IVD

Hamatoxylin QS: Vector Laboratories, Inc. Burlingame H-3403
Certistain Eosin G (gelblich): Merck, 1.15935.0025

Tinte: TMD, Tissue Marking Dye, Cat # TMD —BL, Triangle Biomedical
Sciences Inc.

Nanopartikel: PS-FluoGrun-Partikel (0,450 um/ SD = 0.01um), abs/em=
502/518 nm, 2,5 % w/v wassrige Losung, Lot: PS-FluoGrun-Fi166

Software

AxioVS 40 V 4.8.2.0: © 2006-2010 Carl Zeiss Microimaging GmbH
Image Composite Editor: Version 2.0.3.0 (64bit) © 2015 Microsoft
Corporation

Inpaint: Version 6.2 Herausgeber Teorex
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2.2 Methoden

2.3 Spriihapplikation

Bei der Spruhapplikation wurde bei jedem Versuchstag stets der gleiche
Versuchsaufbau sichergestellt, wobei lediglich die Effektstarken variierten. Unter
dem Begriff ,Effekt” verstehen die Ingenieure den Druck, abztiglich der minimalen
Kompression des Wassers, den die Pumpen im offenen System des
Wasserstrahlinjektors mit den in meinem Ansatz verwendeten Injektionslanzen
und Schlauchen erzeugen (ERBE Jet 2). Bei den Wasserstrahlinjektionen der

vorliegenden Studie wurden zwei Druckprofile angewendet.

2.3.1 Praparation des Gewebes

\

Ligamentum vesicae
medianum

dorsale
Uretermiindungen

ALl

o
g7 ) L
. g W

Abbildung 1 préparierte Harnblase vor der Wasserstrahlinjektion am
Beispiel von Schwein HI
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Das Versuchsgewebe stammte stets von jungen weiblichen Schweinen, die am
Versuchstag geschlachtet wurden. Die Anzahl der Versuchstiere pro Druckprofil
betrug stets n = 6. Die mittlere Lange der Harnrohren betrug 100 mm (Abb. 1).
Nach Anlieferung des Gewebes wurden Fett- und Bindegewebe entfernt und die
Harnblase samt Harnrohre von den Ureteren und der Vagina getrennt. Dabei war
darauf zu achten, dass die Urethra mdglichst weit distal am Ubergang zur Vagina
abgetrennt wurde, da sowohl der Uterus als auch die Urethra mit dem Musculus
sphinkter urethrae externum in die Vagina munden. Im Anschluss wurde die
Urethra von ventral, langsseits mit einer chirurgischen Schere aufgeschnitten.
Um dabei die dorsale Harnrohrenwand zu schonen, wurde vor dem Auftrennen
ein Katheter in die Urethra eingefuhrt. Zur Orientierung wurden die beiden dorsal
in Harnblase mundenden Ureteren und das ventral liegende Ligamentum
medianum vesicae herangezogen (Abb. 1).

Die fur den Versuchsaufbau praparierte Harnrohre wurde auf einem
Schaumstoffpolster gelagert, um die naturliche Weichgewebsumgebung der

Harnrohre im lebenden Schwein zu imitieren.

2.3.2 Versuchsaufbau

Das praparierte Gewebe wurde bis zur Injektion auf Eis oder in einem
Kdhlschrank bei 4°C aufbewahrt, um die naturliche Autolyse zu verzogern und
eine Schadigung durch den sauren Harn zu unterbinden. Dadurch sollte einer
der in vivo Situation ahnlicher Zustand des Gewebes beibehalten werden.

Wie in den Abbildungen 2 - 4 zu sehen ist, besteht der Versuchsaufbau aus dem
Erbe Jet©, einem Wasserstrahlinjektionsgerat und einem darauf liegenden
Steuergerat.

In das Wasserstrahlinjektionsgerat Erbe Jet© wurde eine bestimmte Effektstarke,
also der Druck in einem offenen System, abzlglich der minimalen Kompression
des Wassers eingegeben. Im Steuergerat wurde eine Injektionsrate fur ein
Gesamtvolumen der Injektionsflussigkeit von 2 ml programmiert, wobei nach der
Injektion ein Restvolumen von 1 mlim Gerat verblieb. Uber einen Schlauch wurde
das Wasserstrahlinjektionsgerat mit einer Duse verbunden, die zur Applikation

der Partikelsuspension ins Gewebe dient. Dabei war, wie aus Abbildung 2 und 4
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zu entnehmen ist, eine Fullkammer zwischengeschalten, in die 2 ml
Partikelsuspension mittels Pipette eingefillt wurden. Die im Spruhversuch
applizierte Suspension wurde mit einer Verdiinnung von 1:10 angesetzt.

Dabei wurden 21,6 ml PBS mit 2,4 ml reiner Partikelsuspension vermengt. Das
Schlauchsystem wurde dabei vom Erbe Jet© mit Wasser gefillt.

Die Dise war an einem Hohenmessgerat befestigt, das auf eine Héhe von 2mm,
bei auf dem Gewebe aufsitzender Dise, eingestellt wurde (Abb. 2 und 3).

Abbildung 2 Héhenmessgerét mit befestigter Diise; auf dem Boden liegend:
zwischengeschaltete Fiillkammer
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Abbildung 4 Fertiger Versuchsaufbau: Rechts zu sehen der Erbe Jet© mit voreingestelltem
Injektionsdruck; dariiber das Steuergerét fiir die Injektionsrate; mittig zu sehen das
Hbéhenmessgerét an seiner Halterung befestigt und die Flillkammer auf dem Tisch liegend; links:
das prédparierte Gewebe mit Schaumstoff unterpolstert und aufgesetzter Diise
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2.3.3 Applikation und Weiterverarbeitung

Mit  Auslosen der  Wasserstrahlinjektion  konnte man auf der
Harnrohrenoberflache, sprich der Schleimhaut, zwei Phanomene beobachten. In
der Regel kam es zur sofortigen Blasenbildung (Abb. 5). Das bedeutet, dass sich
zeitgleich mit der Injektion gelbliche Blasen auf der Schleimhaut bildeten, in
denen sich die mit dem Fluoreszenzfarbstoff FITC markierten Nanopartikel
suspendiert in der Injektionsflussigkeit angesammelt hatten.

Ebenfalls, jedoch seltener, kam es dazu, dass sich die injizierte Flussigkeit
sowohl auf der Schleimhaut, als auch auf der Tragerfolie des Gewebes unterhalb
der Urethra verteilte. Eine Blasenbildung blieb hierbei aber aus.

In beiden Fallen wurden die Injektionsbereiche mdoglichst schnell mit einer
chirurgischen Schere ausgeschnitten und in ein Kunststoffschalchen zusammen
mit einem Gefriermedium positioniert (Abb. 6). Dabei war darauf zu achten, dass
die ausgeschnittene Urethra anatomisch korrekt, sprich mit aneinander
adaptierten Langsschnittrandern, eingelegt wurde. Anschlieend wurde das
Gewebe in flussigem Stickstoff tiefgefroren, in Alufolie eingewickelt, nummeriert
und in einer Tiefkuhltruhe bei -80°C zwischengelagert.

Alle Arbeitsschritte wurden stets moglichst rasch durchgefuhrt, um die Gewebe-
und Partikelsituation direkt nach der Injektion zu bewahren. Trotzdem kam es
dazu, dass sich die Blasen innerhalb kurzester Zeit leicht zuruckbildeten. Dies ist
damit zu erklaren, dass einerseits die injizierte Flussigkeit ins umliegende
Gewebe abdiffundiert, andererseits flie3t die Losung durch die plotzlich

auftretende Gewebsspannung aus dem Einschussloch wieder heraus.
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Abbildung 5 préparierte Harnblase des Schweins Hill
unmittelbar nach dem Spriihversuch mit gebildeten
Blasen bei H5 und H10

‘{ L

Abbildung 6 préparierte Harnblase des Schweins HIll
nach dem Herausschneiden der Injektionsbereiche H5
und H10 inklusive Blasen



2.3.4 Schneiden der Gefrierblocke

Die Schnittdicke fur Kryoschnitte wurde auf 30 um festgelegt, damit Mikropartikel
(@ 20 um), mit welchen parallel zu dieser Arbeit ahnliche Tests durchgefuhrt
wurden, durch zu dinne Schnitte nicht im Gewebe verschoben werden. Die
tiefgefrorenen Gewebsblocke wurden mittels einem Gefriermedium im Kryotom
befestigt, geschnitten und anschlieRend auf einen Objekttrager Ubertragen. Nach
einer Trocknungszeit von 30 Minuten bei 40°C auf einer Heizplatte, wurden die

Schnitte gefarbt und eingedeckelt.

2.3.5 Farbungen

Um die Verteilung und die Eindringtiefe der fluoreszierenden Nanopartikel im
Gewebe darzustellen, wurden die Schnitte mit zwei verschiedenen Farbungen
gefarbt. Bei den Sprihversuchen an den Versuchstieren Schwein GI-VI und
Schwein HI-VI wurden die Schnitte mit Azan gefarbt. Bei Spruhversuchen an
Versuchstieren JI-IV und KI-IV mit beigemischter Histofarbe in der
Partikelsuspension, wurden die Schnitte mit Hamatoxylin-Eosin gefarbt.
Zusatzlich wurde hierbei jeweils ein Objekttrager ohne jegliche Farbung
eingedeckelt, um die Verteilung der in der Injektionsflussigkeit gelosten
Histofarbe mit der Verteilung der Nanopartikel vergleichen zu konnen. Die
verschiedenen Farbungen wurden entsprechend den nachfolgenden Protokollen
durchgefuhrt.

2.3.5.1 Azanfarbung

- 30 min trocknen bei 40°Celsius auf der Heizplatte, um die Kryoschnitte
an dem Objekttrager zu befestigen

- 5 min Inkubation in 0,1% Kernecht Rot

- 1 min Waschen in Leitungswasser

- 5 min Inkubation in 5% Phosphor Wolfram Saure

- 1 min Waschen in Leitungswasser

- 8 sec Inkubation in Anilinblau Orange G

- 1 min Waschen in Leitungswasser

- Schnitte bei Raumtemperatur unter dem Abzug trocken
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- Praparate in Vectamount eindeckeln

2.3.5.2 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Fir die HE-Farbung musste 0,1% Eosin hergestellt werden.

Dafur wurden 0,1 g Certistain Eosin G in 100 ml 99% Alkohol gel6st und ein
Tropfen Eisessig dazugegeben.

