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l. EINLEITUNG

Harnréhrenstrikturen (ringférmige Narben der Hahmg) stellen in der Urologie
nach wie vor ein schwer zu behandelndes Krankhkitslar. Meist handelt es
sich um Patienten mittleren bis fortgeschritteneddters, die infolge eines
endourologischen Eingriffes oder einer Kathetenisig eine Striktur erworben
haben. Leider kann mit keinem der bisher angewandteerapieverfahren auf
Dauer ein Erfolg erzielt werden. So konnte gezeigitden, dass die Urethrotomia
interna, welche den Goldstandard darstellt, ingzaitstudien bei weniger als
50 % der Patienten erfolgreich bleibt und es ermreustrikturrezidiven kommt
(Weidlich et al., 2007, Pansadoro and EmiliozzR8,9Niesel et al., 1995, Albers
et al., 1996). Auch bei Patienten nach transurkthRrostataresektion oder einer
radikalen Prostatektomie sind die Folgen einer Aamaesenstriktur auf Hoéhe des
Blasenhalses mit schweren Komplikationen verbur{@@apfl et al., 2004). Eine
erfolgversprechende Therapie vor allem bei bergitgetretenen Rezidiven ist,

abgesehen von der offenen Harnréhrenrekonstruktioht bekannt.

Im Rahmen dieser Studie soll ein innovativer Ansatz Behandlung der
Harnréhrenstriktur entwickelt und gleichzeitig @ieues Tiermodell fUr Strikturen
der hinteren Harnrohre evaluiert werden. Neben demventionellen

Therapieform (Urethrotomia interna nach Sachsd)zdatzlich ein radioaktiver
Strahler (Phosphor-32) in Form eines folienbesdbielm Katheters zum Einsatz

kommen.

Die strahlentherapeutische Low-Dose-Rate-Brachgihier(LDR), wie sie auch
bei der Behandlung gutartiger und entzindlicherr&rkungen eingesetzt wird,
soll postoperativ die Wundheilung in den ersten efadpeeinflussen und die
Ausbildung von Narbengewebe verhindern (Seegensdimet al., 2000,
Rodemann, 2006, Trott, 1994).

Bisher liegen keine Studien zur LDR-Brachytherapie der Harnréhre zur
Rezidivprophylaxe vor. Die vorliegende Studie idilTeines interdisziplinaren
Forschungsprojekts zur Evaluierung der LDR-Bracesdpie bei Stenosen
réhrenformiger Organe und dient als Basisforschiingine klinische Studie am
Menschen (BetaMod-Projekt).

Die gesamten Untersuchungen wurden von der Bayems€&orschungsstiftung
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. SCHRIFTUM

1. Harnr6hrenstrikturen

1.1. Definition

Eine Verengung der Harnréhre wird als Harnrohrédsir oder
Harnrohrenstenose bezeichnet (lastrictura ,das Zusammenziehen, die
Verengung*, griechisch otévmon, sténosi ,Verengung“ von otevog, stends
.eng”). Die Begriffe Striktur oder Stenose werdemabhangig vom Ausmali, der

Lokalisation und der Genese verwendet.

1.2. Vergleichende Anatomie der Harnréhre
Die Anatomie der Harnr6hre des Mannes und des nadyen Kaninchens werden

im Folgenden miteinander verglichen.

1.2.1. Makroskopische Anatomie

1.2.1.1. Die Anatomie der Urethra des Mannes

Die mannliche HarnréhreUfethra masculina reicht von der Mindung der
Harnblase in die HarnréhreOétium urethrae internumbis zum Ende der
Harnréhre auf der Glans peni®©gtium urethrae externymMoll and Moll,
2006).

Die Urethra des Mannes hat eine Lange von 20-25 min individuell
unterschiedlichen Durchmessern (Rédder et al., 20D& durchschnittliche
Weite der ménnlichen Urethra betragt 7-9 mm, daspeicht 21-27 Charrre
(Charr.) bzw. French (FR) (Hofmann, 2005). Ein Cieee entspricht 1/3 mm.
Der Durchmesser der Harnrohre ist einerseits abbargm Alter, andererseits

vom jeweiligen Abschnitt der Urethra (Heitz et 4098).

Die Harnrohre lasst sich in drei Abschnitte untéirtdie Pars prostatica, die
Pars membranaceaund die Pars spongiosaZudem durchsetzt diePars

intramuralisden proximalen Teil der Harnblasenwand (RohenQ200
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Excavatio
rectovesicalis

Bauchwand Peritoneum
muskulatur

Harnblase
Symphyse

Corpus caverno- Blaschendrise

sum penis

Rektum
Prostata

Diaphragma urogenitale

Praputium
M. sphincter ani internus

Glans penis Hoden M. sphincter ani externus
Fossa navicularis Corpus spongiosum penis

Abbildung 1: Anatomie der Harnréhre ( Urologie firdie Praxis, A.G. Hofstetter, F.
Eisenberger, Springer Verlag, 1996, S.20, gedruckit der freundlichen Genehmigung des
Springer Verlags)

* Pars intramuralis durchsetzt die Harnblasenwand

» Pars prostatica3-3,5 cm): Blasenhals bis Ausfihrungsgang der
Prostata/Samenwege &@wlliculus seminalis

» Pars membranace@wvenige mm): Distal der Prostata bis zum
Beckenboden

» Pars spongiosg20-25 cm): Beckenboden bis ziMeatus urethrae
externugBulbére Urethra «Penile Urethraessa navicularis

Die Urethra zeigt im Querschnitt eine unterschidwi Lage in Bezug auf den
Schwellkdrper Corpus spongiosum peiidm penilen Teil verlauft die Harnrohre
zentral imCorpus spongiosumm bulbéaren Teil ist der Verlauf mehr dorsal und
exzentrisch. Der Verlauf bzw. die Lage der Uretinraden einzelnen Abschnitten
ist wichtig fur die Entwicklung verschiedener Ogerastechniken. Der Mann hat
neben dem Harnréhrenschwellkdrper noch @agous cavernosum penisid das
Corpus spongiosum glandisleitz et al., 1998).

Die tubuldaren Drisen der Harnrohre (Cowper-Dridéttre-Driisen, Morgagni-

Drisen) kénnen bei der Entwicklung der Harnrohmédst eine Rolle spielen.

Nach chronischen Entzindungen der Harnréhre untdyekiligung der Drisen
kann es zur Vernarbung und Fibrosierung des péhitaien Gewebes kommen
(Heitz et al., 1998).
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Die Cowper-Drisen Glandulae bulbourethralgs minden im Bereich der
Ampulla urethraeDie kleineren Littre-Drisen minden in d&ars membranacea
und derPars spongiosaDie Muskulatur der Harnrohre besteht aus eineffeéen
und einem inneren SchlieBmuskel, welche am Blasewigr und am
diaphragmentalen Durchtritt der Harnrohre zu findend. Der M. sphincter
internus oder M. sphincter vesicaest ein glatter Muskel, wohingegen dht.
sphincter externusein quergestreifter Muskel ist. Neben dem quergitan
Muskel gibt es zusatzlich einen glatten autonomewskél, denM. sphincter
externus glaberDer M. dilatator urethraeund derM. ejaculatoriusbestehen aus

langs angeordneten glatten Muskelbiindeln (Rohe&i0)20

Die Urethra besitzt anatomisch zwei Krimmungen, digvatura infra -und
praepubica Die Curvatura infrapubicageht von dePars membranacehis zur
Pars spongiosaund die Curvatura praepubicdiegt zwischen dem proximalen
und distalen Ende ddPars spongiosaDiese mussen bei der Katheterisierung
bertcksichtigt werden. Die erste praepubische Krimgnkann durch das
Anheben des Penis beim Vorfuhren des Katheterseglisgen werden. Beim
weiteren Vorfuhren des Katheters durch @asphragma urogenital&kann dies
nicht geschehen, daher haben Harnkatheter viekaoh abgerundete Form an
ihrem distalen Ende (Moll and Moll, 2006, Rohen0@)p

Physiologisch bilden derM. sphincter externusim Bereich der Pars
membranaceagas Ostium urethrae internurand dasOstium urethrae externum
drei Engstellen an der Urethra. DRars membranacedat den geringsten
Durchmesser. DieFossa navicularis,die Pars prostaticaund die Ampulla
urethrae am distalen Ende ddpPars spongiosabilden hingegen die weitesten
Stellen der Urethra (Moll and Moll, 2006).

1.2.1.2. Die Anatomie der Urethra des ménnlichen Kaninchens

Beim maéannlichen Kaninchen unterteilt man die Uratlm die Pars pelvina
(Ostium urethrae internum Beckenboden) und die Pars penina (Beckenboden -
Ostium urethrae externymDie Pars pelvinawird in die Pars paeprostaticadie

Pars prostaticaund derPars membranaceainterteilt. Das Beckenstlck der
Harnrohre wird vom quergestreiftévi. urethralis umfasst. Der Kaninchenbock
besitzt im Gegensatz zu anderen HaussaugetierearkBenisknochen (Nickel et
al., 2004).
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Eine Besonderheit beim Kaninchen ist eine unpargliche blasendhnliche
Struktur dorsal der Harnblase. Bereits 1664 wird dxgan erstmals in der
Literatur erwahnt. Seitdem sind mehrere Begriffédgieg. Swoboda z&hlt in
seiner Studie Uber dddtriculus masculinus929 bereits mehrere Synonyme fur
das Organ aufVesicula prostatica, Utriculus masculinus, Vaginasculina,

Sinus prostaticus Morgagni, Vesicula spermaticarisp(Swoboda, 1929).

Sie besitzt zwei seitliche Ausstilpungen, die eindtarus ahnlich sehen. Der
Ursprung dieses Organs wird seit Langem in derr&ite kontrovers diskutiert.
Embryonal sind bei beiden Geschlechtern die Anldgeden weiblichen und den
mannlichen Geschlechtstrakt angelegt. Anfanglicty ghan davon aus, dass diese
Struktur aus den Geweberesten der Millerschen Gégryergeht. Glenister et al.
postulieren 1962, dass dieses Organ eine Kombmatos dem Sinus
urogenitalis Wolfschen Gangen und Uberresten der Millerschingé darstellt
(Glenister, 1962). lhm Aufbau entspricht das Orgalmer dem Uterus des
weiblichen Tieres (Millersche Gange), aber entwingksgeschichtlich kann man
das Organ auch fir eine unpaavesicula seminalijseine Erweiterung und
Verschmelzung der Wolffschen Géange ansehen. Zudaméle der Utriculus
masculinusdes Kaninchens Sperma und dient womdglich als Seaservoir
(Krause, 1884). In der neueren Literatur wir dagddrals Samenblasendrise,
eine akzessorische Geschlechtsdriise, bezeichihéal{€y, 2008).

Abbildung 2. Harntrakt eines méannlichen Kaninchens
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1.2.2.  Mikroskopische Anatomie

1.2.2.1. Der histologische Aufbau der mannlichen Urethra

Die Harnréhre wird unterteilt in di€unica mucosadie Tunica muscularisund
die Tunica adventitia. Die Tunica mucosabestehtaus dem Urothel, der
Epithelschicht der Harnréhre und deamina propria der Bindegewebeschicht
unterhalb des Urothels. Das Urothel und Hemina propriasind durch eine
Basalmembran voneinander getrennt. Die HarnrbhseMi@nnes ist mit einem
mehrreihigen, teilweise mehrschichtigen iso- bischpismatischen Epithel
ausgekleidet. In Richtung Blase liegt das UrotHsl bergangsepithel vor, in
Richtung Penis geht das Epithel in ein mehrschgelsti unverhorntes
Plattenepithel Gber. Je nach Fullungszustand estSdhleimhaut der Urethra in
Langsfalten l(acunae urethralesgelegt. Bei Fullung mit Urin kdnnen diese
verstreichen. DieLamina propria enthalt zahlreiche elastische Fasergeflechte,
Drisengewebe und Venenplexus. Die glatte Muskuti#guHarnrohre besteht aus

inneren Langsbindeln und aul3eren zirkularen Mustalan (Hees, 2000).

1.2.2.2. Der histologische Aufbau der Urethra des Kaninchens

Die Urethra der mannlichen Tiere ist uberwiegend @mem Ubergangsepithel
ausgekleidet. An vereinzelten Stellen kann abeh aic einfach oder mehrfach
geschichtetes hochprismatisches Epithel vorhandien i RichtungGlans penis
tritt, wie beim Menschen, ein mehrschichtiges Blapithel auf (Liebich, 2004).

1.3. Atiologie der humanen Harnréhrenstrikturen

Aufgrund der Lage und der geringen Lange der waheln Harnréhre sind
Harnrohrenstrikturen bei Frauen eher ungewdhnlidbfrhann, 2005). Haufiger
treten sie beim ménnlichen Geschlecht auf. In deratur wird die Harnréhre in
Bezug auf die Lokalisation der Harnrohrenstriktar2i Abschnitte untergliedert.
In den vorderen Teilahnterior urethral stricturesund den hinteren Tefposterior
urethral stricture$. Der vordere Teil ist vor€@orpus spongiosumamgeben, daher
auch alsPars spongiosabezeichnet. Der hintere Teil beinhaltetet diars
membranceaund die Pars prostatica(Barbagli et al., 2003). Aufgrund der
unterschiedlichen Operationstechniken fur die v@estenen Abschnitte ist diese

Einteilung sinnvoll.

Harnréhrenstrikturen kénnen angeboren oder erwodmn. Den erworbenen
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Strikturen liegt entweder eine entzindliche odemeetraumatische Genese
zugrunde. Lumen et al. (2009) haben an einer Stadie 268 mannlichen

Patienten (mittleres Alter 47,7 Jahre) 13 Grundedfe Entstehung einer Striktur
der Urethra festgelegt. Die Hauptursachen in di€dedie waren mit 29,9%
idiopathischer Natur, 19,4% nach TUR (transurethf@esektion), 11,2% nach
urethraler Katheterisierung, 11,2% nach Beckenteauond 9,7% nach

Hypospadie-Korrektur.

Die meisten anterioren Strikturen sind idiopatisabder iatrogener Natur (Fenton
et al., 2005).

Je nach Lokalisation der Striktur kommen verschedérsachen in Frage. Jedes
Trauma der Urethra kann zu einer Harnrohrenstrikfiinren, wobei die
Lokalisation in direktem Zusammenhang mit der Ungasteht. Fir den adulten
Patienten werden Verengungen der Harnrohre unteCH#&r. symptomatisch
(Stack and Schlossberg, 1998).

1.3.1. Angeborene Ursachen

Angeborene Strikturen sind eher selten und komnarptsachlich im vorderen

Teil der Urethra vor. Meist sind sie mit weiteramgaborenen Defekten, wie zum
Beispiel einerHypospadie vergesellschaftet. Bei fehlender Ruckbildung der
distalen Urethralmembran kann es zu einer Meatussée kommen. Diese

Verengungen konnen auch im Zusammenhang eRfemose am Orificium

externumoder im Bereich defossa naviculariguftreten (Rédder et al., 2006).

Harnrohrenklappen kénnen auch eine ObstruktiorHadenrohre verursachen. Vor
allem posteriore Harnrbhrenklappen werden bei mémeh Neugeborenen

haufiger als anteriore beobachtet (Freyschmidt4200

Die hinteren Harnrohrenklappen werden nach Youngirei Typen (Typ 1-3)
eingeteilt, wobei der Typ 3 die hdchste klinischeleRanz hat (Schleimhautsegel
vom Colliculus seminaliszu den vorderen Abschnitten der infracollicularen
Urethra). Durch diese Verengungen kommt es zu fgtoben
Druckverhaltnissen im Harntrakt, was aber durcle d¢itihzeitige sonographische
Untersuchung der Harnréhre des Neugeborenen erkamhtbeseitigt werden
kann (Young et al., 2002).

Eine weitere Missbildung der Harnrohre ist die BuébRingstenose. Sie entsteht
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durch die persistierende Verbindung der endodemm@ienéren) Urethra mit der

ektodermalen sekundaren Urethra (Mori et al., 1989)

1.3.2. Traumatische Ursachen

Traumatische Ursachen lassen sich in iatrogene nicttt iatrogene Ursachen
untergliedern. Seit Beginn der transurethralen Bdhag verschiedenster
Krankheitsbilder steigt auch das Risiko fir Vengtgen der Harnréhre.

Gozzi et al. (2008) gehen davon aus, dass circa 20 traumatisch
verursachten Strikturen eine Folge von transurkgthr&ingriffen jeglicher Art
sind. Zudem stellen sie fest, dass bei 35% dekt8ten keine Ursache genannt
werden kann. Dies sind die sogenannten idiopatais@trikturen. Eine genaue

Anamnese bei Vorstellung des Patienten ist datsrukers wichtig.

latrogen konnen Verletzungen der Harnrohre durchkrdiiaumata der
Instrumente oder aber auch durch DrucknekroseKd#ikieterereinlage entstehen.
Angestautes Sekret und Urin, infolge dessen esrmamemangelndem Spuleffekt
kommt, wirken sekundar entzindungsfordernd auf dasthel (Honnens de
Lichtenberg and Miskowiak, 1990).

Nach einem stumpfen Trauma kann es zur Verletzieyy lilbaren Teils der
Urethra kommen, indem dieser gequetscht oder gefylenBeckensymphyse
gedruckt wird (Biserte and Nivet, 2006). Auch eibriss oder partieller Abriss
der Harnrdhre ist moglich (Elgammal, 2009). BeeeiGewalteinwirkung auf das
Becken mit daraus resultierender Beckenfraktur konas bei 5-10% der
Patienten zur Ruptur détars membranacea Bis zu 66% dieser Verletzungen
des hinteren Teils der Harnréhre sind komplette igsler (Mundy, 1999).
Typischerweise geht ein Abriss der Urethra mit eiBaitterfly-Fraktur der
Beckensymphyse, mit oder ohne Beteiligung des KremzDarmbeingelenks,
oder einer vertikalen Fraktur d€3s sacrum desOs ischii oder desOs pubis
(Malgaigne's Fraktur) einher (Mundy, 1999).

Zudem konnen Strikturen der Harnrohre auch alsd=etm operativen Eingriffen
im Bereich der hinteren Harnréhre vorkommen (tragbualen Prostatektomie,
offene Prostatektomie). Die Inzidenz daftr liegt &% bis 25,7% (Gozzi et al.,
2008, Bader et al., 2010).

Tumordse Geschehen konnen ebenfalls eine Obstrnukteyursachen. Diese
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bezeichnet man dann als maligne Harnréhrenengen.

1.3.3.  Entzindliche Ursachen

Vor 30 Jahren war die Hauptursache der Harnromiknsen zu 40%
entztindlicher Natur (Lumen, 2009). Sexuell Ubetieag Erkrankungen, wie die
Gonorrhoe oder die Tuberkulose, spielten dabei bageutende Rolle (Spence,
1983). Mit Einfuhrung der Antibiose und die Behabdekeit bestimmter
bakterieller Infektionen sind diese Erkrankungeiieser geworden. Auch die
Pravention von sexuell Ubertragbaren KrankheitenNuzeit (HIV-Virus) hat
die Inzidenz fur postentztndliche Strikturen gés€Lumen, 2009).

Dennoch muss bedacht werden, dass in Entwicklundsta die postentztindliche
Striktur mit 54 % bis 66,5% auch in der heutigégit nicht an Bedeutung
verloren hat (Lumen, 2009). Auch die Balanitis @ oliterans kann zur
Verengung deFossa navicularigihren (Steffens et al., 2010, Gozzi et al., 2008)

Andere Erreger, wie das Epstein-Barr Virus (EBVgrpes simplex Virus Typ 1
(HSV-1), HSV-2, Cytomegalovirus (CMV), AdenoviruShlamydia trachomatis,
Mycoplasma genitalium and Ureaplasma urealyticumnki eine Rolle bei der
Entstehung einer Urethritis spielen. Grundsatzkttuer bulbare Teil der Urethra
als Eintrittspforte fir Infektionen der Harnréhre orv entzindlichen

Veranderungen eher betroffen (Berntsson et al.).

1.4. Symptomatik

Patienten, die unter einer Harnrohrenstriktur lejostellen sich mit obstruktiven
Miktionsbeschwerden vor. Der Harnstrahl ist abgesat, Pollakisurie,
Restharngefihl und Nykturie kdnnen auftreten. Diest@ktion kann bis zum
Harnverhalt fihren (Gozzi et al., 2008).

Durch den erhéhten Druck beim Urinabsatz kann es \ferdickung der
Harnblasenwand kommen, déd. detrusor vesicaehypertrophiert. In Folge
dessen konnen eine Detrusorschwache und eine Relbitdung auftreten. Die
Veranderung der Druckverhéltnisse durch die Nidetalng des Urins kann im
schlimmsten Fall eine Niereninsuffizienz herbeiiihr Meistens kommen
sekundar Harnwegsinfekte hinzu (Rédder et al., 28@&zi et al., 2008).

Nur Harnrohrenstrikturen, die urodynamisch wirksamd, missen behandelt

werden (Hofmann, 2005). Bei Erwachsenen werden HEigen ab einer
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Lumengré3e von unter 16 Charr. klinisch relevamagls and Schlossberg, 1998).
Daher ist besonders ein frihzeitiges Erkennen uadaBdeln notwendig, um
sekundare Folgeschaden zu vermeiden (Pansadoienaitidzzi, 1998).

1.5. Diagnostik

Um die geeignete Therapieform bestimmen zu konm&neine umfassende
Diagnostik der Harnr6hrenverengung essentiell. Pidoperative Diagnostik
sollte in Zusammenarbeit mit dem behandelnden @@aralurchgefihrt werden
(Schreiter, 2006).

Die Lokalisation, die L&nge, die Form der Striktund die funktionelle
Auswirkung auf den Harntrakt missen bei der Diagkdeachtet werden (Kilian
and Schreiter, 1998). Wichtig ist zudem eine griohé! Anamnese. Hierbei
werden die Medikamentenanamnese, urologische Viengkkngen oder
Eingriffe sowie Begleiterkrankungen besprochen (hinin, 2005).

Verfahren zur Darstellung der Stenose sind zum  neine
Kontrastmitteldarstellungen der Urethra. Es kantweder eine retrograde oder
eine antegrade Urethrographie bzw. Urethrozystdgeap oder eine
Miktionsurethrographie durchgefihrt werden. Hierbei wird das Kontrastehitt
entweder von retrograd Uber démeatus mit Hilfe eines Katheters oder von
antegrad verabreicht. Die antegrade Darstellung Kdoer einen suprapubischen
Zugang oder systemisch durchgefiihrt werden. AmdBesst es, die dynamische

der statischen Kontrastmitteldarstellung gegeniitsteien (Schreiter, 2006).

Die retrograde Kontrastmitteldarstellung ist einerpmologische Untersuchung
der harnableitenden Wege, wohingegen es sich behuescheidungsurographie
zumindest teilweise auch um eine funktionelle Wsuehung handelt.
Retrograde Darstellung und Ausscheidungsurographif@mbination lassen eine

genaue Beurteilung der Stenose zu (Rodder etG4l6)2

Die Urethroskopie und die Sonographie sind weitkagnostische Verfahren. Die
Endoskopie der Harnrohre und der Blase sollte edem operativen Eingriff

durchgefuhrt werden. Als Kontraindikation gilt Her ein akuter Harnwegsinfekt.
Ein Harnstatus ist daher vor jedem Eingriff oblig&rst nach antibiotischer
Behandlung der Infektion kann die Endoskopie angessen werden, um eine
Bakteriamie zu verhindern. Endoskopien der Harred@md der Harnblase kdnnen

mir starren oder flexiblen Endoskopen durchgefivetden. Beim Einfihren in
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die Harnrbhre ist aul3erste Vorsicht geboten, umek&lerletzungen zu setzen.
Daher ist das Einfihren des Instruments unter Swéhiger risikobehaftet

(Jocham, 2007). Die Grof3e des Endoskops sollte msmegewahlt werden, dass
die Striktur nicht aufgedehnt wird (Stack and Sehlzerg, 1998).

Ein Vorteil der Sonographie st die detaillierte uBeilung der
Gewebeveranderung der Urethra, wie im Fall einegrundeliegenden
Spongiofibrose. Die Untersuchung wird mittels ein@s oder 10-MHz-
Schallkopfs durchgefuhrt (Stack and Schlossber@819Wichtig ist dabei die
dreidimensionale Darstellung der Urethra, um madgié-ehlinterpretationen zu
vermeiden (Gozzi et al., 2008). Aufgrund unzurerctexr Diagnostik werden
besonders proximale, bulbare Harnréhrenstenosenrsélen (Stack and
Schlossberg, 1998).

Die Uroflowmetrie ist ein diagnostisches Verfahréej dem der Harnausfluss
wahrend der Miktion bestimmt wird. Sie dient deljedtiven Feststellung von
Blasenentleerungsstérungen bzw. der quantitativeh qualitativen Beurteilung
des Harnstrahls. Anhand der Uroflow-Kurven kanndexioge Rickschlisse auf
eventuell vorliegende Engstellen schliel3en. Dastéfuder Uroflowmetrie gibt
einen Hinweis auf die Ursache der Verengung der nidare. Eine
Prostataveranderung, Detrusor- oder Sphinkterverand muss dabei ebenfalls
als Ursachen fir eine Obstruktion in Betracht gemogverden. Bei der
Harnr6hrenstriktur kommt es im Uroflow zu einer dieh verringerten
Maximalrate mit einem Plateau. Restharnmengen konsenographisch
gemessen werden. Die Uroflowmetrie ist ein Standafdhren, welches
grundsétzlich als eines der ersten diagnostischigielMingesetzt wird (Schmelz,
2006, Hofstetter, 1996). Die Uroflow-Untersuchunggnet sich gut zur
Verlaufskontrolle (Kilian and Schreiter, 1998).

Eine Magnetresonanztomographie (MRI) bei hinteremnikbhrenstrikturen, wie
sie zum Beispiel nach einem Beckentrauma auftrédann in Kombination mit

einer Kontrastmitteldarstellung sinnvoll sein (Pst& and Webster, 2004).

Neuere diagnostische Mdoglichkeiten, wie zum Belspidie optische
Kohérenztomographie (OCT) kénnen eine Darstellusg@Gewebestrukturen von
einer Grol3e unter 10 um gewabhrleisten (Weidliclalet2007). Wahrend eines

endourologischen Eingriffes war eine Beurteilungs d8ewebes durch den
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behandelnden Urologe bisher nur makroskopisch od®swstoperativ
histopathologisch moglich. Durch dieses minimalsiva Verfahren erdffnen sich
neue Madglichkeiten. Das Ausmald der Spongiofibro3enke somit praoperativ

besser abgeschatzt werden.
2. Die Wundheilung der Harnrohre

2.1 Die Phasen der Wundheilung
Die Wundheilung ist ein dynamischer und kompléxergang mit verschiedenen
Phasen: Exsudationsphase, Proliferationsphase @pdr&ionsphaseéDas Ziel

der Wundheilung ist eine Wiederherstellung desetetién Gewebeabschnitts.

Die Exsudationsphaseauert circa 4 Tage. Nach der Verletzung des Gesvebe
kommt es zur Aktivierung der Gerinnungskaskade, ¥Yasokonstriktion und
Blutstillung im Wundgebiet. Vernetzte Gerinnungshrkte und einwandernde
Zellen in das Gerinnsel setzen WachstumsfaktorinNeutrophile Granulozyten
werden uber Chemokine und Wachstumsfaktoren a@blexflache des verletzten
Gewebes gelockt und wandern durch Diapedese inbevba 24-36 Stunden in
das betroffene Areal ein. Die neutrophilen Granylea phagozytieren das
Fremdmaterial und setzen proteolytische Enzyme fugié Radikale frei. Das
Wundsekret, welches aus Blut, abgestorbenen Zéibé®ilen und Fibrin
besteht, bildet eine Barriere gegen Bakterien an @leerfliche der Wunde.
Monozyten aus dem Blut wandern in der spaten inflatorischen Phase (nach
circa 48-72 h) in das Gewebe ein. Die Makrophagesien eine Schlisselrolle in
der resorptiven Phase der Wundheilung und auch deei Einleitung der
Kollagensynthese. Sie produzieren zahlreiche Zpwkind Wachstumsfaktoren:
u.a. TNFe, PDGF, Vascular Endothelial Growth Factor (VEGFEF-, B, IL-

1, IL-6, IGF-1 und Fibroblast Growth Factor (FGB)e Makrophagen haben eine
langere Uberlebensdauer als die neutrophilen Goagtén und sind daher auch
noch am Ende der entzindlichen Phase bei abgesepkt&Vert vorhanden.
Lymphozyten wandern spater als die anderen Entzigziellen ein (Souza-
Offtermatt, 2004, Velnar et al., 2009, Liedl, 2007)

Die Proliferationsphase beginnt am 3. Tag und Kaisrzu 2 Wochen andauern.
Hauptsachlich kommt es hierbei zur Angiogenesehrablastenmigration und

zur Produktion von Kollagen. Der grof3te Trigger flie Angiogenese ist die
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Hypoxie im Wundgebiet. Die Fibroblasten produzietke Gewebematrix. Das
Maximum des Kollagengehalts der Wunde ist am 18. Aach der Verletzung zu
sehen. Im Wundgebiet herrscht ein permanenter Anél -Abbau an Kollagen.
Fibroblasten, die bereits ab dem ersten Tag nachvddetzung vor Ort sind,
werden unter anderem von den Faktoren TGF- undFAPBIGviert. Ab dem
Ende der ersten Woche differenzieren sich die Bibsten zu den
Myofibroblasten. In dieser Phase kommt es auchV¥undkontraktion, welche
die Wundenden einander annahert. Die abschlie3Ragparationsphase dauert
circa 5 Tage. Dabei wird die extrazellulare Matumstrukturiert. Bis zum
entglltigen Remodelling des Geweb&&nnen Monate bis Jahre vergehen
(Jocham, 2007, Velnar et al., 2009, Souza-Offtet;/2804).

Die Wundheilung lauft entweder als priméare, sekwuadéder tertidre

Wundheilung ab. Primare Wundheilung gibt es nurWeinden, die sauber und
nicht infiziert sind. Zudem miussen die Wundrandattgind leicht zu adaptieren
und die Durchblutung des verletzten Gebietes darhitnbeeintrachtigt sein.

Infizierte, weit klaffende Wunden mit einem groRe@ewebedefekt oder
trophischen Stérungen heilen sekundéar. Es wird mefir Ersatzgewebe gebildet,
um den Defekt zu Uberbricken (GranulationsgewebBe gréRere Narbe mit
weniger rei3festem Kollagen entsteht. Tertiare Waaildng gibt es nur nach

Transplantation von Gewebe (Souza-Offtermatt, 2004)

Bei der Narbenbildung im erwachsenen Organismustedtit nach einer lokalen
Entzindungsreaktion Bindegewebe, das zum Uberwiegen Teil von

Fibroblasten und Myofibroblasten gebildet wird. &8e haben kontraktile
Eigenschaften, die zur Zusammenziehung des Wundgsvend somit zur
Lumenreduktion réhrenférmiger Organe fiihren konfRedemann and Bamberg,
1995).

Die genauen Mechanismen, die bei der WundheilurrgH#enrohre ablaufen,
missen noch geklart werden. Unklar ist auch, ob/Mimdheilung der Harnréhre
mit der anderer Organe vergleichbar ist (Cavaloatrdi., 2007).

2.2. Die Pathogenese der Harnrohrenstriktur
Fur die Pathogenese der Harnrbhrenstriktur ist zunen die Verletzung der
Schleimhaut und zum anderen die entziindliche Rmakties Gewebes ein

wichtiger Faktor. Die Reduzierung des Harnrohremomist abhéangig von der
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Auspragung der Narbe und der zugrunde liegendemdipitbrose. Das Lumen
der Urethra ist je nach Schwere mehr oder weniggeengt. Die Verdnderungen
gehen von einer geringen Narbenspange bis zu ausgrepragten Spongiofibrose
mit Fistelbildung (Bandhauer, 1991). Die Extravasat des Urins nach
Verletzung der Urethra spielt eine bedeutende Ratte Hinblick auf die
Strikturentstehung. Dieser Prozess verstarkt iresges die periurethrale
entzindliche Reaktion (Scherz et al., 1992, SinghBlandy, 1976).

Morgia et al. (2000) sehen im Bereich der Strikh@ rein mikroskopischer
Betrachtung eine chronische Entzindung mit einem mptexen
pseudogeschichteten  kubischen Epithel. An elekimoma@oskopischen
Untersuchungen entwickeln sie die Hypothese, dass Strikturbereich
Veranderungen der Kollagenbiosynthese (hyperdenged nicht normal
strukturiertes Kollagen) und der Fibroblastenaktivhg stattgefunden haben
missen. Zusatzlich untersuchten sie den Kollageaigeler Strikturen. Hierbei
war der Anteil an Kollagen Typ 1 im NarbenbereishVergleich zum normalen
Gewebe von 75,1% auf 83,9% erhoht. Kollagen Tymr@egen war reduziert
(24,9% auf 16,1%). Die zugrunde liegenden exogemagger, die fur die
Veranderungen auf molekularere Ebene der Protagbibese bzw. der
kollagenen  Matrix verantwortlich sind, konnten Hes noch nicht weiter
identifiziert werden. Rein hypothetisch kdnnen aacigeborene oder erworbene
Kollagen-Defekte zu wiederkehrenden Strikturen éihiMorgia et al., 2000).

In einer tierexperimentellen Studie wurden die Hdinnen von 40 mannlichen
Meerschweinen mit einer feinen Schere auf Hohe lidbaren Anteils (mit
unterliegendemCorpus spongiosum verletzt und anschlieend wurde das
Gewebe der Tiere am Tag 2 und 1, 2, 3, 4, Wochah 1&trikturinduktion
histologisch untersucht, um die zeitliche Entwicidu der Striktur
nachzuvollziehen. In der ersten Woche sind Fibsibla und Myofibroblasten
vorherrschend, das Urothel einschichtig oder uzeri3-4 Wochen nach der
Verletzung zeigt sich histologisch kein Rickgangmzmormalen urethralen
Gewebe. Es sind vermehrt kollagene Fasern, abem kalastische Fasern
vorhanden. Das Urothel zeigt sich zum Teil als tBfapithel (Scott and Foote,
1980).

Die Rolle der Myofibroblasten in der Strikturentst@g gilt als bewiesen, da

diese bereits in der frihen Phase der Wundheillorhanden sind (Scott and
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Foote, 1980).

Wichtig ist in Bezug auf die Ausbildung der Narbe &rage, ob der Anteil an
Kollagen in der Striktur erhdht ist oder nicht, wes zum Beispiel bei
hyperthrophen Narben der Haut der Fall ist odersmh das Verhdltnis der
einzelnen Komponenten zueinander andert? Dazu @t verschiedene

Untersuchungen.

Da-Silva et al. (2002) bestatigen die physiologisnterschiedliche Konzentration
an Kollagen und Glycosaminoglycanen innerhalb dmschiedenen Abschnitte
der spongitsen nativen Urethra. Das glandularenradet Segment enthalt im
Gegensatz zum bulbaren Anteil am meisten Kolla@emaus schlussfolgern sie,
dass es unterschiedliche Anpassungsmechanismeeirdeinen Abschnitte der
Harnréhre in Bezug auf die Narbenbildung gibt. Giroitinsulfat,

Dermatansulfat und Heparansulfat sind die domimardgcosaminoglycane in
der mannlichen spongiosen Harnrohre. Verschiedéyam&minoglycane spielen
eine modulatorische Rolle, indem sie zum Beispieh dribroblasten-Growth-

Factor prasentieren kbnnen (Da-Silva et al., 2002)

Einerseits wird postuliert, dass die Menge an Kmlaim Strikturbereich an sich
zunimmt, andererseits das Verhaltnis der einzeli@ilagenkomponenten
zueinander verschoben ist (Cavalcanti et al., 20Q@)agen Typ 1, welches in
der Striktur im Vergleich zur gesunden Harnrohremehrt vorhanden ist, ist
zustandig fur die Festigkeit der Narbe. Auch bedeaen Erkrankungen wie der
Lungenfibrose findet man dieses Phanomen. KultwieFibroblasten aus
Keloidwunden hatten ein erhéhte mRNS (MessengeoiiRikleinsaure) Level fur
Kollagen Typ 1 (Baskin et al., 1993). Zusammenfaddasst sich feststellen, dass
der Mechanismus der Strikturentstehung nach wienudnt vollstandig geklart

ist.

2.3. Die Myofibroblasten

Der Myofibroblast ist eine spezialisierte Zelle d&undheilung. Er entwickelt
sich aus dem Protomyofibroblast, einem aktivieri@broblasten. Als weitere
Quellen fur die Myofibroblasten werden unter andereaskulare, glatte
Muskelzellen, Perizyten oder Mesenchymalzellenuwdiskt (Hinz, 2007, Yarnold
and Vozenin Brotons, 2010). Allerdings finden saich im gesunden Gewebe

Myofibroblasten in der Haut, in Haarfollikeln, imefdont und in der Lunge
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(Meister, 1998).

Die Myofibroblasten, welche sich aus dem Fibroldadtibrozytensystem
entwickeln, entstehen aus den Vorlauferzellen Mgiitotische Fibroblasten II).
Die mitotischen Fibroblasten (MF I-11l) bilden d&silungsfahige Kompartiment
dieses Systems, wahren die PMF [V-VI (postmitowsthFibrozyten) die
Produktion von Bindegewebe als Hauptaufgabe haRedgmann, 2006).

Fibroblasts PDGF EGF
PDGF, FGF2 ECF #1520 bFGH 5.8
R bFGF
Ins, Dex, TS

MFl?Fr? MF || comsmlp MF II|

PDGF TGFR

TGF

Ecr §20°3 \

bFGF TGFR TGFR

Myo-Fib.

@ @ \PMF

Osteoblasts Chondroblasts
@ bFGF, CTGF, TGFR,
IGF1, BMP-2, GDF5

Abbildung 3: Fibroblasten-Fibrozyten-System (MF. Wauferfibroblasten; PMF:
Postmitotische Fibrozyten) (Rodemann, 2006)

Phanotypisch zeigen sich die Myofibroblasten als Belltyp zwischen den
Fibroblasten und den glatten Muskelzellen. Die Niymblasten exprimieren das
a-SMA  (Alpha-glatt-mukulare  Aktin), ein Isoprotein, welches als

Myofibroblastenmarker dienen kann. Komponenten ebdrazellularen Matrix,

mechanischer Druck, Zugkrafte und inflammatorisZgeokine (TGF-$ 1) sind

beteiligt an der Umwandlung der Fibroblasten in tgofibroblasten (Hinz,

2007, Desmouliere et al., 2005).

Hauptaufgabe der Mpyofibroblasten ist zum einem dteoduktion der

extrazellularen Matrix (Kollagen Typ 1, 3, 4, 5bFinectin, Tenascin), zum
anderen auch die Kontraktion der Wunde. Myofibretda sind Uber Gap
Junctions miteinander und mit der extrazellulareat™ verbunden und reagieren
auf mechanische Reize. Stimuliert wird die Wundkaktion unter anderem
durch TGFB und PDGF. Besonders die Makrophagen spielen eictgige Rolle

in der Aktivierung der Myofibroblasten. Sie exprerén PDGF und spezielle
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Proteine (MIP, MCP), die stark mitogen und chemiak auf die
Myofibroblasten wirken (Rubin et al., 1999).

Aktivierte Ruhende Myofibroblasten
Makrophagen Fibroblasten
*
\ IL-1
TN F-u —
PDGF
FGF 4

Aktivierte Myofibroblasten

Ruhende
Makrophagen/Monozyte —

IL-1: Interleukin 1, TNF: Tumor-Nekrose-Faktor
PDGF: Platelet Derived Growth Factor
FGF: Fibroblast growth factor

=)

Abbildung 4: Interaktion zwischen den Makrophagenfozyten und den Myofibroblasten

In vivo und in vitro gibt es eine direkte Korrelai zwischen der Menge an
SMA und der Wundkontraktilitdt (Lorena et al., 200Die Myofibroblasten
sollen durch diese Eigenschaft die Wundenden ndheinander fuhren (Shin et
al., 2006). Offene Wunden enthalten somit mef8MA als bereits geschlossene
(Meister, 1998, Hinz, 2007). Bei der physiologisth&/undheilung sind die
Myofibroblasten solange vorhanden, bis das Gewepariert ist (Hinz, 2007).
Kommt es zu einer gestérten Wundheilung, bedeutats, ddass die
Myofibroblasten weiterhin vorhanden sind und exth#dre Matrix produzieren

und es infolge dessen zu einer Fibrose kommen {aomena et al., 2002).

