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ABKURZUNGEN

CGRP Calcitonin Gene-Related Peptide
COX 2 Cyclooxygenase 2

E?2 Prostaglandin E2

EP 4 Prostaglandin E Rezeptor 4

ICS International Continence Society
IQR Interquartilenabstand

OAB Overactive bladder

pP2X2 P2X purinoceptor 3, ATP receptor

PNE- Test peripherer Nervenevaluationstest

SNAP 25  Synaptosomal-associated protein 25

SNARE soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptor
TRPV 1 transient receptor potential cation channel, subfamily V, member 1/

Capsaicin receptor



EINLEITUNG

1.1 Neurophysiologie der Harnblase

Zum Erlangen einer Kontinenz im Alltag sowie einer Blasenentleerung unter
gesellschaftlich akzeptierten und willkirlich kontrollierten Umstanden ist die
Steuerung von Harnspeicherung und Harnentleerung durch ein komplexes
neuronales System erforderlich. Dabei interagieren nervale Regelkreise zwischen
verschiedenen kortikalen und subkortikalen Zentren. Es Dbesteht eine
Dreifachinnervation des unteren Harntraktes aus parasympathischen, sympathischen
und somatischen Anteilen.

Die zentrale Steuerung erfolgt durch zwei Gbergeordnete Zentren. Zum einen durch
das in der GroRhirnrinde gelegene motorische zerebrokortikale Zentrum (Lobus
Frontalis und Corpus callosum) und zum anderen durch das pontine
Miktionszentrum. Das motorische zerebrokortikale Zentrum steht in direkter
Verbindung mit dem Thalamus und steuert die willkirliche Detrusorsteuerung. Vom
pontinen Miktionszentrum aus ziehen Nervenfasern im Tractus reticulospinalis zum
sakralen Miktionszentrum (S2-S4). Hier wird der zerebral kontrollierte Befehl einer
koordinierten Blasenkontraktion und Sphinkterrelaxation umgesetzt und tber viszero-
und somatomotorische Nervenfasern weitergeleitet.

Uber afferente Leitungsbahnen des Riickenmarks sowie (ber die nicht
umgeschalteten Bahnen des Tractus spinothalamicus gelangen exterozeptive und
propriozeptive Reize der intramuskuléren und intramukdsen Rezeptoren der Blase
zum Thalamus und informieren so Uber Blasenfullung und Harndrang. Far
hemmende Einflisse ist der Kortex verantwortlich. Informationen Uuber die
Beckenbodenmuskulatur und den Sphinkter der Harnrohre gelangen zum Hirnstamm
und das Kleinhirn oder werden bereits auf sakraler Ebene umgeschaltet. Eine
suprasakrale Unterbrechung der pontinen Signale, wie beispielsweise bei der
Querschnittssymptomatik, fuhrt zum Fehlverhalten des sakralen Miktionszentrums
und somit zu Problemen der Harnspeicherung und Harnentleerung.

Die periphere Innervation erfolgt sowohl Uber viscerale als auch somatische
Nervenfasern. Das dem sakralen Miktionszentrum entspringende pelvine
Nervengeflecht (Plexus pelvicus) fihrt parasympathische Fasern. Die sympathische
Innervation erfolgt tGber die Nn. hypogastrici, welche dem thorakalen Grenzstrang
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(Th10-L2) entstammen. Die somatischen Leitungsbahnen verlaufen tber den N.
pudendus aus den Segmenten S2-S4. (>Abb.1/ Anhang).*®