- Kryoschnitte 30 min auf der Heizplatte bei 40°C trocknen

- Hamatoxylin auf den Schnitt auftropfen und 45 Sekunden farben

- Objekttrager 10 min unter flieRendem Leitungswasser in einer Kuvette
waschen

- Objekttrager 5 sec in destilliertes Wasser eintauchen

- Objekttrager in eine Kuvette mit 0,1 % Eosin stellen und 5 min farben

- Objekttrager 5 sec in destilliertes Wasser eintauchen

- Schnitte bei Raumtemperatur unter dem Abzug trocken

- Praparate in Vectamount eindeckeln

3 Ergebnisse

3.1 Injektion mit Druckprofil A

Bei den Versuchen mit orthogonaler Diusenausrichtung und Druckprofil A, sowie
in den nachfolgenden Versuchen mit Druckprofil B, wurden die Kadaverproben
makroskopisch und die Kryoschnitte mikroskopisch im histologischen Praparat
beurteilt. Dabei wurde die Blasenbildung direkt nach der Wasserstrahlinjektion
makroskopisch gepruft und mikroskopisch die Eindringtiefe und die Breite der
Partikelsuspension  berucksichtigt. Weiterhin  wurden die Grofle des
Partikelclusters, die muskulare Veranderung und die Eindringtiefe in die glatte
Muskulatur der Urethra erfasst. Dabei gab es hauptsachlich Variationen in
Abhangigkeit von den Injektionshohen H5 und H10. Hierbei bezeichnet H5 den
Bereich der Urethra, der ungefahr 5 cm distal vom Blasenhals entfernt ist, H10

analog den Bereich 10 cm distal.
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3.1.1 Versuchsreihe mit Druckprofil A an der praparierten Harnréhre der
Versuchstiere Schwein GI-VI

3.1.1.1 Injektionsbereich H5

3.1.1.1.1 Makroskopische Auswertung der Schnittprédparate der Urethra der
Versuchstiere GI-GVI

Bei jeder Kadaverprobe (n = 6) konnte stets im Injektionsbereich 5 cm kaudal der

Harnblasenmindung (H5) simultan mit der Injektion eine Blasenbildung

beobachtet werden. Ein Durchschuss blieb dabei aus.

¥
Scwein GIV Schwein GIV
Abbildung 7 préparierte Harnblase mit langs erdffneter Urethra des Versuchstieres Schwein GIV;

links: vor der Wasserstrahlinjektion, rechts: nach der Wasserstrahlinjektion mit typischer
Blasenbildung

Gleiches gilt fur den Bereich H10 sowie fur alle der folgenden Versuchstiere in
der Versuchsreihe mit Druckprofil A. Im Zuge dessen entfallt die makroskopische
Beurteilung bei allen weiteren Versuchen mit Druckprofil A (Abb. 7).
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3.1.1.1.2 Histologische Auswertung der Schnittprdparate der Urethra der
Versuchstiere GI-GVI bei H5
Bei Injektionen von Nanopartikeln in den Bereich H5 hat sich die Muskulatur
typischerweise in Richtung Lumen aufgefachert dargestellt (Abb. 11).
Lediglich auf einem Objekttrager konnte keine Veranderung der glatten
Muskulatur der Urethra festgestellt werden. Im Zuge dessen hat sich die
Muskulatur am Fundus der entstandenen submukdsen Bindegewebsblase
entweder leicht ausgedunnt oder bei starkerer Auffacherung sogar verbreitert.
Letzteres ist mit einer erhdohten Traumatisierung der Muskulatur zu bewerten, da
die Auffacherung bis tief in die basale Muskelschicht reicht. AuRerdem wurde die
Muskulatur durch die Gewebsspannung entweder im Falle einer starkeren
Auffacherung nur basal oder bei geringerer Auffacherung Uber einen gro3eren
Querschnitt hinweg komprimiert.
Die Groe dieser submukdsen Blase, also die Eindringtiefe und Breite der
Partikelsuspension wurde vermessen und ergab eine mittlere Eindringtiefe von
6,3 mm und eine mittlere Eindringbreite von 10,64 mm. Das Partikelcluster
hingegen stellte sich im Durchschnitt mit einer Hohe von 4,1 mm und einer Breite
von 2,6 mm dar.
Im Falle einer muskularen Beteiligung wurde fur die Eindringtiefe in die glatte

Muskulatur der Urethra ein Mittelwert von 0,94 mm gemessen (Abb. 8).
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Eindringtiefe der Partikel in die Muskulatur bei
Druckprofil A/H5 GI-VI

Eindringtiefe in mm

Abbildung 8 Maximale Eindringtiefen in den Muskel der Urethra im Injektionsbereich H5 bei
den Versuchstieren Schwein GI-VI/ Druckprofil A

Weiterhin waren bei der gewahlten Anzahl von (n = 6) Versuchstieren nicht in
allen Fallen Polystyrolpartikel im Muskel zu finden (Abb. 9).

Muskelbeteiligung Druckprofil
A/H5/GI-VI

m In Muskel eingedrungen m ohne Muskelbeteiligung

Abbildung 9 Auftreten von Nanopartikeln in der Muskulatur der Urethra bei den
Versuchstieren Schwein GI-VI bei H5/ Druckprofil A
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Dabei waren typischerweise Nanopartikel zwischen den apikal aufgefacherten
Muskelstrangen (Abb. 10), aber auch in tieferen Regionen der Muskulatur zu
finden (Abb. 11).

Nanopartikel zwischen
der aufgefacherten
Muskulatur

Versuchstier GIV H5 OT57 Ubersicht Versuchstier GIV H5 OT57 Detailaufnahme

Abbildung 10 Histologisches Préparat der Urethra des Versuchstieres Schwein GIV nach der
Wasserstrahlinjektion im Bereich H5 (Férbung Azan); links: Ubersichtsaufnahme des Objekttréagers 57 mit
sich braun darstellenden Nanopartikeln und typischer Lokalisierung zwischen den aufgefdcherten
Muskelfasern (Mal3stabsbalken = 1000um); rechts: Detailaufnahme des Objekttrédgers 57 mit griin
fluoreszierenden Nanopartikeln (Mal3stabsbalken = 500um)
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Schwein GV H5 OT 59 Ubersicht

Abbildung 11 Histologisches Prdparat der Urethra des Versuchstieres Schwein GV nach der
Wasserstrahlinjektion im Bereich H5 (Férbung Azan); links: Ubersichtsaufnahme des Objekttrdgers 59 mit
sich braun darstellenden Nanopartikeln und typischer Lokalisierung zwischen den aufgefacherten
Muskelfasern und tieferer muskularer Infiltration (Mal3stabsbalken = 1000um); rechts: Detailaufnahme des
Objekttragers 59 mit griin fluoreszierenden Nanopartikeln (Mal3stabsbalken = 500um)

3.1.1.2 Injektionsbereich H10

3.1.1.2.1 Histologische Auswertung der Schnittpraparate der Urethra der
Versuchstiere GI-GVI bei H10 und Vergleich mit H5

Auch bei Injektionen von Nanopartikeln in die Zone H10 hat sich die Muskulatur
der Urethra stets lumenwarts aufgefachert und ausgediinnt. Ebenfalls konnte auf
einem Objekttrager keine Veranderung festgestellt werden. Hier haben folglich
die Partikel die Muskulatur nicht erreicht. Die bei H5 cm festgestellte
Kompression der Muskelstrange setzt sich auch im Injektionsbereich H10 cm fort
(Abb. 18). Dies lasst auf eine durch den Injektionsdruck entstandene,
gleichzeitige Quetschung und daraus resultierende Auffacherung der lumenwarts
liegenden Muskelfasern schlieBen. Je nach individueller Muskelstarke und

Widerstandsfahigkeit pragen sich diese Phanomene unterschiedlich stark aus.
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Fir die Eindringtiefe und Eindringbreite der Suspension ergaben sich jeweils die
Mittelwerte 8,3 mm und 7,8 mm. Fur die Partikelclusterhohe und Breite konnten
je 4,8 mm und 1,6 mm gemessen werden.

Im Vergleich zum Injektionsbereich H5 war auffallig, dass sich die injizierte
Flussigkeit mehr in horizontaler Richtung verteilte und sich dadurch
durchschnittlich eine breitere submukdse Blase bildete (Abb. 12). Im Gegenzug
dehnte sich die Partikelsuspension im Bereich H10 in vertikaler Richtung starker
aus als bei H5 (Abb. 13). In Folge dessen war hier die submukése Eindringtiefe

grofer.

Vergleich der Eindringbreiten der
Partikelsuspension bei H5 und H10 bei Druckprofil
A/GI-VI

15

Breite in mm

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

m Eindringbreite der Suspension bei H5 m Eindringbreite der Suspension bei H10

Abbildung 12 Vergleich der Eindringbreiten der Partikelsuspension zwischen dem
Injektionsbereich H5 und H10 bei den Versuchstieren Schwein GI-VI/ Druckprofil A

Hinsichtlich der Partikelclustermorphologie ergaben sich fur die HoOhe
durchschnittlich ein Wert von 4,8 mm und fur die Breite 1,6 mm. Im Vergleich
zum Injektionsbereich H5 erscheint das Cluster bei H10 in der Hohe
ausgedehnter. Im Bereich H5 stellt sich das Cluster im Schnitt breiter dar als bei
H10 (Abb. 14 und 15).

26



Vergleich der Eindringtiefen der
Partikelsuspension bei H5 und H10 bei
Druckprofil A/GI-VI

10

Eindringtiefe in mm

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

m Eindringtiefe Suspension bei H5 m Eindringtiefe Suspension bei H10

Abbildung 13 Vergleich der Eindringtiefen der Partikelsuspension zwischen dem
Injektionsbereich H5 und H10 bei den Versuchstieren Schwein GI-VI/ Druckprofil A

Vergleich der Hohen des Partikelclusters bei H5
und H10 bei Druckprofil A/GI-VI

Hohe in mm
o [ N w D (6, (o)} ~ [o0]

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

H Clusterhéhe (max) Partikel bei H5 m Clusterhdhe (max) Partikel bei H10

Abbildung 14 Vergleich der Partikelclusterhéhen zwischen dem Injektionsbereich H5 und H10
bei den Versuchstieren Schwein GI-VI/Druckprofil A
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Vergleich der Breiten des Partikelclusters bei H5
und H10 bei Druckprofil A/GI-VI

4,5

3,5

2,5

Breite in mm

15

0,5
0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
m Clusterbreite (max) Partikel bei H5 m Clusterbreite (max) Partikel bei H10

Abbildung 15 Vergleich der Partikelclusterbreiten zwischen dem Injektionsbereich H5 und
H10 bei den Versuchstieren Schwein GI-VI/Druckprofil A

Bei genauerer Untersuchung der Eindringtiefe der Nanopartikel in die Muskulatur
der Urethra war ersichtlich, dass die Eindringtiefe wesentlich geringer war als bei
H5 (Abb. 16).