Die Myofibroblasten sind demnach von grof3er Bedmytiiir die physiologische
Rekonstruktion des Bindegewebes nach einem Geveelve#t, aber auch bei der
pathologischen Deformation und der Entstehung eiRdarose. Wenn die
Wundheilung abgeschlossen ist, gehen die Myofilastbh normalerweise in die
Apoptose-Phase tUber. Man nimmt an, dass der abmeleméellstress und der
verbesserte intrazellulare Kontakt dazu fihren. Hygperthrophen Narben
hingegen sind Myofibroblasten sehr lange vorhan®amer geht man davon aus,

dass bestimmte Myofibroblasten-Subtypen eventue#mpfindlich gegentber
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speziellen Apoptose-Triggern sind oder die Apoptiodelge einer Storung der
Wundheilungskaskade grundsatzlich nicht eingelerted (Hees, 2000, Lorena et
al., 2002).

Im Tiermodell konnte nachgewiesen werden, dass e@er Inzision in ein
Granulationsgewebe die Apoptose der Myofibroblastesht eingeleitet wird
(Hinz, 2007).

3. Historischer Uberblick zur Therapie der

Harnrohrenstrikturen

Die Behandlung von Harnréhrenverengungen hat kinge Tradition. Schon

von den Agyptern sind transurethralen Eingriffent napyrusrollen und

Bronzekathetern durchgefihrt worden. In Pompejiztemt die Menschen Blei-

und Kupferkatheter zur Dilatation (Schultze-Seemda®82). Strikturen wurden

bei Griechen mit einer antegraden, inneren Sckihittihg und anschliel3enden
Exzision therapiert. Immer wieder tauchen Berichiber verschiedenste
Therapiemdoglichkeiten auf, aber die Ursache deehgung der Harnrohre bleibt
bis ins 18. Jahrhundert ungeklart (Moll, 1999).

Mit der Entdeckung Nordamerikas und Beginn der Nduizaten die sexuell
Ubertragbaren Krankheiten in den Vordergrund umditsauch die Bedeutung der
Behandlung der Striktur. Die transurethrale argtdgr innere Urethrotomie und
spater die retrograde innere Urethrotomie wurdetwiekelt (Moll, 1999,
Schultze-Seemann, 1982).

1853 wurde von dem franzdsischen Arzt Antonin Jé&esormeaux das
Urethroskop entwickelt. Er gilt als Pionier der Bslopie. Zuerst war das
Endoskop nur mit einer externen Lichtquelle, spétiéreiner internen Lichtquelle
ausgestattet (Brandes, 2008, Schultheiss et &8)19Zur gleichen Zeit standen
in anderen Landern wie England, USA und Frankreiektrische Methoden zur

Beseitigung der Strikturen im Mittelpunkt (Moll, 29).

1876 entwickelte Fessenden N. Otis (1825-1900) ®irethrotom ohne
Sichtkontrolle. Da der Schaft des Urethrotoms dafeit ist, kann es bei sehr
engen Strikturen nicht eingefiihrt werden. Otis éckelte die Methode der
.dilatierenden Urethrotomie“, um den urspringlichustand der Harnrohre

nach multiplen Strikturen wieder herzustellen (M&B99).
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Eine Weiterentwicklung des Urethroskops gelang 1Ban S. Fischer, der die
Elektrokoagulation bzw. Elektoresektion mit der Bskbpie verbinden konnte.
Hans Sachse modifizierte 1971 das Urethrotom naskhé&r, indem er die

Elektrokoagulationsschlinge durch ein ,kaltes Messgsetzte. Zu dieser Zeit
war die Elektrokoagulation der Goldstandard. Sadré@annte, dass die durch
eine Schlitzung ohne Hitze weniger Nekrosen undtdResen entstehen. Das
erste ,Sachse-Urethrotom* wurde von der Firma Katbrz Co., Tuttlingen

gebaut (Brandes, 2008, Schultheiss et al., 1998).

Im April 1977 wurde von dem deutschen Hartig Bulodie erste
Laserurethrotomie mit einem Neodynium-Laser durélige. Ein Jahr spater
begann Carl Friedrich Rothauge in Giel3en mit dewéndung des Argon Lasers.
Auch der KTP- (Kaliumtitanylphosphat) und der Halm-Yttrium-Aluminum-
Laser kamen zum Einsatz (Schultheiss et al., 1998utzutage werden
verschiedene Lasersysteme fiur die Behandlung dernrétaenstrikturen
eingesetzt. Es sind Systeme mit hoher thermischeku\y oder Systeme zum
Kontaktschneiden vorhanden (Hofstetter, 2003).

Auch plastische Verfahren wie die End-zu-End Anastse wurden schon 1883
an der Harnrohre durchgefihrt (Brandes, 2008). énHistorie der Behandlung
der Harnréhrenstrikturen lasst sich erkennen, dassben modernen
Behandlungsmaoglichkeiten ganz alte Prinzipien, digeDilatation der Harnrohre,
bis heute eine Rolle spielen (Moll, 1999).

4. Therapieformen der Harnréhrenstrikturen

Die Behandlung eines akuten Harnstaus gehort ziedstean MalRnahmen bei der
Therapie der Harnrohrenstrikturen (Gozzi et al.080 Hierzu eignet sich

entweder das Anlegen einer suprapubischen Blasenfisler das vorsichtige

Einlegen eines Dauerkatheters (Gozzi et al., 2088t nachdem dieses akute
Problem behoben ist, kann mit der Therapie dekiBtribegonnen werden. Zur
Behandlung der Harnrohrenstriktur stehen je nackrnfaf3, Lange, Haufigkeit des
Auftretens, der Ursache und der Lokalisation veestdn Therapieméglichkeiten

zur Verfigung:
* Dilatation

* Urethrotomia interna
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+ Laserverfahren
« Harnrbéhrenstents
* Harnrohrenanastomosen

* Harnréhrenplastiken

4.1. Dilatation der Harnréhrenstrikturen

Die Dilatation der Harnrdhre ist eine der altestiéethoden zur Behandlung von
Harnréhrenverengungen. Ziel der urethralen Dilatatist eine dynamische
Aufdehnung der Narbe und eine Vergréferung des bhdorehmessers der
Urethra. Dies geschieht durch die Auswirkung degiirkenden Zugkrafte auf
die Narbe. Komplikationen dieser Methode kénnen rigse, Infektionen,
posttraumatische Odeme, Schleimhauttrauma, Extéieas Blutungen und eine
Via falsa (= falscher Weg durch eine Perforation der Harrettvand) sein
(Bandhauer, 1991, Niesel et al., 1995).

Das Aufdehnen odebpugierefi der Harnréhre (engBougie= Dehnsonde) wird

mit Hilfe von Kathetern oder speziellen Ballonkddra durchgefiihrt. Die

Bougierung mit Dehnsonden wird schrittweise duréhige. Die Dehnung sollte

nicht Gber 18 bis 24 Charr. hinausgehen (Bandhdi$®x]). Ballonkatheter, wie
sie auch in der Kardiologie zum Einsatz kommerghemen weniger traumatisch
fur das Gewebe, da die Krafte hierbei exzentristkem (Niesel et al., 1995). Die
Ballonierung erfolgt unter Rontgenkontrolle. Dieu2a der Dilatation betragt ein
bis funf Minuten (Schreiter, 2006). Die Methode degdehnens hat den Vorteil,
dass sie schnell, effektiv und einfach in der Diiiblung ist (Niesel et al., 1995).
Der Nachteil ist die hohe Restrikturrate (Nieselkt 1995). Laut Niesel et al.
(1995) gibt es eine anfangliche Erfolgsrate von%0ei der Anwendung der
Ballondilatation, aber Pansadoro et al. (PansadntEmiliozzi, 1998) berichten
hingegen Uber eine Rezidivrate von 89% bei einedattes Follow up nach
durchgefuhrter Ballondilatation (Pansadoro and i, 1998, Niesel et al.,
1995). Andere Studien postulieren eine weitausngere Therapieerfolgsrate im
Vergleich zur Urethrotomia interna (Mohammed andikva, 1988).

Die Auspragung des Narbenrings ist bei der Wahl Behandlungsmethode
ausschlaggebend. Wo es bei der Dilatation zu Eanisdes Narbengewebes

kommen kann, wird hingegen bei der Urethrotomiarimt die Narbe Uber ihre
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gesamte Lange eingeschnitten. Bei Patienten, dieciaar rein epithelialen
Striktur ohne Spongiofibrose leiden, kann diesehddé potentiell kurativ sein
(Stack and Schlossberg, 1998). Auch eignen sichbdibaren kurzstreckigen
Stenosen flr diese Behandlungsform (Mundy, 2006).

4.1.1. Die Urethrotomia interna nach Sachse
Neben der Urethrotomia interna nach Otis ist diethhotomia interna nach

Sachse eine weit verbreitete Behandlungsmethode.

Das Prinzip der Urethrotomia interna ist eine Etereing des Harnrbhrenlumens
durch eine Inzision des Narbengewebes. Die Inzikann von antegrad oder von
retrograd durchgeftihrt werden. Die Sichturethromr{DVIU = direct vision
internal urethrotomy ermdglicht im Gegensatz zur ,blinden Urethrotohmach
Otis eine exakte Schnittfiihrung. Die Urethrotomrméeina nach Sachse ist ein
etabliertes Verfahren zur Behandlung von kurzstgeek Strikturen. Der Patient
wird in Steinschnittlage gebracht. Ohne vorherigaigderung wird die Striktur
mit einem Sichturethroskop dargestellt. Kochsalaigs wird als Spullésung
eingebracht, um das Lumen der Harnrohre offen fiermaDie Harnréhre wird
auf 12 Uhr geschlitzt, da dort die Verletzungs- @hatungsgefahr am geringsten
ist. Im membrandsen und bulbésen Anteil der Urettsallten die
GefalRnervenbiindel geschont werden. Die Narbe mog®its eingeschnitten
werden, bis der Durchmesser der Harnréhre den Dngsker des Instruments um
ein Drittel Uberschreitet (Bandhauer, 1991).

Einige Chirurgen bevorzugen auch das EinschneideiNdrbe auf 10 und 2 Uhr,
andere wiederum bei 2, 6 und 10 Uhr. Es gibt keamelomisierten Studien Uber
die Effizienz der einzelnen Schnittmuster. Das ®erén wird unter lokaler oder
regionaler Anasthesie durchgefihrt. Dabei sollte 8iriktur Uber die gesamte
Lange geschlitzt werden. Bei langstreckigen Stritukdnnen auch mehrere
Schnitte von No6ten sein. (Rodder et al., 2006, 8o®» and Emiliozzi, 1998,
Schreiter, 2006, Naudé and Heyns, 2005).

Komplikationen treten in 7-11% der Falle auf. Zwes#in gehtéren Blutungen,
Infektionen der Harnr6hre oder die Extravasation ¥ntrastmittel oder Urin.
Auch die Frage nach der Einlage eines Dauerkatheparstoperativ wird
kontrovers diskutiert. Von 24-35 Stunden bis ZW/é6chen nach der OP geht die

Spannbreite (Pansadoro and Emiliozzi, 1998). Eieeoperative Antibiose im
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Sinne einer prophylaktischen Antibiotikatherapiesianvoll (Sachse et al., 1985).

Als weitere Nebenwirkungen einer Urethrotomiainéenach Sachse kdnnen bei
2,2 bis 10,6% der behandelten Patienten eine ErdRjisfunktion aufgrund der
direkten Schadigung der kaverndsen Nerven aufti@ehnneider et al., 2001).

Laut Roédder et al. (Rodder et al., 2006) sind 5% @l2r Patienten nach der ersten
Urethrotomia interna nach Sachse rezidivfrei. Pdoisa et al. (Pansadoro and
Emiliozzi, 1998) sprechen von 56-95%. Bei Striktuteter 1 cm geben Niesel et
al. (Niesel et al., 1995) eine Rezidivireiheit vtin87% an. Gozzi et al. (Gozzi et
al., 2008) berichten ebenfalls bei kurzstreckigéan8sen unter 1,5 cm von einer
Erfolgsrate von 74%. Treten Rezidive auf, solltéateptens nach dem 2. Rezidiv
eine offene Plastik der Harnréhre angestrebt we(Bénlder et al., 2006, Niesel

et al., 1995, Gozzi et al., 2008, Pansadoro andi&mni, 1998).

Heyns et al. (Heyns et al., 1998) raten nach deUr&throtomia interna zur

Urethroplastik, da es kaum Erfolgsaussichten (@letyns et al., 1998).

Auch die urodynamischen Kontrollen postoperativ egetufschluss tber den
Therapieerfolg. In den letzten Jahren gelten Weugter 15 ml/s als

Therapieversagen (Schreiter, 2006).

Pansadoro et al. (1998) stellten in einer Studi@2h Patienten eine Erfolgsrate
bei bulbaren Strikturen bei 42% und bei penilerik&iren bei 16% fest. Der
Erfolg war unabhangig von der Atiologie aber ablignvgn der Lokalisation, der
Lange, dem Durchmesser (grof3er oder kleiner al€Hdir.) und der Anzahl der

Strikturen (Pansadoro and Emiliozzi, 1998).

Andererseits wird festgestellt, dass das ErgebarsUtethrotomia interna auch
von der Atiologie der Striktur abhangig ist. latemgverursachte Strikturen sind
besser zu behandeln als postentzindliche oder rgasiatische. Mehrfach
durchgefuhrte Schlitzungen der Harnréhre fiihren ¥arschlechterung der

Spongiofibrose (Niesel et al., 1995).

Gozzi et al. (2008) geben daher als Indikation €lie Verwendung der
Urethrotomia interna kurzstreckige, unbehandeltdbdre Strikturen ohne
Spongiofibrose und mit ausreichendem Abstand zunimnantsen Harnréhre an
(Gozzi et al., 2008).

In einer neuen retrospektiven Studie von Santucal. €2010) mit 136 Patienten,
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die einer Urethrotomia interna unterzogen wurdemclSe-Schlitzung oder
Laserverfahren), zeigte sich, dass 49% der Stektun der bulbaren Urethra
rezidivierten. Wahrend viele Studien von einer Edoate von 20-95% bei der
ersten Urethrotomie sprechen, gehen Santucci e2@lL0) nur von 8% aus.
Wiederholte Urethrotomien haben eine Erfolgsaussiom 0-8%. Wenn nach 3
Monaten keine Restriktur auftrat, bleiben 60% datidnten fir 48 Monate
rezidivfrei (Heyns et al., 1998, Santucci and Hms¥g, Santucci and Eisenberg,
2010).

Problematisch bei der Beurteilung des Langzeitgsfosind unterschiedliche
Beurteilungskriterien des Erfolgs der OP und audk dnterschiedlichen
Nachbeobachtungszeiten der durchgefiuhrten Studiaoh die innerhalb einer
Studie wechselnde Chirurgen sind ein Problem beiB#irteilung des Erfolgs
(Heyns et al., 1998)

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Ugethiaointerna insgesamt eine
niedrigere Erfolgsrate hat als die Urethroplastiikd wlaher die Indikation dieser
OP-Technik gut Uberlegt werden muss. Bei multiplend langstreckigen,
wiederkehrenden, penilen und membrandsen Striktoeer bei ausgepragter
Spongiofibrose sollte eine Urethroplastik in Beltagezogen werden (Naudé and
Heyns, 2005).

4.1.2. Die Urethrotomia interna — Laserverfahren

Der Einsatz von Lasetight amplification of stimulated emission of ratile) in
der Urologie ist heutzutage nicht mehr wegzudenkéor. allem das Team um
Professor Dr. A. G. Hofstetter in Minchen hat emésgend zur Entwicklung der
Geschichte der Laseranwendung in der Urologie beigen. Je nach Indikation
und Behandlungsgebiet werden unterschiedliche Lasérgesetzt. Die
biologischen Wirkmechanismen der Lasersystemeras®d in  thermische und
athermische Eigenschaften einteilen. Zwischen 45°ur@@ 50° C gibt es
Veranderungen an der Zellmembran und an den Enzyfief0° C entsteht eine
Koagulation der Proteine, welche durch die Weillfathdes Gewebes optisch
sichtbar wird (Hofstetter, 2003).

Verschiedene Laser sind seit Ende der 70er Jahi&nsatz. Man unterscheidet
dabei Systeme mit hoher Inzisionskraft und Systeame hoher thermischer
Wirkung. Neodym-YAG Laser, CO2 —Laser und der Argdraser gehoéren zu
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den Systemen mit hoher thermischer Wirkung. KTPetascimerlaser, Neodym-
YAG-Fibertom, Diodenlaser, Erbiumlaser und der HoliYAG Laser sind
hingegen Systeme zum Kontaktschneiden (Schnee@8).20

Laserbehandlungen bieten den Vorteil, dass weroger geringere Blutungen
auftreten und lber das thermische Verfahren einagWlation der behandelten
Wunde entsteht. Nachteile der Lasertechnologie simie hohen
Anschaffungskosten und das Problem, dass der Laisét in allen Zentren
vorhanden ist. Vorteile gegenlber der Sachse-Urtetinie sind bislang in der
Literatur nicht eindeutig belegt (Niesel et al.,9%9 Schneede, 2003, Moreno
Sierra et al., 2008)

4.1.2.1. Diodenlaser

Grundsatzlich besteht ein Laser aus verschiedenamd8lementen: Einem
aktiven Medium, einer Pumpquelle und einem Resonatdnter einem
Diodenlaser versteht man einen aus einer oder mehrdaserdioden
bestehenden, mit elektrischem Strom gepumpten, léf@ibaser. Diodenlaser
wandeln elektrische Energie am effektivsten in kehte Radiation um (Knappe,
2003). Diodenlaser werden in der Urologie fur diehBndlung der benigen
Prostatahyperthrophie, bei Harnblasenkarzinomen derdUrethrotomia interna
eingesetzt (Hofstetter, 2003).

In der Behandlung der urethralen Strikturen mitesnDiodenlasern haben
Guazzieri et al. mit einem Diodenlaser der Welleg& 980 nm bei 45 Patienten
nach einer 1-Jahres und einer 2-Jahres Folgeuokensg eine Erfolgsrate von
79,5% und 71%. Eine weitere Studie verwendete gurésbprechend einen
805 nm Diodenlaser (Kamal, 2001, Guazzieri et a0D01). Der 1.470 nm
Diodenlaser ist in der Humanmedizin in der Phleg@aind der transurethralen

Prostataresektion im Einsatz (Seitz et al., 2009).

4.2. Die Urethroplastik

Eine plastische Rekonstruktion der Harnréhre kaifinHitfe von verschiedenen

OP-Verfahren herbeigefiihrt werden. Bei der End-md-Bnastomose werden
nach Entfernen des Narbengewebes die beiden Engletur@thra aneinander
gendaht. Bei kurzstreckigen Strikturen (unter 2 dex) bulbaren Harnréhre werden
gute Klinische Ergebnisse mit der Strikturresektiand der End-zu-End-

Anastomose erreicht (Rodder et al., 2006, Gozai.e2008).
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Die bulbaren Urethra besitzt eine gewisse EldéatizEie kann 2-4 cm gedehnt
werden. Dies ermdoglicht bei kurzen bulbaren Verewggm (unter 2 cm) eine

Dehnbarkeit der Harnrohre, die nur in diesem Bérendglich ist. Dabei ist zu

beachten, dass an jedem Ende mindestens 1 cm agb&ewrhanden sein muss,
damit die Enden bei der Anastomose uberlappen. driégnDefekt konnen daher
nicht mit der Exzision und der End-zu-End-Anastoendsehandelt werden

(Andrich and Mundy, 2000).

Bis zu 90% Rezidivfreiheit kann mit der End-zu-EAwastomose erreicht
werden. Nachteile dieses Verfahrens kdnnen dierlbnatehene Durchblutung
nach Exzision der Striktur darstellen, auch eineuseichende Mobilisierung der
Schleimhaut und in diesem Zusammenhang auftreteépp@nnung auf die

Wundnaht kénnen das Langzeitergebnis beeintrachtigédder et al. berichten
von einer 85% Rezidivfreiheit Gber 10 Jahre bétrger Indikationsstellung. Sie
geben neben den bulbaren auch die membrandsemugirikeglicher Atiologie

als Einsatzgebiet der End-zu-End-Anastomose and&¢et al., 2006, Gozzi et
al., 2008). Bei einer primaren Anastomose ist damén der Harnréhre nach
Abheilung immer kleiner als der urspringliche Dungsser der Harnrohre. Das
heil3t, dass es immer einen gewissen Vernarbungsgiatd (Stack and

Schlossberg, 1998). Vor jedem Eingriff sollte dietzte Manipulation der

Harnréhre 8-12 Wochen bzw. 3 Monate zurickliegetadls and Schlossberg,
1998).

Die Rekonstruktion der Urethra kann auch mit einfélap (gestielten Lappen)
oder mit einem Graft (freien Transplantaten) dueftigrt werden. Zu
unterscheiden sind weiter die One-Stage Urethrokéas und die Two-Stage
Urethroplastiken. Transplantate kdnnen aus verdehen Geweben enthommen
werden: ausgedinnte Vorhaut oder MundschleimhaugseBschleimhaut,
Lingualschleimhaut und mit dem Dermatom entnomm@herschenkelhaut. Die
Oberschenkelhaut eignet sicher aber weniger aufigder Behaarung und der
Dicke der Haut (Barbagli et al., 2003, Gozzi et 2008, Zinman, 2000)

4.3. Harnrohrenstents
Ein Harnr6hrenstent ist eine endoluminale Prothdisedas Lumen der Harnrbhre

soweit offen halten soll, dass ein Urinabflussdén Patienten mdglich ist.
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4.3.1. Geschichte der Harnréhrenstents

Der erste Metallstent wurde 1980 von Fabian bestataobstruktionen eingesetzt
(Schreiter, 2006). Nachdem man in anderen Fachigeber Medizin wie der

Kardiologie gute Erfahrungen mit Stents gemachtehatntwickelte man den

ersten Stent, der die Urethra offen halten soiese Implantate sollen sich mit
ihren elastischen, radialen Ausdehnungskraften gelge Urethrawand driicken

und somit das Lumen offen halten. Permanente Sstellen eine Alternative zu

den transurethralen Dauerkathetern oder einer Bupischen Fistel bzw.

Zystotomie dar (Schreiter, 2006, Niesel et al.,5)99

4.3.2. Klinische Erfahrungen mit Stents in der Urologie

Man unterscheidet grundsatzlich temporare und peemta Stents. Permanente
Stents sind leicht unter lokaler Betaubung einzesetund sollten etwa 0,5 cm
entfernt von SchlieBmuskel der Blase platziert wardSie werden primar in der
bulbomembrantsen Urethra verwendet. In der penleEnnrohre sind sie
ungeeignet. Komplikationen beim Einsatz der pereanStents sind die
Dislokation, Inkrustation des Lumens, eine Stethlmlg, Schmerzhaftigkeit,
Hamaturie, Inkontinenz und wiederkehrende Infeldionder Harnrohre.
Permanente Stents sollten nicht bei Kindern un@ddiichen eingesetzt werden.
Die Strikturen dieser Altersgruppen sollte man p@rimoperativ versorgen
(Schreiter, 2006, Milroy, 1998).

Laut Niesel et al. (1995) sind in der Literaturesirfolgreicher Behandlung mit
Stents bei Uber 90% der Untersucher beschriebebeiwbe meisten Follow up

Zeiten 2 Jahre nicht Uberschreiten. Milroy et 8898) berichten von einer Studie
Uber den Einsatz des Urolum-Harnrbhren-Stents eawm 5 Jahres Follow up
von einer 93% Patientenzufriendenheit. 84% dereRtEn hatten in dieser Studie
eine normale Uroflowmetrie. 6 bis 8 Wochen nach lamfation traten bei 18%

dieser Patienten Inkontinenz und Harntraufeln &dsttraumatische Strikturen
und Restrikturen nach Urethroplastiken haben laiftoyl et al. (1998) eine

hohere Therapieversagensrate nach Implantations egggmanten Stents als
Strikturen anderer Atiologien (Milroy, 1998, Nieslal., 1995).

Kommt es zum Therapieversagen nach einem Stenteibszbt den Patienten
nur eine Urethroplastik oder ein dauerhafter sugbeggzcher Zugang, da sich meist

aus einer einfachen Striktur eine komplexe Strilemtwickelt hat (Palminteri et
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al., 2009).

Selbstabbaubare Stents sind bisher in der expet@tesn Chirurgie mit guten
Erfolgen eingesetzt worden (Isotalo et al., 2006herhalb von 6 Monaten
werden die Stents epithelialisiert und in die Wankiorporiert (Niesel et al.,
1995). Kommt es innerhalb des Implantats zu einéroBierung bzw. einer
Restenose kann eine endoskopische Resektion dewfien Gewebes erfolgen

oder eine Explantation mit anschlieBender Plastikl wotig (Milroy, 1998).

4.4. Tissue Engineering und experimentelle Therapieansz¢ zur
Therapie der Harnréhrenstriktur im Tiermodell

Die begrenzte Verfligbarkeit der freien Transplantabacht es wissenschatftlich

interessant, Ersatzgewebe fir die Rekonstruktenidethra mit den Methoden

des Tissue Engineerings herzustellen.

Raya-Rivera et al. (2011) fuhrten in einer aktuell8tudie eine urethrale
Rekonstruktion mit Hilfe eines Tissue EngineerimgSaPatienten (mittleres Alter
der Patienten: 10-14 Jahre) erfolgreich durch. B#ierwurden autologe
Gewebeproben auf ein Gerlst aufgebracht und irJde¢hra implantiert (Raya-
Rivera et al., 2011).

Auch mit anderen experimentellen Ansatzen wird weng die Restrikturrate zu
senken. Triamcinolon wurde bei Patienten mit ekugzen bulbaren Striktur nach
Urethrotomia interna in die Submukosa lokal apeit. Das Triamciniolon, ein
Glukokortikoid, hat antifibroblastische und antikkglene Eigenschaften. Die
Restrikturrate war in der mit Triamcinolon behanmelelGruppe niedriger als in
der Kontrollgruppe. Weitere Studien zu diesem Tpieansatz mussen folgen
(Mazdak et al., 2009).

Lanreotide sind Somatostatinanaloga und haben dieeammenden Einfluss auf
die Proliferation von Myofibroblasten. Nach systeamer Verabreichung des
Medikaments Uber 14 Tage nach Setzen einer urethidérletzung mit einer
elektrischen Schlinge am Tiermodell des mannlickaninchens gab es keinen
signifikanten Unterschied in der histologischen wegung der behandelten Tiere
gegeniber der Kontrollgruppe (Andersen et al., ap0Bine weitere Moglichkeit,

diesen beschriebenen Effekt zu erzeugen, koénnte Ddgazem, ein

Calciumkanalblocker, sein (Dundar et al., 2002).
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Ayyildiz et al. (2004) konnten bei Ratten gute Kkfte mit Mitomycin-C auf die
Reduzierung der Narbenausbildung nach einer Sdtisdzung feststellen.
Auch Botulinum Toxin A und Halofuginon hat dieserifdkt im Tiermodell
(Sahinkanat et al., 2009, Nagler et al., 2000, Ay¥iet al., 2004). Auch die
Transplantation einer azellularer Gewebematrix alsitschiene zur
Geweberegeneration des Urothels wurde im Tiervarsamn Kaninchen
erfolgreich durchgefuhrt (Parnigotto et al., 2000).

4.5. Bevorzugte Therapiemdglichkeiten der urethralen Stikturen
Je nach Lage und Lange der Striktur und den anatbm@n Besonderheiten der
einzelnen Abschnitte der Urethra gibt es bevorziigerapiemaoglichkeiten.

Im penilen Bereich wirden eine primare Exzision uAdastomose zur
Verkirzung der Urethra fuhren. Daher werden hieereRlap- oder Graft-
Techniken angewendet. Einschrdnkungen in der Eitdtiund der Lange der
Urethra konnen postoperativ auch die erektile Honktdes Patienten
beintrachtigen (Mundy, 2006).

Der Goldstandard bei bulbaren Strikturen im vordelgittel unter 2 cm ist die
Exzision und die End-zu-End Anastomose (Langzeitgef iber 95%). Vor allem
die Strikturen am Ubergang vom penilen zum bulbaned vom bulbaren zum
memranosen Teil kdnnen so optimal behandelt werdégitere Moglichkeiten
und kombinierte Techniken wie Flaps oder Graftsngnauch hier angewendet
werden. Einige Autoren ziehen die dorsalen bzw.sadlateralen Flaps den
ventralen vor. Dies liegt an der Nahe zum Schwell&d und der besseren
Blutversorgung. In der membrantsen Harnrohre kaan entweder offen oder
endoskopisch eine primare Anastomose versucherr. kdien aufgrund eines
vorausgegangenen Beckentraumas die Blutversorguegtiell eingeschrankt
sein (Stack and Schlossberg, 1998).

Neben den traumatischen Strikturen kann es audh tnagsurethraler Resektion
der Prostata bei 0,5-11% der Patienten postoperateiner Striktur kommen. Die
schonenste MalRnhahme bei transsphinktaren Striktigerdie Dilatation der

Harnrohre. Skrotal- und Penislappentechniken mis&z eines artifiziellen

Sphinkters kdnnen hier ebenfalls in Betracht geaogrerden (Zinman, 1998,
Bader et al., 2010).
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5. Radioaktive Bestrahlung

5.1. Strahlentherapie allgemein

Klinisch relevante Arten ionisierender Strahlungesmnd zum einen die

elektromagnetische Strahlung (Gammastrahlung, R@stgahlung) und zum
anderen die Partikelstrahlung (Elektronen, Protpmutronen, Alphastrahlung,
schwere lonen). Wichtig bei der Anwendung der S¢wmstherapie ist die

biologische Wirksamkeit der ionisierenden Strahludey verschiedenen Arten
trotz gleicher Energiedosis. Die Unterschiede en liologischen Effektivitat in

Bezug auf die Qualitat und die Quantitdt der Saakthaden beschreibt die
relative biologische Wirksamkeit (RBW) (Lohr and ¢e 2007).

Die Strahlendosis (= die pro Masse absorbierte gt@ewird in der Einheit Gray
(1 Gy = 1J/kg) angegeben. In vielen Studien wirtkiml die Aktivitat des
radioaktiven Stoffes in Becquerel (Bq) oder Cu@é) genannt.

Die Methoden der Strahlentherapie teilt man nacim débstand zwischen

Strahlenquelle und Zielvolumen ein. Bei der Telepee (griechisch = fern,

weit) besteht eine groRere Distanz zwischen zurdddsndem Gewebe und der
Strahlenquelle (mehrere cm bis zu einem Meter), tei Brachytherapie

(griechisch = nah, kurz) erfolgt die Bestrahlungnittelbar (wenige mm bis cm),

die Radionuklidtherapie setzten auf der ZellebemgRichter and Feyerabend,
2002).

Eine Strahlentherapie héangt nicht nur von der Gé&$asis ab sondern auch von
den zeitlichen Ablaufen im Gewebe wahrend der Boasing. Zellen sind in den
verschiedenen Stadien des Zellzyklus unterschiedktrahlensensitiv. Die
protrahierte Bestrahlung (Bestrahlung Uber einegdéen Zeitraum) nitzt andere
Mechanismen als die Einzelbestrahlung. Wird prograhoder fraktioniert

bestrahlt, kann sich spat reagierendes Geweberbedss#en und wird dadurch

mehr geschont (Wannenmacher, 2006).

5.2. Brachytherapie

Bei der Brachytherapie erfolgt die Abgabe einettibeaten Dosis unmittelbar in
das umliegende Gewebe. Der Dosisabfall in das amgrele Gewebe ist steil,
deshalb ist die Strahlenbelastung fur gesundesandien Strahlenquellen weiter
entfernt liegendem Gewebe stark reduziert. Bet&ro(8um-90, Phosphor-32)
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und Gammastrahler (Kobalt-60, Iridium-192) werden nach medizinischer

Indikation eingesetzt. Es gibt verschiedene Appidtesarten der Brachytherapie.
Zum einen die intrakavitare oder intraluminale HEpee. Hier werden die

Strahlenquellen in vorhandenen Kérperhdhlen neben du bestrahlenden
Bereich eingesetzt. Bei der interstitiellen Theeapierden die Strahler direkt in
das Gewebe implantiert. Wird die Haut oder Schl@uttbestrahlt, spricht man
von einer Oberflachentherapie. Zusatzlich untensighenan eine permanente und
eine temporare Implantation (Richter and Feyerap20@?2).

Die zu applizierende Dosis der Strahlentherapienkamweder als Einzeldosis,
als fraktionierte Bestrahlung oder als protrahi@&gstrahlung verabreicht werden.

Man unterscheidet die LDR (Low-Dose-Rate) Brachsgpee mit 0,4-2 Gy/h, die
MDR (Medium-Dose-Rate) Brachytherapie 2-12 Gy/h dir@lHDR (High-Dose-
Rate) Brachytherapie mit mehr als 12 Gy/h. Die PDQgepulste HDR)
Brachytherapie mit 0,5 Gy/h und Pulslangen von 1€ B0 min ist eine
Sonderform der HDR (Lohr and Wenz, 2007). Fur diacBytherapie eignen sich
nur wenige Strahler. Strahlenart, Halbwertszeigrgre der Zerfallsprodukte und
die Herstellbarkeit sind wichtige Kriterien bei d@wuswahl eines geeigneten
Radionuklids.

Die Energie der radioaktiven Teilchen wird in Elektenvolt (1 eV =
1.60217646 x 18’  Joule) angegeben. Fiir die Brachytherapie werden
Gammastrahler mit niedriger Energie (< 100 keV) uddher geringer
therapeutischer Reichweite und Elektronenstrahieeiner Energie Gber 1 MeV
gewahlt. Die Elektronenstrahler haben eine geriRgehweite von wenigen mm
und sind somit eher fur die Bestrahlung kleinereew&bevolumina in
unmittelbarer Nahe zu empfehlen (Schubert, 2007).

Die Brachytherapie wird zur Behandlung von Cervizkaomen, Prostata-, Haut-
und Brustkrebs eingesetzt. Aber auch in der Kaogiel und der HNO findet die
Brachytherapie mit verschiedenen Radionuklidennhgesatz. In der Urologie
kommt die LDR-Brachytherapie mit den permanent amgkerten ,Seeds” in der
Behandlung des Prostatakarzinoms zum Einsatz, ewsgé#is werden diese
Tumoren auch im Afterloading-Verfahren mit der HBRRachytherapie behandelt
(Wannenmacher, 2006).
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5.3. Radioaktivitat und dessen Zellwirkung auf benigne Ekrankungen
Neben der Tumortherapie gehort die Bestrahlung giiartigen Krankheiten in
der modernen Medizin zum Standard. Die Strahleafherwird erfolgreich fur
eine Reihe von benignen Erkrankungen eingesetztzefiak, Psoriasis,
Osteoarthritis, Spondylitis, Restenoseprophylake¢. Dosis ist im Vergleich zu
Dosen, wie sie in der Tumortherapie verwendet wemkeutlich geringer (Trott,
2008).

Die genauen Mechanismen der Strahlentherapie baitoqen Erkrankungen sind
aktuell nicht bis ins Detail erforscht. Die Proassdie durch die Bestrahlung
allgemein beeinflusst werden, spielen sich in mem&®hasen des Zellzyklus und
auf der molekularen und zellularen Ebene ab (Rrcimd Feyerabend, 2002).

* Der physikalische Prozess: Absorption der Stramergge und dadurch

induzierte lonisation, Molekilanregung und Warmesdey

e Der physikalisch-chemische Prozess: direkte (osgdi@ Verbindungen)
oder indirekte Molekulschaden (Radikale)

* Der biochemische Prozess: Verdnderungen an Moleldilech Oxidation,

Hydroxylierung, Reduktion usw.

» Der biologische Prozess: morphologisch und funidilenVeranderungen

der Zellen durch die Strahlung

Die Strahlentherapie erzielt antiproliferativexdu immunomodulatorische
Effekte (Gesamtdosen ab 10 Gray und mehr), ardgnmihatorische
(Gesamtdosen von 2 bis 6 Gray), analgetische wumnktibnelle(Modulation der

Genexpression bei Dosen unter 2 Gray) Effektet{Tred Kamprad, 1999).

Die Wirkung der ionisierenden Strahlung im Entzimgkprozess beruht auf der
verminderten Bildung von Wachstumsfaktoren (z.B. Fi§; PDGF) und
inflammatorischen Zytokinen (z.B. IL-1, TNF-alphapie Entziindungskaskade
wird moduliert. Eine Vielzahl an Zellen, die am Eimdungsprozess teilnehmen,
wird durch die Bestrahlung beeinflusst. Bei Gramyten kommt es bei einer
Bestrahlungsdosis von 1,5 Gy zu einem signifikandgrstieg an Zellen, bei
Dosen von 3,5 bis 4 Gy jedoch zu einem Abfall. Ljogpyten sind
unterschiedlich radiosensitiv. Aktivierte Lymphoegtsind relativ unempfindlich

gegeniber Strahlung, wéahrend ruhende Lymphozytennedc nach der
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Bestrahlung die Apoptose einleiten (Trott, 2008ptirand Kamprad, 1999).
Diesen Effekt nutzt auch die praoperative Bestradnhaor der Implantation einer
Huft-Totalendoprothese (TEP) aus. Die praventivetBélung soll die heterotope
oder ektope Ossifikation (Entstehung von Knocherggmvan einer Stelle,
welches normalerweise nicht ossifiziert) verhindefendenziell scheint diese
Methode einen Vorteil gegentber der alleinigen Behang mit NSAIDs zu
haben. Wichtig ist hierbei, dass die Bestrahlungiigee Stunden praoperative
verabreicht wird (Koelbl, 2008). Makrophagen und rdayten produzieren bei
geringer Strahlendosis (0,3-0,6 Gy) weniger Stmftstonoxid als bei hdherer
Strahlenddosis (5-10 Gy). Stickstoffmonoxid, wekhaich von Endothelzellen
produziert wird, ist ein zentraler EntzindungsmeigTrott, 2008, Trott and
Kamprad, 1999). Hildebrand et al. (2006) empfeldere Gesamtdosis von 3-5
Gray bei akuten und bis zu 12 Gray bei chronisdrgnindlichen Erkrankungen
(Hildebrandt, 2006). Die Population der glatten kklgellen tberlebt bei einer
Bestrahlung mit 8-13 Gy zu 0,01-1%. Allerdings kén Uberlebende glatte
Muskelzellen je nach Proliferationspotential zueamspateren Zeitpunkt zu einer
Restenose fuhren (Trott, 2008).

Die Bestrahlung fuhrt nicht zu einer vollstandiggemmung, sondern nur zu

einer verzdgerten Wundheilung (Trott, 2008).

10-18 Gray Gesamtdosis werden bei hypertrophen Gesvkrankungen
eingesetzt (Olschewski, 2006b).

Das Fibroblasten-Fibrozytensytem wird durch einestBdlung verandert. Es
besteht aus einem Vorlauferzellenpool, den Fibsibla (MF = mitotische
Fibroblasten), und einem Funktionszellenpool, denbrdzyten, auch
postmitotischen Fibroblasten (PMF) genannt (PMFRMFV, PMFV1). Die
Vorlauferzellen (MF 1-3) haben eine unterschiedicfeilungskapazitat. MF 1
und MF 2 teilen sich mehr als MF 3. MF 3 haben ddential zur
Differenzierung. MF 1 und MF 2 werden durch die tBaslung in ihrer
Proliferation gehemmt, wohingegen MF 3 durch die stBéhlung zur
Differenzierung in die postmitotischen Stadien dorozyten angeregt wird.
Nach der Bestrahlung ist das Verhaltnis der Filasigin im spateren Stadium zu
den Fibroblasten im friheren Stadium erhoht. Diecldudie Bestrahlung zur
Differenzierung veranlassten Fibroblastenstadidrehaine kiirzere Lebensdauer

und einen 5-8fach hohere Kollagenproduktion. Zudemmt man an, dass die
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Vorlauferstufen der Fibroblasten, welche die Bédtnag tUberlebt haben, sich
schneller differenzieren kdénnen als vor der Radithie (Herskind et al., 2000,
Rodemann, 2006, Trott, 2008).

Schon 1957 stellten Puck et al. fest, dass dureh Betastrahlung Fibroblasten in
vitro neben der Differenzierung auch in ihrem Wagirs gehemmt werden.
Durch die Bestrahlung kann auf zellularer Ebene Riieliferation von Zellen

verhindert sowie die Produktion von neuen Zellenwsgse reduziert werden
(Kirwan et al., 2003). Auch Bumann et al. (1995llseh in in-vivo Versuchen

fest, dass die ionisierende Strahlung entwedefralksionierte Bestrahlung (0.6
und 1.0 Gray, 10x) oder als Einzelbestrahlung nstzu 10 Gray den gleichen
Effekt auf die Proliferationshemmung und die Diéfiezierung der Fibroblasten
hat (Bumann et al., 1995). Bei einer Gesamtdosis3/&Gray konnten in vivo die
MF 1 und 2 deutlich reduziert werden. Niedrig dasiéBestrahlung (0,6 bis 1,0
Gy in Einzeldosen) soll die Entstehung von Myoflilesten hemmen

(Rodemann, 2006).