Die Hauptaufgabe des unteren Harntraktes ist die Speicherung und periodische
Abgabe von Urin. Um diese Aufgabe zu bewaltigen, bedarf es eines exakten
Zusammenspiels zwischen der glatten Muskulatur der Blase und der Harnréhre
sowie der quergestreiften Muskulatur des externen Sphinkters und der
Ubergeordneten Zentren. Auch die afferenten Informationen aus der Blase sind fur
das exakte Zusammenspiel von Kontinenz und Miktion unerlasslich. Die
lumbosakralen afferenten Fasern sowie afferente Fasern der hypogastrischen und
pudendalen Nerven spielen hierbei eine entscheidende Rolle. Afferente Fasern
wurden sowohl suburothelial als auch in der glatten Muskulatur des Detrusors in
verschiedenen Studien identifiziert.*® Suburothelial liegen die afferenten Fasern
netzartig dicht unter der Blasenschleimhaut. Dieses Nervengeflecht findet sich recht
sparlich am Blasendach, wird zum Blasenhals hin immer dichter und erreicht sein
Maximum im Trigonum der Blase. Die wichtigsten afferenten Fasern sind die
myelinisierten Ad-Fasern und die unmyelinisierten C-Fasern. Immunhistochemische
Untersuchungen haben eine Vielzahl von Peptiden in afferenten Signalwegen der
Blase und der Urethra identifiziert. Darunter Substanz P, Calcitonin gene-related
peptide (CGRP), vasoaktive intestinale Polypeptide, Enkephaline und
Cholecystokinin.>’

Zu den unterschiedlichen Neurotransmittern wurde auch eine Vielzahl von
korrespondierenden unterschiedlichen Rezeptoren im Urothel identifiziert. Dazu
gehéren unter anderem Vanilloid-, Purin-, Tachykinin-, und Prostanoidrezeptoren.®
Neben den genannten Neurotransmittern und Rezeptoren spielt Adenosintriphosphat
(ATP) in der afferenten Ubermittlung von sensibeln Informationen aus der Blase eine
wichtige Rolle. Extrazellulares ATP aktiviert den Purinrezeptor P2X3 an
suburothelialen afferenten Nervenendigungen und spielt eine wichtige Rolle in der

afferenten Innervation des Urothels.®*®



1.2 Syndrom der Uberaktiven Blase (overactive bladder, OAB)

Nach der neuen Klassifikation der International Continence Society (ICS) wird das
OAB-Syndrom als ein Symptomkomplex aus

- Pollakisurie

- Nykturie und

- imperativem Harndrang
beschrieben. Schlisselsymptom in diesem Symptomkomplex stellt der imperative
Harndrang dar. Definitionsgemal? miktioniert der Patient > 8-mal/Tag und mindestens
2-mal/Nacht. Eine zusatzliche Harninkontinenz besteht bei ca. 1/3 der betroffenen
Patienten, jedoch ist diese fur die Diagnose nicht zwingend erforderlich. Bei
Diagnosestellung der OAB handelt es sich um eine rein symptomatische Diagnose.
Diese kann nur gestellt werden, wenn eine andere Ursache, welche die gleichen
Symptome auslést, ausgeschlossen wird. Hierzu zahlen infektiologische,
metabolische Erkrankungen, sonstige Schadigungen des unteren Harntraktes oder
andere pathologische Faktoren. Eine Uberaktive Blase kann bei 3 Gruppen von
Patienten vorliegen:

- Patienten mit imperativem Harndrang und Pollakisurie,

- Patienten mit imperativem Harndrang, Pollakisurie und Dranginkontinenz und

- Patienten mit gemischter Belastungs- und Dranginkontinenz.
Die erste Gruppe ist mit 2/3 zahlenmaRig die starkste.***°
Bei der urodynamischen Untersuchung zeigen sich charakteristische Befunde, wie
verfrihter Handrang, imperativer Harndrang und eine Detrusorhyperaktivitat. Die
Detrusorhyperaktivitat ist durch provozierte oder spontane unwillkirliche
Detrusorkontraktionen wahrend der Fiillungsphase der Blase gekennzeichnet.**°
Pathophysiologisch unterscheidet man die neurogene OAB von der nicht

neurogenen (idiopathischen) OAB.