Eindringtiefen der Partikel in die
Muskulatur bei Druckprofil A/H10/GI-VI

1,5
1,6

1,4
1,2
1 08 08

0,8
0,6
0,4
0.2 o 0O O O O 0 0 0
() A L L — - - - -

Eindringtiefe in mm

Abbildung 16 Maximale Eindringtiefen in den Muskel der Urethra im Injektionsbereich H10 bei
den Versuchstieren Schwein GI-VI/Druckprofil A

Auch kann man ableiten, dass die Partikel in einer wesentlich geringeren
Fallzahl als bei H5 in den Muskel eingedrungen sind (Abb. 17).
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Muskelbeteiligung Druckprofil A
H10/GlI-VI

m In Muskel eingedrungen m ohne Muskelbeteiligung

Abbildung 17 Auftreten von Nanopatrtikeln in der Muskulatur der Urethra
bei den Versuchstieren Schwein GI-VI bei H10/Druckprofil A

| - Muskulatur mit
basaler Kompression

" | und Aufficherung in
Richtung Lumen

Schwein GV H10 OT 43 Ubersicht Schwein GV H10 OT 43 Detailaufnahme

Abbildung 18 Histologisches Prdparat der Urethra des Versuchstieres Schwein GV nach der
Wasserstrahlinjektion im Bereich H10 (Férbung Azan); links: Ubersichtsaufnahme des Objekttrégers 43 mit sich
braun darstellenden Nanopartikeln und typischer basal komprimierter Muskelschicht, die lumenwérts
aufgeféchert erscheint (Mal3stabsbalken = 1000um); rechts: Detailaufnahme des Objekttragers 43 mit griin
fluoreszierenden Nanopartikeln (ohne Muskelbeteiligung/ Mal3stabsbalken = 500um)
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3.1.1.3 Ubersicht der mit Druckprofil A durchgefiihrten

Wasserstrahlinjektion an den Versuchstieren Schwein GI-VI

Schwein GIH5  Schwein GI H10 OT70 Schwein GV H5  Schwein GV H10
oT161 OT57 OT40

Schwein Gl H5 Schwein Gll H10 Schwein GVI H5  Schwein GVI H10 OT73
OT55 0755 0T62

Schwein Gl H10
OT66 OT60

Schwein GIV H5  Schwein GIV H10
OT54 OT54

Abbildung 19 Ubersicht der Versuchsreihe mit den Schweinen GI-VI mit Druckprofil A; links:
Injektionsbereich H5; rechts: Injektionsbereich H10; der Mal3stabsbalken in den einzelnen Bildern ist
mit 1000um beschriftet
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3.1.2 Versuchsreihe mit Druckprofil A an der praparierten Harnréhre des

Versuchstieres Schwein JI-IV
3.1.2.1 Injektionsbereich H5

3.1.2.1.1 Makroskopische Auswertung der Schnittprédparate der Urethra der
Versuchstiere JI-1V bei H5 und H10

Bei jeder Kadaverprobe (n = 4), ausgenommen der Injektionsstellen bei der

Kadaverprobe Schwein Jlll, konnte die typische Blasenbildung dokumentiert

werden. Hier ereignete sich an der Injektionsstelle H5 ein Durchschuss, weshalb

sich die injizierte Suspension unterhalb des Gewebes auf der Folie verteilte (Abb.

20)

Abbildung 20 untypische Kadaverprobe des Schweins
JIII; bei H5: Durchschuss, Suspension im Randbereich
neben der Urethra; bei H10: in sich verwundenes
Gewebe post injectionem

Weiterhin 16ste sich die Urethra bei Hohe 10 cm sehr untypisch vom Untergrund
ab und windete sich wahrend der Injektion. Eine Blasenbildung blieb folglich aus
(Abb. 20).
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Bei den Injektionsversuchen mit Histofarbe stellte sich die gebildete Blase blau
dar (Abb 21).

Abbildung 21 préparierte Harnblase des Versuchstieres
Schwein JIl nach der Wasserstrahlinjektion mit klar
erkennbaren blau gefdrbten Blasen

3.1.2.1.2 Histologische Auswertung der Schnittpréparate der Urethra der
Versuchstiere JI-IV bei H5

Auch hier stellte sich die Muskulatur lumenwarts aufgefachert und basal

komprimiert dar. Im Falle des Durchschusses bei dem Versuchstier Jlll an der

Injektionsstelle H5 war die Muskulatur im Gesamten verbreitert. Die Partikel

waren hierbei vor allem im Bereich der Adventitia, also aulerhalb der

Muskelschicht im Bindegewebe, zu finden (Abb. 22).
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blau gefarbte Partikel
auBerhalb der

Muskelschicht nach

einem Durchschuss

. i 5 e

Ubersichtsaufnahme Schwein JIll H5 OT68 Detailaufnahme Schwein JIll H5 OT 68

Abbildung 22 Histologisches Préparat der Urethra des Versuchstieres Schwein JIll nach der
Wasserstrahlinjektion im Bereich H5 (Férbung HE); links: Ubersichtsaufnahme des Objekttrégers 68 mit
deutlich erkennbarer verbreiterter Muskulatur und Partikelverteilung basal der Muskulatur
(MaBstabsbalken = 1000um); rechts: Detailaufnahme des Objekttrdgers 68 mit fluoreszierenden Partikeln
innerhalb und auBerhalb der basalen Muskelauffacherung nach dem Durchschuss (Mal3stabsbalken =
500um)

Hinsichtlich der submukdsen Eindringtiefe der Suspension konnte ein Mittelwert
von 6,7 mm und fur die Eindringbreite von 10,3 mm ermittelt werden. Das
Partikelcluster ergab mittelwertig eine Hohe von 5,6 mm und eine Breite von 5,02
mm. Im Falle der Muskelbeteiligung ergab sich eine mittlere Eindringtiefe von
2,13 mm in die glatte Muskulatur der Urethra. Auffallig hierbei war, dass bei jeder
Wasserstrahlinjektion Polystyrolpartikel die Muskelschicht erreichten

(Abb. 23).
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Eindringtiefen der Partikel in die Muskulatur
bei Druckprofil A/H5 JI-IV
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3
2,5
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1,5
1
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0

Schwein JIVH5  Schwein JIl H5 Schwein JI H5 Schwein JIll H5
OT54 0oT62 OT56 OT68

Eindringtiefe in mm

Abbildung 23 Maximale Eindringtiefen in den Muskel der Urethra im Injektionsbereich H5
bei den Versuchstieren Schwein JI-IV/Druckprofil A

3.1.2.2 Injektionsbereich H10

3.1.2.2.1 Histologische Auswertung der Schnittpraparate der Urethra der
Versuchstiere JI-1V bei H10 und Vergleich mit H5
Im Injektionsbereich war wiederum die typische Kompression und lumenwartige
Auffacherung der glatten Muskulatur ersichtlich. Auffallig war jedoch bei H10,
dass die Polystyrolpartikel bei keinem Injektionsversuch in die Muskulatur
eingedrungen sind. Weiterhin betrugen die Mittelwerte fur Eindringtiefe und
Eindringbreite 8,95 mm und 8,25 mm. Das Partikelcluster erstreckte sich
durchschnittlich 11,7 mm in vertikaler und 3,27 mm in horizontaler Richtung.
Im Vergleich zum Injektionsbereich H5 zeigt sich, wie schon bei der
Versuchsreihe mit den Versuchstieren Schwein Gl-VI, dass die Eindringbreite der
Partikelsuspension im Schnitt gro3er ist als bei H10 (Abb. 24). Ebenso, analog
zur Versuchsreihe Schwein GI-VI, verhalten sich die Werte fur die Eindringtiefe.
Auch hier sind fur den Bereich H10 groRere Werte messbar (Abb. 25).
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Vergleich der Eindringbreiten der
Partikelsuspension bei H5 und H10 bei Druckprofil
A/Nl-IV

nkh |

W Eindringbreite(max) Losung bei H5  m Eindringbreite(max) Losung bei H10

= S
o N b

Eindringbreite in mm

o N b~ O ®

Abbildung 24 Vergleich der Eindringbreiten der Partikelsuspension zwischen dem
Injektionsbereich H5 und H10 bei den Versuchstieren Schwein JI-IV/Druckprofil A

Vergleich der Eindringtiefen der
Partikelsuspension bei H5 und H10 bei Druckprofil
A/Nl-IV
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m Eindringtiefe(max) Losung bei H5 | Eindringtiefe(max) Losung bei H10

Abbildung 25 Vergleich der Eindringtiefen der Partikelsuspension zwischen dem
Injektionsbereich H5 und H10 bei den Versuchstieren Schwein JI-IV/Druckprofil A
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Demzufolge herrschen ebenso gleiche Verhaltnisse bezuglich des
Partikelclusters.

Wie bei der vorherigen Versuchsreihe mit Druckprofil A, wies die Clusterhdhe bei
H10 gréRere Werte als bei H5 auf. Genau umgekehrt haben sich die Werte fir
die Clusterbreite verhalten (Abb. 26 und 27).

Vergleich der Hohen des Partikelclusters bei H5
und H10 bei Druckprofil A/JI-IV

Hohe in mm

1 2 3 4 5 6 7 8

m Clusterhohe(max) Partikel bei H5 m Clusterhéhe(max) Partikel bei H10

Abbildung 26 Vergleich der Partikelclusterhbhen zwischen dem Injektionsbereich H5 und H10
bei den Versuchstieren Schwein JI-IV/Druckprofil A

Vergleich der Breiten des Partikelclusters bei H5
und H10 bei Druckprofil A/JI-IV

Breite in mm
o = N W D (6, BN o)) ~

1 2 3 4 5 6 7 8

m Clusterbreite(max) Partikel bei H5  m Clusterbreite(max) Partikel bei H10

Abbildung 27 Vergleich der Partikelclusterbreiten zwischen dem Injektionsbereich H5 und
H10 bei den Versuchstieren Schwein JI-IV/Druckprofil A
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3.1.2.3 Ergebnisse der Wasserstrahlinjektion mit beigemischter
Histofarbe bei der Versuchsreihe Schwein JI-IV

Um die genaue Verteilung der Partikelsuspension im submukdsen Gewebe
beurteilen zu kénnen, wurde in die Injektionsflissigkeit, zusatzlich zu den
Nanopartikeln, ein gewisser Anteil an Histofarbe hinzugefligt (siehe Material und
Methodik). Dabei zeigte sich auf jedem ausgewerteten Kryoschnitt das gleiche
Ergebnis. Der beigemengte Farbstoff farbte ausschlieBlich die Polystyrolpartikel
blau an. Die Suspensionsflissigkeit blieb nach der Injektion farblos. Dies kdnnte
durch eine eventuelle elektrostatische Anziehung zwischen den Nanopartikeln
und dem blauen Farbstoff erklart werden. Alternativ denkbar ware, dass die
Schichtdicke der Schnitte nicht ausreicht, um die blaue Tinte im Durchlicht
erkennen zu kdonnen. Weiterhin ware es moglich, dass durch das ,Eindeckeln®
der Schnitte der geldste Farbstoff verdinnt wird und dadurch verschwindet. In
der Folge deckt sich der Anfarbebereich der Histofarbe exakt mit der Verteilung
der Nanopartikel (Abb. 28).