Die Brachytherapie greift nicht gezielt an einenthpghysiologischen Weg als
Ursache einer Narbenbildung ein. Sie erzeugt eméachstumsstopp (Tepe,
2004). Proliferierende Zellen sind empfanglicher féidioaktive Bestrahlung als
ruhende Zellen (Hehrlein et al., 1995).

Nicht alle Bestrahlungsdosen haben den erwinsdétfteit des Proliferationstops
erzielt. Einige in vivo Studien berichten auch Uleene eher UberschieRende
Reaktion des Gewebes, welche sich trotz anfangimsitiver Entwicklung als

Spatfolge zeigt (Bertrand et al., 1999).

Zu den unerwinschten Effekten der Bestrahlung gediith das Phanomen des
.Edge effects, des Candy-Wrapper oder des Kantekisff Dieses tritt beim
Einsatz radioaktiver Implantate in den Koronaraeternach Aufdehnen der
GefalRe an den Enden der Stents auf. Es kommt @sraproximalen und distalen
Enden der Implantate zur Hyperproliferation des €. Man nimmt an, dass
die Proliferation des Gewebes durch den steilenidodisfall der Low-dose
Bestrahlung in Kombination mit dem Gewebeschadestangle kommt. Die
implantierten Stents Uberdecken nicht den geset2tdraden (Ballonierung der
GefalRe) Uber die gesamte Lange des GefalRes. Diglbsg/Radiation (+/- 2 Gy)

kann die metabolische Aktivitat von verschiedenetien aktivieren (z.B. durch
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Modulation der Genexpression) wahrend eine Dosiser Ud0 Gray
antiproliferatorische Effekte aufweist. Im Bereidhzwischen kommt es zu einem
paradoxen Gewebezuwachs. Brachytherapien konn@usammenhang mit der
chronischen mechanischen Belastung einen Gewebebhaveeglnstigen. Auch
an nicht verletzten Gewebe kann eine LDR-Therapie Rroliferation fiihren
(Van der Giessen et al., 2001, Voisard et al., 2006

In der Brachytherapie der HerzkranzgefaRe wurd@nl982 klinische Studien
zur Dosisfindung von Gamma- und Betastrahlern gémam Allgemeinen senkt
die Strahlentherapie im Vergleich zu den Kontralfgpen das Risiko der Instent-
Restenose, allerdings traten bei den bestrahltenpgen immer wieder
Kanteneffekte auf. Auch Betastrahlungen mit Betddérn nach ,De nuovo*

Lasionen fuhrten zu enttduschenden Ergebnissem{@ant, 2002).

Wichtig ist auch das zentrierte Einsetzten der &nfdte, um eine
Homogenisierung im exakten Dosis-Volumen Bereichezmielen (Baumgart,
2002).

Zudem ist der Zeitpunkt, zu welchem mit der Bestnah begonnen wird (im
Entzindungsprozess im Anfangsstadium) von groReteteng, da sich die
Zellen in den verschiedenen Phasen der Entzindumty der Proliferation
unterschiedlich verhalten (Trott, 1994).

5.4. Beta-Strahler

Unter dem Begriff der Radioaktivitdt versteht maass instabile Isotope unter
Aussendung einer Strahlung in ein anderes Isotoprgéhen, dabei kann
Strahlung emittiert werden. Man unterscheidet déph&-, Beta- und Gamma-
Zerfall, je nachdem welche Art von Strahlung abdpegewird. Die Betastrahlung
kann entweder in Form dep -Strahlung odef’-Strahlung ausgesendet werden
(Richter and Feyerabend, 2002).

Nuklide mit einem Uberschuss an Neutronen zerfalieer denf™-Prozess. Ein
Neutron des Kerns wandelt sich in ein Proton, e@gativ geladenes Elektron und
ein Neutrino werden abgestrahlt (Richter and Fdyaend, 2002).

Betastrahlen (von 1-2 MeV) lassen sich mit einemigei Millimeter dicken
Absorber (beispielsweise Aluminiumblech) gut absolen. Ein Teil der Energie

wird in Rontgen-Bremsstrahlung umgewandelt. UmeheBrozess zu verringern,
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sollte das Abschirmmaterial mdglichst leichte Atoaudweisen, also von geringer
Ordnungszahl sein. Dahinter kann dann ein Schwethas zweiter Absorber
dienen, der die Bremsstrahlung abschirmt.

5.5. Phosphor -32

Phosphor-32 zerfallt zu 100% ifpi -Zerfall. Phosphor-32 wird aus dem stabilen
Phosphor-31 Uber Neutroneneinfang produziert. Dastehende Phosphor-32
zerfallt mit einer Halbwertszeit von 14.26 TagentemnAussendung eines
Elektrons mit maximal 1,7 MeV (Mega-Elektronenvatym stabilen Schwefel-
32 (Krieger, 2007, Grupen, 2003). Phosphor hatemurstabiles Isotop, das P-31
(siehe Abbildung 5).

« [ (E=0.7MeV)

Abbildung 5. Zerfall von P-31 nach Neutronenbesclus

Alle weiteren Isotope des Phosphors sind radioaBlis zu 95% der 3 -Strahlung
werden in 3-4 mm Tiefe absorbiert (Laird et al.989Grupen, 2003).

In Abbildung 6 ist ein direkter Vergleich der Dosgesteilung zwischen Phosphor-
32 und dem Gammastrahler Jod-125 gezeigt. Bei dibstandsanderung von 1
mm ergibt sich fir Phosphor-32 ein Dosisabfall 8080. Diese kurze Reichweite
schont das umliegende Gewebe, allerdings muss dabegtrahlende Gebiet
ummittelbar dem Implantat anliegen. Dies kann nureiner Brachytherapie

umgesetzt werden.
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Abbildung 6. Abstand Strahlenquelle-Bestrahlungs#elmm] (Assmann, 2011)

5.6. Strahlentherapie in der Behandlung der Koronarstense

Die Wirksamkeit von Betastrahlern (Phosphor-32rih-90, Strontium-90) und
Gammastrahlern (Iridium-192) zur Behandlung deokaren Restenose wurde in
mehreren Studien nachgewiesen (Baumgart, 2002n&ag al., 2000, Waksman
et al., 1995, Hehrlein et al., 1995).

Einen Vergleich der beiden Strahlenarten in deel&i¥itat der Behandlung gibt
es nicht. Die empfohlene Strahlendosis fur die karen Stents lautet 12-18 Gray
in 2 mm Tiefe (Dietz et al., 2001). Unter 9 Grayrkat es laut Dietz et al. (2001)
zu einer Stimulierung des Gewebewachstums. Eine erdosierung in
Kombination mit einem verletzen Gewebe flihrt zieeiHyperproliferation bzw.
dem ,Candy-wrapper-Effekt. Zudem ist unklar, obe dBetastrahlung die
Restenose nicht nur zeitlich verzogert, anstatksmaplett zu verhindern (Dietz
et al., 2001).

In der Bestrahlungsplanung ist es notwendig zu emisswelche Dosis ein
bestimmtes Zielvolumen erhalten muss: Mussen nur Eiadothel oder auch
tiefere Schichten, wie dilediaoder dieAdventitig bestrahlt werden. Wichtig ist
dabei die exakte Platzierung der Bestrahlung, um ggeographic miss
(longitudinale Fehlplatzierung) zu verhindern (Bayamt, 2002).

5.7. Strahlentherapie zur Behandlung der Harnréhrenstrikturen
In der Urologie sind bisher nur wenige Studien Strahlentherapie in Bezug auf

die Rezidivprophylaxe urethraler Strikturen puldrti
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Kropfl et al. (2004) versuchen mittels HDR-Bracleipie die Restrikturraten
der Urethra zu senken. In dieser Studie wurden dtteiten mit rezidivierenden
Harnr6hrenstrikturen unterschiedlicher Lokalisatiomd Genese maximal 4
Stunden nach einer Urethrotomia interna innerha#o $tunden mittels HDR-
Brachytherapie (192-Iridium-Quelle) bestrahlt. Brsten 3 Patienten wurden an 3
postoperativen Tagen fraktioniert mit insgesamt3@&y behandelt, alle weiteren
Patienten wurden mit 4 x 4 Gy bestrahlt. Alletiéden waren bereits
mindestens einmal bis maximal 20-mal vorbehand@&ougierung, Stent,
Urethrotomia interna nach Sachse, Transplantate)stoperativ lag der
Harnkatheter eine Woche. Das Zielvolumen der Bkktrg lag in 3 mm
Gewebetiefe, d.h. in 1 mm Tiefe wurden 24 bis 32 @pliziert. Nach einer
mittleren Beobachtungszeit von 24 Monaten waren hheoRezidiv. Bei 8
Patienten trat erneut ein Rezidiv auf, wobei datraem bis zum Strikturrezidiv
im Mittel bei 8 Monaten lag. Die HDR-Brachytherapsar bei den Patienten
erfolgreich, die eine kurzstreckige bulbare Strkiatten (n = 2), bzw. eine 2 cm
lange bulbare Striktur (n = 1), eine Anastomosékisir nach radikaler
Prostatektomie (n = 2) und eine Blasenhalsenge naemsurethraler
Prostataresektion (n = 2). 5 von 8 Patienten mitrai Rezidiv hatten eine bulbare
Striktur (Kropfl et al., 2004). Diese Studie zurdieturprohylaxe mit der HDR-
Brachytherapie richtet sich nach den Strahlendoseiche bei der Behandlung
der Keloide und hypertrophen Narbenbildungen (18 Gy in 1 - 4 Einzeldosen)
verabreicht wird (Olschewski, 2006a).

Neben Kropfl et al. (2004) findet sich eine weit&teidie von Sun YH et al. (Sun
et al.,, 2001), die ebenfalls nach transurethralgli@ung oder Resektion der
Narbe eine HDR-Brachytherapie mit 192-Iridium dhitthrten. Es wurden hier
17 Patienten (Strikturlange 0,8 - 1,5 cm, alle été@n hatten mindestens 2-4
Urethrotomia interna Versuche bzw. Resektionen ehinsich, 4 Patienten
Urethroplastiken), ab dem ersten Tag postoperedktibniert in 2-3 Sitzungen je
nach Lange und Schwere der Striktur individuellegagst bis maximal 10-15 Gy
bestrahlt. Im Gegensatz zur Kropfl et al. (2004eh#n in dieser Studie die
postoperativen Katheter 3- 6 Wochen liegen. InreBeobachtungszeit von 14 -
27 Monaten kam es nur bei einem Patient zu einendRe Die Lokalisation der

Strikturen der einzelnen Patienten bleibt in did¢agbolikation ungeklart.

Eine weitere Gruppe untersuchte den Effekt dersierenden Strahlung auf das
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urethrale Gewebe mit einem mit Rhenium-188 gefiilBallon (Ballondilatation)
nach Stentimplantation an der kaninen Harnréhre.-18& ist ein
hochenergetischer Betastrahler mit einer Halbweitson 17 Stunden. Das Ziel
der Dosisabgabe in einer Gruppe (n = 5) war eirgrizli Gy in 1 mm Tiefe des
Gewebes und bei der zweiten Gruppe (n = 5) einmdlgGy in 1 mm
Gewebetiefe abgab. Als Kontrolltiere dienten weitér Tiere mit implantierten
Stent mit einer Ballondilatation ohne Bestrahlubgr Ballon befand sich direkt
nach Implantation fur 180-480 Sekunden in der Ueetldie Tiere wurden 12
Wochen nach der Stentimplantation euthanasiert.oBgtrahlten Tiere hatten im
Vergleich zur Kontrollgruppe eine tendenziell vemaerte Entziindungsreaktion
im In-stent Bereich und eine tendenziell geringdtpithelschicht im Out-stent
Bereich. Die Schlussfolgerung dieser Studie wardass durch die Bestrahlung
die Hyperplasie des Gewebes, die durch die Stefdmtgtion entsteht, reduziert
werden kann (Shin et al., 2006).

6. Nebenwirkungen der Strahlentherapie

Neben der therapeutischen Strahlenwirkung gibt egh aunerwinschte
Nebenwirkungen. Bei der Wirkung von ionisierendemalden auf die Zellen
kann man akute und chronische Strahlenschadensoh&den. Vor allem Zellen
der Mitose und G2-Phase sind strahlensensibel Begrahlung fiihrt zu DNA-
Strangbriichen und chromosomaler Aberration. Dierlebenskurve der Zellen
nach der Bestrahlung ist abhangig von der Dosisfal®mmas, 2002).

Je nach Zellart kommt es durch eine Bestrahlungvedr zum Verlust einer
speziellen Eigenschaft (bei ausdifferenzierten attdh, wie z.B. Muskelzellen,
Nervenzellen) oder zur Hemmung der Vermehrung (doeliferierenden Zellen)
(Perez et al., 2006).

Akute Nebenwirkungen der Strahlentherapie konnetziewlliche Reaktionen,
Blutungen oder Schwellungen sein. Auch strahlemiggdi Fibrosen kdnnen
auftreten. Eine weitere Nebenwirkung der Bestraplist die Vaskulopathie.
Durch die Bestrahlung kommt es an den kleinen untflenen Gefal3en zu
Endothelveranderungen, so dass Blutplasma in dié@l3@&inde eintreten kann.
Dies hat eine Fibrosierung und eine irreversibtariafibrose zur Folge (Thomas,
2002). Nach experimentellen Studien wird die Toledosis der Urethra

(Dosisgrenze, ab welcher mit irreversiblen Scharnemechnen ist) bei Uber 80
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Gray angenommen (Kropfl et al., 2004).

Ein weiteres Risiko der Bestrahlung ist die Entstehvon sekundéren Tumoren.
Je nach Zielorgan unterscheidet sich das Risika. allem das Knochenmark
muss bei der Bestrahlung von benignen Erkrankumdpemso geschitzt werden,
wie bei der Tumortherapie (Trott and Kamprad, 20@8¢ses Risiko ist aber bei

der Brachytherapie der vorliegenden Studie minimal.

6.1. Strahlenfibrose

Die Strahlenfibrose ist ein komplexes Zusammensgedchiedener Faktoren. Im
bestrahlten Gewebe wird TGF-3 hochreguliert. TG&kBviert zum einen die
mesenchymale Zellproliferation und die Kollagenpktibn, zum anderen
beeinflul3t TGF-R die Immunabwehr (B-Zellen, T-Ze]ldlatlrliche Killerzellen),
indem es diese Zellen hemmt. Makrophagen exprimiefgenfalls TGF-3. Die
Anzahl der postmitotischen Fibrozyten nimmt im basiten Gewebe zu. Diese
besitzen im Vergleich zu den Vorlauferstadien derdzyten eine hohere Potenz
Kollagen zu produzieren. Anstatt sich zu vermehpeaduzieren die Fibroblasten
im bestrahlten Gewebe vermehrt extrazellulare MabBies fuhrt zu einer Fibrose
(Denham and Hauer-Jensen, 2002). Hypoxie, oxidati$&ress und die
Entzindungsreaktion spielen bei der strahlenindiezie Fibrose eine Rolle
(Yarnold and Vozenin Brotons, 2010).

7. Das Strikturinduktionsmodell der Urethra

Fur das Harnrohrenstrikturmodell gibt es verschnedtechnische Verfahren. Die
Induktion einer Harnr6hrenstriktur ist einerseitsetiextraurethrale Verletzungen
(Quetschungen, Durchtrennen, Inzision der Harnpjlanredererseits Uber interne
Manipulation méglich (Singh and Blandy, 1976, Sewitl Foote, 1980).

Meria et al. (1999) setzten bei 18 Kaninchen degsRdNew Zealand White eine
zirkulare 3 bis 5 mm breite, zirkulare Verletzung Bereich der bulb&aren Urethra
mit Hilfe eines Elektrokauters. Das Gewebe wurdedbeéNatt bis zum Erreichen
einer Ulzeration und Koagulation behandelt. Am T&gund 30 wurden die Tiere
einer optischen Kontrolle der Strikturentwicklungterzogen (Videoendoskopie,
Zystogramm). 50% der Tiere entwickelten bis zum BAgeine bulbéare Stenose
mit signifikanter Lumeneinengung um mehr als 50%e Dohe Fehlerquote

erklaren Meria et al. dadurch, dass die WundheildegKaninchenurethra durch
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das gut durchblutete@orpus spongiosurm Gegensatz zum Mensch verbessert
ist (Meria et al., 1999).

Andersen et al. (2003) erzeugten auch am Kanincbdalin(New Zealand White
Kaninchen, n = 15) eine 2 bis 3 mm lange Resektvange bei 2 bis 10 Uhr am
Ubergang vom spongidsen zum bulbdren Bereich dethtir. Die Inzision

erfolgte hierbei mit einer elektrischen Schlingedging bis in das periurethrale
Gewebe der Harnréhre. Am Tag 30 hatten 12 der Ithhchien Kaninchen eine
Striktur entwickelt. Die Striktur der Urethra wurdedieser Studie mit Hilfe einer
Urethrographie und einer Impedanz-Planimetrie ddelié (Andersen et al.,
2003b).
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1. M ATERIAL UND METHODEN

1. Zielsetzung und Problemstellung

Als Folgeprojekts des ,RadBioMat-Projekts”, welchgsh mit der Herstellung
der Phosphor-32 beschichteten Stents und deren wWdumg in der
Nasennebenhohlenchirurgie und der Glaukombehandiefagsst hat, werden im
Rahmen des ,BetaMod-Projekts® die beschichteten ldntpte in anderen
Fachgebieten der Medizin eingesetzt (Held, 200iAuBert, 2007).

Ziel der folgenden Untersuchung ist die Erprobumrg Wirksamkeit eines mit
Phosphor-32 beschichteten Implantats in Bezug aef Rezidivbildung bei

Harnr6hrenstrikturen. Postoperativ. kommt es nachr @&eshandlung von

Harnr6hrenverengungen immer wieder zu unbefriedigerErgebnissen fur den
Patienten mit hohen Rezidivraten, besonders nachrmadiger Behandlung.
Daher soll die vorliegende Arbeit die Frage beamt®g ob durch eine
zusatzliche Strahlentherapie nach einer Urethraanterna eine Verminderung
der Narbenkontraktur und Hyperproliferation des €ees bewirkt werden kann.
Die Strahlentherapie wird in Form einer Brachytlpeanit Hilfe eines radioaktiv
beschichteten Katheters durchgefuhrt, wobei der &funnach bestmoglicher

Schonung des gesunden Gewebes besteht.

Da die Idee eines Strahlen emittierenden Daueratheén Kombination mit einer
Urethrotomia interna ein neuer Therapieansatz it @s bisher keinerlei
Vorversuche oder Erfahrungen dieser Art, weshahddiale Strahlendosis innerhalb
des Versuches ermittelt werden muss. Dies geschmel8inne einer explorativen
Orientierungsstudie. Im Rahmen des ,BetaMod-Pregfektsoll das
Anwendungsspektrum von betastrahlenden, individobkrflachenmodulierten
Implantaten auch an ungeldsten Problemstellungederan Fachrichtungen
angewandt werden. So sollen in separaten Untersgenu zusatzlich die
Einsatzmoglichkeiten dieser Implantate in der Gestterologie (Otto, 2011) und

in der Augenheilkunde gepruft werden.

Der Antrag auf Genehmigung eines Tierversuchsvahsimach § 8 Abs. 1 des
Tierschutzgesetzes wurde am 19.8.2008 mit dem Aktehen 55.2-1-54-2531-
69-08 und dem Titel "Untersuchung der prophylak#st Wirkung von
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Betastrahlern (radioaktiv beschichtete Dauerkathetém Sinne einer
Brachytherapie, auf die Restrikturierungsrate n&tdwrnrohrenschlitzung am
Tiermodell" von der Regierung von Oberbayern genghm

2. Das ,BetaMod-Projekt* — ein interdisziplinares

Forschungsprojekt

Die vorliegende Untersuchung wird im Rahmen des tgBéod-Projekts”
(http://www.betamod.dg/ durchgefiihrt. Innerhalb des Teilprojekts ,Urokebi

werden die fachspezifischen Bereiche von verschieénstituten betreut:

Studiendurchfihrung und Betreuung des urologis@®emichs: Dr. med. M. J.
Bader, Dr. med. P. Weidlich, Urologische Klinik urbliklinik der Ludwig-
Maximilians-Universitat Minchen, Campus GroRhadémitung: Prof. Dr. med.
C. Stief)

Anleitung zur ProbenaufbereitunyITA Kathrin Siegrist (Leitung des Instituts:
Dr. rer. nat. Ronald Sroka, Laser-ForschungslalesrKlinikums Grol3hadern der

Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen)

Lasertechnik:Dr. rer. nat. Ronald Sroka, Laser-Forschungslates Klinikums

GroRRhadern der Ludwig-Maximilians-Universitat Miech

Implantatherstellung, strahlenphysikalische Belamje Dr. rer. nat. habil Walter

Assmann, Lehrstuhl fur Experimentalphysik/KernphyBakultat fir Physik der
LMU Munchen in Garching

Betreuung der histopathologischen AuswertuR@ Frau Dr. med. D. Mayr,

Pathologisches Institut der medizinischen Fakuttét Ludwig-Maximilians-

Universitat Minchen, Campus Grol3hadern
3. Untersuchsgut

3.1. Die Wahl des Kaninchens als Versuchstier
Aufgrund der anatomischen Gegebenheiten werdervarmriche an mannlichen

ausgewachsenen New Zealand White Kaninchen duridghgef

Die Harnrbhre des Kaninchens hat den Durchmesses di-jahrigen Jungen und
ist daher mit den Instrumenten der Padiatrie gubetuandeln. Der histologische

Aufbau der Kaninchenurethra ist der des Manneshddes flaches Urothel und
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sein blutgefalRreiches, spongidoses Gewebe ahnliogisen et al., 2003b, Meria
et al., 1999, Andersen et al., 2003a).

3.2. Versuchstiere und Haltungsbedingungen

18 maénnliche Kaninchen der Rasse New Zealand Wiéeden fir die
Untersuchungen aus der spezifisch keimfreien Aufzy€irma Charles River
Wiga GmbH) verwendet. Die Tiere werden mit einenrdbgchnittsalter von 3
Monaten und einem Anfangsgewicht im Mittel von 38G8amm (3180-4020
Gramm) in den Tierversuch aufgenommen. Wahrendv@esuchsdauer von 9
Wochen entwickeln die Kaninchen ein Endgewicht wanMittel 4560 Gramm
(4000-4950 Gramm). Nach einer Akklimatisierungsgha®n mindestens 7

Tagen werden die Kaninchen in den Versuch aufgemem

Die Haltung der Tiere erfolgt nach der aktuellen Rithtlinie (86/609). Die
Haltungsbedingungen sind fur alle Tiere des Versagfbaus zu jeder Zeit
standardisiert. Die Haltung erfolgt aus versuchsteschen Grinden in
Einzelboxen. Die Grundflache der Kéfige betragt@his 60x100 cm?2 pro Tier.
Als Einstreu dient Heu. Die Tiere werden unter d&onventionellen
Hygienebedingungen sowie mit einem Hell/Dunkel-tjcbgramm und
Dammerlichtphasen gehalten. Der Tag-Nachtrhythrauautomatisiert im Sinne
eines 12 Stunden Rhythmus. Im Raum der Kaninchemiwaherrschen konstante
Temperaturen von 16° Grad bis 19° Grad und eiredivel Luftfeuchtigkeit von
50-60%. Jedes Tier erhalt taglich neben pellenerkaitter Heu und Wasser zur
freien Verfugung. Die Wasserflaschen werden wéahrded Versuchs téaglich
kontrolliert und mit ungeséuertem Leitungswasseitltie Nagemaoglichkeiten
(Nageholz) werden an die Kéafige angebracht. Zusétaberden die Tiere mit
Karotten, Haferflocken und Apfeln versorgt. Wahretet Phasen ohne Katheter

erhalten die Tiere Auslauf.

3.3. Studiendesign

Der Versuchszeitraum eines Durchlaufs erstreckt 8oer 63 Tage. Wahrend des
gesamten Versuchs hat jedes Tier 4 Operationsteag (@, Tag 28, Tag 35, Tag
63) und wird nach den Angaben im Studienprotoketdndelt (siehe Abb. 7).
Die Studie wird verblindet, randomisiert und kotitest durchgefihrt. Hat sich 4
Wochen nach der Strikturinduktion mit dem dafir m¢ablierten Modell (Siehe

Kapitel IX. 3.2) eine Harnrohrenstriktur ausgebildgann mit der Therapie
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begonnen werden. Nach erfolgter Urethrotomia ienach Sachse wird den
insgesamt 18 mannlichen Kaninchen postoperativSgpezialkatheter eingesetzt.
Die Kathetereinlage erfolgt in 3 Gruppen zu je érén (0 Gy, 15 Gy, 30 Gy).
Nach einwéchiger Kathetereinlage folgt am Tag 35 Eintfernung der Katheter
und am Tag 63 die Euthanasie der Versuchstiere.gbPsamte Versuchsgruppe

(18 Tiere) wird im Weiteren als ,Urethrotomia imter Gruppe* angesprochen.

An allen Operationstagen werden bildgebende Vesfahzur Kontrolle des
Therapieverlaufs eingesetzt. Zum einen werden disce

Kontrastmittelaufnahmen  unter  Rdntgenkontrolle  (@ysethrogramme)
angefertigt, zum anderen wird an den jeweiligen efagine Endoskopie der

Harnréhre und der Blase durchgefihrt.

New Zealand White Rabbit
n=18
'
TagO|— Strikturinduktion

| |

Tag 28— CUG, Urethotomla interna
» + Kathetereinlage

[72)

0 Gy 15 Gy 30 Gy| | randomisiert, kontrolliert

n=6 n==6 n=6 verblindet
v
. CUG, Endoskopie
Tag3s + Katheterentfernung
Taq 63— CUG, Endoskopie
9 + Histologie

Abbildung 7. Studiendesign der ,Urethrotomia interna-Gruppe" g0 bis Tag 63

4. Die ,De nuovo Gruppe*

Neben den 18 Tieren der ,Urethrotomia interna Gedipperden innerhalb des
.BetaMod-Projekts” 2 weitere Fragestellungen mih déazugehoérigen Gruppen
angeschlossen. Hierbei werden weitere 18 mannkemnchen der Rasse New
Zealand White Rabbit aus den gleichen Haltungs- VWexsuchsbedingungen fur
die ,De nuovo Gruppe* eingesetzt und 3 weitere méha Kaninchen der Rasse
New Zealand White Rabbit fur die sogenannte ,,naBveppe“.



Material und Methoden 46

Bei der ,De nuovo-Gruppe* (n = 18) wird am Tag @ &triktur mit der gleichen
Methode wie bei der ,Urethrotomia interna-Gruppefduziert. Allerdings
erhalten diese Tiere am Tag 0 nach der Striktukitida den Spezialkatheter. Die
Einlage erfolgt wie in der ,Urethrotomia interna uppe” randomisiert,
kontrolliert und verblindet. 6 Tiere erhalten ein@Gy-Katheter, 6 Tiere einen
15-Gy-Katheter und weitere 6 Tiere einen 30-Gy-léegh Am Tag 7 werden die
Katheter entfernt und die Tiere am Tag 35 euthanasi

5. Radiotherapie von Normalgewebe (Urethra)

Zudem wird eine Gruppe von 3 Tieren (,nhative Gruppentersucht, deren
Urethra ohne eine induzierte Verletzung bestrat wDiese Tiere erhalten am
Tag 0 keine Strikturinduktion. Hier wird allein eradioaktiver Katheter fir eine
Woche in die Harnrohre eingelegt. Am Tag 7 wird Hatheter entfernt und die
Tiere am Tag 35 euthanasiert. 2 Tiere erhalten neikatheter mit der
Gesamtdosis 60 Gy und ein Tier erhalt einen Katheieder Gesamtdosis 15 Gy.
Diese Dosis wird, wie bei den anderen Versuchen, Smne einer LDR-
Brachytherapie auf die unbehandelte Urethra inleremer Woche abgegeben.

Hierbei mdéchte man die Strahlentoleranz der Urdthkavo ermitteln.

Bildgebende Verfahren, wie dynamische und statigRbatgenaufnahmen mit
Kontrastmittel (CUG) und Endoskopien der Urethradea an allen OP-Tagen
angefertigt. Die Gewebeentnahme und Aufbereitumgy htstopathologische und
histomorphometrische Auswertung erfolgt analog zUrethrotomia interna

Gruppe“. Die Auswertung und Darstellung der Ergsebaider beiden Gruppen

erfolgt nicht im Rahmen dieser Dissertation.
6. Versuchsvorbereitung

6.1. Der radioaktive Stent

Zusammen mit den Industriepartnern (*Firma Acri®ed-irma Seidel, Firma
Urotech, Firma NTTF Coatings) und der Arbeitsgruppe Medizinphysik der
Fakulat fur Physik, LMU Minchen (PD Dr. rer. naabil Walter Assmann)
wurden die radioaktiven Stents/Katheter im Rahrdes ,BetaMod-Projekts”

entwickelt.

Eine geeignete Phosphorverbindung (Phosphor-31 imirein Polymergranulat
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eingemischt und eine dinne Folie extrudiert. Nadfaraglichen Schwierigkeiten
konnte eine sehr gleichmafige Phosphorverteilung?atymer erreicht werden,
eine Voraussetzung fur die geforderte Dosishomagerie Folien sind 50um
dick und enthalten etwa 10% Phosphoranteil. Das ynral, PEEK

(Polyetheretherketon) ist biokompatibel und strabéstandig. In der Garchinger
Neutronenquelle (FRM I1l) wird die Folie durch Nearieneinfang aktiviert und
auf die Ublicherweise verwendeten Harnkatheteremer Grof3e von 14 Charr.
aufgewickelt (Blasenverweilkatheter, 14 Charr., @i€are, Teleflex Medical
GmbH). Die Folien werden mit 2 Schrumpfschlauchebgegleckt. Am

proximalen und distalen Ende werden ROntgenmamkgan angebracht.
Insgesamt sind die Folien 4 cm lang und enthaltgfarglich eine, spater im
Versuch zwei rontgenstrahlendichte MarkierungenrcBudiese lasst sich die

genaue Lage der eingelegten Implantate réntgersdbglarstellen.

Abbildung 8: Aufbau des beschichteten Katheters

Die Implantate stellen eine ,,geschlossene radisakfiuelle” dar. Die Dichtigkeit
der Implantate wurde in umfangreichen Auswachtgstsdlich getestet. Die
austretende Aktivitat befindet sich im Zehntelprib@bereich und ist daher
gesundheitlich unbedenklich.
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Abbildung 9. Radioaktives Implantat auf einem Bladetheter

Das Handling der radioaktiven Stents im gesamtegtgBlod-Projekt” geschieht
unter strenger Einhaltung der Vorschriften der I8&naschutzverordnung. Das
radioaktive Material wird in den dafir vorgesehengdumen gelagert und
unterliegt der standigen Kontrolle des Strahlensatieauftragten. Bis zum
Einsatz werden die Katheter, eingeschweil3t in Rplia einem speziell dafur
angefertigten  Plexiglaskasten in ausgezeichneterrahl8hschutzraumen
aufbewahrt (Verordnung Uber den Schutz vor Schaderch ionisierende
Strahlen, 2001).

Abbildung 10: Strahlenschutzvorrichtungen

Plexiglas von 10 mm Wandstarke eignet sich fur dibschirmung der
radioaktiven Strahlung. Plexiglas hat eine niedri@ednungszahl und die

austretende Bremsstrahlung in Form von Rontgeristraist proportional zur
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Kernzahl des zu passierenden Materials und dergineler Betateilchen. Die
austretende Bremsstrahlung Uuberschreitet die Hjintedstrahlung nicht.
Wahrend der Plexiglaskasten (in welchem sich di¢hétar vor der Einlage
befinden) im Operationsbereich steht, wird einealshe Abschirmung aus
Plexiglas vor den Behélter gestellt. Alle Persondie an den klinischen
Versuchen des ,BetaMod-Projekts” teilnehmen, muisgsait Dosimetern

ausgerustet sein. Diese werden wie Ublich am Kogeéiagen. Zudem kommen
Fingerringdosimeter zum Einsatz. Der Abstand zumlamtat sollte so grol3 wie
maoglich sein. Wahrend der Implantation wird die ioafttive Folie mit einer

Plexiglasabschirmung in Form eines Zylinders alsfiitirhilfe versehen. Diese

Vorrichtung schutzt die Personen, die in direktemntakt mit dem Katheter

stehen.

Abbildung 11. linke Abb.: Plexiglashille zum Einfilen und Entfernen des radioaktiven
Katheters, rechte Abb.: Einfuhren des Katheters aner

Wahrend der Operation wird die Strahlungsabgabe BRkta-Strahlers immer
wieder routinem&Rig mit Geigerzahlern Uberprift rt@oninations-Monitor
LB122, EG&G Berthold, Bad Wildbad).

6.1.1. Die Dosisverteilung im Zielvolumen

Das Zielvolumen befindet sich in 1 mm Gewebetieé Harnrohre. Von der

Kathetermitte bis zur Oberflache des beschicht&tgheters sind es ca. 2,5 mm.
Die gewtlnschte Dosis wird von der Kathetermitte &us3,5 mm Abstand

appliziert An der Oberflache des Katheters herrseiie hoéhere Dosis

(Kontaktdosis), die etwa einen Faktor 4 Uber desi®m 1 mm Entfernung liegt.
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Katheter im Querschnitt Kathetermitte
Betastrahlung
2.5mm In 3.5 mm

Abbildung 12: Querschnitt des Katheters und LagesdZielvolumens (ZV)

Fur die Strahlentherapie ist es wichtig, das ,THrgger Bestrahlung zu
bestimmen. In welcher Gewebetiefe muss bestrahiiere um den gewiinschten
Effekt zu erzielen? Bereits nach 6 mm gibt es keatevante Strahlung mehr, wie
in der Abbildung 13 zu sehen ist. Deshalb sindNi#denwirkungen, wie sie bei
anderen Strahlentherapien zum Beispiel bei der r&8g@sihg mit y-Strahlern
vorkommen, allein aufgrund der geringen und zudesteh Reichweite lokal
begrenzt.
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Abbildung 13. Dosisverteilung im Zielvolumen (Ordite: Dosis in Gy eines 14 Charr.-
Katheters mit einer Phosphor-32 Folie im Abstandrvder Kathetermitte )

6.2. Strikturinduktionsmodell
Zuerst wird versucht, die Harnrohrenstriktur mit Ifeli eines 14 Charr.-
Kinderresektoskops zu induzieren (Abbildung 14) dies bereits in der Literatur

beschrieben wurde (Andersen et al., 2003b).
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Abbildung 14. Strikturinduktion durch Resektion

Im Rahmen des ,BetaMod-Projekts* wurde ein neuestBtinduktionsmodell

entwickelt und etabliert, das auf einer Laserkoaoh basiert.

Zur Strikturinduktion in derPars prostaticader Harnrohre wird eine radial
abstrahlende Lasersonde (365 um bare fiber, 3G@fteadbstrahlung), wie sie
zur endoluminalen Lasertherapie der Varikosis esagg wird, angewendet
(Schmedt et al., 2010). Diese spezielle Sonde kdoem den Arbeitskanal eines
starren Charr.14-Kinder-Zystoskopes mit einer O0tHO{27033AA Miniatur
Geradeausblick-Optik, 0°, 20 cm, mit eingebautdyeRgjlas-Lichtleitung, Karl
Storz GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Deutschland; 27033rethrotom-Schaft mit
Luer-Lock Hahn, 8 Charr. mit Obturator, Karl Sto@mbH & Co. KG,
Tuttlingen, Deutschland) unter Sicht an den Ort dewtinschten Schéadigung
gebracht werden. Die Verletzung wird 1 bis 2 crallidesColliculus seminalis
gesetzt. Die Laserenergie kann entweder im Sinmer edynamischen oder
statischen Sonde abgegeben werden. Ein zirkuldletidht zeigt die Stelle der
Energieeinwirkung, so dass die Position des Lakadsns gut gesteuert werden
konnte. Nach Platzierung der Sonde (linke AbbildaiBywird die Spulflissigkeit
gestoppt und das Gewebe der Urethra legt sich usientkontrolle an die

Laserfaser an. Dann beginnt der Operateur mit dsetanwendung.
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K73-88 STENOSEINDUKTION K23-88 LASER STRIKTUR

Pilotlicht ‘
Lacli oer / Koagulationszone

™~

—

F 12. 11. 88 156. 81. 89

Abbildung 15. linke Abb.: Vor dem Lasern - Positimmung der Laserfaser, rechte Abb.: Nach
dem Lasern - zirkulare Koagulationszone

Mit einem Diodenlaser der Wellenlange 1470 nm (@esr® 15, 1470 nm £ 30
nm, 15 W, CeramOptec GmbH, biolitec AG) wird eirertinischer Schaden
(rechte Abbildung 15) in der Harnrohre gesetzt. eEibaserstrahlung der
Wellenlange 1470 nm mit einer Leistung von 10 Wad im Mittel 10,2 sec (9,5-
10,8) wird an der gewinschten Stelle applizierie Dptische Eindringtiefe ins
Gewebe liegt bei ca. 1,5 mm. Wahrend der Striktduktion wird im Mittel eine
Gesamtenergie von 106,7 Joule (98-112 J) abgegeben

7. Versuchsdurchfihrung

7.1. Andasthesie und Operationsvorbereitung

Die Kaninchen werden vor der Narkose keiner Nahskagenz unterzogen. Nach
der Identifizierung der Tiere mit Hilfe der Ohrtéterung erfolgt die
Gewichtskontrolle. Im Folgenden werden die Kanimckinisch untersucht und

bei unauffalligem Allgemeinbefinden in den Operasibereich gebracht.

Dort wird auf beide Aul3enseiten der Ohren des Karens eine lokalandsthetisch
wirksame Creme aufgetragen (Emla® Creme, Wirkdtadbcain und Prilocain,
AstraZeneca GmbH Deutschland, Wedel). Nach kurzart&¥eit und Anstauen
der Gefale werden zusammen mit einer Hilfspersemveidsen Zugange gelegt.
In beide Vv. auriculares lateralesverden anschlie3end Venenverweilkatheter
(Vasofix® Braunlle®, Venenverweilkanile, 22 G, BraBn Melsungen AG,
Melsungen) gelegt und mit 2 Klebestreifen (Leuksf#a 2,5 cm x 5 m, BSN
medical GmbH&Co0.KG) fixiert. Bei der Narkoseformriuelt es sich um eine
total intraven0se Anéasthesie (TIVA). Zur Narkoséstong wird das
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Hypnotikum Propofol (Propofol ,Fresenius® 1% mit MCWirkstoff Propofol,

10mg/ml, Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Hagpbuohne

Pramedikation nach Wirkung streng intraventds apmtiz Im Durchschnitt
werden 2 ml des 1% Propofol bendtigt, um die erwlites Wirkung zu erzielen.
Nach dem raschen Wirkeintritt wird der Kanincherlbot Brustlage gelegt. Eine
Augensalbe wird in beide Augen eingebracht, um Aistrocknen der Kornea
wéahrend der Narkose zu verhindern (Bephanten®, Augend Nasensalbe,
Wirkstoff Dexpanthenol, Firma Bayer Health Care).

Dann erfolgt die Intubation mit einem Tubus (Tulm&ndurchmesser 2,5/3,0
mm mit Cuff, Fa. Rusch, Wablingen). Daflr wird ecge 25 cm lange Mullbinde
(Geka® Mullbinden, Lohmann & Rauscher GmbH & Co. Ki&euwied) in die
oberen beiden Schneidezahne des Kaninchens eirgjetizEine Hilfsperson ist
notig, um den Kopf des Tieres nach vorne zu Ulkeakén. Vor der Intubation
wird der Tubus mit einem lokal wirksamen Oberflatduggésthetikum (Xylocain®
Gel 2%, Wirkstoff Lidocain, AstraZeneca GmbH) vérse. Die Zunge des Tieres
wird mit der einen Hand zur Seite gehalten, so dkssTubus an der Zunge

vorbei in den Rachenbereich geschoben werden kann.

Ohne Sichtkontrolle wird der Tubus vor dem Kehlkqpétziert. Bei korrekter
Lage ist die Atmung des Tieres gleichmaf3ig durch @ebus zu horen. Ist der
Schluckreflex noch vorhanden, wird je nach Situa®in weiterer Bolus an 1%
Propofol intravends gegeben, bis der KehlbereictedlNiderstand zu tiberwinden
ist. Der Tubus wird vorsichtig mit leichten Drehlegyungen in die Trachea des
Kaninchens vorgeschoben. Die richtige Lage wirdweder mit Hilfe eines
angeschlossenen Kapnographenschlauchs an den Kondek Tubus oder durch
die Atemgerausche des Tieres durch den Tubus iilferpr

Mit Hilfe von Klebepflastern (Leukoplast®, 2,5 cm %X m, BSN medical
GmbH&Co.KG) wird der Tubus an der Nase des KaninsHexiert. Somit kann
ein Dislozieren bei Manipulation verhindert werd&er Tubus wird dabei nicht
geblockt. Die Mullbinde, die zur Intubation diemtird zum einen unterhalb des
Konnektors und zum anderen um den Tubus gebundeérdaraufhin die zwei
Enden der Mullbinde um den Hals des Tieres hinten @©hren verknotet.
Anschlie3end wird das Tier in Rickenlage gebraciat die Narkose vertieft. An
den Venenverweilkatheter des linken Ohres wird i@wee Perfusorverlangerung

(Original-Perfusor®-Leitung, B. Braun Melsungen Al@elsungen) die Infusions
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Spritzpumpe (Original-Perfusor®-Spritzen 50 ml, Braun AG, Melsungen)
angeschlossen, welche das Narkosemittel abgibt. Niekose wird mit 2%
Propofol als DTI mit 25-30 ml/Tier/h  (0,84-1 mgéFimin) (Propofol
.Fresenius® 2% mit MCT, Fresenius Kabi DeutschlgaohbH, Bad Homburg)
aufrecht erhalten. Eine Infusions-Spritzpumpe ({#Bf®, ED, 1-300, B. Braun
AG, Melsungen) gibt kontinuierlich das Hypnotikum ab.
Die Kaninchen werden nach Aussetzen der Spontamgtndie durch die Gabe
von 0,01 mg/kg KG des mittellang wirksamen MusKakans Atracurium
(Atracurium-hameln, 10 mg/ml, Injektionslésung, Hdm Pharma Pl GmbH,
Hameln) und der atemdepressiven Wirkung des Felstéiagntanyl®-Jannsen 0,5
mg, Wirkstoff Fentanylcitrat, 50 ug/ml, Janssera@iGmbH) eintritt, mechanisch
ventiliert. Zur Einleitung werden 5 pg/kg KGW desnfanyl pro Tier verabreicht.
Innerhalb der gesamten Narkose werden circa 50 igrgHentanyl pro Tier
intravents gegeben. Eine kontrollierte Beatmungdistth ein Beatmungsgerat
(Anesthesia Work Station, AWS, Hallowell, EMC-Phigéd, MA, USA) wahrend
der Narkose gewabhrleistet. Die Beatmung erfolgteurit00% Sauerstoff mit
einem Druck von 7-10 mm Wassersaule und einer Beagsirequenz von 25-

30/min. Das Atemzugsvolumen bewegt sich bei 7-1/RgriKdrpergewicht.

Die Kohlenstoffdioxidkonzentration wird Uber den pfamgraph (Capnomac
Ultima, Datex, Achim) gemessen. Diese sollte beiamiichen zwischen 35 und
40 mmHg liegen. Dieser Wert wird mit einem Patientenitor (Datec Ohmed,
S/5, F-CM1.00., Divison Instrumentarium Corp, Heksj Finnland) Gberwacht.

Zur Kontrolle der  Sauerstoffsattigung und der sRebuenz wird ein

Pulsoximeter (Fa. Ohmeda, Hattenhofen) im Zwiscbbanbereich des Vorder-
oder Hinterbeins oder am Perineum des Kanincheakremd der Narkose
befestigt.

Zwischen dem Venenzugang und dem Infusionsbestéukaffix® SafeSet,

Schlauchlange 180 cm, B. Braun AG, Melsungen) vdrd rechten Ohr ein
Dreiwegehahn (Discofix®, B. Braun AG, Melsungen)geschlossen. Somit
kénnen alle bendtigten Medikamente neben der ip&ativen Infusionstherapie
(Ringerlésung Delta, Delta Select, Pfullingen) eeacht werden. Jedes Tier
erhalt intraoperativ 0,5 ml/Tier einer Antibiosdravents (Borgal Loésung 24%,

40 mg/ml Trimethoprim, 200 mg/ml Sulfadoxin, IntetyUnterschleil3heim).

Neben den technischen Apparaturen werden aucheflexe des Kaninchens zur
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Narkoselberwachung verwendet. Nach Eintreten desinklaens in das
chirurgische Toleranzstadium kann der operativegiifinbeginnen. Insgesamt
werden die Tiere an allen vier Tagen des Versuchsdie beschriebene
Allgemeinnarkose versetzt und die Versuche gemaih detudiendesign
durchgefuhrt.

Das nicht depolarisierende Muskelrelaxans Atracarivermoglicht eine
Erschlaffung der Muskulatur der proximalen Harnghind des Blasenhalses.
Eine gleichméaRige Relaxation ist fur die Beurtejuter Weite der Harnréhre von
grol3er Bedeutung. In der Urologie werden die Ptdrerin der sogenannten
~Steinschnittlage” fir diesen Eingriff gelagert (¢keand Fresenius, 2007). Dieser
Lage angepasst liegen die Kaninchen in Rickenlage Bnde des
Operationstisches auf einer OP-Matte (Abbildung 16)

Abbildung 16: Lagerung des Versuchstieres

Bei der Lagerung ist es wichtig, dass das Tiertnichweit gegen das Ende der
OP-Matte gezogen wird, um die Wirbelsadule des TSienécht unnétig zu
verletzen. Vor dem operativen Eingriff wird die Regum den Penis grof3flachig
mit einem Oberflachendesinfektionsmittel (BraunoRgvidon-Jod, 500 ml, B.
Braun AG, Melsungen) behandelt und steril miteginLochtuch abgedeckt
(Raucodrape® Abdecktiicher, OP-Lochtuch, 50x60cmhniann & Rauscher
GmbH & Co. KG).
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7.1.1. Postoperative Versorgung

Nach dem Ausleiten der Narkose, nachdem der Safdfiek der Tiere wieder
eintritt und sie regelmallig mit konstanter Sauéisittigung atmen kdnnen,
werden sie extubiert. Die Kaninchen werden ansBkhe in ihre Einzelboxen
verbracht und bis zur Wiedererlangung ihres volBswusstseins beobachtet.
Postoperativ mochte man die durch den Eingriff ksachte Schmerzauswirkung

so gering wie maglich zu halten.

Die postoperative Analgesie besteht aus einmalictdagCarprofen subkutan
(Rimadyl®, 4 mg/kg KG, Pfizer Pharma GmbH, Berligweimal taglich
Buphrenorphin subkutan (Temgesic®, 0,025 mg/kg K&Ssex Pharma) und
Metamizol alle 4 Stunden 4 Tropfen per os (Novamiios, Tropfen, 500 mg/ml,
Ratiopharm GmbH, Ulm). Die postoperative Analgesird je nach
Allgemeinzustand der Tiere Uber 2 bis 3 Tage faet.

In der Woche der Dauerkathetereinlage (Tag 28-3&)en alle Versuchstiere
antibiotisch 1x taglich mit Enrofloxacin (Baytril® mg/kg KG, subkutan, Pfizer
Pharma GmbH, Berlin) abgedeckt. Die Ohrrandvenerilage werden aufgrund
der langen Versuchsdauer mit einer heparinhalti§atbe gepflegt (Heparin-
ratiopharm®, 60000 Salbe, Heparin-Natrium 60.00B, Iratiopharm GmbH,
Ulm).

7.2. Operatives Vorgehen

7.2.1. Tag 0 - Strikturinduktion

Nach abgeschlossener Operationsvorbereitung kedamoperative Verfahren.
Ein mobiles Rontgengerat, ein C-Bogen (OEC, Se&9BB0 Plus Cardiac, GE
Healthcare) wird am Ende des Operationstisches ziptat Bei allen

Rontgenaufnahmen wird fir die spateren AusmessuagenKalibriermarke im

Bildbereich platziert.

Die erste Rontgenaufnahme ist eine Positionsaufeales Tieres. Anschliel3end
beginnt der Operateur mit den Vorbereitungen fire ddynamische
Kontrastmitteldarstellung (CUG) der Harnr6hre undriiblase. Dabei wird auf
einen Frauenkatheter (Frauenkatheter Charr. 123d.48 cm, 2 seitliche Augen,
Assa med GmbH, Bexbach) eine Blasenspritze (On@ifSolo, Wund- und

Blasenspritze, 50 ml, B. Braun AG, Melsungen) gasebiese enthélt eine
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Mischung aus jodhaltigen Kontrastmittel (Imeron®030Virkstoff lomeprol,
Nycomed GmbH, Konstanz) und 0,9% isotonischer MNatchlorid-Losung
(Isotonische Natriumchlorid-Lésung Diaco, 100 mkr&) Wiessner KG) zu
gleichen Teilen. Der Katheter wird an der Spitze @leitgel (Instillagel®,
Gleitgel, Farco-Pharma, Koln) versehen, um dasuBimehn in die Harnréhre zu
erleichtern. Die kontrastmittelhaltige Mischung aviunter gleichbleibendem
Druck vom Operateur in die Harnrohre retrograd iapgt. Wahrenddessen wird
die dynamische Kontrastmitteldarstellung mittelsréleuchtung festgehalten
(linke Abbildung 17). Das Versuchstier wird anseBnd auf die rechte Seite
gelagert (rechte Abbildung 17) und die Kontrastehitarstellung wiederholt.

Latel_ro.-Laterale Aufnahme

Abbildung 17. Rontgenaufnahme mit Kontrastmittel gwperativ (linke Abb.: ventro-dorsal;
rechte Abb.: latero-lateral); im BildL" als Kalibriermarke

Als nachstes wird das Endoskop fir den Eingriffbeseitet. Hierzu wird ein
starres Charr.-14-Zystoskop (27033AA Miniatur Gemasblick-Optik, 0°, 20
cm, mit eingebauter Fiberglas-Lichtleitung, Karlo@ GmbH & Co. KG,
Tuttlingen, Deutschland; 27033U Urethrotom-Schaft kuer-Lock Hahn, 8
Charr. mit Obturator, Karl Storz GmbH & Co. KG, Tligen, Deutschland)
verwendet. Die auf Korpertemperatur vorgewarmte lI8piing (Isotonische
Natriumchlorid-Losung Diaco, 100ml, Serag WiessK&) wird angeschlossen
und das Endoskop eingefihrt. Die Endoskopie wird f aein

Dokumentationsterminal (TELE PACK, Telecam mit Kaead®pf, endoskopische
Videoeinheit, 20043001-020, K. Storz GmbH & Co. Klattlingen) Ubertragen.
Die Endoskopien werden per Video mitgeschnittene Biarnréhre und die
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Harnblase werden zuerst nativ endoskopiert. Dadieider Druck der Spullésung
das Lumen der Urethra offen. An die endoskopischeetduchung schlief3t sich
der chirurgische Eingriff an. Der Operateur fuhg dirkulare, flexible Laserfaser
durch den Arbeitskanal des Endoskops. Das Endé&aksr steht etwa 2 cm aus
dem Endoskoprohr heraus und ist somit gut sichtlmat zu navigieren. Das
Pilotlicht zeigt die Position des Laserbereichs sm,dass der Schaden exakt
positioniert werden kann. Die gewunscht Schadenispodiegt 1 bis 2 cm distal

desColliculus seminaligAbbildung 18).

Abbildung 18. Colliculus seminalis eines Kanincheotks (Endoskopischer Blick)

Die Laserfaser wird auf dieser Hohe zentral in Migte des Lumens gelegt
(Abbildung 19, Bild 1). Wenn diese Position eingemoen ist, kann der
Spulstrom gestoppt werden. Daraufhin fallt die Schhaut in sich zusammen
und liegt der Laserfaser an (Abbildung 19, Bild 2).

Nachdem das Personal mit Laserschutzbrillen ausetstist, kann mit dem
Lasern gestartet werden. Der Laser wird vom ,Stgrdbdus” in den ,aktiven
Modus*” Ubergefuhrt. Der Operateur wird wahrend desamten Laservorgangs
das Endoskop in dieser Position halten. Nach derplikation der
Laserlichtenergie wird das Endoskop aus der Harer@&ntfernt, nachdem man
den Laser wieder in den ,Standby-Modus* gestelit bae Laserfaser wird aus
dem Arbeitskanal enthommen und das Endoskop zusobgin Kontrolle des
Schadens wieder in die Harnrohre eingefiihrt. Esdererdie Lokalisation
(Abbildung 19, Bild 4), die Schwere und die Zirkutat des induzierten
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Laserschadens beurteilt (Abbildung 19, Bild 3) umddem Blutungen oder

latrogene Verletzungen beachtet, protokolliert dokumentiert.

K186-089 K186-89

1 2

09:22 89:22

Ki186-89 K186-09

Abbildung 19. Strikturinduktion am Tag O (1: Posa@nierung der Laserfaser, 2: Spulstrom aus,
Gewebe legt sich an Laserfaser an, 3: zirkulare I§odationszone, 4: Position des
Laserschadens)

Nach der Strikturinduktion werden KontrastmittelrBtallungen der Urethra,
auch Zystourethrogramm (CUG) genannt, zur Sichtudgr genauen

Positionierung des Schadens in zwei Ebenen (dy\durchgefihrt.

Abbildung 20: CUG v/d ( linke Abb.: nativ, rechtebd.: Position des Laserschadens)

Die Entwicklung der Strikturinduktion wird 28 Tagspater beurteilt. Im
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Anschluss erfolgt eine optische Kontrolle des Selnadnit dem Endoskop.

Abbildung 21. Aufbau des Endoskops (1: Laserfasgr Spilung, 3: Kamera)

7.2.2. Tag 28 - Urethrotomia interna nach Sachse und Kathereinlage

28 Tage nach der Strikturinduktion werden die Tieeeneut in eine
Allgemeinnarkose versetzt. Die nativen Rontgenduiman werden nach dem
gleichen Schema wie am Tag O durchgefuhrt. Durce dynamische

Kontrastmittel- Darstellung lasst sich ein ersterdguck der Striktur gewinnen.

Abbildung 22. Tag 28: Kontrastmitteldarstellung d&triktur in zwei Ebenen (linke Abb.: d/v,
rechte Abb.: I/l, Pfeile auf Strikturstelle)
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Anschlie3end wird die Urethra endoskopiert (Insteate siehe Tag 0) und der
Strikturgrad visuell beurteilt. Wahrend der endgskohen Inspektion, der
Beurteilung und der Dokumentation wird an der $ariknicht manipuliert.

K21-89 KATHETER D28

F 88. 84. 89 F 22.87.89

Abbildung 23. Tag 28 Endoskopischer Blick auf di¢ri&tur (linke Abb.: hochggradige Striktur,
rechte Abb.: mittelgradige Striktur)

Unter klinischen Gesichtspunkten wird nun der Bdf@wner Harnréhrenstriktur
definiert. Als therapeutische MalRRnahmen wird numeeUrethrotomia interna
durchgefihrt (Abbildung 24). Dabei fuhrt der Opetatin den Arbeitskanal des
Endoskops ein Messer nach Sachse ein.

Auf 12 Uhr (Abbildung 24, Bild 2) wird das Narbeswebe der Harnréhre
erweitert. Die Narbe wird soweit erdffnet, bis emaximale Weite des Lumens
erreicht ist (Abbildung 24, Bild 4).
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F 23.87. 89

F 23.87. 89

Abbildung 24. Abfolge der Urethrotomia interna amag 28 (Bild 1: ausgebildete Stenose am
Tag 28, Bild 2/3: Schlitzung nach Sachse, Bild 4aNbenspange postoperativ eréffnet)

Nach dem Schlitzen der Striktur werden erneut Kastimittel-Aufnahmen (CUG)
in beiden Ebenen (v/d, I/l) gemacht.

Abbildung 25. CUG am Tag 28 prae und post OP (Bildv/d, Striktur prae OP, Bild 2: v/d,
Striktur post OP, Pfeile: Strikturbereich)

Nach abgeschlossener Urethrotomia interna wirdKdinetereinlage vorbereitet.
Die Einlage der Katheter erfolgt verblindet. Es e radioaktive und nicht
radioaktive Katheter (siehe Studienprotokoll) eiege Aus einer sterilen Losung
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(Ringerlésung Delta, Delta Select, Pfullingen) widér Katheter mit dem
Ubergezogenen Plexiglaszylinder dem Operateur éicbtr Dieser fuhrt den
Katheter so ein, dass in keinem Fall eine Straldsiung fur das Personal und
ihn selbst entstehen kann (Abbildung 26, Bild 1achdem der Katheter in die
Harnrohre eingelegt ist, wird die genaue longitatBnPosition mit Hilfe der
Rontgenkontrolle festgelegt. Der 2-Wege-Kathetesitbe einen Kanal zur
Harnableitung und einen Kanal zum Beflillen desd@all Dieser Katheter wird
innerhalb einer Woche nicht gewechselt. Bei detagim ist es wichtig, dass der
Ballon des Katheters sich in der Blase und niclntmenblasendrise befindet.

Hierbei hilft die Eingabe von Kontrastmittel in ddaflr vorgesehenen Kanal des
Katheters (Abbildung 26, Bild 2).

Abbildung 26. Kathetereinlage (2-Wege-Katheter) amag 28 (Bild 1: Einlage des Katheters
unter Plexiglasschutz; Bild 2: KM-Applikation, um eh Katheterballon zu fullen; Bild 3:
Metallpin im Fullkanal, verhindert Auslaufen des M; Bild 4: Kiirzen des Metallpins)

Der Ballon wird mit 2 bis 5 ml Kontrastmittel geltiiiDann wird der Katheter in
der gewilnschten Position mit der Hand gehaltenderdKanal fur die Eingabe
des Kontrastmittels mit einer Kocherklemme verssbdm, so dass Kkein
Kontrastmittel mehr austreten kann. AnschlieRendd vdas distale Ende des
Katheters gekurzt. Der Blockkanal wird mit einem tMipin vorsichtig

verschlossen (Abbildung 26, Bild 3). Dieser Pin dvimir einer Zange so
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abgeschnitten (auf gleicher Hohe mit dem Kathetedass keine
Verletzungsgefahr fur das Tier besteht (Abbildurg Bild 4). Wahrend der
Arbeitsschritte werden immer wieder Kontrollréntgeafnahmen angefertigt.
Wichtig bei der Positionierung des Katheters istdzss die Folie des Katheters
Uber dem Strikturbereich zu liegen kommt. Die Réntgarkierung des Katheters

(linke Abbildung 27) markiert den Anfang der radibeen Folie. Diese hat eine

Lange von insgesamt 4 cm.

Abbildung 27. Kathetereinlage Tag 28 (rechte AbEndoskop steht an Strikturposition; linke
Abb.: Lage des Katheters, Ballon des Katheters KM, Rontgenmarkierung)

AbschlieRend wird der Katheter an der Innenseits Bedputiums, wie in
Abbildung zu sehen ist, mit jeweils einem Hauttiedert (PROLENE®, USP 4-
0, monofil, Ethicon, Johnson & Johnson MEDICAL GnjbBiese werden innen

mehrfach geknotet.
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Abbildung 28. Fixierung des Katheters am Praputiuam Tag 28

7.2.3. Tag 28 bis Tag 35 - Phase der Kathetereinlage

Das Kaninchen bekommt nun fir 7 Tage einen Halgkrg@lic Collar, Buster,
7,5 cm, Kruse, Marslev, Denmark), um sich den Kathenicht selbst zu
entfernen. In der einwbchigen Phase der Dauerlatfiatage missen die Tiere
engmaschig Uberwacht werden. Der Halskragen bethidde Tiere nicht an der
Nahrungsaufnahme, dennoch werden die KaninchemesgedVersuchsphase mit
einem Alleinfuttermittel fir Heimtiere 3 x taglicfCritical Care, OxProline,
Albrecht GmbH, Aulendorf) zugefuttert. Zweimal tédl wir das
Allgemeinbefinden der Tiere und die Position desrridatheters kontrolliert
(Hautfaden sichtbar, Katheter durch die Harnr6hre rasten). Die
Futteraufnahme, die Wasseraufnahme und der Kot- WUnidabsatz werden

dokumentiert.

7.2.4. Tag 35- Katheterentfernung

Am Tag 35 wird den Tieren der Halskragen entfebatyor die Kaninchen ein
weiteres Mal in Narkose gelegt werden. Am Tag dathkterentfernung werden,
wie bereits an der ersten beiden OperationstagaiyenRontgenaufnahmen in
zwei Ebenen angefertigt. Diesmal wird hiermit Ulbéff) ob der Katheter noch in
der Ausgangsposition von Tag 28 liegt. Danach vardentfernt. Damit der
Katheter nach dem Entblocken des Ballons nichienHarnréhre disloziert, wird
er mit einer Kocherklemme festgehalten. Die Hattefa werden mit einem

Fadenmesser (Peha Fadenmesser, Paul Hartmann A@enHem) gelost.
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AnschlieRend schneidet der Operateur mit einer r@clieen Kanal fur das
Kontrastmittel auf, so dass der Ballon entblockidwDas Kontrastmittel 1&auft in
eine Auffangplastikschale. Daraufhin kann der Bhiks¢heter gezogen werden.
Die Katheter werden wie bei der Einlage durch eRlexiglasvorrichtung
abgeschirmt und dann in einen groRBeren Plexigladtaeh Gberfihrt. Im

Anschluss wird eine Endoskopie durchgefuhrt und ehemalige Strikturstelle

und die Schleimhaut der Urethra visuell begutachtet

Kﬂ9-B9P‘QE“ﬂﬂ&UUD K32-89 KATHETER ENTNAHME
-

F 16. 84. 89

Abbildung 29: Gewebeauflagerung nach einwéchigeKathetereinlage am Tag 35
(endoskopischer Blick)

7.2.5. Tag 63 - Euthanasie

Am letzten Versuchstag werden wie an den vorausgggaVersuchstagen (Tag
0, Tag 28, Tag 35) native KM-Darstellungen der Hainne in zwei Ebenen mit
sich anschlielBender Zystourethroskopie unter Vdtlvse durchgefiihrt. Die
Euthanasie des Tieres am Tag 63 erfolgt mit eiregrdbsis Barbiturat. Hierzu
werden den Tieren in der Vollnarkose 90mg/kg Pemtokal (Narcoren®,

Pentobarbital, Merial GmbH, Halbergmoss) intraven@sabreichtet und der
Venenverweilkatheter anschlieRend mit 5 ml Spulgs(NaCl, 0,9% Spullésung,
Delta Select GmbH, Pfullingen, Deutschland) gesptlbch innerhalb der

Injektion stirbt das Tier schmerzlos.
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Abbildung 30: Kontrastmitteldarstellung der Harnrile am Tag 63 in zwei Ebenen (linke Abb.:
v/d; rechte Abb.: I/l; Pfeile: Strikturstelle)

7.2.6. Gewebeentnahme

Die Entnahme der Harnorgane fiur die histologisciéetsuchung erfolgt direkt
im Anschluss an die Euthanasie. Das Tier liegt ickenlage. Als erstes wird in
die Harnréhre mit Hilfe eines Harnkatheters 4% nkain eingegeben, um
Autolyse-Artefakte zu verhindern. Die Penisspitze@dwzusammen mit dem
Katheter mit einer Klemme verschlossen, so dass Fdamalin nicht mehr
austreten kann. Dann wird mit einem Skalpell (Felatbisposable, Scalpel,
Feather Saftey Razor CO., CTD., No.22, Feathercieaga 10 cm langer Schnitt
Uber der Beckensymphyse zwischen die Hoden gedgt¢rtie Hoden werden
abgesetzt und der Hautschnitt wird bis zur Perissprerlangert. Die gesamte
Haut des Penis wird abprapariert. Liegt der Pengs, fwird die muskulare
Verbindung zwischen Penis und Becken geldst. Dréslgt mit einer feinen
Préaparierschere. Hierbei muss sehr prazise undcitigs vorgegangen werden,
um die Harnréhre nicht zu verletzten. Anschlie3emd die Bauchhohle ertffnet
und die Blase vorgelagert. Der Schnitt der Bauckhilird bis zum kndchernen
Teil des Beckens erweitert und es wird mit den &inglie Harnblase und die sich
anschlieBende Harnréhre soweit wie moglich sturbgkt&rennt. Ist die Harnrohre
von beiden Seiten mobilisiert, gilt es das knéckeBecken zu entfernen, um den

Harntrakt in toto entnehmen zu kdnnen.

8. Herstellen und Aufbereiten der Praparate

Nach der Gewebeentnahme wird die Blase erdffnet diad Formalin-
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Uringemisch in einen Behéalter gegeben. Anschlief3eind das Gewebe in einer
Nierenschale mit steriler Ringer-LOosung (RingerligguDelta, Delta Select,
Pfullingen) gespult. Die nach der Entnahme (ubridpligbenen Muskel- und
Gewebereste werden entfernt und die Harnrdhre iaef korkplatte gelegt. Um
die genaue Position der Strikturstelle zu idengfien, wird eine Endoskopie
angeschlossen und die Stelle der Striktur mit Stadkln von aul3en
gekennzeichnet (in Abbildung 31 gelbe Stecknadedo, dass sie bei der
anschlieBenden Weiterverarbeitung des Gewebes eatifidieren ist. Zur
Fixation wird die Korkplatte mit dem Praparat im &las mit 4% Formalinldsung
gegeben. Das Gewebe wird 5 Tage lang in 4% Fornigdiart und dann zu
einzelnen 1 cm langen ,,Gewebeblécken* zugeschnithars dem markierten
Strikturbereich wird ein Zuschnitt gewonnen, sosdsieh die Striktur in diesem
Zuschnitt befindet. Vor und hinter dem Zuschnitt sadem sicheren
Strikturbereich wird jeweils ein weiterer 1 cm geo&ewebeblock zugeschnitten.

Stenosebereich

Abbildung 31: Zuschnitt des Gewebes fir die histgikche Untersuchung (gelbe Markierung
hier: Strikturbereich; rote Markierung hier: proxinales und distales Ende des Beckenbereichs
der Urethra)

Der Zuschnitt erfolgt immer quer zur Harnrohre. Wwerden mindestens 3,
hochstens 5 ,Gewebeblécke” gewonnen. Die Harnrbleibt bei als R6hrenform
bestehen. Dieses Protokoll wird gewahlt, um beihdstologischen Auswertung
das Restlumen der Striktur ausmessen zu kénnenBIdeke werden in kleine
Plastik-Kasetten gegeben. Um die Richtung der BiGgtkch dem Entwéassern zu
identifizieren, werden sie auf der einen Seite rmibhem Einzelheft aus
chirurgischem Nahtmaterials markiert. Die Probemdea vor dem Entwassern
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im Automaten (Einbettautomat Hypercenter XP, Filgiadon, jetzt Firma Fisha
Scientific GmbH, 58239 Schwerte, Deutschland) 2 n&um unter Kkaltes,
flieBRendes Wasser gestellt. Anschlie3end werderGéwebeschnitte entwassert.
Nachdem das Gewebe entwéssert ist, werden die &latkParaffin gegossen
(Paraffinausgiel3station, Leica-EG 1160, Leica Msksiems Nussloch GmbH,
Nussloch). Aus den Paraffinblécken werden Schmiteeiner Dicke von 2-3 pm
angefertigt (Leica 2035, Jung Biocutt, Mikrotom, ida@ Mikroskop System
GmbH, Nusslich). Aus jedem Block werden 30 Geweheitie angefertigt,
wobei immer nach 10 aufeinanderfolgenden Schnit2d-30 pm) je ein
Millimeter verworfen wird (Nummerierung: 1.1-1.10,mm verworfen, 2.1-2-10.,
1 mm verworfen, 3.1-3.10.). Insgesamt ergibt das3l#&odcken ein Minimum an
90 hergestellten Gewebeschnitten pro Tier. Vor @émben werden die Schnitte
bei 60 Grad hitzefixiert und dann im FarbeautomatgRlistolab Products,
Combined Slide Stainer 4009, Firma Vogel, Goteb&cgweden) gefarbt. Die
Hamatoxylin-Eosin-Farbung kann vollstandig im Autden durchgefihrt
werden. Die Elastika-van-Gieson-Farbung wird teibgeautomatisch, teilweise
von Hand angefarbt. Die- SMA-Farbung der Praparate wird vom Pathologischen
Institut der medizinischen Fakultat der Ludwig-Maxians-Universitat Minchen
(Campus Innenstadt) durchgefiihrt. Die ausfuhrliBeechreibung der Farbungen
folgt im Anhang. Bei der Auswahl der Praparate vdadauf geachtet, dass es sich
um Folgeschnitte (aufeinanderfolgende Schnitte) delin Bei qualitativ
minderwertigen Gewebeschnitten wird nicht der Fedpaitt, sondern ein Schnitt

danach ausgewahlt, um mdglichst alle Praparateiaesh Bereich zu beurteilen.

8.1. Hamatoxylin-Eosin Farbung (HE-Farbung)
Als Zellubersichtsfarbung und zur Beurteilung der orpiologischen

Veranderungen dient eine HE-Farbung der jeweilsd.7. Schnitte der Blocke.

8.2. Elastika-van-Gieson Farbung (EvG-Farbung)

Zur Darstellung der elastischen Fasern und kollagdfasern wird jeweils der 4.
und 8. Schnitt der Blocke wird mit der Elastika-v@reson Farbung gefarbt. Die
Schnitte werden erst mit der HE-Farbung angefamdtdann anschlieRend erfolgt
die Farbung mit der Pikrinsdure-Saurefuchsin. Deéikérne stellt sich bei dieser
Farbung schwarzbraun, das Zytoplasma hellbraunklastische Fasern werden

schwarz, Muskelgewebe wird gelb und Kollagenfasezrden rot angefarbt.
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8.3. Immunhistochemische Farbungend¢- SMA-Farbung)
Die a-SMA-Farbung ¢- smooth muscle actin) Farbung dient zu Darstelldeg
Myofibroblasten. Zum Farbeprotokoll und den Matkei welche bei der

histologischen Aufbereitung verwendet werden, sihleang.

9. Auswertung

Die gesamte Auswertung der Daten erfolgt verblindetst nachdem alle
Parameter und Ergebnisse untersucht sind, wird Stigdie entblindet, das
bedeutet, dass die Tiere den verschiedenen Dagpén (0, 15, 30 Gy)
zugeordnet werden. Im Ergebnisteil werden die wedleten Auswertungen den
Stenosegraden zugeordnet, die unverblindeten Atgagen den Dosis-Gruppen
(Gray).

9.1. Histomorphometrische Auswertung

Nach Durchsicht der gesamten Praparate werden o 3 reprasentative
Gewebeschnitte (jeweils ein HE-Schnitt, ein EvG+8ith ein a-SMA-Schnitt)
ausgewabhlt. Die Schnitte werden mit einem LeicarbBkop (Leica DM IRB/E,
Geratetyp TCSNT, Leica Mikrosystems, Wetzlar) mitilfed einer
Schrittmotorsteuerung und eines neu entwickeltebrgiterprogramms® in einer
10 fachen VergrolRerung aufgenommen (Abbildung BR).Praparat entstehen so
bis zu 500 Einzeldateien. Diese Einzeldateien werde: einem neu entwickelten
Programm zu einem grof3en Gesamtbild zusammengéSetiathprogramm).

Pipel entspricht 3,086 poy (Mdrometer
L v # .

Abbildung 32: Technik fur die Digitalisierung der istologischen Préparate (linke Abb.:
Abgerasterte Aufnahme eines histologischen Préparatrechte Abb.: Mikroskop mit
Schrittmotorsteuerung)

AnschlieRend lasst sich das Gesamtbild oder Ausitehdes Bildes auf eine
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bestimmte Gréf3e skalieren. Dies ermoglicht ein Aessen der Gewebeschnitte
im pum Bereich. Der Mal3stab wird in diesem Prograamgegeben. Ein Pixel
entspricht einer metrischen Grof3e in um. Die digitxten Préaparate werden in
das ,Freeware Programm® Datinf® Measure (Datinf®dgere, Datinf GmbH,

TlUbingen) eingegeben.

436865 Pixel
65810400  Pixel

405,97  Pinel
176,38 °

72481 Pixel
2e.0z v

Abbildung 33: Benutzeroberflache des DatInf® Measu(Berechung von Strecken, Umfangen
und Flachen der digitalisierten histolgischen Prapate)

Die Software fur die Schrittmotorsteuerung wurdeZusammenarbeit mit dem
Laser-Forschungslabor der Ludwig-Maximilians-Unaigit Minchen entwickelt.

Folgende Parameter werden bestimmit:

* Dicke des Urothels (Min und Max) in um

Max: 63.4 Pixel
Min: 27.7 Pixel

Abbildung 34: Ausmessen des Minimums und des Maximsi der Epitheldicke im Datinf
Measure®, in 10f-VergréRerung aufgenommen

» Flache/ Umfang der Lamina propria (Bindegewebe agd$) in mm2/mm
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Die Flache des Bindegewebes wird zuerst ohne Bsitltigung der
Lumengrol3e berechnet. Die Flache des Bindegewelikesn; wird errechnet aus
der Flache des Bindegewebes ,Gesamt” minus deh€&ldes Urothels ,Auf3en*.

Abbildung 35: Ausmessen der Flache und Umfang daad®gewebes im Datinf Measure®, in
10f-VergréRerung aufgenommen

e Minimum (Min) und Maximum (Max) der Bindegewebsdéck mm

Abbildung 36: Ausmessen des Minimums und des Maximsides Bindegewebes im Datinf
Measure®, in 10f-Vergrolierung aufgenommen

* Flache/ Umfang des Urothels ,Aufzen“in pmz/um
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Abbildung 37: Ausmessen der Flache und des Umfandgss Urothels ,Aul3en“ im Datinf
Measure®, in 10f-VergréRerung aufgenommen

* Flache/Umfang des Urothels ,Innen“ (Lumen) in pma/p

Abbildung 38: Ausmessen der Flache und Umfang déethels ,Innen” im Datinf Measure®,
in 10f-VergréRerung aufgenommen

Das Urothel ,Innen“ beschreibt die Ausmafle des kdmenlumens.

9.2. Histopathologische Auswertung
Zur histopathologischen Auswertung werden alle &d@e (HE, EvGp-SMA)
auf die verschiedenen Kriterien untersucht.
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Abbildung 39. Anfarben der histologischen PraparadE, a-SMA, EvG), 10f-Vergrof3erung

Um die Auswirkungen der Strahlenbehandlung auf @efal3architektur, die
Entzindung und die Zellreaktion zu quantifizierererden ohne Kenntnis der
jeweiligen Dosisgruppe (verblindet) unter Mithilfen Frau PD Dr. med. D. Mayr
(Pathologisches Institut der medizinischen Fakuttét Ludwig-Maximilians-

Universitat Minchen) diese Parameter an allen $Sieimuntersucht.

Der Fibrosegrad, der Gehalt an SMA des Gewebes und die detaillierte
Beurteilung des Urothels werden semiquantitativokdm €ngl. score =

Auswertungsschema) (Tabelle 1).

Score (Fibrosegrad +a- SMA des Gewebes)

0 Kein Befund
1 geringgradig
2 mittelgradig
3 hochgradig

Tabelle 1: Score fir die histologische Beurteiluntg Fibrosegrad und des Gehalts arSMA

Da es bei den entzindlichen Veranderungen moglict einzelne
Entzindungszellen zu zahlen, wird hier ein andefeswertungsschema
entwickelt (Tabelle 2).
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Score fur Entzindung

Keine Entziindung vorhanden

0

1 Vereinzelt, diffus verteilte

2 Entztindungsherde (ROI n > 20)
3

Mehr als ein Entzundungsherd oder 1+2

Tabelle 2: Score fir die histologische Beurteiluntgr entziindlichen Veranderungen

Bei der Beurteilung des Strahlenschadens werden @efalle auf
strahleninduzierte Veradnderungen untersucht (0 =hiNivorhanden, 1 =
Vorhanden). Dabei wird auf eine strahlenbedingted¥derung an den mittleren
und kleinen Gefal3en geachtet. Hierfur werden pép&hat 8-10 Gesichtsfelder in
der 10f- bzw. 20f-VergroRerung gewdahlt und beurtdROIl = engl. region of

interest Bereich von Interesse).
Es werden folgende Befunde erhoben:
» Entztndungsgrad im Epithel und im Bindegewdba{ina proprig

Wie bereits erwahnt werden bei hier 8-10 Gesitdgfeuntersucht und einzelne
Entzindungszellen (Granulozyten, Lymphozyten, Péesten, Makrophagen)

gezahlt.

Abbildung 40: Entziindungsgrad des Urothels (1, 3, 20f-VergréRerung; (linke Abb.: natives
Gewebe ohne entziindliche Veranderung, 40f-Vergraidey; Pfeile auf Granulozyten)



Material und Methoden 76

* Fibrosegrad

Abbildung 41: Fibrosegrad (1, 2, 3); Zunahme der llagenen Fasern von Grad 1
(geringggradig) bis Grad 3 (hochgradig), aufgenomman einer 20f-VergroRerung

* o-SMA-Grad des Gewebes

Dasa-SMA wird braun angefarbt. Vaskulare SMA-Zellen ugldtte Muskulatur
werden ebenfalls mit angeféarbt (nativ). Die Inté&itsiler Farbung zeigt die Menge
an Myofibroblasten.

Abbildung 42:a-SMA-Grad (1-3), aufgenommen in einer 20f-VergroReig
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Abbildung 43: Strahlenschaden an den mittleren uktkinen Gefal3en, 20f-VergréRerung

« Beschaffenheit des Urothels (Regeneration, Odenmsifin, Ulzeration,

Hyperplasie, Metaplasie)

9.3. Auswertung der Réntgen- bzw. Endoskopiedaten

Die Endoskopieaufnahmen und die CUG-Untersuchungerden neben den
histologischen Messdaten zur Einteilung der Stegraske herangezogen. Des
Weiteren wird die Lokalisation der Stenose durcle diositionierung des
Endoskops an der Stenosestelle wéhrend der Rontigatsne und das CUG
festgehalten. Die Réntgenbilder werden mit einepziglen Freeware Programm
fur Rontgenbetrachtungen bearbeitet (DicomWorksligpe PUECH and Loic,
BOUSSEL). Mit Hilfe der rontgenologischen Daten dem unter
Bericksichtigung des Mal3stabs (welcher durch digbKermarke gegeben ist)
die Hohe der Stenose und der Stenosegrad ausgem&iseAuspragung der
Stenose wird in 3 Grade unterteilt (mild = 1, mitt€2, schwer = 3). Die Position
der Stenose wird, wie in Abbildung 44 gezeigt, amsgssen. Dafur wird
zwischen die Mittelpunkte der beiden Oberschenk#ikdCaput ossis femorjs
des Kaninchens (ventro-dorsale Ebene) eine Geraugezzichnet und diese

verbunden.
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Abbildung 44: Lokalisation der Strikturposition

Dann wird eine weitere Gerade im 90° Winkel bis zabgebildeten Endoskop
gezogen. Neben dieser Methode, die Position deroSéezu bestimmen, kann
auch Uber das CUG die Lokalisation der Stenosechesn werden. Allerdings
besteht hier der Nachteil, dass diese nicht imkiar definiert ist (nur bei

hochgradigen Strikturen). Bei langerstreckigenk8iren (wie in Abbildung 45,

rechte Abb.) wird ein Mittelwert bestimmt.

Abbildung 45: CUG der Urethra (v/d) (linke Abb.: Hdwggradige Stenose; rechte Abb.:
mittelgradige, l&ngerstreckige Stenose, roter Baikgibt die Lange der Striktur an)

Die Einteilung der Stenosegrade erfolgt anhandeteloskopischen Aufnahmen
und der Rontgenkontrastmitteldarstellung. Metris@aten der histologischen
Praparate werden ebenfalls zur Bestimmung des Stgrexdes herangezogen.
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Die bildgebenden Verfahren werden folgendermal3sgewertet:

Stenose Rontgen Endoskopie
Grad 1 Restlumen: > 50% passierbar
Grad 2 Restlumen: < 50% Nicht passierbar
Grad 3 Restlumen: < 10% Nicht passierbar

Tabelle 3: Einteilung der Stenosegrade (réntgenalach, endoskopisch)

Ist die Stenose mit dem Endoskop zu passierensigrdls Grad 1 bezeichnet. Ist
die Stenose nicht mit dem Endoskop zu passiereme ske dabei aufzudehnen,
wird sie als Grad 2 bezeichnet. Bei einem subtothie totalen Verschluss liegt
Grad 3 vor (Abbildung 46).