500 um

UbyerSIcht:saufnahme Schwein JIl H10 Detailaufnahme mit Filter
OT52

Abbildung 28 Histologisches Préparat der Urethra des Versuchstieres
Schwein JII nach der Wasserstrahlinjektion im Bereich H10 (ohne Férbung);
links: Ubersichtsaufnahme des Objekttrégers 52 mit sich blau darstellenden
Nanopartikeln und ungeférbten Kadavergewebe (Mal3stabsbalken =
1000um); rechts oben: Detailaufnahme der blau geférbten Nanopartikel;
rechts unten: fluoreszierende Nanopartikel, die sich mit der blauen Farbung
decken; (Mal3stabsbalken bei den Detailaufnahmen = 500um)
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3.1.2.4 Ubersicht der mit Druckprofil A durchgefiihrten

Wasserstrahlinjektion an den Versuchstieren Schwein JI-IV

Schwein JI H5 OT56  Schwein JI H5 OT55  Schwein JI H10 OT54  Schwein JI H10 OT53

b 4 | :
Schwein JIV H5 OT54 Schwein JIV H5 OT53 Schwein JIV H10 OT65

Abbildung 29 Ubersicht der Versuchsreihe mit den Schweinen JI-IV mit Druckprofil A; links:
Injektionsbereich H5 (mit HE Farbung und ohne Férbung); rechts: Injektionsbereich H10 (mit HE-

Farbung und ohne Férbung); der Mal3stabsbalken in den einzelnen Bildern ist mit 1000um
beschriftet
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3.2 Injektion mit Druckprofil B

3.2.1 Versuchsreihe mit Druckprofil B an der praparierten Harnréhre des
Versuchstieres Schwein HI-VI

3.2.1.1 Injektionsbereich H5

3.2.1.1.1 Makroskopische Auswertung der Schnittprdparate der Urethra der
Versuchstiere HI-VI bei H5 und H10

In dieser Versuchsreihe war besonders auffallig, dass im Injektionsbereich H5 an
vier Kadaverproben (n = 6) ein Durchschuss bei simultaner Blasenbildung zu
beobachten war (Abb. 30). Bei der Injektionsstelle 10 cm kaudal der
Harnblasenmundung jedoch, also im Bereich, in der die Muskelschicht dicker ist,
war stets eine Blasenbildung ohne Durchschuss erkennbar. Folglich ist zu
vermuten, dass die dunnere Muskelschicht der Urethra im kranialen Bereich beim
Schwein dem hohen Druck mit Druckprofil B nicht standhalt und es mehrheitlich
zu Durchschissen kommt. Infolgedessen wird wiederum eine starke
Traumatisierung der Muskulatur und des zirkularen Bindegewebes

hervorgerufen.

Deutlich sichtbarer :
Durchschusskanal mit|
Partikeln im basalen [N
~ Bereich L

Ubersichtsaufnahme Schwein HIl H5 OT37 Préparierte Harnréhre post
injectionem des Schweins Hll

Abbildung 30 links: Histologisches Préparat der Urethra des Versuchstieres Schwein
HIIl nach der Wasserstrahlinjektion im Bereich H5 (Férbung Azan) mit deutlich
erkennbarem intramuskuldrem Durchschusskanal (Mal3stabsbalken = 1000um);
Rechts: préparierte Harnblase mit Idngs eréffneter Urethra des Versuchstieres Schwein
HIl, deutlich erkennbare Blasenbildung nach der Wasserstrahlinjektion
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3.2.1.1.2 Histologische Auswertung der Schnittpréparate der Urethra der
Versuchstiere HI-VI bei H5

Die glatte Muskulatur bei der Versuchsreihe Schwein HI-VI stellte sich im
proximalen Injektionsbereich hauptsachlich aufgefachert dar. Je nach
individueller Muskelbeschaffenheit konnte in einem ausgeglichenen Verhaltnis,
entweder eine lumenwartige Auffacherung mit basaler Kompression oder eine
starkere Auffacherung mit einer daraus resultierenden muskularen Verbreiterung
festgestellt werden. In wenigen Fallen waren die beiden Situationen miteinander
kombiniert vorzufinden. Einer basalen Muskelkompression schlief3t sich eine
starkere Auffacherung bzw. eine Verbreiterung der Muskulatur im Bereich der
injizierten Partikel an, der wiederum eine basale Kompression folgt (Abb. 31). Die
durch die Wasserstrahlinjektion mit Druckprofil B bedingten Veranderungen sind
in der Folge ausgepragter als in den vorherigen Versuchsreihen bei H5.

Ubersicht Schwein HI H5 OT49 Ubersicht Schwein HIV H5 OT46  Ubersicht Schwein HV H5
OT46

Abbildung 31 Histologische Préaparate der Urethra der Versuchstiere Schwein HI, HIV und HV nach der
Wasserstrahlinjektion im Bereich H5 (Férbung Azan); links: lumenwaértige Auffacherung mit basaler
Kompression, mittig: starke Auffadcherung und Verbeiterung der Muskelschicht, rechts: kombinierte basale
Kompression mit Verbeiterung der Muskelschicht im Bereich der brédunlichen Nanopartikel (Ma3stabsbalken
= 1000um)

Fir die Eindringtiefen und Eindringbreiten der Partikelsuspension wurden die
Mittelwerte 5,2 mm (Tiefe) und 8,3 mm (Breite) errechnet. Das Partikelcluster
erstreckt sich im Mittel 2,8 mm in die HOhe und 1,7 mm in die Breite. Ferner

konnte von den meisten Objekttragern ein Eindringen der Nanopartikel in die
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glatte Muskulatur abgeleitet werden (Abb. 33). Die injizierten Polystyrolpartikel
drangen durchschnittlich 1,83 mm in die Muskelschicht der Urethra ein (Abb. 32).

Eindringtiefen der Partikel in die
Muskulatur bei Druckprofil B/H5 HI-VI

Eindringtiefe in mm

Abbildung 32 Maximale Eindringtiefen in den Muskel der Urethra im
Injektionsbereich H5 bei den Versuchstieren Schwein HI-VI/Druckprofil B

Muskelbeteiligung Druckprofil
B/H5 HI-VI

17%

M in Muskel eingedrungen m keine Muskelbeteiligung

Abbildung 33 Auftreten von Nanopartikeln in der Muskulatur der Urethra bei
den Versuchstieren Schwein HI-VI bei H5/Druckprofil B
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3.2.1.2 Injektionsbereich H10

3.2.1.2.1 Histologische Auswertung der Schnittpréparate der Urethra der
Versuchstiere HI-VI bei H10 und Vergleich mit H5

Im Injektionsbereich H10 stellte sich die Muskulatur lumenwarts stark
aufgefachert dar. Dabei war auf mehr als doppelt so vielen Objekttragern eine,
durch die starke Auffacherung bedingte Verbreiterung der Muskelschicht
erkennbar. Zum geringeren Anteil konnte eine gleichzeitige Kompression der
Muskulatur nachgewiesen werden. Die injizierten Nanopartikel drangen dabei
stets in die Muskelschicht ein, wobei in drei Fallen eine genaue Messung
aufgrund der Uberlagerung der Eindringtiefe mit der starken Auffacherung der
Muskulatur nicht exakt moglich war.

Diese mehrheitlich festgestellte Verbreiterung kénnte auf die ohnehin dickere
Muskelschicht zurtckgefuhrt werden. Durch die hohere Anzahl an Muskelfasern
und durch den gréRBeren Widerstand, den die Muskulatur dem Injektionsdruck
entgegenbringt, wird vermutlich die kinetische Energie des Wasserstrahls auf die
gesamte Muskelbreite Ubertragen und fuhrt zur Verbeiterung der Muskulatur
(Abb. 34).

Ubersicht Schwein HIV H10 OT37 Ubersicht Schwein HVI H10 OT39
Abbildung 34 Histologische Préparate der Urethra der Versuchstiere Schwein
HIV und HVI nach der Wasserstrahlinjektion im Bereich H10 (Farbung Azan);

links und rechts: jeweils starke Auffacherung mit daraus resultierender
muskulérer Verbreiterung (Mal3stabsbalken = 1000um)

Fir die Eindringtiefe und Eindringbreite der Partikelsuspension wurden die
Mittelwerte 8,2 mm und 9,8 mm ermittelt. FUr die mittlere Ausdehnung des
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Partikelclusters in Hohe und Breite wurden die Werte 5,5 mm und 2,3 mm

errechnet. Weiterhin sind die injizierten Nanopartikel durchschnittlich 2,4 mm in

die glatte Muskulatur der Urethra eingedrungen (Abb. 35).

Eindringtiefen der Partikel in die
Muskulatur bei Druckprofil B/H10 HI-VI
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Abbildung 35 Maximale Eindringtiefen in den Muskel der Urethra im
Injektionsbereich H10 bei den Versuchstieren Schwein HI-VI/Druckprofil B

Vergleicht man die Mittelwerte der Suspensionsausdehnung sowie der GroRe

des Partikelclusters mit denen des Injektionsbereiches H5, so wird ersichtlich,

dass die Werte des distalen Bereiches dominieren (Abb. 36-39).

Vergleich der Eindringtiefen der
Partikelsuspension bei H5 und H10 bei Druckprofil
B/HI-VI

= =
o N

(o]

Eindringtiefe in mm

1 2 3 4 5 6 7 8 9 100 11 12 13

m Eindringtiefe (max) der Suspension bei H5 m Eindringtiefe (max) der Suspension bei H10

Abbildung 36 Vergleich der Eindringtiefen der Partikelsuspension zwischen dem
Injektionsbereich H5 und H10 bei den Versuchstieren Schwein HI-VI/Druckprofil B
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Vergleich der Eindringbreiten der
Partikelsuspension bei H5 und H10 bei Druckprofil
B/HI-VI

14
12
10

Eindringbreite in mm
o N B OO

1 2 3 4 5 6 7 8 9 100 11 12 13

m Eindringbreite (max)der Suspension bei H5

m Eindringbreite (max) der Suspension bei H10

Abbildung 37 Vergleich der Eindringbreiten der Partikelsuspension zwischen dem
Injektionsbereich H5 und H10 bei den Versuchstieren Schwein HI-VI/Druckprofil B

Vergleich der Hohen des Partikelclusters bei H5
und H10 bei Druckprofil B/HI-VI

Hohe in mm
w

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
m Clusterhéhe (max) Partikel bei H5 m Clusterhdhe (max) Partikel bei H10

Abbildung 38 Vergleich der Partikelclusterhéhen zwischen dem Injektionsbereich H5 und H10
bei den Versuchstieren Schwein HI-VI/Druckprofil B
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Vergleich der Breiten des Partikelclusters bei H5
und H10 bei Druckprofil B/HI-VI
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m Clusterbreite (max) Partikel bei H5 m Clusterbreite (max) Partikel bei H10

Abbildung 39 Vergleich der Partikelclusterbreiten zwischen dem Injektionsbereich H5 und H10
bei den Versuchstieren Schwein HI-VI/Druckprofil B

3.2.1.3 Ubersicht der mit Druckprofil B durchgefiihrten

Wasserstrahlinjektion an den Versuchstieren Schwein HI-VI

m E | 2 e
Schwein HI H5 OT46 Schwein HI H10
oT71

Schwein HIl H5 OT37 Schwein HII H10
OT47
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Schwein HIll H5 OT37 Schwein HIIl H10
OT53

7

Schwein HV H5 Schwein HV H10
0OT46 0oT62

A <

OT46  Schwein HVI H10
0T43

Schwein HVI H5

Abbildung 40 Ubersicht der Versuchsreihe mit den Schweinen HI-VI mit Druckprofil B (Férbung Azan);
links: Injektionsbereich H5; rechts: Injektionsbereich H10; der Mal3stabsbalken in den einzelnen Bildern ist
mit 1000um beschriftet
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3.2.2 Versuchsreihe mit Druckprofil B an der praparierten Harnréhre des
Versuchstieres Schwein KI-IV

3.2.2.1 Injektionsbereich H5

3.2.2.1.1 Makroskopische Auswertung der Schnittprdparate der Urethra der
Versuchstiere KI-1V bei H5 und H10

Auch bei der letzten Versuchsreihe mit den Kadaverproben der Schweine Kl-1V

konnte fast immer die typische submukdse Blasenbildung beobachtet werden.