K19-89 EUTHANASIE K4135-89

Grad 1 4 Grad 2 | Grad 3

12:17 F 27.03.89 18:25 F  30.03.10 17:28 F 04, 14,89

Abbildung 46: Stenosegrad 1-3 (endoskopische Beilluing)

Mit dem CUG kann der Stenosegrad ebenfalls bestimentien (Abbildung 47).

An der Stenoseposition wird die Weite der Harnrddestimmt.

Abbildung 47: Stenosegrad 1-3 (rontgenologischeuBeilung)

Ist die Weite an der Stenoseposition grof3er als 86fgGesamtbreite, handelt es
sich um eine Stenose Grad 1. Bei weniger als 5@%i kin Stenosegrad 2 vor.

Handelt es sich um einen subtotalen Verschlusemé&m Restlumen unter 10%
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bezeichnet man diesen Zustand als Stenosegrad 3.

9.4. Statistische Auswertung
Samtliche erhobene Daten werden mit SPSS Versicau&§ewertet (SPSS, Inc,
Chicago, IL, USA) und im Ergebnisteil dargestelitlle Ergebnisse werden

sowohl in Tabellenform als auch mittels Diagramrdargestelit.

In den Versuchsreihen soll die Verringerung desielumens in Bezug auf das
Ausgangsvolumen untersucht werden, dazu werden agn3b bzw. am Tag 63
nach Kathetereinlage Urethroskopien durchgefihig. Mebenzielgrof3en werden
histologische Befunde und Ergebnisse von CUG-Masgsuibetrachtet.

Im Rahmen deskriptiver Analysen werden fur quatingaGrof3en Mittelwerte
und Standardabweichungen berechnet bzw. bei quataMerkmalen absolute

und relative Haufigkeiten bestimmt.

Da die Fallzahl mit n = 18 gering ist, kann nicldnveiner Normalverteilung
ausgegangen werden. Fur die Auswertung werdemnr dattgparametrische Test
fur quantitative Merkmale angewendet. Explorativdsr Vergleich quantitativer
Merkmale zwischen Versuchs- und Kontrolltieren eahmit Hilfe des Kruskal-

Walllis-Tests fur unverbundene Stichproben innerhakhrerer Gruppen bzw.
mittels Mann-Whitney-U-Tests (U-Test) fur den Veigh von 2 Gruppen

untereinander vorgesehen. Der Vergleich qualitatRarameter zwischen den
Untersuchungsgruppen soll mit dem Chi-Square-Tsiriehr als 2 Gruppen bei
unverbundenen Merkmalen und mit dem exakten TastRisher flr 2 Gruppen
vorgenommen werden. Wenn fur den Chi-Square-Tesmihrere unabhangige
Stichproben die Voraussetzungen nicht gegeben(diacerwarteten Haufigkeiten
sind unter 5 und die beobachteten Haufigkeiten tiideise gleich 0) muss der
exakte Test nach Fisher angewendet werden. Dieekationanalyse wird fir

guantitative Merkmale mit Hilfe des Korrelationskit@enten nach Pearson und
fur ordinalskalierte und ordinalskalierte Merkmalder einem metrischen und

einem ordinalskalierten nach Spearman durchgefuhrt.

Da es sich um explorative Untersuchungen handedtden alle statistischen

Analysen zum Signifikanzniveau von 5%<®,05) vorgenommen.

Die Daten werden in Balkendiagrammen und Boxplo#plgisch dargestellt. Die
Ausreil3er, die die aulRerhalb der Box liegenden &/ddrstellen, werden als
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Kreise oder Sterne dargestellt.

Aufgrund der geringen Fallzahl werden auch bei raldikalierten Parametern
Mittelwerte gebildet, obwohl dies normalerweise htidiblich ist, um eine
Verteilung der Merkmale innerhalb der Gruppen zu rdeatlichen
(Stenosegradentwicklung Tag 28-63, Entzindungspeteam Fibrosegradp -
SMA-Grad).

Die Untersuchungen werden nur fur die ,Urethrotomigerna Gruppe*
durchgefuhrt. Die statistische Auswertung der am&sruppen erfolgt aul3erhalb

dieser Arbeit und ist noch nicht abgeschlossen.
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V. ERGEBNISSE

1. Uberlebensrate

Insgesamt ist im Verlauf der Studie in der ,Uretbroia interna Gruppe® ein

Ausfall von 4 Tieren zu verzeichnen. Postoperatvsterben am Tag 28 zwei
Tiere nach der Narkose. Zwei weitere Tiere habeh den eingelegten Katheter
vor Ablauf der einwdchigen Einlagezeit trotz Halshen selbst gezogen. Eine
erneute Einlage der Katheter war nicht mehr moglzdher mussten diese Tiere

euthanasiert werden. Eine Sektion der Tiere wuickg durchgefihrt.

2. Klinische Untersuchung der Tiere

Alle Kaninchen zeigten 1 bis 2 Tage nach der Striktluktion ein geringgradig

gestortes Allgemeinbefinden. Einige Tiere hatteneereduzierte Futter- und
Wasseraufnahme. Der Urin war stellenweise blutign ATag 28 nach

Kathetereinlage verhalten die Tiere sich aufgrured dHalskragens und des
fixierten Blasenkatheters ebenfalls geringgradigt@®. Die Kaninchenbdcke
versuchen teilweise den Katheter durch Pressemttereen. Das Praputium und
die Penisspitze sind postoperativ gerttet und gesidn. Diese Symptome

klingen sofort nach der Katheterentfernung ab.

3. Laserdaten Tag O

Bei der Strikturinduktion mit dem Diodenlasér £ 1470 nm) werden den 18
Tiere im Mittel 107 (x 3,0) Joule, d.h. 10 Watt @rhalb von im Mittel 10,2 s
(x 0,30) verabreicht.

4. Operationsdauer

Die reine Operationszeit ist im Mittel bei 17,0 niin4,0) am Tag 0, bei 20,0 min
(x 3,0) am Tag 28, am Tag 35 wird der Katheter ihak von 6,0 min (x 2,0)

entfernt.



Ergebnisse 83

5. Ergebnisse der rdntgenologischen und endoskopischen

Auswertung

Die endokopische Untersuchung der Harnrohre erfarigallen operativen Tagen
(Tag 0, 28, 35, 63), wobei jeweils auch Kontragifdarstellungen der Harnréhre
durchgefuhrt wurden. Quantitativ wird der Stenoadgiiber den Umfang des
Lumens bestimmt. Die Urethrozystoskopie wird méteVideo festgehalten.

Diese Daten dienen ebenfalls zur Beurteilung desd&egrades.

5.1. Vergleich der Messmethoden des Strikturgrades

Der Stenosegrad kann endoskopisch, rontgenologiadhhistologisch (Kapitel
[ll. 9.3.) evaluiert werden. Vergleicht man die Batfallt auf, dass die erhobenen
Daten des Stenosegrades innerhalb der Messmethaierilbereinstimmen.

Nr. Stenosegrad Stenosegrad Stenosegrad Stenosegrad Urothel Umfang (mm)

Tag 28 E Tag 63 E Tag 28 R Tag 63 R

1 3 1 3 1 13,62
2 3 3 3 3 2,87
3 3 2 3 1 9,53
4 3 3 3 3 5,41
5 3 3 3 3 4,36
6 3 2 3 2 8,61
7 3 2 3 2 5,09
8 3 2 3 2 9,86
9 3 1 3 1 1,11
10 3 3 3 2 6,64
11 3 3 3 3 4,71
12 3 2 3 2 8,26
13 2 2 2 1 11,34
14 1 1 1 1 13,35
15 1 1 2 1 7,98
16 3 2 3 2 7,48
17 3 3 3 3 3,03
18 3 3 3 3 2,52

Tabelle 4: Datentabelle der Stenosegrade (E: endgs&ch, R: rontgenologisch)

Fur die histologischen Messdaten wird der Mittelweund die
Standardabweichung gebildet und daraus der Steramsegmittelt.
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5.1.1.  Ubereinstimmung der Verfahren (Endoskopisch — Réntgnologisch)
Bei einem Vergleich zwischen dem endoskopischen derd rontgenologischen
Strikturgrad gibt es eine Ubereinstimmung von 77 (& 14). 4 Tiere (22,2%)
stimmen nicht miteinander Uberein. Wie in Tabellddasgestellt, zeigen 3 Tiere
(Nr. 3, Nr. 10, Nr. 13) (16,7%) im CUG am Tag 68e=i geringeren Stenosegrad
als endoskopisch zu verifizieren ist. Ein Tier (%) (0,05%) hat am Tag 28 im
CUG einen hoheren Stenosegrad als in der Videokngaes

Nr. Stenosegrad Stenosegrad Stenosegrad Stenosegrad
endoskopisch Tac endoskopisch Tag rontgenologisch Tac rontgenologisch Tad

28 63 28 63

10 3 3 3 2
13 2 2 2 1
15 1 1 2 1

Tabelle 5: Vergleich Stenosegrad Endoskopisch- Ryimologisch

Tier Nr. 3hat in der Videoendoskopie und im CUG am Tag 2@reiStenosegrad
3. Am Tag 63 allerdings unterscheiden sich die cleeslenen Messverfahren.
Wie in Abbildung 48 zu sehen ist, zeigt das endp&ahe Bild einen
Stenosegrad 2 (mehr als 50% Lumeneinengung, mit Badoskop nicht zu

passieren).

BE. 9. B9

Abbildung 48: Nr. 3(Bild 1: Tag 28, Stenosegrad 3; Bild 2: Tag 63 Btsegrad 2)

Im CUG (Abbildung 49) zeigt sich hingegen ein Stwrad 1 (weniger als 50%

Lumeneinengung, mit dem Endoskop zu passieren).
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Abbildung 49: Nr. 3(Bild 1: Tag 28, Stenosegrad 3; Bild 2: Tag 63g8bsegrad 1)

5.1.2.  Ubereinstimmung der Verfahren (Endoskopisch — Metrsch)

Der histologische oder metrische Stenosegrad ag6Bawird mit Hilfe des
Lumens der Harnréhre bestimmt (Kapitel 111.7.1.)it Milfe des Mittelwerts und
der Standardabweichung des Lumenumfangs wird diateiting der

Stenosegrade vorgenommen.

15,00
14,00
o
13,00

20 Stenosegrad 1

11,00 [*]

10,00 fs)
9,00

X004 (=)

104 Stenosegrad 2

Urothel Umfang in mm
o

&, D0

5,00 ©

4 00~

3,00~ (o] o

o Stenosegrad 3

1 1 1 1 LI 1 LI I I 1 1 1 1 I L] L] I 1
K K KRKIGK2WEK2IKRZKIIKOKIR2KIIKSMKSSK60KO K2 Kod Ko6S
106 107

2.00r

Tiernummemn

Diagramm 1: Einteilung der Stenosegrade nach dem famg des Urothels

Das Lumen insgesamt hat einen Mittelwert von 7,54 @& 3,48 mm). Alle Tiere,
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die einem Umfang des Urothels innerhalb dieses elntrt

(x Standardabweichung) haben, haben einen Steraaséy Tiere mit einem
Lumenumfang kleiner als 4,06 mm werden als Stemasefj bezeichnet. Uber
11,02 mm Umfang wird ein Stenosegrad 3 zugeteiltigge (33,3%) stimmen
nach dieser metrischen Einteilung mit der endodat@n Einteilung nicht
Uberein. 12 Tiere (66,66%) haben eine Ubereinstimgnder Stenosegrade. 5
dieser 6 Tiere (83,33%) haben am Tag 63 einen ige@n Stenosegrad beim
Ausmessen des Umfangs als in der endoskopischemnetusg. 1 Tier (16,66%)

hat hingegen einen héheren Stenosegrad als inmtlerskopie zu sehen ist.

5.1.3.  Ubereinstimmung der Verfahren (Metrisch — Réntgenabgisch)
Vergleicht man die metrischen Daten von Tag 63dait Stenosegraden nach der
rontgenologischen Einteilung von Tag 63 gibt es BeTieren (27,7%) keine
Ubereinstimmung. 13 Tiere (72,2%) haben eine Uhstisnmung in Bezug auf
den Stenosegrad. Bei 3 Tieren (60,0%) ist der sattrbestimmte Stenosegrad
hoher. 2 Tiere (40,0%) weisen im hingegen eineimgeren Stenosegrad als im
CUG auf.

5.1.4. Schlussfolgerung des Vergleichs der Messmethoden

Vergleicht man die verschiedenen Messmethoden ddsnoSegrades
untereinander, gibt es zwischen dem endoskopistgdiegten Stenosegrad und
dem Stenosegrad nach dem CUG die hochste Ubeneimatig (n = 14 bzw.
77,7%).

Ubereinstimmung der Messmethoden

Messmethoden endoskopisch- endoskopisch-  rontgenologisch-
réntgenologisch metrisch metrisch
n (Anzahl) 14 12 13

Tabelle 6: Vergleich der Messmethoden des Striktade

Hierbei werden Tag 28 und Tag 63 miteinander vehngin. Die metrischen Daten
kénnen nur mit den Daten von Tag 63 verglichen eerdEine Ubereinstimmung
zwischen dem metrisch und dem endoskopisch besam@®tenosegrad liegt bei
66,66% (n = 12). Der metrische und der rontgensldyifestgelegte Stenosegrad
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stimmen miteinander zu 72,2% (n = 13) Uberein. lolgénden wird mit den
endoskopisch festgelegten Stenosegraden gearbealtet,diese durch die
Videoendoskopie objektiv zu beurteilen sind undtebason Tag 28 und von Tag

63 (Stenosegrad-Entwicklung) vorliegen.

5.2. Reproduzierbarkeit der Lokalisation der Stenoseposion

Die Strikturinduktion wird 1 bis 2 cm distal de€olliculus seminalis

vorgenommen. Die Hohe der Striktur (Lokalisationydvermittelt, indem das

Endoskop bestmdglich unmittelbar auf Hohe der &triplatziert wird und eine

Rontgenaufnahme angefertigt wird. Diese Art der dligiation hat sich als
sinnvoll erwiesen, da bei geringgradigen Striktudés genaue Lokalisation nicht
immer im CUG maoglich ist. Im CUG lassen sich Aussgagiber die Lange und
die Auspragung der Stenose treffen, aber der exaktengs- und Endpunkt der
Narbe ist schwer darzustellen. Wie in Abbildungda@gestellt wird die Position

der Stenose entweder im CUG oder mit einem ROntlgen{Endoskop

prastenotisch) dargestellt.

Abbildung 50:Messmethode der Stenoseposition (Rfeilf Stenoseposition, linke Abb.: CUG;
rechte Abb.: Spitze des Endoskopschafts zeigt Stesielle an)

Das Diagramm 2 veranschaulicht das Verhalten dardSeposition zwischen den
verschiedenen Tieren am Tag 0, Tag 28, Tag 63HOlee der Striktur wird, wie
in Kapitel 111.7.3 beschrieben, ausgemessen. DedteMiert der Stenoseposition
aller Tiere liegt am Tag 0 bei 1,95 cm (z 0,37)talisler Gerade zwischen den
beiden Huftkopfen. Am Tag 28 bei 1,99 cm (x 0,38)@am Tag 63 bei 2,05 cm
(£ 0,53).
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2,07

Mittelwert (cm)

0,0~
K K K12K16 K20K21 K32K33K50K52 K53 K54 K55 K60 K61 K62 K64 K65
106 107

Tiernummern

Diagramm 2: Position der Stenose der einzelnen €emm Endoskop (blau: Tag 0, griin: Tag
28, braun: Tag 63)

Im CUG kann oftmals nicht der genaue Wert fir Sienoseposition angegeben
werden. Ist die Stenose langstreckig, wird ein &litert gebildet. Dadurch ergibt
sich fur alle Daten der Stenoseposition im CUG \&lart. Vergleicht man die
Ergebnisse der Lokalisation im Endoskop mit den téfeder Lokalisation der
Stenoseposition im CUG, so ergibt sich folgender&ibstimmung.

Am Tag 0 stimmen 7 Tiere (38,9%) mit beiden Messioden miteinander
Uberein. Am Tag 28 3 Tiere (16,6%) und am Tag 63idre (22,2%). Die

Lokalisation der Stenoseposition im CUG ist in 788 Falle ndher in Richtung
Blase. 2 Tiere haben am Tag 28 eine Striktur véncth. 5 von 18 Tieren hatten

am Tag 63 eine Striktur mit einer Lange von 0,31hscm.
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Abbildung 51: Beispiel fur die Lokalisation der Stese eines Versuchstieres im CUG

5.3. Ergebnis der Strikturinduktion
4 Tiere haben nach der Stenoseinduktion keine mcht Narbe entwickelt
(Tabelle 7). Laut Tabelle 4 sind dies die Tiere yrNr. 7, Nr. 11, Nr. 14.

1. StrikturinduktionsversuckBei dem ersten Tieren (Nr. 2), welches am Tag 28

keine Striktur ausgebildet, ist der Laserschadamtnéxakt platziert gewesen.
Hier wird die Laserenergie primar im Bereich deslli@dus seminalis

verabreicht. Daher wird im Folgenden versucht dexseltschaden mit einer
zirkularen Koagulationszone zu platzieren. Aufgruter Erfahrung, dass ein
nicht zirkularer Schaden nicht zu einer Narbe futuitd bei Tieren, die nicht

primar zirkular gelasert werden konnten, mehrfactdér gleichen Sitzung am
Tag 0 gelasert ( bis eine zirkuldre Koagulationszentsteht). Dennoch fiihrt auch
diese multiple Laseranwendung nicht zur Ausbildudgr gewinschten

Ringstriktur. Von den 3 Tiere(Nr. 7, Nr. 11, Nr. 14) die am Tag 0 mehrfach
gelasert wurden, wird ein Tier zwei Mal (Nr. 14512, 11,9 sec) und zwei Tiere
insgesamt drei Mal (Nr. 7: 191 J, 18,1 sec; Nr.189 J, 15,1 sec) behandelt. Alle
4 Tiere werden, nachdem sie keine Striktur am Téa@sbilden, wieder in den

Versuch aufgenommen und erneut gelasert.

2. StrikturinduktionsversucBeim 2. Versuch entwickeln am Tag 28 drei Tiere
eine Stenose Grad 3 (Nr. 2, Nr. 7, Nr. 11). BeewminTier (Nr. 14) wird beim 2.
Versuch wiederholt kein zirkularer Schaden platziBieses Tier entwickelt am
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Tag 28 eine Stenose Grad 1.

1. Strikturinduktionsversuch 2. Strikturinduktionsversuc

e 12 Tiere - Grad 3
Stenosegrad . 1 Tier- Grad 2 e 3 Tiere - Grad 3
Tag 28 e 1 Tier-Grad 1 e 1Tier-Grad 1

* 4 Tiere ohne Stenose

Tabelle 7: Strikturgradentwicklung am Tag 28

Die Abbildung 52 zeigt einen nicht zirkularen Las#raden. Das koagulierte
Gewebe erscheint weil3 (Koagulationszone). Liegtd&erfaser nicht zirkular am
Gewebe an, wird die Laserenergie in die Spilfliksstgund nicht an das Gewebe
abgegeben. An der unbehandelten Stelle kommt ksimar Narbeneinziehung.

Koaguliertes Gewebe

Kein Schaden 4 &— Laserfaser

Abbildung 52: Laserschaden an Tag 0 (Schaden nighkular)

5.4. Stenosegrad Tag 28

Der Stenosegrad am Tag 28 wird endoskopisch bestimm

Stenosegrad Tag 28

1 2
2 1
3 15

Tabelle 8: Stenosegrad (1, 2, 3) am Tag 28 (vertdihdargestellt)

Das Ergebnis der Stenosegrade am Tag 28 wird addildargestellt (Tabelle 8).
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Am Tag 28 haben 15 von 18 Tieren eine Stenose Gré&B,4%). Am Tag 28
haben 15 von 18 Tieren eine Stenose Grad 3 (832%9)n 18 Tiere haben eine
Stenose Grad 1 (11,1%) und ein Tier hat eine See@Goad 2 (5,6%).

5.5. Stenosegrad Tag 63

Die Ergebnisse der Stenosegrade am Tag 63 werddslindet dargestellt
(Tabelle 9). 7 von 18 Tieren entwickeln eine Gra8t&8nose (38,9%), 7 weitere
Tiere eine Grad 2 Stenose (38,9%) und 4 Tiere@nael 1 Stenose (22,2%).

Stenosegrad Tag 63

1 4
2 7
3 7

Tabelle 9: Stenosegrad (1, 2, 3) am Tag 63 (verdihdargestellt)

5.6. Entwicklung des Stenosegrades (Tag 28-Tag 63)

Im Folgenden wird die Entwicklung der Stenosegnaate Tag 28 bis zum Tag 63
dargestellt. Hierbei handelt es sich nicht um delividuelle Stenosegrad-
Entwicklung der einzelnen Tiere, sondern es witdiraldie Anzahl der Tiere mit

einem bestimmten Stenosegrad (1, 2, 3) betrachtet.

Anzahl der Stenosegrad Tag 28 Stenosegrad Tag 63

Tiere (n)

N P N O N
R N W W W
P N P N W

Tabelle 10: Stenosegrad-Entwicklung von Tag 28 Bag 63 (verblindet dargestellt)

Von Tag 28 bis zum Tag 63 hat sich kein Tier in Bpauf den Stenosegrad
verschlechtert. Entweder ist die Auspragung den&te gleich geblieben oder die
Tiere haben sich um einen oder zwei Stenosegradeessert (Tabelle 9). Die
Darstellung der Entwicklung der Stenosegrade erfadgblindet. 10 von 18 Tiere
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bleiben im Stenosegrad gleich (56%). 8 Tiere hadieim verbessert (44%), davon
6 Tiere (33%) um einen Stenosegrad und 2 Tiere 1% zwei Stenosegrade.
Im Mittel betragt der Stenosegrad am Tag 28 2,7R,67) und am Tag 63 2,17
(x 0,68). 7 Tiere mit einer hochgradigen Stenoseram 28 (Grad 3) verbesserten

sich nicht innerhalb der Nachbeobachtungsphase.

6 weitere Tiere kdnnen sich von diesem hochgrad$emosegrad (Grad 3) am
Anfang der Therapie bis zum Tag 63 verbessern.e2eTentwickeln sich von

einem hochgradigen Stenosegrad (Grad 3) zu einemggeadigen Stenosegrad
(Grad 1). Ein Tier blieb auf dem Niveau des Stegos# 2 wahrend der 35 Tage
nach Therapiebeginn. Die Striktur von 2 weiterear@in bleibt von Tag 28 bis
zum Tag 63 gleich (Grad 1).

5.7. Entwicklung des Stenosegrades (Tag 28 bis Tag 68)Abhangigkeit
von der Dosis (Gy)

Die Entwicklung der Stenosegrade innerhalb dercheeslenen Dosis-Gruppen

(0, 15, 30 Gy) ist in Tabelle 11 dargestellt. Diar&ellung der Ergebnisse ist

nunmehr entblindet.

Dosis (Gy) Tag 28 Tag 63 Anzahl der Tiere
0 3 3 1

15

30

w W w w N P W
N W N WDN P
N A~ B N P NN

Tabelle 11: Stenosegrad-Entwicklung in Abhangigkein der Dosis (Gy)(entblindet)

Innerhalb der 15-Gy-Gruppe haben sich insgesani¢re 166,6%) verbessert und
2 Tiere (33,3%) sind gleich geblieben. Bei der 30u@d der 0-Gy-Gruppe haben
sich 2 Tiere verbessert (33,3%) und 4 Tiere (66,64 gleich geblieben. Wie in
Kapitel 111.7.4 erlautert, wird hier der Mittelweihnerhalb der verschiedenen

Gruppen in Abhangigkeit von der Dosis gebildet.Ntittel sind die Stenosegrade
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in der 15-Gy-Gruppe von Stenosegrad 3,0 (£ 0,02a88 (= 0,52), in der 30-Gy
Gruppe von 3,0 (x 0,0) auf 2,67 (x 0,52) und &r @-Gy-Gruppe von 2,17
(£ 0,98) im Mittel auf 1,5 (+ 0,84).

Stenosegrad Tag
28
Stenosegrad Tag

63

Mittelwert

0 15 30
Dosis (Gy)

Diagramm 3: Mittelwerte des Stenosegrade in Abh&gigit von der Dosis (0, 15, 30 Gy)

Durch die Randomisierung starten in der 0-Gy-Gruppiere (50%) mit einem
anderen Stenosegrad in die Therapie (Tag 28 —t8ahdj/Kathetereinlage) als die
Tiere der radioaktiven Gruppen. In den radioakti@mippen starten alle Tiere
am Tag 28 mit einem Stenosegrad 3. In der O-Gy-upaben 2 Tiere den
Stenosegrad 1 und 1 Tier den Stenosegrad 2. Ebgmsn sich in der 0-Gy-
Gruppe diejenigen Tiere, welche sich innerhalb dér Wochen nach

Katheterentfernung um 2 Stenosegrade verbesserhhab

6. Ergebnisse der histologischen Auswertung

Im Folgenden werden die histomorphometrischen umstofathologischen
Ergebnisse dargestellt.

6.1. Histomorphometrische Ergebnisse

Die Messergebnisse des Urothel, des Bindegewdbmsirta proprig und der
Flache und des Umfang des Harnrohrenlumens werdétbhéngigkeit von der
Dosis und den Stenosegrad-Gruppen untersucht @aipiv.1)
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6.1.1.  Minimum und Maximum der Epitheldicke (um)

Die Dicke des Epithels wird wie beschreiben ausgsere Die Werte werden in
Abhangigkeit von den Dosis-Gruppen (0, 15, 30 Gy wWen Stenosegrad-
Gruppen (1, 2, 3) untersucht.

6.1.1.1. Epitheldicke-Minimum (um) in Abhangigkeit von der Dosis(Gy)

Dosis (Gy Mittelwert (um’ Standarabweichun
0 14,1z 5,8¢
15 14,02 8,17
30 22,37 8,62

Tabelle 12: Mittelwert und Standardabweichung demiheldicke Min (um) innerhalb der
Dosis-Gruppen (0, 15, 30)

Das Minimum (Min) der Epitheldicke innerhalb der Tkre liegt im Mittel bei
16,84 um (£ 8,24). Die Mittelwerte der 0-Gy-Grupped der 15-Gy-Gruppe sind
nicht deutlich unterschiedlich. Die 0-Gy-Gruppeé ima Mittel 14,13 um (z 5,89),
die 15-Gy-Gruppe im Mittel 14,02 um (z 8,17) un@ @0-Gy-Gruppe im Mittel
22,37 um (x 8,62). Es ergibt sich insgesamt einitdim bei 8,45 pm und ein
Maximum bei 36,59 um. Der Kruskal-Wallis Test igtht signifikant (p = 0,143).

40,00 7.5,
n.s. 7.
g 30,00 ‘
=
g
W
S
£ 20,00
@
=
=
=
10,00
0,00 - : -
0 15 30
Dosis (Gy)

Diagramm 4: Das Boxplot stellt das Minimum der Epgldicke in Abhangigkeit von der Dosis
(Gy) dar. Die zentrale Linie (weil3) gibt den Medialer gemessen Werte an. Die Box markiert
den 25.-75. Quartil. Signifikanzen sind keine vorhden (n.s.).

6.1.1.2. Epitheldicke-Maximum (um) in Abhé&ngigkeit von der Dosis (Gy)
Wie bei der Epitheldicke min in Abhangigkeit vonnd®osis-Gruppen liegen
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auch hier die Mittelwerte der 0-Gy-Gruppe und dé&rGy-Gruppe nicht weit
auseinander. Die 0-Gy-Gruppe hat im Mittel einetligddicke bei 45,63 um
(x 26,39), die 15-Gy-Gruppe von 48,65 um (x 29,6d)l die 30-Gy-Gruppe von
65,93 um (x 13,59).

Dosis (Gy Mittelwert (um’ Standar@bweichun
0 45,6: 26,3¢
15 48,65 29,54
30 65,93 13,59

Tabelle 13: Mittelwert und Standardabweichung dempiheldicke Max (um) innerhalb der
Dosis-Gruppen (0, 15, 30)

Der Kruskal-Wallis Test ist nicht signifikant (pG;144).

120,00 e
04
100,00
;Ezg n.s.
§ 80,00
i 7n.8.
=
£ 60,00
@
=]
B
20,00
0,00 . - ;
0 15 30
Dosis (Gy)

Diagramm 5: Das Boxplot stellt das Maximum der Epéldicke in Abhangigkeit von der Dosis
(0, 15, 30 Gy) dar. die Die zentrale Linie der BfweiR) gibt den Median der gemessen Werte
an. Die Box beschreibt den 25.-75. Quartil. * beschreibt den AusreiRer in der 15-Gy-
Gruppe. Signifikanzen sind nicht vorhanden (n.s.).

6.1.1.3. Epitheldicke-Minimum (um) in Abhangigkeit vom Stenosegrad
(Tag 63)

Der Kruskal-Wallis Test zeigt innerhalb dieser 3u@ren keine Signifikanz

(p =0,069). Die Messwerte werden in Tabelle 14 amumengefasst. Die

Messwerte der Stenosegrad-1-Gruppe und der Stemos2gsruppe in Bezug

auf die minimale Epitheldicke liegen in einem abinén Bereich. Der Mittelwert

der Stenosegrad-3-Gruppe entspricht ungefahr deppé&izn.
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Stenoseqgra Mittelwert (um’ Standarabweichun
1 12,7(¢ 3,7C
2 13,36 5,72
3 22,68 9,35

Tabelle 14: Mittelwert und Standardabweichung demiheldicke Min (um) innerhalb der
Stenosegrad-Gruppen (1, 2, 3)

Die Epitheldicke im Minimum ist am Tag 63 bei dererén mit Stenosegrad 1
(n=4) bei 12,70 um (£ 3,70). Bei Tieren mit Steegrad 2 (n = 7) bei 13,36 um
(x5,72) und bei den Tieren mit Stenosegrad 3 h bei 22,68 um (x 9,35).

40,00 _
. n.s. ‘
i 30,00
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1 2 3
Stenosegrad Tag 63

Diagramm 6: Das Boxplot stellt das Minimum der Epgldicke in Abhéngigkeit von den
Stenosegraden am Tag 63 dar. die Die zentrale LitieeiR) gibt den Median der gemessen
Werte an. Die Box beschreibt den 25.-75. Quartigi§fikanzen sind nicht vorhanden (n.s.).

6.1.1.4. Epitheldicke-Maximum (um) in Abhangigkeit vom Stensegrad
(Tag 63)
Wie in Tabelle 13 dargestellt, hat Stenosegrad £ {) hat einen Mittelwert von
41,37 um (x 12,36), Grad 2 (n = 7) hat einen Mitgt von 40,5 um (x 17,08)
und Grad 3 (n = 7) hat einen Mittelwert von 73,18 [t 24,21). Ahnlich den
Ergebnissen der minimalen Epitheldicke in Abhangigkom Stenosegrad, liegt
auch bei dieser Messung der Mittelwert der Stenask8-Gruppe ca. doppelt so
hoch im Vergleich zu den anderen Gruppen.
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Stenoseqgra Mittelwert (um’ Standarabweichun
1 41,37 12,3¢
2 40,5 17,08
3 73,18 24,21

Tabelle 15: Mittelwert und Standardabweichung dempiheldicke Max (um) innerhalb der
Stenosegrad-Gruppen (1, 2, 3)

Zwischen den Gruppen gibt es eine Signifikanz imudkal-Wallis Test
(p = 0,036). Im U-Test unterscheiden sich die Timie der Grad-2-Stenose von
den Tieren mit der Grad-3-Stenose im Maximum desthdls signifikant
(p = 0,018).

120,00

p =001

100,007

80,00

60,00

20,00

Epitheldicke max (um)

0,00,
¥ T T

1 2 3
Stenosegrad Tag 63

Diagramm 7: Das Boxplot stellt das Maximum der Epéldicke in Abhangigkeit von den
Stenosegraden am Tag 63 dar. die Die zentrale LitieeiR) gibt den Median der gemessen
Werte an. Die Box beschreibt den 25.-75. Quartil.igdfikanzen sind mit ihrem
Signifikanzniveau angegeben.

Die Stenosegrad-1-Gruppe und die Stenosegrad-3p@&ramd nicht signifikant
(p = 0,059), ebenso die Gruppen mit dem Stenosegratd dem Stenosegrad-2

(p =1,0).
6.1.2. Umfang und Flache des Lumens in (mm/mm?2)

6.1.2.1. Lumenumfang (mm) in Abhangigkeit von der Dosis (Gy)
Der Mittelwert des Lumenumfangs der 30-Gy-Gruppetlica. bei der Hélfte des
Umfangs der 0-Gy-Gruppe.
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Dosis (Gy Mittelwert (mm) Standarabweichun
0 10,2¢ 3,5¢4
15 6,80 2,05
30 5,53 3,14

Tabelle 16: Mittelwert und Standardabweichung desurhenumfangs (mm) innerhalb der
Dosis-Gruppen (0, 15, 30)

Die 0-Gy-Gruppe hat mit 10,28 mm (£ 3,54) den gedl3Umfang. Die 15-Gy-
Gruppe hat mit 6,80 mm (x 2,05) einem mittleren d@ngf. Der Umfang der 30-
Gy-Gruppe liegt bei 5,53 mm (£ 3,14). Im Kruskal-MgaTest besteht keine
Signifikanz (p = 0,77) bezuglich der verschiedebBesis-Gruppen (0, 15,30 Gy).
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Diagramm 8: Das Boxplot stellt den Umfang des Lungeim Abhangigkeit von der Dosis (0, 15,
30 Gy) dar. die Die zentrale Linie (weil3) gibt détedian der gemessen Werte an. Die Box
beschreibt den 25.-75. Quatrtil. Signifikanzen sinétht vorhanden (n.s.).

6.1.2.2. Lumenflache (mm?2) in Abhéngigkeit von der Dosis (Gy
Die Mittelwerte der Flache des Lumens in mm2 werdenBezug auf die

verschiedenen Kathetergruppen untersucht. Die @s@&nppe zeigt hier, wie beim

Umfang des Lumens, ein ahnliches Verhaltnis zuG36sruppe.

Dosis (Gy Mittelwert (mm? Standarabweichun
0 1,89 1,71
15 0,48 0,22
30 0,96 1,04

Tabelle 17: Mittelwert und Standardabweichung deumenflache (mm?2) innerhalb der Dosis-
Gruppen

Die 0-Gy-Gruppe zeigt die grofite Flache mit 1,892n{tn 1,71). Die 15-Gy-
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Gruppe hat eine Flache von 0,48 mm?2 (x 0,22) ued30:Gy-Gruppe eine Flache
im Mittel von 0,96 mm?2 (+1,04). Zwischen den Grapp besteht keine
Signifikanz im Kruskal-Wallis Test (p = 0,097).
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Diagramm 9: Das Boxplot stellt die Flache des Lunmsem Abhangigkeit von der Dosis (0, 15,
30 Gy) dar. die Die zentrale Linie gibt den Medider gemessen Werte an. Der Ausrei3er in der
30-Gy-Gruppe ist mit ,°* dargestellt. Die Box beschreibt den 25.-75. QukrSignifikanzen
sind nicht vorhanden (n.s.).

6.1.2.3. Lumenumfang (mm) in Abhangigkeit vom Stenosegrad (&g 63)
Die Mittelwerte des Lumenumfangs der Harnréhre @z8) auf die Stenosegrade
am Tag der Euthanasie verhalten sich wie folgt: Demenumfang der

Stenosegrad-1-Gruppe ist im Mittel annahernd drhifso gro3 wie der

Mittelwert der Stenosegrad-3-Gruppe.

Stenosegrac Mittelwert (mm'’ Standarabweichun
1 11,50 2,61
2 8,59 1,98
3 4,22 1,51

Tabelle 18: Mittelwert und Standardabweichung desurhenumfangs (mm) innerhalb der
Stenosegrad-Gruppen (1, 2, 3)

In der Stenosegrad-1-Gruppe ist der Mittelwert @1/5m (+ 2,61). Die
Stenosegrad-2-Gruppe hat einen niedrigeren Mitréven 8,59 mm (x 1,98) und
die Stenosegrad-3-Gruppe hat einen Mittelwert v@2 4nm (£ 1,51). Zwischen
den Gruppen gibt es im Kruskal-Wallis Test einen8iganz (p = 0,003). Im U-
Test lasst sich zwischen Stenosegrad-1 und Steraws8geine Signifikanz
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(p =0,008) errechnen, ebenso zwischen Grad-2 urad-&@ (p = 0,004).
Zwischen Grad-2 und Grad-1 besteht keine Signifikgn= 0,131).
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Diagramm 10: Das Boxplot stellt den Umfang des lhels in Abh&ngigkeit von den
Stenosegraden dar. die Die zentrale Linie(weil®tgien Median der gemessen Werte an. Die
Box beschreibt den 25.-75. Quartil. Der AusreiRerder Stenosegrad-2-Gruppe wird mir
dargestellt. Signifikanzen sind mit inrem Signifikeniveau angegeben.

6.1.2.4. Lumenflache (mm?2) in Abhéngigkeit vom Stenosegradliag 63)
Der Mittelwert der Flache der Stenosegrad-1-Grugpe gegeniber der

Stenosegrad-3-Gruppe um mehr als das 5fache eii@ghmittelwerte der Flache

des Lumens in Abhéngigkeit vom Stenosegrad sindrivalb der Stenosegrad-1-
Gruppe bei 2,54 mm (£ 1,78). In der Stenosegradipe 0,9 mm (x 0,90) und
in der Stenosegrad-3-Gruppe bei 0,4 mm (x 0,3).

Stenoeqgrad Mittelwert (mm? Standarabweichun
1 2,54 1,7¢
2 0,9 0,9
3 0,4 0,3

Tabelle 19: Mittelwert und Standardabweichung derumenflache (mm?2) innerhalb der
Stenosegrad-Gruppen (1, 2, 3)

Zwischen den Gruppen gibt es eine Signifikanz (p,636) im Kruskal-Wallis
Test. Zwischen Stenosegrad-1 und Stenosegrad-3hbesine Signifikanz
(p = 0,023).
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Diagramm 11: Das Boxplot stellt die Urothelflachen Abhangigkeit von den Stenosegraden
dar. Die zentrale Linie gibt den Median der gemesa#/erte an. ,°'* gibt den AusreiRer in der
Stenosegrad-3-Gruppe an, ,** den Ausreifer in der Stenosegrad-2-Gruppe. Die xBo
beschreibt den 25.-75. Quatrtil. Signifikanzen sinat ihrem Signifikanzniveau angeben.

Zwischen Stenosegrad-1 und Stenosegrad-2 bestiglat 8gnifikanz im U-Test

(p =0,089), auch zwischen Stenosegrad-2 und Stgred-3 besteht kein
signifikanter Unterschied (p = 0,14).

6.1.3.  Minimum und Maximum der Bindegewebedicke (mm)

6.1.3.1. Bindegewebedicke-Minimum (mm) in Abh&ngigkeit von @r Dosis
(Gy)

Die Dosis-Gruppen haben in Bezug auf die minimatel8gewebedicke &hnliche

Messwerte (Tabelle 20).

Dosis (Gy Mittelwert (mm’ Standarabweichun
0 0,3¢ 0,1:
15 0,63 0,24
30 0,56 0,29

Tabelle 20: Mittelwert und Standardabweichung deirBegewebedicke Min (mm) innerhalb
der Dosis-Gruppen (0, 15, 30)

In der 0-Gy-Gruppe ist der Mittelwert bei 0,34 mmQ(13), in der 15-Gy-Gruppe
bei 0,63 mm (x 0,24) und in der 30-Gy-Gruppe b&60nm (x 0,29). Zwischen
den Gruppen zeigt sich keine Signifikanz (p = 0,1).
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Diagramm 12: Das Boxplot stellt das Minimum derlegewebedicke in mm in Abh&angigkeit
von der Dosis (Gy) dar. Die zentrale Linie gibt défedian der gemessen Werte an. Die Box
beschreibt den 25.-75. Quartil. . . gibt den AusreiRer in der 15-Gy-Gruppe an. Sigiifnzen
sind mit ihrem Signifikanzniveau angeben.

6.1.3.2. Bindegewebedicke-Maximum (mm) in Abh&ngigkeit von dr Dosis
(Gy)
Zwischen den Gruppen zeigt sich keine Signifikagmz(0,75). Die Mittelwerte

der Dosis-Gruppen im Bezug auf die maximale Bindegpedicke sind ahnlich.

Dosis (Gy Mittelwert (mm' Standarabweichun
0 1,12 0,3<
15 1,06 0,19
30 0,99 0,39

Tabelle 21: Mittelwert und Standardabweichung deinBegewebsdicke Max (mm) innerhalb
der Dosis-Gruppen (0, 15, 30)

In der 0-Gy-Gruppe ist der Mittelwert bei 1,12 minQ(33), in der 15-Gy-Gruppe
bei 1,06 mm (x 0,19) und in der 30-Gy-Gruppe b880nm (x 0,39).
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Diagramm 13: Das Boxplot stellt das Maximum der Biagewebedicke in mm in Abh&ngigkeit
von der Dosis (Gy) dar. Die zentrale Linie gibt d&fedian der gemessen Werte an. .%°gibt
den Ausreil3er in der 30-Gy-Gruppe an. Die Box besght den 25.-75. Quartil. Signifikanzen
sind nicht vorhanden (n.s).

6.1.3.3. Bindegewebedicke-Minimum (mm) in  Abhangigkeit vom
Stenosegrad (Tag 63)

Die Mittelwerte der Stenosegrad-1-Gruppe und den&egrad-2-Gruppe liegen

in einem vergleichbaren Bereich. Der Mittelwert d&enosegrad-3-Gruppe ist

nur geringgradig hoher. Wie in Tabelle 21 dargéstedt der Mittelwert der

Stenosegrad-1-Gruppe 0,4 mm (x 0,13), der Mittelwer Stenosegrad-2-Gruppe

0,46 mm (£ 0,16) und in der Gruppe der Tiere mieer Stenosegrad-3 am Tag
63 bei 0,61 mm (+ 0,34).

Stenosegrac Mittelwert (mm'’ Standarabweichun
1 0,4C 0,1<
2 0,46 0,16
3 0,61 0,34

Tabelle 22: Mittelwert und Standardabweichung deirBegewebedicke Min (mm) innerhalb
der Stenosegrad-Gruppen (1, 2, 3)

Innerhalb der Gruppen zeigt sich beziglich der maten Bindegewebedicke am
Tag 63 keine Signifikanz (p = 0,83).
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Diagramm 14: Das Boxplot stellt das Minimum der Blegewebedicke in mm in Abhangigkeit
von Stenosegrad Tag 63. Die zentrale Linie gibt ddedian der gemessen Werte an. Die Box
beschreibt den 25.-75. Quatrtil. Signifikanzen sinétht vorhanden (n.s.).

6.1.3.4. Bindegewebedicke-Maximum (mm) in  Abh&ngigkeit vom
Stenosegrad (Tag 63)

Die maximale Bindegewebedicke unterscheidet sich Bazug auf die

verschiedenen Stenosegrade am Tag 63 nur geringgtadder Stenosegrad-1-

Gruppe ist der Mittelwert bei 0,99 mm (£ 0,35),der Stenosegrad-2-Gruppe bei
1,11 mm (x 0,16) und in der Gruppe der Tiere mé&nSsegrad-3 bei 1,02 mm
(£ 0,40).

Stenoseqgrac Mittelwert (mm’ Standarabweichun
1 0,9¢ 0,3t
2 1,11 0,16
3 1,02 0,4

Tabelle 23: Mittelwert und Standardabweichung deinBegewebedicke Max (mm) innerhalb
der Stenosegrad-Gruppen (1, 2, 3)

Beim Maximum der Bindegewebedicke am Tag 63 zeigh gwischen den

Stenosegrad-Gruppen keine Signifikanz (p = 0,49).
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Diagramm 15: Das Boxplot stellt das Maximum der Biegewebsdicke in mm in Abhangigkeit
von Stenosegrad Tag 63. Die zentrale Linie gibt ddadian der gemessen Werte an. .%°gibt
den AusreiRer in der Stenosegrad-3-Gruppe an. DiexBbeschreibt den 25.-75. Quatrtil.
Signifikanzen sind nicht vorhanden (n.s.).

6.1.3.5. Bindegewebeflache (mm?) in Abhangigkeit von der Dis (Gy)
Die Messwerte der Dosis-Gruppen (0, 15, 30 Gy) @zug) auf die Flache des

Bindegewebes unterscheiden sich kaum.

Die Flache des Bindegewebes ist in der 0-Gy-Gruph®& mm?2 (+ 2,68), in der
15-Gy-Gruppe 6,94 mm 2 (£ 2,73) und in der 30-Gygpre 5,23 mmz2 (+ 4,69).

Dosis (Gy Mittelwert (mm? Standarabweichun
0 6,1t 2,6¢
15 6,94 2,73
30 5,23 4,69

Tabelle 24: Mittelwert und Standardabweichung deinBegewebeflache (mm?2) innerhalb der
Dosis-Gruppen (0, 15, 30)

Zwischen den Gruppen zeigt sich keine Signifikgnz Q,36).
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Diagramm 16: Das Boxplot stellt die Flache des Bagkwebes in Abhéngigkeit von der Dosis
(0, 15, 30 Gy). Die zentrale Linie gibt den Medider gemessen Werte an. Die Box beschreibt
den 25.-75. Quartil. Der AusreiRer in der 15-Gy-Gape wird mit ,°™, der AusreiRer in der 30-
Gy-Gruppe mit ,°*® beschrieben. Signifikanzen sind nicht vorhanden.§.).

6.1.3.6. Bindegewebeflache (mm?2) in Abhangigkeit vom Stenogead (Tag
63)

Die Mittelwerte der Stenosegrad-Gruppen verhalieim Iseziiglich der Flache des

Bindegewebes wie auch in Abhéangigkeit von den DGsigopen nicht

unterschiedlich.

Die Mittelwerte der Flache des Bindegewebes in reimd in der Stenosegrad-1-
Gruppe 6,15 mmz (£ 2,42), in der Stenosegrad-2-@giHnll mm?2 (+ 3,44) und in
der Stenosegrad-3-Gruppe 7,07 mm2 (+ 3,88).

Stenosegrac Mittelwert (mm? Standarabweichun
1 6,1t 2,4z
2 5,11 3,44
3 7,07 3,88

Tabelle 25: Mittelwert und Standardabweichung deinBlegewebeflache(mm?) innerhalb der
Stenosegrad-Gruppen (1, 2, 3)

Im Kruskal-Wallis Test besteht keine Signifikanz igehen den 3 Gruppen
(p=0,77).
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Diagramm 17: Das Boxplot stellt die Flache des Begkewebes in Abhdngigkeit von den
Stenosegraden am Tag 63 dar. Die zentrale Linietglbn Median der gemessen Werte an. Die
Box beschreibt den 25.-75. Quartil. Signifikanzeimd nicht vorhanden (n.s.).

6.2. Histopathologische Ergebnisse
Die histopathologischen Ergebnisse der entzindiidferanderungen des Urothel
und des Bindegewebes, sowie de8MA-Grad und der Fibrosegrad werden im

Folgenden prasentiert.

6.2.1. Entzindung im Urothel
10 von 18 Tieren haben im Urothel keine Entzind{®2g6%).

Abbildung 53: Entziindliche Veranderungen des Urothe20f-VergréfRerung

4 Tiere (21,1%) haben eine geringgradige EntzinduamgJrothel (Grad 1).
Jeweils 2 Tiere (10,5%) haben entziindliche VeramugerGrad 2 oder Grad 3.

6.2.1.1. Entziindung im Urothel in Abhangigkeit von der Doss (Gy)

Wie in Kapitel 111.7.4 beschrieben, werden bei désigenden Parametern
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Mittelwerte erhoben, um eine Tendenz innerhalb d&ruppen zu
veranschaulichen. Die Entziindung des Urothels vailsl eine akute eitrige
Entziindung mit einer Einwanderung von neutroph@®anulozyten bezeichnet,

welche beim Kaninchen als pseudoeosinophile Gragtda beschrieben werden.

Dosis (Gy Mittelwert

0 0,8¢<
15 0,33
30 1,17

Tabelle 26: Mittelwerte der Entziindung des Urothémerhalb der Dosis-Gruppen (0, 15, 30)

Die 15-Gy-Gruppe zeigt insgesamt den niedrigstetziErdungswert im Mittel

an. In der 0-Gy-Gruppe haben 3 Tiere keine Entziigdm Epithel (50,0%). 2

Tiere (33,3%) eine Grad 1 (16,7%) Entzindung um Eier eine Grad 3

Entzindung. In der 15-Gy-Gruppe haben 5 Tiere dBrad-0-Entziindung

(83,3%) und 1 Tier (16,7%) hat eine Grad-2-Entzinmgdun der 30-Gy-Gruppe
haben 2 Tiere (33,3%) jeweils eine Grad-O-Entzigdwder eine Grad-1-
Entziindung und 1 Tier (16,7%) jeweils eine Gradr2zBndung oder eine Grad-
3-Entzindung. Der exakte Test nach Fisher ist mi0p49 nicht signifikant.

Entziindung
im Epithel
0, 1,2, 3)

15
Dosis (Gy)

Diagramm 18: Entziindung im Epithel in Abh&ngigkeiton der Dosis (0, 15, 30 Gy)

6.2.1.2. Entzindung im Urothel in Abhangigkeit vom Stenosegad Tag 63
Der exakte Test nach Fisher innerhalb der versehien Kathetergruppen (0, 15,
30 Gy) in Bezug auf die Entzindung im Urothel ist pr= 0,16 nicht signifikant.
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Stenoseqgrac Mittelwert

1 0,t
2 0,28
3 1,57

Tabelle 27:Mittelwert der Entziindung des Urothelmierhalb der Stenosegrad-Gruppen

Die Stenosegrad-2-Gruppe hat im Mittel weniger éntitiche Verdnderungen am
Urothel als die anderen Gruppen. In der Stenosely@duppe haben 2 Tiere
keine Entzindung (50,0%) im Epithel (Grad 0) undTi2re eine Grad-1-

Entziindung (50,0%). In der Stenosegrad-2-Grupperh&Tiere eine Grad-0-
Entzindung (85,7%) und 1 Tier eine Grad-2-Entzigdi{h4,3%). In der

Stenosegrad-3-Gruppe haben jeweils 2 Tiere (28gf&n Entzindungsgrad von
0, 2 oder 3 und ein Tier den Entzindungsgrad 13¢aX,

Entzindung
im Epithel
(0.1, 2, 3)

[ [4]
1
2
3

Anzahl

| 2 3
Stenosegrad Tag 63

Diagramm 19: Entziindung im Epithel innerhalb der &hosegrad-Gruppen (1, 2, 3)

6.2.2.  Entzindung im Bindegewebe

Bei der Entzindung des Bindegewebes handelt es gich eine
lymphoplasmazellulare Entzindung, die am Ubergamm Jrothel nicht von
einer akuten Entziindung abzugrenzen ist. Im Bindege haben 6 von 18 Tieren
eine Grad-0-Entzindung (33,3%). 10 Tiere haben darad-1-Entziindung
(55,6%) und 2 Tiere eine Grad-2-Entziindung (11,1%).
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6.2.2.1. Entzindung im Bindegewebe in Abhangigkeit von der Dsis (Gy)
Der exakte Test nach Fisher ist mit p = 0,19 nsatpifikant.

Dosis (Gy Mittelwert

0 0,t
15 0,5
30 1,67

Tabelle 28: Mittelwert der Entziindung im Bindegewemnerhalb der Dosis-Gruppen

Es gibt keine Signifikanz innerhalb der Gruppene DtGy-Gruppe und die 15-
Gy-Gruppen zeigen insgesamt eine geringere entriwedlVerdnderung der
Lamina propriaals die 30-Gy-Gruppe. Diese Gruppen (0 Gy, 15 abhen im
Mittel den gleichen Entztindungsgrad. In der O-Gwype und in der 15-Gy-
Gruppe haben jeweils 3 Tiere (50,0%) eine Grad€) ethe Grad-1-Entziindung
im Bindegewebe. In der 30-Gy-Gruppe haben 4 Ti&®& 700) eine Grad-1-
Entzindung und 2 Tiere (33,3%) eine Grad-3-Entztigdu

Bindegewebe
Entziindung
(0. 1. 2, 3)

Mo
(B
3

0 15 30
Dosis (Gv)

Diagramm 20: Entziindung im Bindegewebe in Abhangeakvon der Dosis (0, 15, 30 Gy)

6.2.2.2. Entzindung im Bindegewebe in Abhéngigkeit vom Stersegrad
(Tag 63)
Der exakte Test nach Fisher ist mit p = 0,52 nsofphifikant.
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Stenoseqgrac Mittelwert (mm’

1 1,0C
2 0,57
3 1,86

Tabelle 29: Mittelwert der Entziindung im Bindegewemnerhalb der Stenosegrad-Gruppen (1,
2,3)

Die Stenosegrad-2-Gruppe hat weniger entzindlickgntlerungen im Bereich
des Bindegewebes als die anderen Gruppen. In deo$&tgrad-1-Gruppe haben
jeweils 2 Tiere (50,0%) eine Grad-0 und eine Grdfhizindung im
Bindegewebe. In der Stenosegrad-2-Gruppe haberijer8 (42,9%) eine Grad-
0-Entzindung und 4 Tiere (57,1%) eine Grad-1-Erdmag im Bindegewebe. In
der Stenosegrad-3-Gruppe haben 4 Tiere (57,1%)&iad-1-Entziindung und 3
Tiere (42,9%) eine Grad-3-Entziindung.

Bindegewebe
Entzimdung
(0,1,2, 3

o
i
3

Anzahl

1 2 <)
Stenosegrad Tag 63

Diagramm 21: Entziindung im Bindegewebe innerhalbrdStenosegrade (1, 2, 3)

6.2.3.  Histopathologische Veranderungen am Urothel
Das Urothel wird histologisch auf folgende Veranohgen untersucht:
Hyperplasie, Metaplasie, subepitheliales Odem, Reggion, Ulzeration,

Erosion.
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Abbildung 54: Plattenepithelmetaplasie (a= Urothelp= subepithelialer Bereich), 20f-
VergréRerung

Eine Metaplasie (Abbildung 54) ist eine Umwandlugiges ausdifferenzierten
Gewebes in ein anderes ausdifferenziertes GewelsseDst bei einem Tier
(5,55%) der 15-Gy-Gruppe vorhanden. Dieses Tierstvam Tag 63 einen
Stenosegrad 3 auf. Eine Hyperplasie des Urothetsm@hrte Zelllagen bei
erhaltener Schichtung) tritt bei 6 Tieren (33,3%j. & dieser 6 Tiere (83,33%)
haben einen 30-Gy-Katheter. Ein Tier (16,66%) mitem hyperplastischen
Urothel hat einen 0-Gy-Katheter (Abbildung 55).

Abbildung 55: Hyperplastische Epithelveranderungeies Urothels (a = Urothel)

8 Tiere (44,44%) haben ein subepitheliales Oderigtologischen Praparat. Von
diesen 8 Tieren haben 7 Tiere (87,5%) einen Stgnade3 und ein Tier (12,5%)
einen Stenosegrad-2. Von diesen 8 Tieren haberilgev@iere (25,0%) einen 0-
Gy-Katheter und einen 15-Gy-Katheter und 4 Tier®,d%) einen 30-Gy-
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Abbildung 56: Subepitheliales Odem (a: Urothel; bamina propria)

Erosionen (oberflachliche Defekte) weisen alle i8r&d (100%) an einer oder
mehreren Stellen des Urothels auf. Eine Ulzerafioefergreifende Defekte)
(rechte Abbildung 57) des Gewebes entsteht bei éeii (44,44%). 3 Tiere
(37,5%) davon haben einen 30-Gy-Katheter, 3 Tigreb506) einen 0-Gy-Katheter
und 2 Tiere (25,0%) einen 15-Gy-Katheter.

& i a ‘ ( . b gci*‘ =2 o S b

Abbildung 57: rechte Abb.: Erosion des Urothelsnkie Abb.: Ulzeration des Urothels (a =
Urothel, b = subepithelialer Bereich)

6.2.4. a-SMA-Féarbung

6 von 18 Tieren haben bei de'SMA-Farbung einen Grad 0 (33,3%). 6 weitere
zeigen einen-SMA-Farbung Grad-1 (33,3%). 4 Tiere haben eineéBMA mit
Grad-3 (22,2%). 2 Tiere (11,1%) haben eine Graduding.

6.2.4.1. a-SMA-Féarbung in Abhéngigkeit von der Dosis (Gy)
Fur die 3 Gruppen (0, 15, 30 Gy) untereinander wid exakte Test nach Fisher
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angewendet. Dieser ist signifikant (p = 0,019).

0 0,14
15 1,28
30 1,71

Tabelle 30: Mittelwert des-SMA-Grades innerhalb des Dosis-Gruppen (0, 15) 30

In der 0-Gy-Gruppe zeigt sich wenigelSMA im Gewebe als in den Gruppen mit
einem radioaktiven Katheter. Zwischen der 0-Gy-@rupnd der 30-Gy-Gruppe
besteht eine Signifikanz von p = 0,015. Zwischen daderen Gruppen besteht
keine Signifikanz. In der 0-Gy-Gruppe hat 1 Tie6,[6) bezogen auf die-
SMA-Féarbung eine Grad-1-Farbung und bei 5 Tiere3®3 konnte keim-SMA
angefarbt werden (Grad 0). In der 15-Gy-Gruppe tzeim 1 Tier keine
Myofibroblasten (Grad-0-Farbung) an und ein Tiengeigen eine hochgradige
Menge anu-SMA (Grad-3-Farbung) (16,7%). Jeweils 2 Tiere 222) haben bei
dera-SMA-Farbung einen Score von 1 und 2. In der 30&3yppe haben 3 Tiere
(50,0%) eine hochggradige Menge&B8MA (Grad 3) und 3 Tiere (50,0%) eine
geringgradige Menge anSMA (Grad 1).

SMA-Grad
(0,1, 2, 3)

[}l
iz
M

Anzahl

Dosis (Gy)

Diagramm 22:a-SMA-Farbung der verschiedenen Dosis-Gruppen (0, 39 )

6.2.4.2. a-SMA-Farbung in Abh&ngigkeit vom Stenosegrad (Tag 8)
Der exakte Test nach Fisher ist hier signifikant Xp0,03). Zwischen der
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Stenosegrad-2-Gruppe und der Stenosegrad-3-Griippesgeine Signifikanz von
p = 0,038. Zwischen den anderen Gruppen gibt ewkegignifikanz.

Stenoseqgrac Mittelwert

1 0,2t
2 1,14
3 1,86

Tabelle 31: Mittelwert deg-SMA-Farbung innerhalb der Stenosegrad-Gruppen @,,3)

In der Stenosegrad-1-Gruppe wird bei 3 Tieren @),8ein a-SMA angefarbt
(Grad 0) und 1 Tier (25,0%) hat einet6MA-Grad von 1. In der Stenosegrad-2-
Gruppe hat ein 1 Tier (14,3%)eineflSMA-Grad von 0. 4 Tiere (57,1%) haben
den a-SMA-Grad-1 und 2 Tiere (28,6%) haben einetsMA-Grad-2. In der
Stenosegrad-3-Gruppe haben 2 Tiere (28,6%) ke8MA (Grad 0), 1 Tier
(14,3 %) eine geringe Menge arSMA (Grad 1) und 4 Tiere (57,1%) haben eine
grof3e Menge an-SMA (Grad 3) im Bindegewebe der behandelten Ugethr

SMA-Grad
(0,1,2.3)
Bo
[}
Wiz
[ K

1 2 3
Stenosegrad Tag 63

Diagramm 23:a-SMA-Farbung innerhalb der Stenosegrad-Gruppen

6.2.5. Fibrosegrad
5von 18 Tieren haben einen Fibrosegrad 1 (22,8%4)eitere Tiere haben einen
Fibrosegrad 3 (22,8%). 8 Tiere haben einen mittl&ierosegrad 2 (44,4%).
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Abbildung 58: Fibrotische Veranderungen am Gewelild 1: nativ, Bild 2: kollagene Fasern
diffus, Bild 3: zellarmes, hyalinreiches Gebiet, IBi4: longitudinal angeordnetes Kollagen)

6.2.5.1. Fibrosegrad in Abhangigkeit von der Dosis (Gy)
Der exakte Test nach Fisher innerhalb der 3 Dagigen (0, 15, 30 Gy) ist nicht
signifikant (p = 0,75).

Dosis (Gy Mittelwert

Tabelle 32: Mittelwert des Fibrosegrades innerhaller Dosis-Gruppen (0, 15, 30)

Die 0-Gy-Gruppe und die 15-Gy-Gruppe haben im Mitteen gleichen
Fibrosegrad. Der Fibrosegrad der 30-Gy-Gruppe lragWlittel hoher.

In der O und der 15-Gy-Gruppe haben 2 Tiere (33,8#¢n Fibrose-Grad-2. 3
Tiere (50,0%) haben einen Fibrose-Grad-2 und eér {[16,7%) einen Fibrose-
Grad-3. In der 30-Gy-Gruppe hat ein Tier (16,7%)eegeringgradige Fibrose
(Grad 1), 2 Tiere (33,3%) eine mittelgradige (Gydund 3 Tiere (50,0%) eine
hochgradige Fibrose (Grad 3).
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Fibrosegrad
(1,2, 3)
B
-2
3

Anzahl

15
Dosis (Gy)

Diagramm 24: Fibrosegrad in Abhangigkeit von der Bis (0, 15, 30 Gy)

6.2.5.2. Fibrosegrad in Abhangigkeit vom Stenosegrad (Tag §3
Im exakten Test nach Fisher gibt es keine Sigmftkawischen den drei Dosis-

Gruppen (p =0,16).

Stenoseqgrac Mittelwert

1 1,5C
2 1,71
3 2,57

Tabelle 33: Mittelwert des Fibrosegrades innerhalbr Stenosegrad-Gruppen (1, 2, 3)

In der Stenosegrad-1-Gruppe zeigen sich die geadngsfibrotischen

Veranderungen. Der Mittelwert des Fibrosegrademytstait der Schwere des
Stenosegrades. In der Stenosegrad-1-Gruppe habeiisj@ Tiere (50,0%) einen
Fibrosegrad von 1 oder von 2. In der Stenosegr@du®pe haben jeweils 3 Tiere
(42,9%) einen Fibrosegrad-1 oder einen Fibrosegradd 1 Tier (14,3%) ein
hochgradige Fibrose (Fibrosegrad-3). In der Stegraske3-Gruppe haben jeweils
3 Tiere (42,9%) einen Fibrosegrad von 2 und 4 T{Bi1%) einen Fibrosegrad

von 3.
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Fibrosegrad
(1,2, 3)
B
2
Cl3

1 2 3
Stenosegrad Tag 63

Diagramm 25: Fibrosegrad innerhalb der Stenosegr&tuppen (1, 2, 3)

6.2.6. Strahlenschaden
Bei 9 von 18 Tieren ist ein Strahlenschaden anndigiferen und kleinen GefalRen

erkennbar (50%). Kein Tier mit einem 0-Gy-Kathétat einen Strahlenschaden.
5 Tiere (55,55%) der 15-Gy-Gruppe und 4 Tiere (4% der 30-Gy-Gruppe

haben einen Strahlenschaden.
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Abbildung 59. Strahlenschaden (Pfeil links und retsh Verdickung der Tunica intima der
mittleren Gefalie)
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6.3. Korrelation der Ergebnisse

6.3.1. Korrelation zwischen dem Stenosegrad (Tag 63) undeth Dosis-
Gruppen (Gy)

Zwischen dem Stenosegrad am Tag 63 und den vedsctge Kathetern (Gy)

besteht eine Korrelation. 2-seitig getestet bestaintSignifikanzniveau von p =

0,008. Diese Kaorrelation ist auf dem Niveau von p0®1 signifikant. Der

Korrelationskoeffizient ist r = 0,603.
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Diagramm 26: Korrelation zwischen dem Stenosegrad#®en (1, 2, 3) und den Dosis-
Gruppen (0, 15, 30)

Im Streudiagramm besteht eine positive Korrelatibmischen den beiden

Merkmalen.

6.3.2. Korrelation zwischen dem Stenosegrad (Tag 63) und ed
Entztindung im Urothel

Zwischen dem Stenosegrad am Tag 63 und der EntagnduUrothel besteht im
Spearman-Test keine Korrelation (p = 0,83).

6.3.3. Korrelation zwischen dem Stenosegrad Tag (Tag 63)nd der

Entzindung im Bindegewebe

Zwischen dem Stenosegrad am Tag 63 und der EntagriduBindegewebe
besteht im Spearman-Test keine Korrelation (p £)0,8

6.3.4. Korrelation zwischen dem Stenosegrad (Tag 63) undeth a-SMA
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Grad

Zwischen dem Stenosegrad am Tag 63 und de®&MA-Grad besteht im
Spearman-Test eine Korrelation (p = 0,041). Der&ationskoeffizient ist
r = 0,487. Auf einem Niveau von p = 0,05 ist di&serelation signifikant.
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Diagramm 27: Korrelation zwischen demx»SMA-Grad und den Stenosegrad-Gruppen (1, 2, 3)

Zwischen den Merkmalen besteht eine positive Katiah.

6.3.5. Korrelation zwischen dem Stenosegrad (Tag 63) und et
Fibrosegrad

Zwischen dem Stenosegrad am Tag 63 und dem Fibbemkelesteht im

Spearman-Test eine Korrelation (p = 0,009). Dasismitgge Signifikanzniveau

ist hier mit p = 0,01 angegeben. Der Korrelatiorsfmient ist r = 0,599. Die

Korrelation zwischen dem Fibrosegrad und dem Stagras! ist positiv.
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Diagramm 28: Korrelation zwischen dem Fibrosegraddiden Stenosegrad-Gruppen (1, 2, 3)

6.3.6. Korrelation zwischen dem Stenosegrad (Tag 63) undedn Umfang
des Urothels

Zwischen dem Stenosegrad Tag 63 und dem Urothehgr{fam) besteht im
Spearman-Test eine Korrelation (p < 0,001).
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Diagramm 29: Korrelation zwischen dem Umfang desdthels und den Stenosegrad-Gruppen
1,2,3)

Das zweiseitige Signifikanzniveau ist hier mit 9,861 angegeben. Der
Korrelationskoeffizient ist r = - 0,831. Zwischeard Umfang des Urothels und

dem Stenosegrad am Tag 63 besteht eine negativel&twn.
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6.3.7.  Korrelation zwischen den Dosis-Gruppen (Gy) und denmlUmfang
des Urothels

Zwischen den Dosis-Gruppen und Umfang des Lumenm)(rhesteht im

Spearman-Test eine Korrelation (p = 0,021). Dasissitgge Signifikanzniveau

ist hier mit p = 0,05 angegeben (r = - 0,538).
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Diagramm 30: Korrelation zwischen dem Urothelumfanmd den Dosis-Gruppen (0, 15, 30)

Zwischen den Merkmalen besteht, wie auch wie zveiscdem Umfang des

Urothels innerhalb der verschiedenen Stenosegiadaegative Korrelation.

6.3.8.  Korrelation zwischen den Dosis-Gruppen (Gy) und deEntziindung
im Urothel

Zwischen den verschiedenen Dosis-Gruppen und deiiraiichen Veranderung
am Urothel besteht im Spearman-Test keine Koragyp = 0,56).

6.3.9. Korrelation zwischen den Dosis-Gruppen (Gy) und de
Entzindung im Bindegewebe

Zwischen den verschiedenen Kathetern und der edlizien Veranderung am

Bindegewebe besteht im Spearman-Test eine Kowalafp = 0,024). Die

Korrelation ist auf dem Niveau von p = 0,05 sigwfit (r = 0,530). Es besteht

eine positive Korrelation.
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Diagramm 31: Korrelation der Entziindung im Bindege&le und den Dosis-Gruppen (0, 15, 30)

6.3.10. Kaorrelation zwischen den Dosis-Gruppen (Gy) und denu-SMA-
Grad

Zwischen den verschiedenen Dosis-Gruppen (0, D53 demu-SMA-Grad (O,
1, 2, 3) besteht eine positive Korrelation mit p,801.

30 [ | | | HER
=
S
@ 15 [ | | | | | | | [ |
z
=
0 [ [ [ [ [ | [ i}
T T T T
0 1 2 3
SMA-Grad

Diagramm 32: Korrelation dez-SMA-Férbung und den Dosis-Gruppen (0, 15, 30)

Das zweiseitige Signifikanzniveau ist hier mit p 6,01 angegeben

(Korrelationskoeffizient r = 0,699).
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6.3.11. Korrelation zwischen den Dosis-Gruppen (Gy) und dem

Fibrosegrad

Zwischen den verschiedenen Kathetern und dem Fagrad besteht im
Spearman-Test keine Korrelation (p = 0,271).

6.3.12. Kaorrelation zwischen der Bindegewebeflache und denDosis-
Gruppen (Gy)
Es besteht keine Korrelation zwischen der Flaoke Bindegewebes innerhalb

der verschiedenen Dosis-Gruppen (p = 0,403).

6.3.13. Kaorrelation zwischen der Bindegewebeflache und derBtenosegrad
(Tag 63)

Es besteht ebenfalls keine Korrelation der Bindedmflache mit den

verschiedenen Stenosegraden am Tag 63 (p = 0,72).

7. Vorlaufige Ergebnisse der ,De nuovo®- Gruppe

Die vorlaufigen Ergebnisse der ,De nuovo Gruppdiesewie folgt aus. Bis zum
Tag 35 (Tag der Euthanasie) haben sich bei 10 8ohidren (55,5%) eine Grad 3
Stenose ausgebildet. 5 Tiere haben eine Grad 2$idRA7,7%). 3 Tiere (16,6%)
haben eine Grad 1 Stenose.

Nach den Dosisgruppen (0, 15, 30 Gy) entblindetiwig€abelle 34 zu sehen ist
haben in der 0-Gy-Gruppe jeweils 2 Tiere eine Gradsrad-2 und Grad-3-
Stenose. In der 15-Gy-Gruppe hat ein Tier eine @Qr&denose, 2 Tiere eine

Grad-2-Stenose und 3 Tiere eine Grad-3-Stenose.

Stenosegrad 1 (n) Stenosegrad 2 Tag (n)  Stenosegrad 3 (n)

0 2 2 2
15 1 2 3
30 0 1 5

Tabelle 34: Stenosegradentwicklung der ,De nuovofuppe

In der 30-Gy-Gruppe hat kein Tier eine Grad-1-Ssend. Tier hat eine Grad-2-
Stenose und die anderen 5 Tiere in dieser Gruppenh&ine hochggradige
Stenose (Grad 3).
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Die Tiere der 0-Gy-Gruppe haben sich, wenn manStenosegrade am Tag 35
betrachtet, am Besten entwickelt. Die Ergebnigseadderen Auswertungen sind
tendenziell den Ergebnissen der ,Urethrotomia mdaeGruppe” &hnlich. Die
Entzindung im Urothel ist bei der 15-Gy-Gruppe garinggradig mehr als bei
der 0-Gy-Gruppe. Bei det-SMA-Farbung hat die 15-Gy-Gruppe am wenigsten
angefarbte Myofibroblasten. Strahlenschaden sirah dnier bei den bestrahlten
Praparaten sichtbar. Dies sind vorlaufige Ergelenissme statistische Auswertung
der Daten muss folgen.

8. Ergebnisse der Radiotherapie von Normalgewebe

Um die Strahlenwirkung der radioaktiven Dosen umel 8trahlentoleranz der
Urethra zu untersuchen, werden 3 Tiere ohne voedngesygle Strikturinduktion mit
radioaktiven Kathetern im Sinne einer LDR-Brachyipge behandelt
(Einlagezeit: 1 Woche). Sowohl bei einem mit 15 Ggsamtdosis bestrahlten
Tier, als auch bei zwei Tieren, welche mit eines@wstdosis von 60 Gy bestrahlt

werden, zeigen sich Veranderungen an der StrulksiBihdegewebes.

Bei der 60-Gy-Gruppe (n = 2) dehnt sich der filwchie Bereich Uber das gesamte

Bindegewebe aus (rechte Abbildung 60).

Abbildung 60: linke Abbildung: unbehandeltes Gewebgechte Abbildung: bestrahltes Tier
(60 Gy)

Die lockere Struktur des Bindegewebes, wie sieeb@m nativen, unbehandelten
Préaparat zu sehen ist (linke Abbildung 60), istden bestrahlten Tieren mit der
60-Gy-Dosis aufgehoben. Strahlenschaden an deteraiitund kleinen Gefalien
sind bei den mit 60 Gy behandelten Tieren sichtbar.
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Abbildung 61: Strahlenschaden an den mittleren uktkbinen Gefal3en (60 Gy)

Bei einem Tier, das mit einem 15-Gy-Implantat belsdin wird, zeigen sich
geringgradige strahleninduzierte Veranderungen. fibeotische Reaktion ist
primér auf den suburethralen Bereich konzentrigrahleninduzierte Schaden an

den GefaRen sind auch hier sichtbar.

Abbildung 62: Tier ohne Strikturinduktion mit einem15-Gy-Implantat (a = Urothel, b =
subepithelialer Bereich mit Kollagenzubildung)

Diese Ergebnisse werden durch die Untersuchunges deilprojekts
,Gallengang” innerhalb des ,BetaMod-Projekts* bégta Am Gallengang
werden nicht verletzte, aber bestrahlte Bereiclegewertet. Bei 15 Gy und 30

Gy konnten Strahlenschaden nachgewiesen werdem, @i 1).
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V. DISKUSSION

1. Diskussion der statistischen Auswertung

Aufgrund der geringen Fallzahl der Tiere, die im d2osis-Gruppen (0, 15, 30
Gy) mit n = 6 und in den Stenosegrad-Gruppen (B) 2nit zweimal n = 7 und
einmal n =4 sind die Ergebnisse nicht immer diatis signifikant. Es lasst sich
lediglich eine Tendenz ermitteln. Daher werden, lgeeits angesprochen, auch
bei ordinalskalierten Parametern Mittelwerte gedildum eine Verteilung der

Merkmale innerhalb der Gruppen zu verdeutlichen.

Die Korrelation der Daten in Abhangigkeit von desdis spiegelt keinen linearen
Zusammenhang wieder. Das heil3t, dass mit der Vphdiog der Dosis sich der
Effekt der Bestrahlung nicht verdoppelt. Die Koatedn der Daten lasst keinen
Ruckschluss auf ein Dosis-Wirkungsprinzip bei ardebosen zu. Hiermit kann
nur festgelegt werden, ob die unterschiedlicheneDater Katheter sich entweder

im toxischen oder therapeutisch wirksamen Bereefintden.
2. Diskussion der Versuchsdurchftihrung

2.1 Diskussion des Tiermodells

Fur dieses Studiendesign wird das Kaninchen alsmidell gewahlt. Auch
andere Arbeitsgruppen haben den New Zealand WiibdiRals Versuchstier flr
die Induktion einer Harnrohrenstriktur eingeseixndersen et al., 2003b, Meria
et al., 1999).

Das Handling der Kaninchen als Versuchstiere it sinfach. Die Applikation
von Medikamenten und die téagliche Kklinische Untehsuing verlaufen
unproblematisch. Die Einzelhaltung der mannlicheaniichen ermdglicht eine
individuelle Beobachtung des Allgemeinzustands. m#énnlichen Tiere werden
wahrend des Versuchs nicht in direkten Kontaktwatblichen Tieren gebracht,
Die weiblichen Tiere befinden sich in Sichtweitben es besteht kein direkter
Kontakt durch eine Platzierung der Tiere in aneilg@nangrenzenden Kafigen.
Somit wird eine zusatzliche Stresssituation fur digere vermieden.
Anatomisch spricht fur dieses Modell die GroRe Haninchenurethra. Sie ist

geeignet fur die Anwendung der Instrumente ausderanen Kinderurologie.
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Histologisch ist die Urethra des mannlichen Kanergh dem Menschen sehr
ahnlich. Das Urothel ist beim Kaninchen allerdindi$nner und derCorpus
spongiosunist gut durchblutet (Andersen et al., 2003b, Metial., 1999).

Im Unterschied zum Menschen, bei dem eine Urethm@tointerna unter
Lokalané&sthesie oder mit einer (Larynx)-Maskenbeatndurchgefiihrt werden
kann, ist dies beim Kaninchen nicht mdglich (Rass&008). Hier muss sie unter
Vollnarkose durchgefuhrt werden. Wéahrend der Neaekosd den Kaninchen ein
Muskelrelaxans (Atracurium) zur relaxierten Dalsial der Harnréhre
verabreicht (Wirkdauer des Atracurium circa 45 miese Medikation erfordert
eine standardmaflig kontrollierte Beatmung der Tiesdhrend der Narkose
(Erhardt, 2004) . Auch die Uberwachung der Narkefetist beim Kaninchen
aufgrund der hohen Reflexaktivitat diffiziler. Beikaninchen sind auch noch
innerhalb des Toleranzstadiums die Reflexe geremjgr auslosbar. Ein
vollstandiger Ausfall der Reflexe bedeutet daher zu tiefes Narkosestadium
(Gabrisch, 2007).

Postoperativ muss die Nahrungsaufnahme der Tieeagstkontrolliert werden.
Die Kaninchen kommen mit der Situation der einwgdehi Kathetereinlage
individuell verschieden gut zurecht. Der Halskraperdert die Tiere nicht an der
Nahrungsaufnahme und auch nicht an der AufnahmeZdkotrophe, dennoch
missen die Kaninchen aufgrund der Nahrungsverwaigergezielt gefittert
werden, um ein Entgleisen der Magen-Darm Floraeind Gewichtsabnahme zu

verhindern.

2.2. Diskussion der OP-technischen Probleme

Die Strikturinduktion und die Urethrotomia intermach Sachse kdnnen nach
anfanglicher Ubungszeit standardisiert durchgefikatden. Dabei werden 95%
aller operativen Eingriffe von dem gleichen Opeasatend dem gleichen Team

durchgeflhrt.

Urethrotomia internaBei der Durchflihrung der Urethrotomia internatbbszum

einem das Risiko, dass der Operateur bei der 3ahfitextravasal (aufl3erhalb des
Lumens) gelangt. Die Extravasation der Spulflissigkund des Urins mit
anschlieRender Infektion oder eine ShuntbildungsekenCorpora cavernosa
und Corpus spongiosurkdnnen die Folge. Eine Extravasation von Kontrasn

tritt  teilweise auf, hat aber keine Folgen flr dewiteren Verlauf der
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Untersuchung und fir den Kklinischen Allgemeinzudtades Tieres. Im
Zusammenhang mit der Extravasation treten auchapsarative Blutungen auf.
Zu tiefe Schnitte bei der Schlitzung konnen zur I&eung desCorpus
cavernosumoder Corpus Spongiosunfihren und die caverndsen Nerven
schadigen. Beim Mensch ist eine Nebenwirkung dathiotomia interna daher
die erektile Dysfunktion (Schneider et al., 2001).

82. 18. 89

Abbildung 63: linke Abb.: Kontrastmittel verlautxtravasal; rechte Abb.: Nach der Schlitzung

Kathetereinlagelntraoperativ stellt die exakte Katheterpositening am Tag 28

in der Blase aufgrund der Samenblasendrise, di¥ial$alsadient, ein haufig
auftretendes Problem dar. Die Lage des Kathetermlin der Blase am Tag 28
muss mehrfach kontrolliert werden, bevor der Katheingenaht werden kann.
Immer wieder gleitet der Katheter in die Samenbidsése. Bei 2 Tieren musste
zuerst ein Fuhrungsdraht aus der Herzchirurgieufhe) bis in die Harnblase
eingefuhrt werden, Uber welchen dann der Harnkaettethgefihrt werden kann.

Auch die Fullung des Ballons mit Kontrastmittel evivdahrend des Versuchs
verandert. Am Anfang des Versuchs wird der Ballomn Snml Kontrastmittel

geflllt. Im Laufe des Versuchs wird diese Menge 2djis 3 ml reduziert. Der
Grund ist das starke postoperative Pressen dee.Ti&usatzlich werden die
Katheter am Praputium fixiert, da sie nicht alleimger die Blockfunktion des
Ballons an Ort und Stelle gehalten werden. DerdBatles Katheters wird durch
das teilweise starke Pressen der Tiere in den Heswbhalsbereich gedrickt. Die
Tiere pressen mit einem geringer gefillten Ballaechmklinischer Beobachtung

deutlich weniger.

Die Lage des Katheters kann sich innerhalb der @&hwgen Einlagezeit
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geringgradig verandern. Entweder verschiebt siehRdisition des Katheters nach
distal oder nach proximal. Die 4 cm lange radioaktFolie lag am Tag der
Katheterentfernung (Tag 35) wéahrend der Kontrotiggnaufnahmen bei allen
Tieren Uber dem Strikturbereich. Daher ist es wgchtlass die Folie mit
Rontgenmarkierungen versehen ist. Auch die Lange delie hat sich als
sinnvoll erwiesen. Eine zu kurze Folie wirde bezrduellem Pressen innerhalb
der einwdchigen Kathetereinlage nicht immer sidiieer dem zu behandelnden
Bereich liegen. Bei 2 Tieren ist der Katheter iglRung Harnréhrenausgang nach
distal gerutscht, bei einem Tier (siehe Abbildurtg deutlichin Richtung Blase.
Der behandelte Bereich der Urethra ist dennochesiebn der Folie tberlagert

gewesen. Die ist von Bedeutung, um das Phanomen,Etge Effekts* zu

vermeiden (Van der Giessen et al., 2001).