Lediglich bei dem Gewebe des Versuchstieres Schwein Klll konnte an der

Injektionsstelle H5  schon  makroskopisch, gleichzeitig —mit  der

Wasserstrahlinjektion, ein Durchschuss verzeichnet werden (Abb. 41).

| Deutlich sichtbarer

- |Durchschusskanal mit

Partikeln im basalen
. Bereich

Ubersichtsaufnahme Schwein Kill H5 OT50 préparierte Harnréhre des Schweins KllI post
injectionem

Abbildung 41 links: histologisches Préparat der Urethra des Versuchstieres Schwein Klll nach der
Wasserstrahlinjektion im Bereich H5 (Férbung HE) mit deutlich erkennbarem intramuskuldrem
Durchschusskanal (Mal3stabsbalken = 1000um); rechts: préparierte Harnblase mit I&dngs erdffneter
Urethra des Versuchstieres Schwein KlIl mit Durchschuss im Bereich H5/ keine Blasenbildung; im
Bereich H10 deutlich erkennbare Blasenbildung
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3.2.2.1.2 Histologische Auswertung der Schnittpraparate der Urethra der
Versuchstiere KI-1V bei H5

Die Muskulatur stellte sich in dieser Versuchsreihe im gleichen Verhaltnis

einerseits stark aufgefachert und dadurch verbreitert dar, andererseits war eine

starke Auffacherung im Bereich der Partikel, kombiniert mit einer basalen

Kompression im restlichen Bereich der submukdsen Blase, vorzufinden

(Abb. 31). Zudem gelangten Nanopartikel bei jeder Wasserstrahlinjektion mit

einer mittleren Eindringtiefe von 4,25 mm in die Muskulatur (Abb. 42).

Die durchschnittliche Eindringtiefe der Suspension lag bei 8,58 mm. Die mittlere

Eindringbreite belief sich auf 9 mm. Das Partikelcluster erstreckte sich

durchschnittlich 6,53 mm in die Hohe und 6,76 mm in die Breite.

Eindringtiefen der Partikel in die
Muskulatur bei Druckprofil B/H5 KI-IV
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Schwein KIIl H5 ~ Schwein KIV H5  Schwein KIlH5  Schwein KI H5
OT50 OT55 0OT59 07122

EIndringtiefe in mm

Abbildung 42 Maximale Eindringtiefen in den Muskel der Urethra im
Injektionsbereich H5 bei den Versuchstieren Schwein Ki-IV/Druckprofil B
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3.2.2.2 Injektionsbereich H10
3.2.2.2.1 Histologische Auswertung der Schnittpraparate der Urethra der
Versuchstiere KI-1V bei H10 und Vergleich mit H5

Im Injektionsbereich H10 erschien die Muskulatur in drei Viertel der Falle nicht
nur in der Region unmittelbar nahe der Partikel, sondern durchgehend
lumenwarts stark aufgefachert und gleichzeitig basal komprimiert (Abb. 43).
Lediglich bei einer Injektion war, neben einer leichten Auffacherung, eine intakte
unveranderte Muskulatur erkennbar. Partikel waren in nur 50 % der Falle im
Muskel vorzufinden. Die mittlere Eindringtiefe belief sich auf 2,75 mm (Abb. 44).

Basale Kompression

Starke-AuffE—icherung

G

Ubersichtsaufnahme Schwein Kil H10 OT47 Detailaufnahme Schwein KIl H10 OT47

Abbildung 43 histologisches Préparat der Urethra des Versuchstieres Schwein Kll nach der
Wasserstrahlinjektion im Bereich H10 (Férbung HE); links: Ubersichtsaufnahme des Objekttrdgers 47 mit
starker Auffdcherung lumenwaérts und basaler Kompression der Muskulatur; blau gefdrbte Nanopartikel
zwischen den aufgefdcherten Muskelfasern und im Bereich der submukdsen Bindegewebsblase
(MaBstabsbalken = 1000um); rechts: Detailaufnahme mit griin fluoreszierenden Nanopartikeln zwischen
den aufgefdcherten Muskelfasern (Mal3stabsbalken = 500um)
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Eindringtiefen der Partikel in die
Muskulatur bei Druckprofil B/H10 KI-IV
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07131 H10 OT76 oT47 H10 OT46

Abbildung 44 Maximale Eindringtiefen in den Muskel der Urethra im Injektionsbereich
H10 bei den Versuchstieren Schwein Ki-I1V/Druckprofil B

Die Partikelsuspension drang im Mittel 8,63 mm in vertikaler Richtung und 7,34
mm in horizontaler Richtung ein. Hinsichtlich des Partikelclusters ergaben sich
die Mittelwerte 7,64 mm fur die HOhe und 3,44 mm fur die Breite.

Vergleicht man die Mittelwerte mit dem Injektionsbereich 5 cm kaudal der
Harnblasenmindung, so zeigt sich, im Gegensatz zur Versuchsreihe HI-VI, dass
bezuglich der Eindringtiefe der Partikelsuspension ein ausgeglichenes Verhaltnis
herrscht (Abb. 45). Andere Umstande ergeben sich bei der Auswertung der
Eindringbreite der Partikelsuspension. Hier dominieren die Werte des
Injektionsbereiches HS (Abb. 46).

Vergleicht man die Ausdehnung des Partikelclusters bei H10 mit der Ausdehnung
des Clusters im proximalen Bereich, ist feststellbar, dass hinsichtlich der
Clusterhohe die Werte bei H5 denen von H10 unterliegen. Bezuglich der
Clusterbreite Uberwiegen die Werte von H5 (Abb. 47 und 48).
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Vergleich der Eindringtiefen der
Partikelsuspension bei H5 und H10 bei Druckprofil
B/KI-IV

hdh

m Eindringtiefe(max) der Suspension bei bei H5
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Eindringtiefe in mm
o N H o)) (o]

m Eindringtiefe(max) der Suspension bei H10

Abbildung 45 Vergleich der Eindringtiefen der Partikelsuspension zwischen dem
Injektionsbereich H5 und H10 bei den Versuchstieren Schwein Ki-IV/Druckprofil B

Vergleich der Eindringbreiten der
Partikelsuspension bei H5 und H10 bei Druckprofil
B/KI-IV
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| .. l
1 2 3 4

H Eindringbreite(max) der Suspension bei H5 m Eindringbreite(max) der Suspension bei H10

~ O o

Eindringbreite in mm

Abbildung 46 Vergleich der Eindringbreiten der Partikelsuspension zwischen dem
Injektionsbereich H5 und H10 bei den Versuchstieren Schwein KI-IV/Druckprofil B
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Vergleich der Hohen des Partikelclusters bei H5
und H10 bei Druckprofil B/KI-IV

1 2 3 4 5 6 7 8

m Clusterhohe(max) Partikel bei H5 m Clusterhohe(max) Partikel bei H10

Hbhe in mm
O P N W b U1 OO N 00 O

Abbildung 47 Vergleich der Partikelclusterhéhen zwischen dem Injektionsbereich H5 und H10
bei den Versuchstieren Schwein KI-IV/Druckprofil B

Vergleich der Breiten des Partikelclusters bei H5
und H10 bei Druckprofil B/KI-IV

=
o

Breite in mm
O R N W b U1 O N 0 O

1 2 3 4 5 6 7 8
m Clusterbreite(max) Partikel bei H5  m Clusterbreite(max) Partikel bei H10

Abbildung 48 Vergleich der Partikelclusterbreiten zwischen dem Injektionsbereich H5 und
H10 bei den Versuchstieren Schwein KI-1V/Druckprofil B
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3.2.2.3 Ergebnisse der Wasserstrahlinjektion mit beigemischter
Histofarbe der Versuchsreihe Schwein KI-IV

Auch in dieser Versuchsreihe fuhrt die beigefligte Histofarbe dazu, dass der

Farbstoff ausschliellich die Nanopartikel anfarbt. Folglich deckt sich auch hier,

wie schon in der Versuchsreihe mit den Schweinen JI-IV, die Verteilung der

Partikel mit dem Anfarbebereich des blauen Farbstoffes (Abb. 28). Der flissige

Anteil der injizierten Suspension blieb folglich ebenfalls ohne blaue Farbung.

3.2.2.4 Ubersicht der mit Druckprofil B durchgefiihrten

Wasserstrahlinjektion an den Versuchstieren Schwein Ki-IV
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Schwein KIV H5 Schwein KIV H10
OT55 OT76

Abbildung 49 Ubersicht der Versuchsreihe mit den Schweinen KI-1V mit Druckprofil B; links:
Injektionsbereich H5 (mit HE Farbung und ohne Férbung); rechts: Injektionsbereich H10 (mit HE-
Férbung und ohne Féarbung); Die Einzelbilder von Schwein KIV H5 OT56 und Schwein KIV H10
OT77 konnten nicht zu einer Ubersichtsaufnahme zusammengefiigt werden; der Mal3stabsbalken
in den einzelnen Bildern ist mit 1000um beschriftet

4 Ubersicht und Vergleich der Ergebnisse

Betrachtet man alle Versuchsreihen und vergleicht die Veranderungen der
Muskulatur, die nach der Wasserstrahlinjektion entstanden sind, so ist auffallig,
dass bei beiden Druckprofilen (DP A und DP B) die gleichen muskularen
Variationen auftreten. Je nach individueller Muskelbeschaffenheit kommt es zu
einer Auffacherung der glatten Muskulatur in Richtung Lumen und zu einer
basalen Kompression. Diese wird wahrscheinlich durch die Gewebsspannung
verursacht, die durch die submukdse Blase bedingt ist. Ist die Traumatisierung
ausgepragter, erkennt man eine markantere Auffacherung lumenwarts, die zu
einer Dehnung der Muskulatur fuhrt. Dieses Phanomen lasst sich bei beiden
Druckprofilen vor allem im Injektionsbereich H5 feststellen. Im direkten Vergleich
zwischen Druckprofil A und B sind die muskularen Variationen von gleicher
Qualitat, jedoch sind diese bei Druckprofil B starker ausgepragt. Zusatzlich dazu
zeigt sich bei Injektionen mit DP B sowohl bei H5, als auch bei H10 ein weiteres
Phanomen: Neben der basalen Kompression findet sich nur unmittelbar im
Bereich der injizierten Partikel eine Auffacherung in Richtung Lumen (Abb. 50).
Des Weiteren konnten mit DP B vier Durchschisse im Bereich H5 dokumentiert
werden, was mit DP A nur einmal beobachtet wurde. Folglich fuhrt die
Wasserstrahlinjektion mit DP B bei dunneren Muskelschichten zu keiner sicheren
Applikation der Partikel in den Sphinkterkomplex von Kadaverproben. Bei dieser
Druckstarke ist mit einem Durchschuss zu rechnen. Somit ist eine gezielte

Applikation von Flussigkeiten in die Muskulatur nicht sichergestellt. Da der
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Durchschuss mit DP A nur im proximalen Anteil der Harnréhre mit ohnehin
duinner Muskelschichtstarke und nur einmal stattfand, kann man davon
ausgehen, dass in diesem einen Fall eine individuell wenig widerstandsfahige
Urethra vorlag und somit die Durchschusswahrscheinlichkeit mit DP A geringer
ist. Diese positive Auswirkung hinsichtlich der Traumatisierung der Muskulatur
wirkt sich jedoch ungunstiger auf das Eindringen der Nanopartikel in die
Muskelschicht aus.