Abbildung 64: Veranderung der Katheterposition inrfealb der einwdchigen Einlagezeit

Des Weiteren stellt die intraoperativ teilweise geischrankte Sicht durch den
physiologischen  Harngries  (Kalziumkristalle) des nl&hens eine

Herausforderung fir den Operateur dar. Die Opersatzeit verlangert sich bei
schlechter Sicht. Dies spielt fir die Narkoselaagesich keine Rolle, da sie durch
die Gabe eines Muskelrelaxans eine definierte Dabat (Abbau des

Muskelrelaxans).

Das Fixieren des Katheters mittels 2er Hautheftessnman der Innenseite des
Praputiums durchgefuihrt werden. Werden die Fad&erawerknotet, gelingt es
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den Tieren, diese zu offnen. Diese Positionierungd in der 2. Halfte des
Versuchs gewahlt, um zu verhindern, dass sich theeTden Katheter durch das
Eroffnen der Haltefaden entfernen kdnnen. Die $eiasipulation wird durch
den Halskragen in der Woche der Kathetereinlaggemehlossen.

2.3. Diskussion der Implantatanwendung
StrahlenschutzBei der Anwendung der Implantate ist der Straldbot des

Personals durch den Plexiglasschutz beim Einfuhuexd Entfernen der
Blasenkatheter gegeben. Die Implantate lassenasich mit diesem Schutz leicht
handhaben. Auch die zeitnahe Aktivierung der Imgaienim FRM Il der TU
Munchen war ohne Probleme mdglich (bei technisddmblemen am FRM I
wurden einige Katheter auch im FRG I, GKSS-Forsgsmantrums, Geestacht
aktiviert). Trotz umfassender Auswaschversuche Kitheter im Vorfeld kann
bei der Messung im Stroh und Heu (Urin) mit eineneigérzahler eine
Strahlungsaktivitat festgestellt werden, die allegd deutlich unter der
Freigrenze liegt (5-10fach Uber der Untergrunds$irad). Aus Sicherheitsgriinden
wird dieses Material gesondert in einen Abklingragebracht und entsprechend
entsorgt. Die Dichtigkeit der Katheter muss fur demischen Einsatz am
Menschen noch optimiert werden. Ziel ist es, dassatliioaktive Strahlung nicht
nach aufen in die Umwelt dringt und der Patient Redioaktivitat (kurze
Reichweite des Strahlers von max. 6 mm) selbsthaost Dies wirde fir den
klinischen Einsatz den Vorteil bringen, dass detidAa ambulant behandelt

werden konnte.

Zentrale KatheterpositionierunBei der Einlage der Katheter nach der Schlitzung

ist zu beachten, dass der steile Dosisabfall dedBahler auch die Gefahr birgt,
dass bei asymetrischer Einlage der Blasenkaththeeeine Seite der Urethra mehr
bestrahlt wird, als die andere. Dieses Phanomenlevuor dieser Studie bereits
mit Hilfe einer OCT-Sonde (Optische Koharenz-Tonamiyie) Uberprift. Die
zentrierte Einlage der Katheter ist bei ausreichgnal3em Durchmesser des
Katheters gesichert (Puls, 2009).

3. Diskussion der Aufbereitung und Herstellung der

histologischen Préparate

Die Fixierung der Harnréhre mit Formaldehyd erfolygi der Entnahme des
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Gewebes nicht unter Druck. Das Fixierungsmitteldmimmittelbar nach der
Euthanasie der Tiere mit Hilfe eines Blasenkatlsetedie Urethra appliziert und
verbleibt wahrend der Gewebeentnahmezeit (ca. 1 dart, um eine Autolyse
der Epithelzellen zu verhindern. Danach wird dasnfadin entfernt und das
gesamte  Praparat in %! Formalin fir 5 Tage eingelegt.
Anderson et al. fixieren die Urethra der Kanincineib einem Druck von 1.8 kPa
fur 30 min (Andersen et al., 2003b).

Die Harnrbéhre der Kaninchen wird bei der Herstadluder Praparate zur
histologischen Untersuchung als ,Rohrenstruktuélabsen. Dies hat den Vortell,
dass der Umfang des Lumens beurteilt werden karsduizh kann eine
metrische Einteilung der Stenosegrade vorgenommendem. Die Auspragung

der Lange der Striktur kann im Querschnitt nichirbalt werden.

Im Teilprojekt der Gastroenterologie des ,Betamodjekts” werden die
Praparate des Gallengangs im Langsschnitt aufgetshnHier kann primar ein
makroskopischer Eindruck der Stenose wahrend d@épdpation des Gewebes
gewonnen werden. Das Gewebe wird dort auf der gahzege beurteilt. Ein
Vorteil dieser Methode ist es auch, dass der diréktergang von normalem zu

stenosiertem Gewebe zu beurteilen ist (Otto, 2011)

4. Diskussion der Messmethoden

Die Messmethoden zur Bestimmung des Strikturgradesd der

Stenoselokalisation werden im Folgenden diskutiert.

4.1. Messmethoden der histologischen Praparate

Das Ausmessen der histologischen Praparate mit Messprogramm Datinf

Measure® erfolgt technisch problemlos. Bei Ausmes$es Minimums und des
Maximums des Bindegewebes ist die unterschiedl@h@atomische Lage der
Praparate problematisch. In einigen Praparaten, wmiehr in Richtung

Prostatagewebe liegen, ist im gesunden Gewebe Dréisengewebe vorhanden.

Dort ist das Bindegewebe an sich breiter.
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Abbildung 65: Mittelgradige Fibrose mit Drisengeweldlorsal, 10f-Vergrof3erung

Bei hochgradigen Fibrosen wie in Abbildung 66 (BskBild) zu sehen, lasst sich
das Bindegewebe leicht abgrenzen. Bei mittelgradigeler geringgradigen
Fibrosen ist der Ubergang vom Bindegewebe in dieskdlatur oft schwer zu
identifizieren (Abbildung 66, rechtes Bild). Hieid@®nnen Messfehler entstehen.

Abbildung 66: Ausmessen der Dicke des BindegewetreBatinf Measure® (gelb: Stecke)

Auch der Schrumpfungsgrad des Gewebes durch dimdhorBehandlung fihrt
zu kleinen Abweichungen (Lang, 2006).

4.2. Messmethoden des Strikturgrades

Als Messmethoden fiir die Stenosegrade werden diedkopien, die retrograden

Kontrastmitteldarstellungen und die Ausmessundes Lumens der Urethra

(histologische Praparate) herangezogen. InnerhatbMessmethoden ergeben
sich unterschiedliche Ergebnisse bezlglich desoSegmades. Die Ergebnisse der
Zystourethrogramme (rontgenologische Auswertungll sium einen abhangig

vom Druck, mit dem der Operateur das Kontrastmitetabreicht, und zum
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anderen von der Relaxation der Urethra. Bei genngarbenbildungen, die keine
stark sichtbare Einziehung im CUG verursachergeirgt genaue Aussage uber die
Stenoseauspragung schwer. Trotz einer zusatzligefamigten zweiten Ebene
(latero-lateral, ventro-dorsal erscheint die Aussagekraft bei geringgradigen
Stenosen unsicher (Stenosegrad 1, Stenosegrade)n\Wbbildung 67 zu sehen,
zeigt das rontgenologische Bild des Tieres am Tagn@ Striktur-Grad-2. Im
endoskopischen Bild ist eindeutig eine Grad-1-8irikzu sehen. Auch bei
hochggradigen Stenose lasst die alleinige retr@gi@drstellung der Striktur
oftmals keine Aussage Uber die Lange und das Austeal3Striktur zu. Eine

Darstellung von antegrad wére in diesem Fall iredtzi

In der Humanmedizin kann hierbei zusétzlich ein tMikszystourethrogramm
angefertigt werden. Dies ist beim Kaninchen ebé&nhialtglich, wird aber nicht
im Rahmen dieses Versuchs durchgefihrt (Meria.efl@99). Wichtig ist es, die
Urethra 3-dimensional darzustellen, um mdglicheliRtdrpretationen Uber das
Ausmald und die Lage der Striktur zu vermeiden (Getzal., 2008).

45:35 .I F 26. 88. 89

Abbildung 67. Vergleich CUG/Endoskopie (obere Reil@JG Tag 28 und 63, Stenosegrad 2-1;
untere Reihe: Endoskopie Tag 28 und Tag 63, Stergpad 1-1)

Der Lumenumfang, welcher anhand der histologiscReaparate ausmessen

wurde, unterscheidet sich im Stenosegrad im Verlgleur Endoskopie am Tag
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63 bei 6 Tieren und zum CUG bei 5 Tieren. Dieseetsthiede ergeben sich
dadurch, dass die Einteilung nach dem Mittelwed der Standardabweichung
nicht exakt mit den klinischen Verhaltnissen Ubhesemmt. Zum anderen besteht
die Schwierigkeit bei der Anfertigung der histolethen Préaparate die
Stenosestelle sicher zu treffen. Trotz vorherigearkerung wahrend der
Gewebeentnahme ist es moglich, dass das Praparptcamalen oder distalen
Ende der Stenosestelle entnommen wird. Bei sehmetuiflarbenspangen ist dies
problematisch. Dadurch ergeben sich geringe Abwgighn vom klinischen Bild.

Da es bei der histologischen und réntgenologisci&enosegradbeurteilung zu
den beschriebenen Messfehlern kommen kann, wird Wiethode der

endoskopischen Beurteilung der Stenose Uber dieoéidoskopie in diesem
Projekt als MalRstab genommen. Nachteil der Videoskapie ist es, dass allein
eine Aussage uber die Einengung des Lumens und dloér die Lange der

Striktur gemacht werden kann.

4.3. Messmethoden der Stenoselokalisation
Die Lokalisation der Stenose wird einerseits mi #@ntrastmitteldarstellungen
verifiziert (CUG), andererseits wird eine Rontgeinalhme mit der Positionierung

des Endoskops vor der Stenosestelle angefertigt.

Im CUG ist nicht immer eindeutig, wo das proximaled distale Ende der
Striktur liegt. Daher ist die Bestimmung der Lokalion Uber das Endoskop
besser geeignet, um eine Reproduzierbarkeit detiGtoder Strikturinduktion zu
belegen. Zudem besteht bei langerstreckigen SteRtwlas Problem, dass die
Stenoseposition nicht als ein Wert angeben werdannk Die Lange der
Strikturen reicht von 0,3 bis 1,5 cm. Bei solchénk8iren wird aus der Lange ein

Mittelwert gebildet.
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Abbildung 68: 1: Lokalisation der Stenosepositionitmdem Endoskop; 2: Lokalisation der
Stenose im CUG v/d; Lokalisation der Stenose im CUUG

Wie im Ergebnisteil dargestellt, ist dies bei 5rée der Fall. Die Lange der
Striktur steht bei diesem Tiere nicht im Zusammaghait dem Stenosegrad. Nur
ein Tier zeigt diese langstreckige Stenose beaeitgag 28.

In der Urologie richtet sich die Behandlung derikBiren neben anderen
Kriterien auch nach der Lange der Strikturen. Kugtenosen (unter 1 cm) und
bulbare Strikturen ohne Spongiofibrose kdnnen ngt rethrotomia interna
behandelt werden. Langerstreckige bulbére Striktiie zu 2 cm Lange werden
mit einer Exzision der Narbe und einer primaren gtomose behandelt. Diese
Behandlungsmaoglichkeiten sind fur die vordere Uwetbeeignet (Gozzi et al.,
2008, Peterson and Webster, 2004).

In der hinteren Urethra sind Strikturen zwar sedtember durch den Anstieg der
radikalen Prostatektomien kommt es immer haufiger 3tenosen im

vesikourethralen oder bulbomembrandsen Bereich. Bbandlung dieser Art

von Strikturen birgt ein grol3es Risiko fur Impotemad Inkontinenz (Zinman,

1998).

Die Lokalisation der Strikturhéhe in diesem Tierralbéntspricht demnach einem
Strikturmodell fir die hintere Urethra. Insgesamsit die Hohe der Striktur im
Experiment stabil. Das experimentelle Vorgehenregtroduzierbar. Somit lasst
sich sagen, dass im Rahmen dieser Arbeit ein neuvgsioduzierbares
Strikturinduktionsmodell am Kaninchen im Bereichr d®ars pelvina urethrae

etabliert wurde.
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5. Diskussion der Ergebnisse

5.1. Diskussion der Strikturinduktion

Die Strikturinduktion wurde im Vergleich zu ander@rbeitsgruppen mit einem

Diodenlasers in dePars pelvina urethraénduziert. 4 Tiere (18,8 %) entwickeln
aufgrund des nicht exakt platzierten Laserscha#leime Striktur (Schaden nicht
zirkular). Bei 18 Tieren, die am Tag 28 eine Striktausgebildet hatten, waren
83,3% der Strikturen hochgradig (Grad 3). Vergleictan diese Ergebnisse mit
den bisher in der Literatur beschriebenen, so emsith folgende Unterschiede:

Meria et al. (1999) erzeugen bei 50% der behandekaninchen eine
Lumeneinengung der Urethra mit unter 50% RestluamanTag 15. Hierzu wird
eine zirkulare 3 bis 5 mm breite Koagulation mitndéclektokauter in der
bulbédren Urethra durchgefuhrt. Bei Anderson et(a003) haben 12 der 15
Kaninchen am Tag 30 eine Striktur. Hier wird dieikdur am Ubergang vom
spongidésen zum bulbéren Teil von 2 bis 10 Uhr rmee2-3 mm breiten und
tiefen Resektion (bis ins periurethrale Gewebe) emier elektrischen Schlinge
induziert (Andersen et al., 2003b).

Die verschiedenen Modelle unterscheiden sich beztigler Lokalisationen der
Strikturinduktion. Meria et al. (1999) postulieredass die Wundheilung der
Urethra in derPars spongiosades mannlichen Kaninchens durch das gut
durchblutete Gewebe des unterliegenden Schwellkénerbessert ist und damit

die geringe Strikturrate ihres Tiermodells zu emtései.

Auch die Induktionsmethode der verschiedenen Medelhterscheidet sich.
Meria et al. fuhren eine Elektrokoagulation zur iKarinduktion durch,
Anderson et al. verwenden die elektrische SchlihgeRahmen dieses Projekts
wird eine laserinduzierte Verletzung gesetzt, naahdlie Strikturinduktion mit
einem Resektoskop nicht sicher genug zu den gewtarsd&rgebnissen gefihrt
hat. Abgesehen von der Methode ist die Tiefe derletaung wichtig. Die
Extravasation des Urins fordert die Ausbildung eigiktur (Meria et al., 1999).
Die optische Eindringtiefe des verwendeten Diodssria (1470 nm) in das
Gewebe liegt bei 1,5 mm. Um die Tiefe und Auswirguder Schadensinduktion
am Tag 28 zu verifizieren, ware eine histologistimersuchung des Gewebes an
diesem Tag sinnvoll. Wie weit die Koagulationszanediesem Versuch ins
Gewebe der Urethra reicht, dartiber liegen keinemwabr.
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Jedenfalls stellt dieses neu entwickelte Lasertesfa zur Strikturinduktion ein

sicheres und reproduzierbares Tiermodell fir Stemaoer hinteren Urethra dar.

5.2. Diskussion der Stenosegrade — Gray

Insgesamt gibt es keine Verschlechterung des Stgraxdes innerhalb des
Versuchs. Entweder bleibt die Auspradgung der Seenvos Tag 28 bis zum Tag
63 gleich, das heil3t die Tiere entwickeln ein Riezicdbder es gibt eine
Verbesserung des Strikturgrades 4 Wochen nachutehgefuhrten Therapie um

ein oder zwei Grade.

Aufgrund der unterschiedlichen Stenosegrade an28g@eginn der Therapie) in
den 3 Dosis-Gruppen kann nicht davon ausgegangerdewe dass alle

Versuchstiere vom gleichen Schweregrad der Erknagkstarten. 3 Tiere

beginnen am Tag 28 mit einem geringeren Stenosedsdstenosegrad 3 (2 Tiere
mit Stenosegrad 1, 1 Tier mit Stenosegrad 2). NEotblinden der Studie

erscheinen diese drei Tiere in der 0-Gy-Gruppe.es®izufallige Anordnung
erklart sich aufgrund des randomisierten und vedaien Studiendesigns.
Sinnvoll ware es gewesen, diese Tiere von der Stadszuschlie3en, damit alle
Tiere innerhalb der verschiedenen Gruppen (0, 1B, Gy) die gleichen

Voraussetzungen bei Beginn der Therapie am Tagab@&m Zusammenfassend
kann festgestellt werden, dass sich in der 15-Qyp@e die meisten Tiere
verbessert haben (4/6). In der 0-Gy-Gruppe und3@eGy-Gruppe haben sich
weniger Tiere (2/6) verbessert. Betrachtet man @ead der Verbesserung der
einzelnen Tiere, so befinden sich in der 0-Gy-GeugpTiere, die sich um 2
Stenosegrade verbessert haben. Diese 2 Tiere cneei den besten

Therapieerfolg.

Die Rezidivwahrscheinlichkeit bei Harnréhrenstrilen, die mit einer
Urethrotomia interna behandelt werden, liegen b@i66%. Im Bereich der
bulb&aren Harnréhre kdnnen sich jedoch bei kurzkigea Strikturen unter 1,5 cm
beim Menschen auch geringer ausfallen (Gozzi £2@08).

Betrachtet man die Rezidivrate innerhalb der veestlgmen Dosis-Gruppen haben
55% der Tiere ein Rezidiv entwickelt. Innerhalb dadioaktiven Gruppen
insgesamt 50% der Tiere, wobei in der 15-Gy-Gruppe 33,3% Tiere ein
Rezidiv ausgebildet haben. Ob dieser Trend in &6G{-Gruppe aufgrund der

geringen Fallzahl in dieser Studie zustande kommags in folgenden Studien mit
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einer grolBeren Fallzahl geklart werden. Diese eafile Orientierungsstudie

dazu keine Signifikanzen liefern und nur einen pifedarstellen

Tendenziell kann man sagen, dass sich zwisched®&y-Gruppe und der 30-
Gy-Gruppe bezuglich der Stenosegrad-Entwicklung Vag 28 bis zum Tag 63
ein Unterschied abzeichnet. Dies ist statistiscfyrand der geringen Fallzahl
nicht zu belegen, dennoch kann man davon ausgdhss die 15-Gy-Dosis naher
am gewilnschten Effekt liegt. Da dieses ExperimantPdotprojekt ist, ist nicht
davon auszugehen, dass man in einer Studie eiree Tieerapiemdaglichkeit mit
all ihren technischen  Herausforderungen und gleitigz eine
Dosisfindungsstudie kombinieren kann.

5.2.1. Diskussion der Tiere mit dem besten Therapieerfolg

Die Tiere in der 0-Gy-Gruppe, die den besten Themfplg haben (von
Stenosegrad 3 am Tag 28 auf Stenosegrad 1 am Jababin keine Anzeichen
einer Entzindung im Urothel und im Bindegewebaldna-SMA-Féarbung lassen
sich keine Myofibroblasten anfarben. Der Fibrosddrai beiden Tieren betragt 1.
Da keine Myofibroblasten angefarbt werden kdnnehanzunehmen, dass sich
der Wundheilungsprozess des umliegenden Gewebestsbar einer spéteren
Phase befindet (Jocham, 2007, Velnar et al., 28068za-Offtermatt, 2004). Hinz
et al. (2007) zeigen, dass die Myofibroblasten amdeEder Reparationsphase
durch Apoptose zugrunde gehen, wenn zum einen diektd Gewebe durch
ausreichende extrazellulare Matrix ersetzt ist mach anderen der mechanische
Druck bzw. die Zugbelastung der Wunde nicht mehlthaonden ist. Im Fall einer
Urethrotomia interna kommt es durch das Auseindtakben der Wundrander

immer zu einer sekundare Wundheilung (Gozzi ¢2808).

Die Annahme, dass die Wundheilung dieser Tiere fegigeschritten ist, kdbnnte
histologisch belegt, wenn innerhalb des Versuchas bastimmten Tagen
histologische Préparate angefertigt worden warea.ddderen Tiere der 0-Gy-
Gruppe sind in ihrem Stenosegrad von Tag 28 bis6Bagleich geblieben. Man
kann aufgrund der geringen Fallzahl nur spekulievearum diese 2 Tiere in der
0-Gy-Gruppe sich gut entwickelt haben. Ein Tier di@ie hochgradige Urethritis
am Tag der Katheterentfernung. Beide Tiere haben Taag 35 bei der
Katheterentfernung ein relativ weites Lumen derridare. Alle Tiere mit dem
15-Gy-Katheter und 83,3 % der Tiere mit dem 30-GatHeter haben am Tag 35
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nach den endoskopischen Bildern, bereits eine Waawh der Therapie, ein

engeres Lumen der Urethra.

Eine weitere Frage ist, ob die Art der Schlitzudgréal, ventral, multipel) einen
Unterschied auf die Rezidivbildung der Striktureamgcht hat. Pansadoro et al.
postulieren, dass multiple Einschnitte der HarneGéuin verschiedenen Stelle die
Rezidivrate nicht ginstig beeinflussen (PansadoncEmiliozzi, 1998).

Nach
10. B6. 89 Sa@:l’:ﬂitzen 10. B6. B89

K53-89

417. B6. B9 45. 87. 89

Abbildung 69: Stenosegrad-Entwicklung (Tag 28: Stesegrad 3; Tag 63: Stenosegrad 1)

Ob diese Tiere mit dem besten Therapieerfolg zgfétl der 0-Gy-Gruppe sind
oder ob die Therapie mit einem nativen Katheterdbeger grof3eren Fallzahl die

besseren Ergebnisse liefern wiirde, lasst sicheisediStudie nicht beantworten.

5.2.2. Diskussion der Tiere mit geringgradigen Strikturenam Tag 28
3 Tiere (Nr. 13, 14, 15, siehe Tabelle 4, Kapitebl1.) haben am Tag 28 keine
hochggradige Striktur (Stenose Grad 2, Stenosdgrad 1) ausgebildet.

Nr. 14: Bei diesem Tier wird die Strikturinduktion zweimadlrchgefuhrt, da der
Schaden bei der ersten Strikturinduktion nichtéik gewesen ist (siehe Kapitel
IV.5.3) Bei der zweiten Strikturinduktion wird deraserschaden erneut nicht

zirkular gesetzt. Das Ergebnis am Tag 28 ist etnktGr Grad 1.

In diesem Tiermodell ist die exakte Platzierung derletzung am Tag O durch

den Diodenlaser die Voraussetzung fur eine hochiiggeStriktur.

Nr. 15: Bei einem weiteren Tier, das am Tag 28 eine ggradjge Striktur
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entwickelt hat, wird bei der Strikturinduktion prdmnur derColliculs seminalis

mit angrenzendem Gewebe von der Laserenergie fgatrof
Nr. 13:Bei Tier Nr. 13 wird vorwiegend auf 12 Uhr gelaser

Anderson et al. (2003) resezieren tief periuretlimal Gewebe, um durch die
Extravasation die Narbenbildung zu forcieren. lesédm Modell ist vor allem die
zirkulare Positionierung des Schadens ausschlagdelfi@ Ausbildung einer
Grad 3 Stenose.

Die Schwierigkeit der gleichmaligen zirkularen $wsinduktion liegt darin, dass
der Operateur das Endoskop, durch welches die flaasergefihrt wird, wahrend
des Laservorgangs ruhig halten muss, eine gering@e8ung wahrend der
durchschnittlich 10 sec kann das Ergebnis negaeinflussen. Bei Stoppen der
Spulung vor der Laserbehandlung sollte das Gewede&hgallig an der

Laserfaser anliegen und die Faser zentral in dethtl platziert sein.
5.3. Diskussion der histologischen Ergebnisse

5.3.1. Diskussion der histologischen Ergebnisse in Bezugufa die
Epitheldicke und Veranderungen am Epithel
* Die Messdaten des Minimums des Urothels in Abh&mgigvon der Dosis
und den Stenosegrad-Gruppen sind nicht signifikant

Das Urothel der mannlichen Kaninchen ist in der dkemyvei- bis vierschichtig,

iso- bis hochprismatisch, bzw. als Ubergangsepithgtanden. Das Urothel kann
in seiner Formation von verschiedenen Faktorenniflasst werden. Chronische
Entzindungen, mechanische Belastungen oder auck 8inahlentherapie
angrenzender Organe der Urethra kdnnen zur Verdndettes Urothels fihren
(Klosterhalfen et al., 2007). Das Minimum des Usiséhwurde an intakten Stellen
bestimmt, die keiner Ulzeration oder Erosion umgen. Auch ein mechanischer
Schaden an der Schleimhaut der Urethra durch di@igdktion mit dem

Endoskop oder allein durch die Einlage des Katbetgxd mdglich.

Das Urothel kann durch radiogene Noxen soweit geigh werden, dass es in
Folge der Bestrahlung zu einer Abflachung bzw. plie kommen kann
(Klosterhalfen et al., 2007). Eine Abflachung desotbels konnte nicht

nachgewiesen werden. Noch Wochen nach einer Bastgahkdnnen akute
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Strahlenschaden auftreten (Stone et al., 2003) dbate Strahlenschaden des
Urothels auf3ert sich in vaskuldren Storungen (riskeoende Vaskulitis) und
Odemen im Bereich ddramina propria Spater kann es zur Urothelhyperplasie

oder Metaplasie kommen. (Remmele, 1997, Wannenma2D@6).

e Beim Maximum des Urothels gibt es zwischen dern&egrad-Grad-2

Gruppe und der Stenose-Grad-3 Gruppe einen signifék Unterschied

Hyperplastische und metaplastische Veranderungemerizu einer Zunahme der
Dicke des Urothels. Da neben den metrischen Dateifidre mit dem hochsten
Stenosegrad das breiteste Urothel haben, sche@ntdm Zusammenhang zu
bestehen. 5 Tiere der 30-Gy-Gruppe haben eine Higse des Urothels am Tag
63. 1 Tier der 0-Gy-Gruppe weist ebenfalls einedngfastische Veranderung an
einer Stelle auf. Die hyperplastischen Veranderarigeten nicht bei Tieren mit
einem geringen Stenosegrad auf. Alle Tiere mit efiegeranderung haben
entweder einen Stenosegrad 3 (4 Tiere) oder eitmmoSegrad 2 (2 Tiere). Ein
Tier der 15-Gy-Gruppe zeigt eine metaplastischea@erung des Urothels. Die
Metaplasie wird in der Literatur als moégliche prdkarogene Stufe angesehen
(Rathert, 1995, Remmele, 1997). HyperplastischeaMdgrungen des Urothels
konnen auch alleine aus einem chronischen Entzigsdeiz resultieren (Rathert,
1995). Dass es bei hochgradigen Stenosen zur sgu@mosen Veranderung des
Epithels kommt, zeigen bereits mehrere Studient{$ecw Foote, 1980, Scherz et
al., 1992, Anidjar et al., 1999, Chambers and Bajt&977).

Ob die Hyperplasie oder die Metaplasie des Urothetsim Zusammenhang mit
der Striktur oder auch im Zusammenhang mit derr@bking steht bleibt offen.

Metaplasien konnen reversibel sein (Scott and Fod880, Heinzeller and

Bising, 2001). Auch durch die Einlage des Harnkatisean sich, kann es zur
Metaplasie des Urothels kommen (Scherz et al., 1992

Die Regenerationszeit des Urothels ist sehr lar2#0 (Tage bei Ratten)
(Schreiber et al., 1969), das heil3t, dass sich eaksirahlenschaden am

Ubergangsepithel erst spat zeigen (Antonakopoulak,e1982).

5.3.2. Diskussion der histologischen Ergebnisse der Flachend des
Umfangs des Lumens und des Bindegewebes

Die Messergebnisse des Umfangs und der Flachewasrs und der Flache des
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Bindegewebes L@mina proprig sind wichtig fur die Beurteilung des

Stenosegrades und der damit einhergehenden Veuimdees Gewebes.

In der Literatur wird die Frage kontrovers diskttievelche Veranderungen die
Striktur verursachen: Ob die Menge an Kollagen mumi oder ob sich die
Struktur des Kollagen andert. Auch ein Missverhéltnder einzelnen
Kollagentypen zueinander, welches die Festigkert Marbe beeinflusst, wird
diskutiert (Cavalcanti et al., 2007, Morgia et aDQ0, Baskin et al., 1993).

* Der Umfang des Lumens der Harnrohre ist zwischem&tegrad-1 und
Stenosegrad-3 und zwischen dem Stenosegrad-2 undStEnosegrad-3
signifikant. Auch bei der Flache des Lumens gibt zsaschen der
Stenosegrad-1-Gruppe und der Stenosegrad-3-Gaipp&ignifikanz

Der Umfang des Lumens unterscheidet sich zwiscleenStenosegrad-Gruppen
signifikant. Dies kann als ein zuséatzlicher Beledud angesehen werden, dass je
hoher der Stenosegrade ist, desto enger wird dasehuBesonders zwischen

hochgradigen und geringradigen Stenosen zeigthégstein Unterschied.

* Der Umfang und die Flache des Lumens zeigen in Adig#eit von der

Dosis keine Signifikanz

Die 0-Gy-Gruppe hat im Mittel einen circa doppeaidtgrofien Umfang und eine
doppelt so grol3e Flache wie die 30-Gy-Gruppe.

Da sich in allen Dosis-Gruppen am Tag 63 Tiere mérschiedenen
Stenosegraden und damit unterschiedliche Urotlcb#id befinden, kann bei
dieser kleinen Fallzahl kein signifikanter Untenigchin Abhangigkeit von der
Dosis gesehen werden. In der 30-Gy Gruppe befirgigm zwar die meisten
Tiere mit einer hochgradigen Stenose und in dely@@ippe die meisten Tiere
mit der geringgradigen Stenose, aber dies istsith nicht signifikant. Bei der
Beurteilung der therapeutischen Wirkung der Dogigp@en ist nicht nur auf die
Einengung des Lumens am Tag 63, sondern auf diwiékhting der Flache und
des Umfangs des Lumens von Tag 28 bis zu Tag 6&chten. Da von Tag 28

kein Messwert vorliegt, kann dies nicht beurteiérden.

Die Flache des Lumens ist zudem vom Zustand deatibix des Praparates
abhangig. Die Urethra mit einem geringeren Stermask(>rad 1) kollabiert nach

der Fixation und zeigt eine kleinere Flache alseehbchgradig stenosierte
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Urethra, deren Narbengewebe das Lumen starr weédest. Daher kann der
Umfang des Lumens als stabilerer Wert fur die Stegmad-Auspragung

angesehen werden.

« Die Flache des Bindegewebes alleibhantina proprig zeigt in Bezug auf

die Stenosegrade und die Dosis-Gruppen keine Sgni

Zwischen den verschiedenen Stenosegrade gibtRszng auf die Flache keine
Signifikanz. Bei hochgradigen Strikturen ist dieruBtur der Lamina propria
verandert. Durch die Fibrose besteht das Gewebwiegend aus kollagenen
Fasern. Die lockere und gefalRreiche Schichtung pdes und suburethralen
Bereichs ist aufgehoben (Morgia et al., 2000). \W8F6 postuliert, nimmt der
Gehalt an kollagenen Gewebe zu, die elastischegrirasid der Anteil der glatten
Muskulatur nimmt ab (Singh and Blandy, 1976). Diebiddung an Kollagen
ersetzt das lockere Bindegewebe, aber metrischndertisich die Flache des
Bindegewebes nicht. Durch den Gehalt an Kollagesh die daraus resultierende
Narbenbildung wird das Gewebe unflexibler, die ks entsteht. Ob der Gehalt
an Kollagen zunimmt, lasst sich in dieser Studiehniklaren, lediglich die
Umstrukturierung des Gewebes wird festgestellt. dvel Kollagentypen im
Strikturbereich vorhanden sind, kann man mit es@gziellen Kollagenfarbung
untersuchen. Baskin et al. postulieren ein verdadeiKollagen Typ I/l
Verhéltnis zugunsten von Kollagen Typ Il (Baskinak, 1993). Die Struktur der
Kollagenfibrillen kann auch elektonenmikroskopisehtersucht werden (Scott
and Foote, 1980).

e Das Minimum und Maximum der Bindegewebedicke zeigBezug auf
die Stenosegrade und die verschiedenen Dosis-Gnuppd5, 30) keinen

signifikanten Unterschied

Trotz der subjektiv dicker erscheinenden Bindegeasebicht bei hochgradig
stenosierten Bereichen ist diese Annahme nichisssah zu belegen. Bei den
hochgradig fibrotisch veranderten Harnréhren iseedeutliche Abgrenzung der

Fibrose zum Normalgewebe zu erkennen wie in Abbigd?l0 zu sehen ist.
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Abbildung 70: rechte Abb.: Stenosegrad 3, linke AbBtenosegrad 2

Bei mittelgradigen Stenosen ist diese Abgrenzurigvsriger. Meist ist eine
Abgrenzung nach ventral problematisch, wie in deghten Abbildung 70 zu
sehen. Hochgradige Strikturen sind zirkular filsoti verdndert. Bei
geringergradigen Strikturen tritt hauptsachlichventralen Bereich (Bereich der
Schlitzung) die fibrotische Veréanderung auf.

5.3.3.  Diskussion der Ergebnisse dea-SMA-Farbung

In der Routinediagnostik werden die Myofibroblasteit immunhistochemischen

Markern angefarbt. Dassi-glattmuskulére Aktin kann neben dem nicht-
muskuléren Myosin als Marker flr Myofibroblastenemn (Neuhaus et al.,

2007).

* Die 0-Gy-Gruppe unterscheidet sich in der Menger-@hattmuskularem
Aktin signifikant von der 30-Gy-Gruppe, zwischerr d&-Gy-Gruppe und
der 30-Gy-Gruppe gibt es keine Signifikanz

Bildet man die Mittelwerte innerhalb der verschieele Gruppen in Abhangigkeit
von der Dosis (Gy) (Mittelwert: 0-Gy-Gruppe = 0,18-Gy-Gruppe = 1,5; 30-
Gy-Gruppe = 2,0) so enthalten beide radioaktiveappen tendenziell ahnliche
Mengen aru-glattmuskularem Aktin. Zwischen der 0-Gy-Gruppe wier 15-Gy-

Gruppe gibt es statistisch keinen signifikanten disthied. Betrachtet man die
Mittelwerte dieser beiden Gruppen, so fallt aufsgdaich in den histologischen

Praparaten der 15-Gy-Gruppe mehglattmuskuléares Aktin anfarben lasst.

* Die Menge der angefarbten Myofibroblasten korreleit der Dosis (Gy)
Das heif3t, je hoher die Dosis ist, umso mehr Myofitasten sind im
Gewebe vorhanden
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Ein Ziel des ,BetaMod-Projekts" ist es, durch eigezielte antiproliferative
Bestrahlung mit einem Betastrahler in der initialmase der Wundheilung die
Narbenbildung zu reduzieren. Da es bisher nuriddire Erfahrungen mit der
Behandlung von Harnrohrenstrikturen mit Gammasérahim Sinne einer HDR-
Brachytherapie gibt, ist dies der erste Tierversudbr die histologischen
Verdnderungen am Gewebe durch eine Bestrahlungeim#gm Betastrahler in
Kombination mit einer Urethrotomia interna zur Rivprophylaxe an der
Urethra untersucht.

Die Wirkung der ionisierenden Strahlung bei der \dhailung beruht auf der
verminderten Bildung von Wachstumsfaktoren (z.B. FI§; PDGF) und

inflammatorischen Zytokinen (z.B. IL-1,TNF), vonram die Proliferation und
Differenzierung der Fibroblasten bzw. Fibrozytenstgeert werden Da die
Myofibroblasten eine Schlisselfunktion in der pbisgischen, aber auch
pathologischen Geweberekonstruktion im Rahmen dendieilung haben, ist
die Proliferationshemmung dieser Zellen ein TadgtBestrahlung (Hinz, 2007,
Kropfl et al., 2004, Rodemann, 2006).

Eine Verminderung der Myofibroblasten im bestrahi@ewebe konnte in diesem
Versuch nicht erzielt werden. Obwohl in-vitro Vethe zu einer Reduktion der
Fibroblasten gefuihrt haben, konnte dieses Phanamdieser Studie nicht gezeigt
werden. In vitro kommt es durch eine fraktionieB@strahlung mit einer
Gesamtdosis von 3 Gy zu einer Reduktion der Voeicgllen der
Myofibroblasten (Rodemann, 2006)

Wie in-vitro Untersuchungen der Arbeitsgruppen Wodemann (Bumann et al.,
1995, Burger et al., 1998, Rodemann and Bambei@f,1i9erskind et al., 1998,
Hakenjos et al., 2000) und Begg (Lara et al., 1%0gssell et al., 2000) belegen,
dass sich Fibroblasten aus humanem Bindegewebe Siaaghlenexposition im
Dosisbereich tUber 5 Gy innerhalb von ca. 21-25 magaghezu vollstandig zu
irreversibel postmitotischen Fibrozyten differemeie Die Proliferations- und
Funktionskompartiment des Fibroblasten-Fibrozytetesys liegt normalerweise
im Verhaltnis 2:1 vor. Das bedeutet, dass dasobBlbstenzellsystem zum einen
aus regenerativen Progenitorfibroblasten bestehe dich entlang der
Differenzierungssequenz MF I-MF 1I- MF 1l durch [Eeilung entwickeln, und
zum anderen aus einem Funktionskompartiment. In Benktionskompartiment

entstehen aus den Progenitorfibroblasten MF Il cdureine terminale
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Differenzierungsteilung  postmitotischen  Funktiobsbzyten (PMF) als
biochemisch aktive Zellen des Fibroblastensystemodéann, 2006).
Postmitotische  Funktionsfibrozyten  produzieren Kgdn. Bei einer
Differenzierungsteilung des Progenitorfibroblastdf 11 zu MF 1l kénnen je
nach physiologischen oder pathophysiologischen rmpaigen auch
Myofibroblasten entstehen, die durch die Expressieso-smooth-muscle-actin
(0-SMA) charakterisiert und identifiziert werden k&m (Rodemann 2011
personliche Mitteilung). Diese verweilen in Abh&ygit von dem
gewebespezifischen physiologischen/pathophysiatbgis Status unterschiedlich
lange, bevor sie dann in die terminal differentesstmitotischen Fibrozyten
ubergehen. Das Auftreten von Myofibroblasten im &wgr strahleninduzierten
terminalen Differenzierung des Fibroblastensysteshdeutlich von der Dosis
und vermutlich auch von der Dosisrate abhangig.laBg unverdffentlichte
Befunde der AG Rodemann postulieren, dass einetrdbdsng im
niederdosierten Bereich (Dosisbereich 0.2 - 1.0 @y Rontgenstrahlen das
strahleninduzierte Auftreten von Myofibroblastennimieren kann (Rodemann
2006). Bestrahlt man hingegen im Hochdosisber¢xctiO0 Gy), so kann der
Anteil von  Myofibroblasten und deren Verweildauer is b zum
Differenzierungsschritt in terminal differenzierRMF deutlich gesteigert sein
kann (Rodemann 2011, personliche Mitteilung). Digebnisse der vorliegenden
Arbeit hinsichtlich des Vorhandenseins veASMA bis zu 35 Tage nhach
Strahlenexposition im Bereich von 15 bzw. 30 Gyrk&m moglicherweise durch
das strahleninduzierten Differenzierungsgeschetendg’rogenitorfibroblasten zu
Funktionsfibrozyten (PMF) und dem spezifischen Aatn von Myofibroblasten
im strahleninduzierten Differenzierungsgeschehddadr werden. Da sich die
Menge an o-SMA in der 0-Gy-Gruppe im Vergleich zur 30-Gy-Gpgp
signifikant unterscheidet, kann tber einen moglhcBafluss der Bestrahlung auf
die Anwesendheit der Myofibroblasten spekuliert degr. Die radioaktiven
Gruppen haben mehr Myofibroblasten, als die unakk& Gruppe. Wenn man
von der Annahme ausgeht, die Proliferation durehBistrahlung zu verhindern,
wurde mit diesen Dosisraten der Prozess nicht nddnt. Andererseits wird bei
Dosen ab 10 Gy ein antiproliferativer Effekt benlgmen Erkrankungen gesehen
(Seegenschmiedt et al., 2000).

Myofibroblasten werden oft in bestrahltem Gewebet miner exzessiven
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Kollagenzubildung gesehen. Diese vermehrter Kollpgeduktion endet in einer
strahleninduzierten Fibrose (Denham and Hauer-der2@02). Der Status der
Wundheilung kann in diesem Projekt nur am Tag 63fizeert werden. Durch
eine langere Nachbeobachtungszeit (mindestens @Gtdpkann der Verlauf und
die endgultige Entwicklung des Narbengewebes béamtaind eine definitive

Aussage uber die Folgen der Bestrahlung getrofiemden.

« Die Stenosegrad-2-Gruppe und die Stenosegrad-3p@rupterschieden
sich in Bezug auf die Menge an Myofibroblasten gikgnt. Die Menge

der Myofibroblasten korreliert mit dem Stenosegrad

Diese Ergebnisse bestatigen, dass eine erhdhte eMangMyofibroblasten zu
einer starkeren Narbenbildung und Kontraktilitat téunde fiihrt und dadurch

ein Strikturrezidiv entstehen kann (Lorena et2002).

Ob es sich in diesem Fall um einen verzogertert 8&arWundheilung durch die
Bestrahlung handelt oder ob durch die Bestrahlung Broliferation der Zellen
induziert wurde, dartiber kann man nur zu spekulig®eegenschmiedt et al.,
2000). Wenn viele Zellen mit einem klonogenem Pudéndie Bestrahlung
Uberleben, kann dies zu einem verzogerten BeginRestenose fiihren (Rubin et
al., 1999).

In vivo spielen anders als bei in-vitro Versuchearschiedenen Faktoren
zusammen, die sich gegenseitig beeinflussen. Diendheilung ist ein
dynamischer Prozess. Die Gesamtdosis, die Dosisuatk die Dauer der
Bestrahlung fur muss fur die Behandlung der Hanmad$trikturen noch ermittelt
werden. Trotz jahrelanger Erfahrung mit der Strathlerapie sind die
Zusammenhange der radiobiologischen antiprolifegatMVWirkmechanismen nicht
im Detail geklart (Rodemann, 2006).

Ist aber schon vor der Radiotherapie ein Granulagewebe ausgebildet ist, hat
die Bestrahlung nur einen geringen Einfluss auf\thebe. Die Bestrahlung kann
hier nur die weitere Narbenbildung infolge der Wretomia interna verhindern

(Shin et al., 2006).

Dass sich die induzierte Striktur nach 4 Wocherhnacder Wundheilungsphase
befindet, zeigen mehrere Studien (Singh and Blat8y6, Meria et al., 1999).

Dabei wird in die noch nicht abheilte Wunde einatere Verletzung durch die
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Schlitzung gesetzt und zusatzlich bestrahit.

Eine mdgliche weitere Erklarung fur die Menge an dityroblasten im
bestrahlten Gewebe kénnte sein, dass durch dieniskte Entzindung TGF-
hochreguliert wird, welches wiederum die Myofibrastenbildung aktiviert

(Denham and Hauer-Jensen, 2002).

5.3.4. Diskussion der Ergebnisse der entziindlichen Verandengen in der
histologischen Untersuchung
« Uber die Halfte der Tiere (52,6%) hat im Urothelinee entziindliche
Veranderung. Bezuglich der Dosis-Gruppen untersigmesich die Tiere
nicht signifikant. In der 15-Gy-Gruppe befinden hsi@allerdings die
meisten Tiere ohne eine entzindliche Veranderurggy Wethels. Auch
innerhalb der Stenosegrad-Gruppen lassen sich k8iigaifikanzen
berechnen. Die Tiere mit dem Stenosegrad-2 habgglicleen mit den

anderen Gruppen dennoch die geringste Entztindutgyathel

Die entzindlichen Veréanderungen des Urothels sikgt. aEs kommt es zu
Infiltration mit neutrophilen Granulozyten. Die rigaphilen Granulozyten werden
wegen ihrer azidophilen Anfarbung beim Kanincheghaypseudoeosinophile®
Granulozyten bezeichnen. Im Bereich dexmina propriakommt es zu einer
chronischen Entziindung mit mononuklearen Entzunskeien (Makrophagen,

Lymphozyten und Plasmazellen) (Kraft, 2005).

Bei akuten Entzindungen der Urethra kommt es irallertier Urothels zu einer
Ansammlung von Granulozyten mit einer Odembildund ainer Abflachung der
Urothels, auch bei Strahlenschaden kann es zu emziindlichen Infiltration
kommen (Rathert, 1995). Bei der Bestrahlung desdrgsepithels an der Blase
kommt es nach einer einmaligen Dosis von 20 Gy alalit zu Veranderungen

am Urothel (Antonakopoulos et al., 1982).

Auch ohne eine Bestrahlung kommt es allein durehEtravasation des Urins
und die Traumatisierung der Urethra durch die ®alrig zu einer entziindlichen
Reaktion im Rahmen der Wundheilung (Scherz eiapp).

* Bei entzundlichen Veranderungen dexmina propriagibt es weder bei
den Dosis-Gruppen, noch bei den Stenosegrad-GrugipenSignifikanz.
Tendenziell kann man sagen, dass die 0-Gy-Gruppmk die 15-Gy-
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Gruppe weniger entziindliche Reaktionen zeigenial8@Gy-Gruppe.

Aufgrund der niedrigen Fallzahlen lassen sich k&mifikanzen innerhalb und
zwischen den einzelnen Gruppen berechnen, tendlieken gesagt werden, dass

die 15-Gy-Gruppe insgesamt die geringste entzéimellVeranderung zeigt.

Die Betastrahlung soll die Einwanderung von Entzingszellen vermindern und
dadurch die entzindlichen Reaktion und deren Folgége so gering wie
maoglich im OP- Gebiet halten. Wissenschaftlichedusuichungen und Ergebnisse
des Vorlauferprojekts (RadBioMat-Projekt) belegeasdn Effekt (Held, 2007,
Hildebrandt, 2006).

Antiiflammatorische Effekte ergeben sich bei eir@estrahlungsgesamtdosis
Dosen von 2 bis 6 Gray (Seegenschmiedt et al.,,ZD@X and Kamprad, 1999).
Studien zur Bestrahlung von entzindlichen Erkragkanwurden erfolgreich mit
fraktionierter Bestrahlung in kleinen Dosen von Bi$ 1 Gy durchgefiihrt (Trott
and Kamprad, 1999). Die Wirkmechanismen, die dutiehBestrahlung auf die
verschiedenen Zellen der Wundheilung und somit dief Entzindung wirken,
sind komplex. Lymphozyten, endotheliale Zellen, kgdhagen und Monozyten,
spezifische Gene werden je nach Bestrahlungsdddsigieat oder deaktiviert.
Zum Beispiel kann die Stickstoffmonoxid Produktider Makrophagen bei einer
Bestrahlung mit 5 - 10 Gy erhoht und bei einer Bddtung vom 0,3-0,6 Gy
erniedrigt werden (Stickstoffmonoxid fordert die tHimdung). Grundsatzlich
kann zusammengefasst werden, dass eine hohe Besgsdosis
proinfammatorisch wirkt und eine niedrige Bestralgsdosis einen
antiinflammatorischen Effekt hat, vorausgesetzt lgstrahlten Zellen befinden
sich alle im gleichen Zellstadium (Trott and Kanthra999).

Die Entzindung férdert die Entstehung der Fibrasdem Cytokine gebildet
werden, die wiederum die Myofibroblasten aktivierédenham and Hauer-
Jensen, 2002). Daher ist der Effekt der 30-Gy-Dasifgrund der hdchsten

Entztindung nicht erwiinscht.

5.3.5. Diskussion der Fibrosegrade
» Zwischen den verschiedenen Gruppen in Abhéngigkeitder Dosis und
den Stenosegrad-Gruppen gibt es bezlglich des debrades keine

Signifikanz. Die 0-Gy-Gruppe und die 15-Gy-Grupm@dén den gleichen
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Fibrosegrad

Die Tiere mit einem hdheren Stenosegrad zeigeretenell eine hochgradigere
fibrotische Reaktion des Bindegewebes. Dies lasht mcht statistisch belegen.
Die 0-Gy-Gruppe und die 15-Gy-Gruppe unterschegieim nicht im Fibrosegrad,
wobei die 30-Gy-Gruppe mehr fibrotisch verandefesvebe enthalt. Hier kann
spekuliert werden, ob die Bestrahlung mit einer&@bosis eine verstarkte
fibrotische Reaktion hervorgerufen hat. In der 3p&uppe lassen sich zudem

die meisten Myofibroblasten anfarben.

Eine Fibrose besteht aus einer vermehrten Ansangrdarextrazellularer Matrix
und Kollagen (Wynn, 2008). Dieses Ersatzgewebetfiur Steifigkeit des
betreffenden Areals. Eine Fibrose tritt auf, wenehm Kollagensynthese als
Kollagenabbau oder Kollagenumbau stattfindet. (Wy2@08). Die radioaktive
Bestrahlung alleine fiihrt auch zu einem Strahleadeh, wie bei den
unbehandelten Tieren mit dem 60-Gy-Katheter zu rsetar. Die Toleranzdosis
der Urethra liegt bei Giber 80 Gy (Olschewski et2003).

Erst eine Verletzung in Kombination einer Radiodipee erzeugt diesen Effekt.
Tatséachlich liegen an den mittleren und kleinen&Behf bei 75% der bestrahlten
Tiere Strahlenschéaden vor. Diese GefalRveranderufidean zum Austritt von

Plasma ins Gewebe, welches wiederum eine FibradertdButtner, 2001).

Eine strahlenbedingte Fibrose entsteht je nachdegbestrahlten Gewebes nach
Monaten oder Jahren aufgrund verschiedener Vorgdfugammenfassend lasst
sich sagen, dass durch die Bestrahlung Zytokine Wachstumsfaktoren
hochreguliert werden, wodurch wiederum Fibroblasten Entzindungszellen
aktiviert werden und die Kollagensynthese gesteigerd. Eine chronische
Entziindung und der mikrovaskulare Schaden fordesed Phadnomen (Denham
and Hauer-Jensen, 2002). TGF-3 scheint in diesesardmenhang ein wichtiges
Zytokin zu sein, auch bei der Bestrahlung von Ndgeaebe (Rodemann and
Bamberg, 1995).

Hauptakteure der Fibrose sind die postmitotischabroEyten bzw. die
Myofibroblasten. Die bestrahlten Fibrozyten pro@wen vermehrt und defektes
Kollagen. Die bestrahlten Zellpopulationen der 6&bdasten, welche die
Bestrahlung tUberlebt haben, kdnne je nach Potemdieth kurzer Zeit viel ECM
produzieren. Dies ist ein moéglicher Grund fur dexspateten Restenosen. Wirde
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man in eine bestrahlte Wunde unbestrahlte Fibrodlasetzten, konnte die
Wundheilung normal verlaufen (Dormand, 2005, Sesgaemiedt et al., 2000,
Trott and Kamprad, 1999).

Die Strahlenfibrose ist eine limitierende Komplikat der Bestrahlung, die an

sich auch zu einer Striktur fihren kann.

5.4. Diskussion der Radiotherapie von Normalgewebe

Die Fragestellung in diesem Zusammenhang lautetyiel an Gesamtdosis einer
Strahlentherapie toleriert das Gewebe der Urethtaneo dass es zu

Nebenwirkungen kommt. Die Strahlentoleranz der lueetwird bei Uber 80 Gy

angenommen (Kropfl et al., 2004).

Im Teilprojekt des Gallengangs wurde nicht stermtesse aber bestrahltes Gewebe
im Bezug auf einen moglichen Strahlenschaden umtbts Zwei histologische
Praparate (Bestrahlt und im Stenosebereich, Bdistnaind auferhalb des
Stenosebereichs) wurden dem gleichen Tier an zerschiedenen Positionen
entnommen. Die Ergebnisse zeigen, dass das Ausem(Stdahlenschadens im
Normalgewebe des Gallengangs &hnlich ist wie imtrélelsen, stenosierten
Bereich (Otto, 2011).

In diesem Projekt wurde diese Untersuchung dedussds der Strahlentherapie
auf das Normalgewebe der Urethra nicht an denlgeidieren durchgefihrt. Die
Radiotherapie wurde an 3 weiteren, unbehandeltareiii untersucht. Diese
Veranderungen, welche als Folge der Bestrahlungtedren, sind bei den Tieren
der 60 Gy Gruppe starker ausgepragt, als bei eifigan mit einem 15-Gy-

Katheter. Die Strahlenfibrose wie bereits erwétlsit @ine Nebenwirkung der
Strahlentherapie. Durch eine Strahlenexpositiomkaine entziindliche Reaktion
des Gewebes mit einer daraus folgenden fibrotisdReaktion des Gewebes
folgen. Dieser komplexe Vorgang wird bereits beir dBiskussion der

Fibrosegrade, Entzundungsparameter und deé8MA Menge ausfuhrlich

behandelt. Hier greift der gleiche Mechanismus.

Diese Nebenwirkung der Strahlentherapie muss dumihe folgende
Dosisfindungsstudie reduziert werden. Eine zusgiteliNarbenbildung bei der

Behandlung einer Narbe erscheint offensichtlichtkeondiziert.
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5.5. Diskussion der LDR-Brachytherapie zur Therapie vonurethralen
Strikturen

Die LDR-Brachytherapie wird in diesem Versuch mitv@rschiedenen Dosen

durchgefuhrt. Bei der Auswahl der verwendeten Ddgertiese Pilotprojekt hat

man sich an die Standarddosen aus der koronaremBh&rapie von ca. 20 Gy

angelehnt (Raizner et al., 2000, Baumgart, 2008.3D-Gy-Dosis wird gewahlt,

um die maximal effektive Dosis bzw. die Grenze zakischen Dosis zu

untersuchen.

In der koronaren Brachytherapie werden Gamma- wtddrahler eingesetzt. Es
gibt keine direkten Vergleichstudien der verschreateStrahler. Die Wirksamkeit
der Betastrahler zur Verhinderung der Restenosgeamnkoronaren Gefal3en ist in
einigen Studien belegt werden (Baumgart, 2002)ddn PREVENT-Studie, der
INHIBIT-Studie konnten mit einer Phosphor-32 Qudilei 16 bis 25 Gy eine
Reduktion der koronaren Restenoserate im Verglezcin Kontrollgruppe
festgestellt werden (Baumgart, 2002). Auch mit eirigetastrahler (Yttrium-90)
ab 18 Gy konnten diese Ergebnisse bestatigt wekdenm et al., 2001).

In vielen Arbeiten zur Restenoseprohylaxe an kammaGefalRen ist nur die
Aktivitat der radioaktive Stents in Curie angegebEntscheidend ist aber die
Dosis im Zielvolumen. Diese hangt neben der Akdivides Implantats auch von
dessen Geometrie, der Verweildauer, sowie dem Adstam Zielvolumen ab.
Zum Vergleich ergibt sich fir eine 3 cm lange Faheunserem Projekt eine
Aktivitat von 850 kBq fur den 15-Gy-Katheter. Reehrman Becquerel in die
veraltete Einheit Curie um, so ergibt sich (0,88.3116 -2,7-10") eine Aktivitat
von 2,30 uCi.

In Tierversuchen gibt es verschiedene ErgebnisseBdstrahlung. Tyler et al.
beschreiben bei 3,6 bis 14,4 uCi eine adversenkiEffier Bestrahlung mit
Phosphor-32 nach 15 Wochen an kaninen Koronargeféligylor et al., 1999).
Carter et al. beschreiben ebenfalls bei einem Plowsg2 Strahler eine verstarkte
neointimale Proliferation bei 1,0 uCi, allerdingei 23,0 und 0,5 pCi eine

Reduktion der Neointima an Koronargefal3en des SciswW€arter et al., 1996).

Hehrlein et al. kdnnen nach einer experimentellegidplastik mit einem Stent
der Aktivitat von 13 pCi die Intimaproliferation ader Arteria iliaca von

Kaninchen und die Proliferation von glatten Muskden sowie die neointimale
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Hyperplasie senken (Hehrlein et al., 1995).

Phosphor-32 wurde neben anderen Radionukleidegrifflgerapie der koronaren
Stenose eingesetzt, bis zunehmend Probleme mit stegenannten ,Candy
Wrapper Effekt* auftraten (steiler Dosisabfall anmdeé des Stents fuhrte zur
Hyperproliferation). Die radioaktiven Stents sindrech ,drug-eluting stents”
ersetzt worden (Baumgart, 2002, Albiero et al.,®0Man kann sagen, dass eine
Brachytherapie in Kombination mit der chronischeechanischen Belastung zu
einer Gewebeproliferation fihren kann (Van der &eset al., 2001, Voisard et
al., 2006). Da man aber um das Problem des ,Edfpetsf weil3, sollte man die
Verletzung durch z.B. die Ballonierung so geringe wndglich halten und vor
allem den eingesetzten Stent langer, d.h. UbeNdréetzung hinaus platzieren
(Serruys and Kay, 2000).

Als Applikator der radioaktiven Quelle dient einaBenkatheter, welcher nach
einer Urethrotomia interna routinemafRig eingelegtdw Allerdings ist die
Einlagezeit des Harnkatheters in vielen Fallen guustativ weniger als eine
Woche. Die Gesamtdosis von 15 Gy bzw. 30 Gy wimkerhalb dieser Woche
appliziert (0,09 Gy/h bzw. 0,18 Gy/h). Damit mécman gezielt in die akute
Phase der Wundheilung ein eingreifen. Die Prolifersphase der Wundheilung
geht allerdings Uber die ersten Woche hinaus (Veé&taal., 2009). In einer
ahnlich angelegten Studie am Gallengangsstriktuethates Schweins wurden
anstatt 30 Gy in einer Woche 45 Gy in drei Wochppliaiert. Die Ergebnisse
dieser Studie sind ahnlich den hier vorgestelltegeBnissen (Otto, 2011). Die
Gesamtdosis scheint daher eine nicht entscheid®&uwlke zu spielen. Die
Dosisrate pro Zeit in beiden Versuchen ist inndrltr ersten Woche gleich. Die
langer andauernde Radiotherapie fur 3 Wochen sckaian dhnlichen Einfluss
auf die Wundheilung zu haben, allerdings konnen iRrojekt der
Gastroenterologie vermehrt Strahlenschaden nackgewiwerden (Otto, 2011).
Zum anderen muss man anmerken, dass verschiedgaaedunterschiedlich auf
eine Strahlentherapie reagieren. Die Strahlentoreesnes Gewebes ist abhangig
von der Anordnung des Gewebes und der Zahl dertsidnden Zellen (Sauer,
2003). Daher kann man diese beiden Studien zur Bibdghytherapie nicht

unmittelbar miteinander vergleichen.

Vielversprechende Ergebnisse wurden bis dato in 8ehandlung der

Urethrastrikturen nur in Kombination mit einer HBRachytherapie beobachtet
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(Sun et al., 2001, Kropfl et al., 2004, Shin et 2006). Kropfl et al. bestrahlen
mit einer Gesamtdosis von 12 - 16 Gy in 1 - 4 Feaden (Kropfl et al., 2004).

Die Target-Zellen einer Radiotherapie bestimmencldurhre Anzahl, ihre
Proliferationskinetik und ihre Strahlenempfindligilk den Erfolg der
Strahlentherapie (Sauer, 2003). Je hoher die appézDosis, desto mehr Zellen
sterben ab (Sauer, 2003). Aus einer Bestrahlung I&i bis 20 Gy in
Tierexperimenten an Gefal3en konnten 99,9% der rZetlbgetdtet werden
(Baumgart, 2002). Ein Effekt, der bei der Bestrablwon Stenosen zu sehen ist,
ist die dosisabhangige Verzogerung in Bezug auf daederauftreten der
Stenose. Hierbei kommt es auf das Potential déerzan, die die Bestrahlung
Uberlebt haben (Seegenschmiedt et al., 2000).

Untersuchungen am Gewebe der Urethra liegen heét mor. Zu Therapiebeginn
liegt bereits eine 4 Wochen alte Narbe vor, ineheeut eine Verletzung gesetzt

wird.

Eine LDR-Brachytherapie (bis zu 1 Gy/h) wird alsotpahierte Bestrahlung
bezeichnet. Die Therapie wird in kleinen Dosen bezicht. So kann ein langsam
teilendes Gewebe effektiver behandelt werden. Jerhdie Dosis desto mehr
Zellen sterben ab. Dies ist auch abhéngig vom ydUs. In der G2 und der M-
Phase des Zellzyklus sind Zellen strahlensensidel. der G1-Phase
strahlenresistent (Sauer, 2003). Die fraktioni&herapie braucht insgesamt eine
hohere Gesamtdosis, um den gleichen Strahlenetigeldrzielen (Sauer, 2003).
Daher sind die Gesamtdosen der LDR und der HDR¥Bttherapie nicht einfach
vergleichbar.

Die Dosis-Rate einer Radiotherapie ist ein wichtif@ktor. Der biologische
Effekt minimiert sich, wenn die Dosis erniedrigtdudie Zeit verlangert wird, da
immer mehr sublethale Schaden produziert werdemegPet al., 2006). Die
Bestrahlung zielt auf den Zellzyklus der bestrahlEellen ab. Wenn bei einer
LDR-Brachytherapie die Dosis gesenkt wird, kanrh giee Zahl der abgettteten
Zellen sogar noch erhéhen. Durch eine ErniedrigdelgDosisrate werden die
Zellen in die G2-Phase (Radiosensitive Phase) gbbr&Verden hdhere Dosen
verwendet, arretieren die bestrahlten Zellen inerir gerade Dbefindlichen
Zellstadium. Senkt man die Bestrahlungsdosis noeltew bleiben die Zellen

unbeeinflusst in ihrem Zellzyklus (Inverse DosedRaffect) (Perez et al., 2006).
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Dosisleistungen unter 0,1 Gy/h sind fir die Tumettahlung bei schnell
wachsendem Gewebe obsolet (Lohr and Wenz, 2008. hidr verwendeten
Dosen liegen noch weit darunter. Ob die in deriggédnden Studie angewendete
LDR-Brachytherapie mit dieser Dosisleistung von90@®y/h bzw. 0,018 Gy/h fur
die Therapie der Harnréhrenstriktur die richtigethele der Radiotherapie ist,
kann nicht belegt werden. Sinn hinter der Anwenddieger Therapieform ist die
protrahierte Strahlung mit Hilfe der CLDR (Contiuso Low Dose
Brachytherapy) Uber die erste Woche der Wundheilmagverabreichen. Der
Gesamtdosisbereich wird in Anlehnung an die koremaBtents, bzw. die
Dosisbereiche aus der Bestrahlung der benignerakkingen, gewahlt. Bisher
gibt es keine Studien zur Rezidivprophylaxe an degthra. Innerhalb dieser
Studie konnte die therapeutische Dosis fur eine {Hd&hytherapie nicht
ermittelt werden. Die Ergebnisse des 15-Gy-Katlseteheinen eine gute Tendenz
zu haben, allerdings ist die Fallzahl zu gering eime deutlichere Aussage Uber

die Effektivitat dieser Therapieform zu treffen.

5.6. Diskussion des Target der Bestrahlung

Die Berechnung des Zielvolumens ist wichtig fur diakte Positionierung der
Katheter. In 1 mm Gewebetiefe werden innerhalb d&enlagezeit eine
Gesamtdosis von 15 Gy und 30 Gy abgegeben. Diprastts dem Zielvolumen
bei der Berechnung der zentrierten koronaren Stemtsler Humanmedizin
(Baumgart, 2002). Die mittlere Dosis der Brachysipée wird dort mit 12 bis 18
Gy in 2 mm Tiefe postuliert (Dietz et al., 2001)n den histologischen Praparaten
liegt das Zielvolumen der Bestrahlung bereits amerigang von der Lamina
propria (Tunica mucospzur zirkularen MuskelschichiTnica muscularis Die
reaktiven Veranderungen gehen hier und in andetadieéh von derLamina
propria aus (Singh and Blandy, 1976). Die Kontaktdosis dadioaktiven
Katheters an der Oberflache liegt bei 70 Gy (Assm@@©l1ll, personliche
Mitteilung).

6. Schlussfolgerung und Ausblick

Das ,BetaMod-Projekt” ist ein Pilotprojekt zur LDR-achytherapie im Sinne
einer Rezidivprophylaxe bei urethralen Striktur&rel dieser Arbeit ist es, eine
erste Orientierungsstudie auf diesem Gebiet duféheen. Der Einsatz und das

Handling der neu entwickelten Phosphor-32-haltify@planate verlaufen ohne
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Komplikationen. Die Dichtigkeit der Implantate gelhoch optimiert werden.

Der Therapieerfolg der 15-Gy-Gruppe erscheint weprechend. In dieser
Gruppe entwickeln die meisten Tiere kein Rezidiud@m lasst sich durch die
vorliegende Studie belegen, dass eine 30-Gy-Ddseshalb des therapeutischen
Bereichs liegt (Entzindung, Myofibroblastent, Fibroset). Im Rahmen dieser
Studie ist es nicht gegluckt, die Myofibroblastearah die Bestrahlung zu
reduzieren. Die 15-Gy-Gruppe und 30-Gy-Gruppe zeigehr Myofibroblasten
als die Kontrolltiere. Inwieweit es durch die vondanen Myofibroblasten und
deren Kollagenbildung zu einer erneuten Restriktudiesem speziellen Fall
kommt, missen Langzeitbeobachtungen zeigen. Griridbdkann man davon
ausgehen, dass die effektive Dosis ndher im Bedashl5-Gy-Implantats, als im

Bereich des 30-Gy-Implantats zu suchen ist.

Fur die klinische Anwendung stellen die lokalen unchronischen
Nebenwirkungen der Strahlentherapie eine Herausford)y an weiterfihrende
klinische Studien dar. Der Nutzen der Strahlenthierdiir den Patienten sollte
hoher sein, als die damit verbundenen Nebenwirkungeoblematischerweise ist
eine Nebenwirkungen der Bestrahlung eine ernewite8bildung.

Der Einsatz dieser neu entwickelten Implantate safh Patienten bei
rezidivierenden Blasenhalsengen nach transurethrBlestataresektion oder
Anastomosenengen (nach Prostatektomie) erfolgen, esa fir dieses
Patientenklientel alsiltima ratio nur einen artifiziellen Sphinkter oder offene
chirurgische Techniken zur Beseitigung der Strigtur mit hohem
Inkontinenzrisiko gibt. Ein Vorteil der Kathetet iss, dass die Patienten ambulant
versorgt werden konnen. Es entsteht somit kein tzlid@er zeitlicher und

finanzieller Aufwand fur den Patienten und den Arzt

Der Antrag auf eine klinische Studie in der Klinikd Poliklinik der Urologie
(LMU Miuinchen) wird gestellt. Da es bis zum heutig&eitpunkt keine
erfolgversprechende Methode zur Strikturrezidvpybgoke gibt, missen neue
innovative Therapieverfahren entwickelt werden, uden Patienten ein
chronisches Leiden zu ersparen und eine dauerhg&ebesserung der
Lebensqualitat zu ermdglichen.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

~Wundheilungsmodulation durch lokal integrierte Betastrahler am

Harnroéhrenstrikturmodell des Kaninchens*

Harnréhrenstrikturen sind Erkrankungen, die imdeschrittenen Stadium haufig
rezidivieren. Eine erfolgversprechende Therapie,r valem bei bereits
eingetretenen Rezidiven ist, abgesehen von der nafife
Harnr6hrenrekonstruktion, nicht bekannt. In deriegenden tierexperimentellen
Orientierungsstudie wird der Einfluss von lokal Bgprter p-Strahlung im Sinne
einer LDR- Brachytherapie auf die Wundheilung ustieht. Das Ziel dieser
Studie ist es, zum einen die klinische Vertraglmhklieses neuen radioaktiven
Implantats zu untersuchen und zum anderen eint@trézidiv durch den lokal
integrierten Betastrahler nach endoskopischer &cdnlg zu verhindern. Fur die
Durchfiihrung einer LDR-Brachytherapie an der Hannedwird ein Applikator
entwickelt, bestehend aus einer neuartigéB-haltigen Folie, die auf den
handelsiiblichen Blasenkatheter in einem definieriereich fixiert wird.
Dosimetrisch ist es das Ziel in 1 mm Gewebetiefeerhalb der einwdchigen
Kathetereinlagezeit die entsprechende GesamtdasisOy 15 oder 30 Gy zu
applizieren. Fur diese Untersuchungen wird ein seatandardisiertes und
reproduzierbares Harnrohrenstrikturmodell im Verstier etabliert. Zur
Strikturinduktion wird am Tag 0 bei 18 mannlichemrifnchen (New Zealand
White Rabbits) mit einem Diodenlaser (Wellenlgxdel70nm) ein zirkularer
Schaden in der Pars prostatica urethrae gesetzt. Tagyn 28 erfolgte die
Evaluation des Strikturgrades (ZystourethrograpHismdoskopie). Nach der
Urethrotomia interna erfolgt randomisiert, konti@it und verblindet die Einlage
des Spezialkatheters: 3 Gruppen je 6 Tiere, Kdet(0l Gy) bzw. LDR-Dosis 15
und 30 Gy. Nach einem Intervall von 7 Tagen werdien Katheter entfernt. Am
Tag 63 wird der Strikturgrad abschlieRend beurtédtystourethrographie,
Endoskopie) und die Exstirpation des Gewebes nsitldie3ender histologischer
Aufarbeitung (Farbungen: HE, Ev@-SMA) durchgefiihrt.Die histologischen
Praparate werden auf Strahlenschaden an den Gef@feden Fibrosegrad und
Entziindungsparameter im Urothel und im Bindegewattersucht. Zusatzlich

werden metrische Daten des Lumens und des Bindégswezhoben.
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Am Tag 28 haben 83,3% der Tiere eine hochgradigadSe mit mehr als 90%
Lumeneinengung entwickelt. Am Tag 63 konnte duréd Kombination der
Urethrotomia interna und der LDR-Brachytherapierkdmei der 15-Gy-Gruppe
eine Rezidivfreiheit von 66,7% erzielt werden, der 0-Gy-Gruppe und der 30-
Gy-Gruppe dagegen eine Rezidivfreiheit von nur 83,Bie Tiere, die das 15-
Gy-Implantat erhalten, zeigen im Vergleich zur 3@)-Gruppe weniger
entzuindliche Veranderungen des Urothels und desdeBewebes, einen
geringeren Stenosegrad am Tag 63 und weniger iBbh@ Reaktionen. Die 15-
Gy-Gruppe und die Kontrollgruppe haben vergleichbarfibrotische
Veranderungen im Bindegewebe. Strahlenschadenra@édgifien sind bei beiden
radioaktiven Gruppen zu 50% erkennen. Die Myofilaetenanzahl konnte durch
die Radiotherapie nicht reduziert werden. Trotz desdenziell positiven
Einflusses des 15-Gy Implantats auf die Wundheilsofte eine Studie mit

langerer Nachbeobachtungszeit und einer gro3ed&zaRiafolgen.

Zusammenfassend kann man sagen, dass innerhallvodexgenden in-vivo
Studie zur endoluminalen LDR-Brachytherapie in Kamabon mit einer
Urethrotomia interna mehrere Ziele verwirklicht éeen konnten. Zum einen wird
ein neues Applikatorsystem fur eine LDR-Brachytbe&aan der Urethra, eine
%p._haltige Folie, erfolgreich getestet, zum andensitd zusatzlich ein
reproduzierbares Tiermodell fur Strikturen der prbschen Harnréhre entwickelt
und gleichzeitiy werden basiswissenschaftliche téoighungen  zur
Strahlentherapie von benignen Erkrankungen (Ursthkéuren) durchgefuhrt.
Auch wenn das 15-Gy-Implantat ermutigende Ergekniksfert, so sollten
weitere Dosisfindungsstudien angeschlossen werdargine effektive Dosis der

LDR-Brachytherapie fur den klinischen Einsatz ammbtehen zu finden.
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VII. SUMMARY

»Effects on the wound healing induced by R-Particle=mitting stent assisted
LDR-Brachytherapy for the prevention of urethral restenosis — A pilot study
in Rabbits”

Strictures of the urethra are a common problem withigh restenosis rate. This
present study investigates the influence of betaliation on the delay of wound
healing by a new locally integratééP-catheter after visual internal urethrotomy
(DVIU). The restricture rate after DVIU in combimat with irradiation and the
clinical tolerance of the new implantat has beeal@ated. For this purposes an
innovative application system was designed for thBR-Brachytherapy
consisting of a special 32P-foil adapted to a comnuoethral catheter was
developed. Immediately after DVIU the special ctghés placed in the urethra
covering the wound with the irradiation area. Dgrione week of irradiation a
beta-irradiation dose of 0, 15 or 30 Gy should bkvdred in 1 mm tissue depth
of the urethral wall. The in-vivo animal study cats of laser (wavelength =
1470nm) induced circumferential urethral strictureéhe posterior urethra in 18
New Zealand White male rabbits were included. 4ksedterwards the grade of
stricture was evaluated with videourethroscopy eystourethrography followed
by DVIU. Thereafter the special catheter tube (6, BO Gy) is inserted
randomized, controlled and blinded in 3 groups (6)=0On day 35 the catheter
tube was removed. On day 63, the end of the in-gsivaly, the development of
the stricture after therapy was evaluated agaimgusiideourethroscopy and
retrograde cystourethrography. Then all animalsevgarcrificed, the urethra was
harvested and prepared for histological staininds,(HEVG, a-SMA). The
histopathological examination included evaluatidnsiole effects of irradiation,
fibrosis, urethral inflammation and measuring theetlral lumen and the
adventitial connective tissue. All histological &s#&s was performed by

personnel blinded to the catheter characteristatigactive or control).

On day 28 laser induced stricture induction shohigth grade strictures of more
than 90% lumen narrowing in 83,3% of the animalealment of the stricture
plus LDR resulted in best clinical outcome witheaticture rate of only 33,3% in

the 15-Gy-group. In the other two groups a restrectrate of 66,7% could be
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evaluated. Furthermore the 15-Gy-group showed d unéthral inflammation and
a mild fibrosis in histological examination. Thevas no difference in the fibrotic
reaction of the control group (0 Gy) compared te b-Gy-group. Radiation
induced side effects (injured vessels) could beedesl in 50% of all animals in
the irradiated groups (15, 30 Gy). In the irraddaggoups more myofibroblasts

(a-SMA) were observed than in the control group.

This present study describes a new model of postarethral stricture in rabbits
and showed the positive influence of beta-irradiatly a new’P-catheter system
on the wound healing process after DVIU. The newlants show a positive
effect on the restricture rate within the 15-Gyhedér group.

In conclusion it can be said, that in this predantivo study a new innovative
application system for the LDR-Brachytherapy camnsis of a special 32P-foil
was trailed successfully, furthermore we investgad new restricture model for
the prostatic part of the urethra and we did adosigip in the research process for
radiotherapy for benign proliferative diseasestturclinical investigations with
longer follow-up times have to follow to find th#extive dose for the prevention

of urethral stricture.
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VIll.  ABKURZUNGSVERZEICHNIS
Abb. Abbildung

Bqg Becquerel

Charr. Charriere

CUG Zystourethrogramm

DVIU Direct vision interharethrotomy
et al. und andere (et alii)

Gy Gray

V. intravends

I.m. intramuskular

J Joule

KGW Kilogramm Kdrpergewicht
KM Kontrastmittel

kPa Kilopascal

I/1 Latero-lateral

LDR Low-Dose-Rate

M. Musculus

MHz Megahertz

mmHg Millimeter-Quecksilbersaule
n Anzahl der Proben

NacCl Natrium-Chlorid-L6sung
n.s. nicht signifikant

OCT optische Koharenztomographie

OoP Operation



Abkirzungsverzeichnis

163

per os
s.c.
SMA
TGF$

TNF-a

v/d

uCi

um

uM

oral

subkutan
Smooth-Muscle-Aktin
transforming growth factor
Tumor Nekrose Faktor

Venae

Ventro-dorsal

Mikrocurie

Mikroliter

Mikrometer

Mikromol



Anhang 164

IX. ANHANG

» Hamatoxylin-Eosin Farbeprotokoll

Fur die Entparaffinierung werden die PraparateS@ & Roti® -Histol der Firma
Carl Roth GmbH&Co. KG Karlsruhe, fir 2 x 3 min gega. Anschliel3end
werden die Schnitte zur Uberfiihrung in die wassR@ase in eine absteigende
Alkoholreihe gegeben: 250 ml Ethanol 100% (3 mi§0 ml Ethanol 100%
(3 min), 96% Ethanol (3 min), 70% Ethanol (3 mimer vergallte Ethanol
stammt aus der Apotheke des Klinikums der InnemnstadU Minchen. Der
nachste Schritt ist das Farben der Schnitte in5f@ ral Hamalaun-Lésung nach
Mayer der Apotheke der Innenstadt, LMU Minchen (8x8). Danach werden
die Praparate 2 x 3 min in flieBendes Leitungswasgsgeben, geblaut und
anschlie3end in 250 ml Eosin-Y-L6sung der Firmar&igAldrich Chemie GmbH
89555 Steinheim fur weitere 3 min gefarbt. Das @anizd mit Aqua dest. fur 3
min gespult. Daran schliel3t sich fir 3 x 3 min 280100% Alkohol an und die
Schnitte werden zum Schluf3 2 x 3 min in Roti® -tbligler Firma Carl Roth
GmbH&Co.KG, Karlsruhe gegeben. Das Eindeckmedium dié Schnitte ist
DPX Mountant der Firma Fluka/Sigma-Aldrich ChemimkiH, 89555 Steinheim.

« Elastica van Gieson Farbeprotokoll

Bei der Farbung der Schnitte nach ,Elastica vars@ié werden zuerst, wie bei
der HE-Farbung, die Schritte bis zur absteigendéwhlreine durchgefihrt.
Anschliel3end werden die Préparate 20 min in 200Redorcin-Fuchsin nach
Weigert der Firma Carl Roth GmbH&Co0.KG, Karlsrupefarbt. Als néchstes
werden die Schnitte in 200 ml HCI-Alkohol (Ethan@% + 1Tr. HCI (Alkohol s.
0. / HCI Merck KGaA, 69271 Darmstadt) fir 10 set@en und danach in 70%
Alkohol fur weitere 10 sec. Dann in 200 ml Eisenlh#mylin (Losung A+B) der
Firma Carl Roth GmbH&Co. KG, Karlsruhe fur 6 mingifithrt. Ein Bad in 200
ml Aqua dest. fur 10 sec spult das UberschissigenBamatoxylin ab. Daraufhin
kommen die Objekttrager mit den Gewebeschnittenderiein 200 ml
HCI Alkohol (Ethanol 70% + 1 Tropfen HCI (Alkohsl o. / HCI Merck KGaA
69271 Darmstadt) fir 10 sec und werden mit Aqua dgspilt. 13 min werden
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die Praparate unter flieRendem Leitungswasser gehbidd danach wieder in
Aqua dest. gespult. Der nachste Farbeschritt st dan Gieson Pirkofuchsin der
Firma Morphisto GmbH, 60314 Frankfurt am Main fum®n. Zum Abschluss
folgt eine aufsteigende Alkoholreihe mit einmali§%® Alkohol und zweimalig
100% Alkohol (s.0) fur 5 min. 2 x10 min liegen dehnitte in Roti®-Histol der
Firma Carl Roth GmbH&Co0.KG, Karlsruhe und werdennmamit dem
Eindeckmedium, wie die HE-Praparate, dem DPX Mauntaer Firma
Fluka/Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 89555 Steinheimngedeckt. Zum

Trocknen bendtigen die fertigen Praparate 24 h.

* a-SMA Farbeprotokoll

Primar-AK: Actin fur Kaninchengewebe; Firma: Milbpe, Cat. No.: CBL171
DetektionssystemimmPRESS Reagent Kit Anti-MOUSE Ig (Fa.Vector, Q.
MP-7402)

Nach der Entparaffinierung wird das Gewebe mit minEnzym (siehe Kit)
inkubiert. Danach 2 x 5 min in TRIS-Puffer (pH 7g8spult. Der nachste Schritt
ist die Blockierung der endogenen Peroxidase (1O, mMi,5% wassriges
Wasserstoffperoxid bei RT+10 min flieRend wasseAmschlielend 2 x 5 min
spulen in TRIS-Puffer. Dann fur 20 min blocking war (Kit siehe oben)
dazugeben und den Uberstand abkippen (Primar-AAc800, Inkubationszeit:
60 min RT) und wieder 2 x 5 min in TRIS-Puffer il Als ndchsten Schritt
werden die Schnitte mit 30 min Anti-Mouse Ig (Kielse oben) inkubiert und
anschlieBend 2 x 5 min in TRIS-Puffer gespult @mogen: 3 min DAB+
(Fa.Dako, Cat.No. K3467) und 10 min unter flieBend&/asser gewassert. Flr
die Gegenfarbung: 10 sec. Hematoxylin Gill's Fomam(Fa.Vector, Cat.No. H-
3401) +10 min flieBend wassern + Eindecken mit &a&isGlyceringelatine (Fa.
Merck, Cat.No. 1.09242.0100).
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