Die Muskelbeteiligungsrate bei DP A ist vor allem im distalen Injektionsbereich
H10 mit maximal 27 % signifikant geringer. Vergleicht man die Werte mit denen
von DP B, so wurden bei jeder Injektion, unabhangig vom Injektionsbereich,
deutlich hohere Prozentwerte erzielt oder stets die Muskelschicht erreicht

(Abb. 51). Bezuglich der Eindringtiefe der Partikel scheint sich die Injektion mit
hoheren Druckwerten positiver auszuwirken. Mit Druckprofii B wurden
durchgehend groRere Tiefen erreicht, wobei die hdchsten Werte im
Injektionsbereich H5 gemessen wurden (Abb. 52).

Bewertet man versuchsubergreifend die Eindringtiefen der flissigen Phase der
Partikelsuspension, kristallisieren sich ahnliche Verteilungsmuster fur die
Injektionsbereiche H5 und H10 mit DP A und B heraus (Abb. 53). Unabhangig
von der Effektstarke zeichnet sich jedoch ab, dass stets hohere Werte bei
gleichem Injektionsdruck im Bereich H10 im Vergleich zu H5 auftreten. Auch
hinsichtlich der Auswertung der Eindringbreite gleichen sich die
Verteilungsmuster fur die beiden Injektionsbereiche mit den Druckprofilen A und
B. Das Maximum wird mit DP A im Bereich H5 erreicht (Abb. 54). Passend dazu
dominieren, gegensatzlich zu den Werten fur die maximale Eindringtiefe, in drei
der vier Versuchsreihen die Werte am Injektionsbereich H5. Die beiden
Phanomene konnten durch die massivere Muskulatur im Bereich H10 erklart
werden. Durch den sich hier vorfindenden erhdhten muskularen Widerstand,
konnte die kinetische Energie des Wasserstrahls starker reflektiert werden und
dadurch zu einer hdheren submukdsen Blase fuhren. Gegensatzlich dazu wird,
gemal} dieser Hypothese, bei der relativ geringen Muskelstarke im proximalen
Teil der Urethra, die Bewegungsenergie absorbiert und in eine horizontale

Richtung weitergeleitet, weshalb sich eine breitere Blase bildet.
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Ubersichtsaufnahme Schwein GIl H10 Ubersichtsaufnahme Schwein
OT54 HV H10 OT62

Ubersichtsaufnahme Schwein HIV H5 Uber. sichtsaufnahme
o727 Schwein HV H5 OT46

Abbildung 50 Vergleich der histologischen Préparate der Urethra der Versuchstiere
Schwein GllI, HIV und HV nach der Wasserstrahlinjektion (Fédrbung Azan); links oben:
Ubersichtsaufnahme mit typischer leichter lumenwértiger Auffdcherung und basaler
Kompression mit DP A; rechts oben: stark ausgeprégte Auffdcherung mit DP B und
starker basaler Kompression; links unten: typische Verbreiterung der Muskulatur durch
starke Auffédcherung mit DP B; rechts unten: zusétzliches Phdnomen mit DP B,
kombinierte Verbreiterung der Muskulatur im Bereich der Partikel und basale
Kompression im restlichen Bereich; (Mal3stabsbalken = 1000um);
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Abbildung 51 Auftreten von Nanopartikeln in der Muskulatur der Urethra bei Druckprofil A und B in
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Abbildung 52 Ubersicht der maximalen Eindringtiefen der Nanopartikel in den Muskel der Urethra
fiir die Druckprofile A und B
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Ubersicht der Eindringtiefen der Suspension
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Abbildung 53 Ubersicht der mittleren Eindringtiefen der Partikelsuspension in den submukésen
Bereich fiir die Druckprofile A und B
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Abbildung 54 Ubersicht der mittleren Eindringbreiten der Partikelsuspension in den submukésen
Bereich fiir die Druckprofile A und B
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Die genaue Analyse der Ausdehnung des Partikelclusters ergab keine klaren
Tendenzen. Hierfur ist moglicherweise die begrenzte Anzahl an Einzelversuchen
verantwortlich. Jedoch war auffallig, dass hinsichtlich der Breite des Clusters
sowohl bei DP A als auch bei DP B das Maximum im Injektionsbereich H5 in den
Versuchsreihen mit beigemischter Tinte erreicht wurde (Abb. 55). Ahnlich
verhalten sich die Mittelwerte fur die Partikelclusterhohe. Hier wurde das
Maximum jeweils im Injektionsbereich H10 bei den Injektionen mit Histofarbe
erreicht (Abb. 56).

In allen Versuchsreihen mit beigemischter Histofarbe war erkennbar, dass sich
der blaue Farbstoff an die injizierten Partikel anheftete und sich dadurch
entsprechend der Ausdehnung des Partikelclusters im submukdsen
Bindegewebe und der Muskulatur verteilte. Dabei konnten keine Unterschiede
zwischen den Injektionen mit DP A und B festgestellt werden.

Ubersicht der Partikelclusterbreiten
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Abbildung 55 Ubersicht der mittleren Breiten des Partikelclusters fiir die Druckprofile A und B
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Ubersicht der Partikelclusterhéhen
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Abbildung 56 Ubersicht der mittleren Héhen des Partikelclusters fiir die Druckprofile A und B

5 Diskussion

Beurteilt man die gewonnenen Ergebnisse, so stellen sich im Hinblick auf die
klinische Anwendung und die anatomischen Veranderungen, die durch die
Wasserstrahlinjektion entstehen, einige Fragen, die diskutiert werden mussen.

5.1 Abhangigkeit von der individuellen Muskelbeschaffenheit und
Auswirkungen auf die Muskulatur

Vergleicht man die Auswirkungen der Wasserstrahlinjektion, unabhangig vom
angewendeten Druck, so stellt sich die Frage, in welchem Ausmal} die
individuelle Struktur der Muskulatur des Patienten oder der Patientin das
Ergebnis einer Wasserstrahlinjektion beeinflusst. So kann ein relativ stark
ausgepragter interner Sphinkter dazu fuhren, dass hohere Dricke bendtigt
werden, um Flussigkeiten, Partikel oder Zellen in die optimale Schichttiefe zu
transportieren.

In der vorliegenden Studie also nahe oder in den externen Sphinktermuskel.
Naturlich durfen wiederum dabei die entstehenden Schaden des Urothels, der
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Submukosa und der Muskulatur selbst nicht aufler Acht gelassen werden.
Anderseits konnte ein widerstandsfahiger dicker interner Sphinktermuskel bei
einer SUI Typ 3 von Vorteil sein, da hier ein Durchschuss bei eingestelltem
Druckprofil B relativ unwahrscheinlich ist und Partikel oder auch Flussigkeiten
bzw. Zellen in der glatten Muskulatur der Urethra vorzufinden waren. Aul3erdem
ware durch den groReren Querschnitt der Muskelschicht des internen Sphinkters
die Fehlerquote geringer, da eine grof3e Streuung der injizierten Partikel nicht
zwangslaufig zu einer fehlerhaften Applikation in unerwinschte Strukturen fuhrt.
Eine Injektion mit hohem Druck konnte daher risikoarmer durchgefuhrt werden.
Um jedoch diese individuellen Faktoren in eine Wasserstrahlinjektion
miteinbeziehen zu koénnen, musste praoperativ eine genaue Analyse der
anatomischen Strukturen des jeweiligen Patienten durchgefuhrt werden.

Dies wurde ermdglicht werden, indem man eine dreidimensionale ,Karte“ mittels
MRT und Ultraschall erstellt (Aicher et al., 2014). AnschlieBend konnte man,
basierend auf diesen Daten, ein jeweils individuell angepasstes Druckprofil

erstellen und somit eine hochprazise Wasserstrahlinjektion durchfuhren.

5.2 Eindringtiefe und Ausdehnung der injizierten Partikel

Die durchgefuhrten Injektionen zeigen hinsichtlich der Nanopartikellokalisation
deutliche Unterschiede auf, die abhangig vom angewendeten Druckprofil waren.
Bei Injektionen mit DP A wurde beobachtet, dass die injizierten Partikel zu einem
deutlich geringeren Prozentsatz in den Muskel eingedrungen sind
beziehungsweise den Muskel gar nicht erreicht haben. Zwar wurde bei der
Anwendung von Druckprofil B hingegen stets die Muskelschicht erreicht, jedoch
kam es auch zu einigen Durchschussen der Urethra. Somit kann mit der
Effektstarke von DP B keine sichere Wasserstrahlinjektion in die Muskelschicht
der Urethra von porcinen Kadavergewebe gewahrleistet werden, ohne dabei das
Risiko ausschlieBen zu konnen, dass Partikel oder andere Stoffe in den
.periurethralen Bereich appliziert® werden, d.h. durch das Gewebe
hindurchgespruht werden. Weiterhin konnte ein Durchschuss weitere Schaden
im Gewebe aullerhalb der Urethra bewirken. So kdnnte dies zur Schadigung von

nervalen Strukturen oder Gefalten fuhren, woraus periurethrale Hamatome und
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Nervausfalle resultieren konnten. Somit ware ein Durchschuss kontraproduktiv
und wuarde die Symptomatik einer SUI sogar verschlechtern.

Um eine risikoarme und gleichzeitig sichere Injektion an den gewunschten Ort
gewabhrleisten zu kdnnen, mussen bei einer Injektion am Patienten verschiedene
Parameter miteinberechnet werden.

So wurde in einer in vivo Studie am Modell ,Gottinger Minischwein®, in welcher
Zellinjektionen mit einer Zytoskopienadel (William’s Nadel, Cook) durchgefluhrt
wurden, festgestellt, dass bei den verwendeten Nadellangen (4 mm und 8 mm)
eklatante Unterschiede hinsichtlich der Zelldepotposition in und auf3erhalb der

Urethra zu sehen waren (Abb. 57).

Close to Connective Qutside
lumen/urothelial tissue/intermediate Muscular urethra
Localization cells (%) (%) layer (%) (%)
8 mm 8 20 13 59
4 mm 12 45 16 27

Abbildung 57 relative Verteilung der Zelldepots in den porcinen Sphinkter nach
der Injektion mit einer 4 mm und einer 8 mm langen Nadel; Quelle: (Amend et
al., 2017)

Deshalb wurde fur die nachfolgenden Injektionen im Tierversuch die Nadellange
auf 5 mm gekurzt. (Amend et al., 2017)

Dieser Wert konnte auch als grobe Orientierung fur kinftige
Wasserstrahlinjektionen im selben Tiermodell verwendet werden. Jedoch muss,
wie bei 5.1 beschrieben, unter Umstanden die individuelle Muskelbeschaffenheit
einzelner Tiere miteinberechnet werden, weshalb vor allem bei spateren
klinischen Studien dreidimensionale Bildgebungsverfahren simultan zur Injektion
herangezogen werden sollten, um eine sichere, zielgenaue Applikation von
Stoffen oder Zellen in den Sphinkter gewahrleisten zu konnen.

Die Partikel selbst sind im injizierten Bereich und in der entstandenen Blase bei
Kadaverinjektionen nicht homogen verteilt, sondern bilden Partikelcluster, die in
ihrer Ausdehnung variieren. Zwar konnten bei hoher VergroRerung unter dem
Fluoreszenzmikroskop im gesamten Bereich der submukdsen Blase einzelne
versprengte Partikel gefunden werden, jedoch findet sich der Hauptteil

aneinander gedrungen in einem Cluster.
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Dieses Phanomen widerspricht den eigentlichen Eigenschaften von
Polystyrolnanopartikeln, die durch eine Sulfatgruppe an der Oberflache negativ
geladen sind. Durch die daraus resultierenden Abstof3ungskrafte entsteht in der
Folge eine Dispersion. (Stein, 2014)

Weshalb sich die Partikel trotzdem zu einem Agglomerat zusammenfugen, ist
nicht zu erklaren. Eine Hypothese wurde annehmen, dass die Reflexion der
eindringenden Druckwelle am Randgewebe die Partikel oder auch Tinte in die
Mitte der Injektionsblase schwemmen. Genau dieses Phanomen konnte ein
Vorteil der Wasserstrahlinjektion sein. Somit konnte stets gewahrleistet werden,
dass am gewulnschten Injektionsort immer eine sehr hohe Partikeldichte
vorzufinden ist. Die unterschiedlichen Variationen in der Ausdehnung des
Partikelclusters sollten die Partikeldichte nur wenig beeinflussen und konnen
hinsichtlich der klinischen Wirksamkeit vernachlassigt werden. Diese Annahme
musste jedoch in weiteren Untersuchungen verifiziert werden. Weiterhin hat sich
bei den Versuchen mit beigemengter Histofarbe gezeigt, dass sich Partikel und
Farbpigmente annahernd gleich verteilen. Dieses Phanomen konnte wiederum
auf die negative Oberflachenladung der Partikel zurlckgefuhrt werden.
Anscheinend werden die Farbpigmente durch die elektrostatische Anziehung der
Partikel angezogen und heften sich an diese an, weshalb das Verteilungsmuster
der blauen Farbe, dem der fluoreszierenden Partikel entspricht. Eine weitere
Erklarung fur dieses Phanomen ware, dass eine zu geringe Schichtdicke der
Schnitte auf den Objekttragern bewirkt, dass die blaue Farbe der Tinte unter dem
Durchlicht nicht sichtbar ist. Auch eine Kombination aus beiden genannten
Begrindungen ware denkbar. Weiterhin konnte durch das ,Eindeckeln“ der
Objekttrager der geloste Farbstoff verdinnt werden und dadurch nicht mehr
sichtbar sein. Dagegen spricht jedoch, dass auch vor dem Fixieren mit
Deckglasern sowohl makroskopisch als auch mikroskopisch die gleiche
Verteilung der Histofarbe erkennbar war wie nach dem ,Eindeckeln®. Jeder
Objekttrager, der spater gefarbt wurde, wurde vor der Farbung unter dem
Lichtmikroskop ausgewahlt und begutachtet. Somit konnen Auswascheffekte

beim Farben und ,Eindeckeln® ebenfalls ausgeschlossen werden, da keine

63



Unterschiede in der Farbverteilung vor und nach dem Farben und ,Eindeckeln®

festzustellen waren.

5.3 Nebeneffekte einer Wasserstrahlinjektion

5.3.1 Ausdehnung der Partikelsuspension

Die Ergebnisse zeigen, dass sich die FlUssigkeit, in der sich die Partikel befinden,
nach der Injektion ins Gewebe starker in Hohe und Breite ausdehnt als die
Partikel selbst. In der Folge entstand eine submukdse Blase, die auch
makroskopisch prominent sichtbar war. Auffallig dabei war das tendenziell im
Bereich H10 héhere Blasen unabhangig vom Druckprofil entstanden sind. Im
Gegensatz dazu sind im proximalen Bereich tendenziell breitere Blasen
beobachtet worden.

Dieses Phanomen koénnte auf verschiedene anatomische Begebenheiten
zuruckgefuhrt werden. So wurde in einer vorherigen Studie Uber Zellinjektionen
in die Schweineharnréhre von einer nach distal zunehmenden Dicke der
Muskulatur berichtet (Abb. 58) (Amend et al., 2017).

N

AZA

Desmin

fast-Myosin

- - B oy i ‘1_ |
Abbildung 58 Verteilung des Binde- und Muskelgewebes in der Urethra des Schweins von proximal nach
distal (von links nach rechts); Azan: blau Bindegewebe, rot Muskulatur; Desmin: braun geférbte glatte
Muskulatur; fast myosin: braun geférbte quergestreifte Muskulatur nur im distalen Teil der Urethra,
Quelle:(Amend et al., 2017)
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AuRerdem verandert sich die Muskelkonfiguration der Urethra von proximal nach

distal. So befindet sich der quergestreifte Sphinkter beim Schwein vor allem

ventral und lateral der Harnrohre im distalen Drittel, wohingegen der glatte

Muskel im gesamten Bereich der Schweineharnrdohre zu finden ist (Abb. 59).

Dieser dominiert in den proximalen zwei Dritteln und verliert nach distal hin an

Starke. Im distalen Drittel Uberwiegt anteilig der externe, quergestreifte Sphinkter.
(Zini et al., 2006)

R e
Abbildung 59 3D-Rekonstruktion der weiblichen Schweineharnréhre; pink glatte
Muskulatur; rot quergestreifte Muskulatur; A: laterale Ansicht mit grau geférbter Vagina; B:
ventrale Ansicht; C: dorsale Ansicht; D: verletzte Urethra mit zerstértem externen
Sphinkter von ventral; Quelle: (Zini et al., 2006)
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So kénnte die unterschiedliche Morphologie der submukos entstandenen Blase
auf diese anatomische Grundlage zurtckgefuhrt werden. Womaglich absorbiert
der glatte Muskel im proximalen Bereich H5 die kinetische Energie anders als im
distalen Bereich H10.

In der Zone H5 wurde bei Schweinen in den meisten Fallen auch die hochste
Wanddruckstarke sowohl mit einer normalen, urodynamischen Sonde (Aquarius
TT, Laborie) als auch mit einem Prototyp einer hochempfindlichen Sonde
gemessen, obwohl quergestreifte Muskulatur beim weiblichen Schwein nur distal
nachweisbar war (Kelp et al., 2017, Amend et al., 2017).

Folglich konnten die in Zone H5 kraftig ausgebildeten glatten Muskelfasern einen
auftreffenden Wasserstrahl in horizontaler Richtung umlenken, wodurch eine
breitere Blase entsteht. Im Gegensatz dazu, kommt es bei einem hoheren Anteil
an quergestreifter Muskulatur, wie im Bereich H10, beziehungsweise bei einer
dunneren glatten Muskelschicht zu einer Reflexion der kinetischen Energie. Im
Zuge dessen konnten sich hohere submukose Blasen bilden. Folglich liegt die
Befurchtung nahe, dass vor allem Blasen im distalen Anteil eine Art
unkontrollierten ,bulking effect” verursachen konnten, wie es bei der iatrogenen
Unterspritzung mit Kollagen zu therapeutischen Zwecken gehandhabt wird.
Jedoch zeigt schon die Injektion am Kadaver, dass sich die Blase nach wenigen
Minuten verkleinert und es sich eher um ein in vitro Artefakt handelt.

Zudem zeigt die oben erwahnte Studie, in der Stammzellsuspensionen mit einer
Nadel in die Urethra injiziert wurden, dass eine Blasenbildung zu keinem
erhohten Wanddruck fuhrt und ein ,bulking effect® erst ab einem
Injektionsvolumen von 20 ml festzustellen ist (Amend et al., 2017).

Da bei meiner Versuchsreihe lediglich ein Volumen von 1 ml per Wasserstrahl
injiziert wurde, ist diese Problematik bei zukunftigen in vivo Experimenten zu

vernachlassigen.
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5.4 Injektion von Nanopartikeln zur Medikamentenapplikation

Die durchgefuhrten Experimente sollten als vorbereitende Untersuchung neue
Erkenntnisse fur eine kinftige Stammzelltherapie oder medikamentdse Therapie
fur die Belastungsinkontinenz gewinnen.

So konnten Medikamente, verpackt in Nanokapseln, ins Gewebe per
Wasserstrahl injiziert werden, die dann zeitverschoben, im Sinne einer
,Retardkapsel“ wie bei oral aufgenommen Medikamenten, freigesetzt werden.
So konnte nach der Resorption der entstandenen Bindegewebsblase eine
Freisetzung der verpackten Stoffe oder eine Aufnahme der Nanokapsel selbst in
die Zelle Uber Pinozytose erfolgen, um dann direkt intrazellular wirken zu kénnen.
Eine geeignete Transportform von Wirkstoffen, sogenannte ,drug -carrier”
konnten nach Chen et al. beispielsweise mesoporose Nanosilikonpartikel (MSNs)
sein. Diese Silikonpartikel lassen sich mit einer bestimmten Konzentration
Pluronic F127 derart manipulieren, dass eine maximale Oberflache mit einer
maximalen PorengrofRRe erreicht wird. In diesen stabchenformigen Poren konnen
Medikamente wie |buprofen mittels Absorption gespeichert und zeitversetzt
freigesetzt werden. Dabei spielen die Lange und die Biegung der
stabchenformigen Mesoporen eine entscheidende Rolle, in welchem Zeitraum
eine Medikamentenfreisetzung erfolgt. (Chen et al., 2012)

Eine  Weiterentwicklung  dieser ,drug carrier sind mesoporose
Nanosilikonpartikel mit der Funktion einer pH-sensitiven
Medikamentenfreisetzung. Hierfur wurden an den Poreneingangen der MSNs
des Typs MCM 41 pH-sensitive Polymerketten befestigt. Diese Polymerketten
sind im neutralen und basischen Bereich deprotoniert und hydrophob. Durch van
der Waals-Krafte verkleben die Ketten untereinander und verschlieen die
Poreneingange. Im Sauren hingegen werden die Ketten durch Protonierung
hydrophil und 6ffnen die Poren, wodurch es zur Freisetzung der gespeicherten
Wirkstoffe kommt (Abb. 60). (Abbaszad Rafi et al., 2016)
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Repulsive

Forces

Abbildung 60 Polymerketten als ,, Torwéchter*; links: Polymer deprotoniert und hydrophob, Poren
verschlossen; rechts: Polymerketten protoniert und hydrophil, Poren gedffnet; rot: gespeichertes
Medikament; Quelle:(Abbaszad Rafi et al., 2016)

Vor allem diese Modifikation konnte fur Injektionstechniken mit Wasserstahl
interessant sein, da durch den Einschuss ins Gewebe eine Mikroverletzung
entsteht, die, wie jede Art einer Verletzung, eine Entziindungsreaktion hervorruft,
gefolgt von einem abfallenden pH-Wert. So konnte es genau dann zu einer
gesteuerten Freisetzung von Medikamenten kommen.

Ein weiterer Ansatzpunkt ware die Verpackung von Wachstumsfaktoren wie
PDGF (platelet derived growth factor) aus dem Granulomer von Thrombozyten
in die oben genannten Nanokapseln, um eine SUl mit Hilfe der
Wasserstrahlinjektion zu behandeln.

PDGFs sind Polypeptidketten, die als heterodimer oder homodimer an a- oder 3-
Rezeptoren auf der Zelloberflache binden und dann Uber Tyrosinkinasen
intrazellulare, mitogene Signale senden (Heldin and Westermark, 1999).

Dabei spielt PDGF vor allem in der Wundheilung eine entscheidende Rolle. So
wird die Chemotaxis von Fibroblasten, glatten Muskelzellen, neutrophilen
Granulozyten und Makrophagen stimuliert. Durch letztere werden wiederum
weitere  Wachstumsfaktoren gebildet und sezerniert, wodurch die
Gewebsregeneration weiter unterstutzt wird. Auch bei Verletzungen von

GefalRen wird dem PDGF eine tragende Rolle zugeschrieben. PDGF-Rezeptoren
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werden von den kapillaren Endothelzellen exprimiert, wodurch nach der Bindung
des Wachstumsfaktors die Angiogenese angestolen wird. (Heldin and
Westermark, 1999)

Des Weiteren ist die Injektion partikelgebundener, neuroprotektiver und
neuroregenerativer Stoffe sowie die Injektion von myoregenerativen Substanzen
denkbar.

5.5 Injektion von Nanopartikeln als vorbereitende Untersuchung fur eine
Stammzellinjektion
Neben der Verteilung von Nanopartikeln wurden, wie oben beschrieben, die
Injektionstiefen und Auswirkungen auf die Muskulatur bei den verschiedenen
Druckprofilen diskutiert. Bezogen auf die Injektion von Zellen kdnnen einige
wichtige Schlisse gezogen werden: So zeigt sich, dass die Injektion mit
Druckprofil B keine Sicherheit bietet, durchschussfrei Partikel respektive Zellen
in den, im Schwein distal gelegenen, quergestreiften Sphinkter zu injizieren. Mit
Druckprofil A hingegen kann man nicht garantieren, dass Partikel Uberhaupt in
diesem Modell den Muskel erreichen. So musste in den geplanten Tierversuchen
ein Druckprofil gewahlt werden, das zwischen DP A und DP B liegt und die
individuelle Muskelbeschaffenheit mitberucksichtigt, um Zellen zielgerichtet in
den externen Sphinkter zu applizieren.
Aufgrund friherer Wanddruckmessungen an Schweinen wird bei in vivo
Injektionen von Partikeln oder Zellen mit Wasserstrahl als Injektionsort der
Bereich H5 favorisiert werden (Kelp et al., 2017).
Allerdings haben frihere Studien gezeigt, dass bei hohen Drucken wie bei DP A
und DP B die Zelliberlebensrate sehr gering ist. Schon bei Druckstarken
unterhalb der Dricke von DP A und DP B, kam es zu einer betrachtlichen
Verringerung der Zelluberlebensrate. (Carolin Gillmann, 2017)
Folglich mussen neue Wege gefunden werden, wie Zellen per Wasserstrahl
ausreichend tief injiziert werden konnen und gleichzeitig eine klinisch relevante
Zelluberlebensrate von Uber 80% zu gewahrleistet werden kann.
Hierfur hat sich in einer vor kurzem durchgefluhrten Studie ein spezielles

Druckprofil bewahrt. Dabei wurden GFP transduzierte Hela-Zellen mittels
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Wasserstrahl in Kadavergewebe injiziert, wonach hohe Uberlebensraten
dokumentiert werden konnten (nicht publizierte Ergebnisse AG Aicher; aktuelle
Bachelorarbeit Marcel Spring, Universitat Tubingen; aktuelle med. Doktorarbeit
Vera Rothfull, Universitat Tubingen). Mit zwischenzeitlich nochmals
weiterentwickelten Druckprofilen wurden, im Rahmen einer Machbarkeitsstudie
der AG Aicher, ADSCs transurethral in den Sphinkter von jungen weiblichen
Landschweinen gespruht. Adverse Effekte wie Blut im Urin, Harnverhalt,
Miktionsstorungen oder Verhaltensstorungen nach diesen Behandlungen
wurden bei den bislang 20 Schweinen nicht beobachtet. Vorlaufige histologische
Analysen unmittelbar und bis zu drei Tagen nach den Zellinjektionen mit der
Wasserstrahltechnologie lassen den Schluss zu, dass morphologisch intakte
Zellen nachweisbar waren.

Mit diesen Vvielversprechenden Ergebnissen konnte in Zukunft eine
Kombinationsinjektion ein weiterer Ansatz flr eine Therapie der SUI sein: Die
Injektion von Zellen mit in Nanokapseln verpackten Medikamenten oder mit
geldsten Zytokinen im Injektionsmedium.

Interessant ware vor allem die Erforschung der Kombinationswirkung von MSCs
und PDGFs. Diese Doppelwirkung kdnnte einerseits postoperative Beschwerden
aufgrund der gesteigerten Wundheilung durch die Wirkung der
Wachstumsfaktoren lindern und gleichzeitig zu einer schnelleren Regeneration

des Sphinkters durch die Wirkung der mesenchymalen Stammzellen fuhren.

6 Zusammenfassung

In dieser Dissertation wurde die Injektion von Nanopartikeln mit Wasserstrahl in
die Urethra von Schlachtschweinen untersucht. Die Injektion wurde hierbei mit
zwei verschiedenen Druckprofilen durchgefuhrt. Es wurden Kryoschnitte
hergestellt, gefarbt und histologisch ausgewertet, um die Eindringtiefe der
Nanopartikel in die Mukosa und in den Muskel, die Verteilung und die Grof3e der
Partikelcluster und die muskularen Veranderungen nach
Wasserstrahlanwendung genauer zu untersuchen.

Die Ergebnisse zeigen, dass bei Druckprofil A nicht sicher gewahrleistet werden
kann, dass Partikel Uberhaupt den Muskel erreichen. Wenn injizierte
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Nanopartikel die Muskelschicht erreicht haben, genugt die erreichte Eindringtiefe
in den meisten Fallen nicht, um Partikel in die quergestreifte Muskulatur des
externen Sphinkters zu applizieren.

Bei Anwendung des Druckprofils B hingegen werden zwar stets Partikel in die
Muskelschicht injiziert, jedoch kommt es zu einem deutlich hoheren Anteil an
Durchschussen und dadurch zu Partikeldepots im Bindegewebe aul3erhalb der
Urethra. Aul3erdem spielt die individuelle Muskeldicke eine entscheidende Rolle.
Insofern sollten vor allem bei kunftigen in vivo Studien dreidimensionale Karten
als Optimierung der Bildgebung und der individuellen Druckanpassung als
Hilfsmittel herangezogen werden.

Weiterhin zeigte sich nach der Injektion eine gewisse Traumatisierung der
Muskulatur. Dabei konnten vorrangig eine Auffacherung der Muskelstrange in
Richtung Lumen mit einer gleichzeitigen basalen Kompression festgestellt
werden. Auch war eine Verbreiterung der Muskulatur, bedingt durch eine sehr
starke Auffacherung, des Ofteren erkennbar. Zudem konnte in einigen Fallen
eine Kombination aus muskularer Auffacherung, Verbreiterung und Kompression
dokumentiert werden. Diese Phanomene sollten ebenfalls in kunftigen Studien in
Bezug auf die Regenerationsfahigkeit der Muskulatur, vor allem bei der Injektion
von Zellen und Wachstumsfaktoren, genauer untersucht werden.

Die Partikelcluster im Kadavergewebe weisen eine sehr unterschiedliche
Morphologie auf, die in ihrer Ausdehnung keinem bestimmten Muster folgt.
Lediglich ein kompaktes, dichtes Partikelagglomerat konnte entweder in der Mitte
der Injektionsblase oder, im Falle der Injektion in die Muskulatur, innerhalb des
Muskels dokumentiert werden. Dieses weist unter dem FluoreszenZzfilter im
Durchlicht eine starke grune Farbung auf, was auf eine hohe Partikeldichte
schlieBen lasst. In der Folge kann man die Verteilung der Partikel und die
Morphologie des Partikelclusters im Hinblick auf klinische Studien
vernachlassigen, da stets hohe Partikeldichten in den injizierten Bereichen
beobachtet wurden und der Applikationsort mehr vom voreingestellten
Druckprofil abhangig ist.

Bei Injektionsversuchen mit beigemischter Histofarbe war erkennbar, dass sich

der blaue Farbstoff analog zum Partikelcluster verteilte.
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Prinzipiell ist eine Injektion von Nanopartikeln per Wasserstrahl ein interessanter
Ansatz, der durchaus in Zukunft von klinischer Bedeutung sein kann und in
Hinblick auf eine Therapieoption einer Stressinkontinenz eine wesentliche Rolle
spielen konnte. Vor allem die Kombinationsinjektion von Stromazellen und
Nanomedikamenten beziehungsweise von Wachstumsfaktoren ist ein
interessanter Ansatzpunkt. Speziell die Fortschritte mit nochmals verbesserten
Druckprofilen in den laufenden in vivo Studien mit Zellinjektionen scheinen

vielversprechend zu sein und lassen auf kunftige Erfolge hoffen.
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