1.2.1 Neurogene OAB

Am Beispiel der kompletten Querschnittslahmung soll die jeweilig zugrunde liegende
Pathophysiologie der neurogenen OAB erlautert werden. Durch eine komplette
Durchtrennung des Rickenmarks werden die Leitungsbahnen zwischen Gehirn und

dem sakralen Miktionszentrum und den Ubergeordneten zentralen Zentren
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unterbrochen. Im Akutstadium auf3ert sich dies in einem vollstandigen Ausfall der
Blasenfunktion was einen kompletten Harnverhalt zur Folge hat. Nach mehreren
Wochen kehrt die Kontraktilitat des Detrusors zurlick, jedoch ohne die Kontrolle des
pontinen Miktionszentrums sowie der zentralen Miktionszentren. Folge dieser
fehlenden Kontrolle der hoher gestellten Zentren ist die Ausbildung einer
Hyperaktivitat des Detrusormuskels. Dessen Kontraktionen laufen nun unkoordiniert
und unwillktirlich ab, da es zu einem Defizit der zentral nervésen Hemmung auf den
Miktionsreflex durch fehlende sensorische Empfindungen aus dem Urothel kommt.
Im Rahmen der Detrusorhyperaktivitit kommt es einerseits zur Inkontinenz,
andererseits zu einer Erhdéhung des intravesikalen Druckes, was im weiteren Verlauf
zu einer Schadigung zunachst des unteren und bei langerfristigem Bestehen auch
des oberen Harntraktes fuhrt. Diese Schadigung zeigt sich im Bereich der Blase
unter Ausziehung der Blase nach cranial sowie der Ausbildung von
Pseudodivertikeln, rontgenologisch als so genannte ,Christbaumblase” darstellbar.
Weitere Komplikationen koénnen rezidivierende Harnwegsinfekte und/oder
Pyelonephritiden, vesikorenaler Reflux sowie Hydronephrose bis hin zur
Niereninsuffizienz sein. Neben der durch Ruckenmarksverletzungen bedingten
neurogenen OAB kommen auch andere Ursachen zum Tragen wie zum Beispiel die
Multiple Sklerose oder der Morbus Parkinson. Auch Fehlbildungen wie das
Krankheitsbild der Meningomyelocele sowie neurologisch Schadigungen zum
Beispiel nach Apoplex kénnen urséchlich sein.™

Das wichtigste Ziel in der Behandlung der neurogenen OAB ist neben der
Verbesserung der oft mit einhergehenden Inkontinenz und der Patientenzufriedenheit
die langfristige Schonung des oberen Harntraktes.

1.2.2 Nichtneurogene (idiopathische) OAB

Liegt der OAB keine neurologische Erkrankung zugrunde, kann sie als
nichtneurogene (idiopathische) OAB bezeichnet werden. Anatomische oder
strukturelle Veranderungen des Detrusors selbst kdnnen zu dessen gesteigerter
Erregbarkeit und somit zum Symptomkomplex der Uberaktiven Blase fuhren.
Ebenfalls kann es durch vermehrte afferente Impulse aus dem Urothel zu

andauernden Reizzustanden der Blase und Harnréhre ohne erkennbare Pathologie
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kommen, was zu einem Missverhéltnis von stimulierenden und hemmenden
Impulsen und schlie3lich zu einer Detrusorhyperaktivitat fuhrt.

Hauptziel der Behandlung der nicht neurogenen (idiopathischen) OAB ist vor allem
eine Verbesserung der Lebensqualitdit durch eine Reduktion der storenden
Symptome wie zu Beispiel des imperativen Harndrangs und der Dranginkontinenz.

1.2.3 Therapie der OAB

Da es sich bei der OAB um eine Volkskrankheit handelt, die in Europa eine gréere
Pravalenz erkennen lasst, als zum Beispiel das Asthma bronchiale oder Diabetes
mellitus, besteht ein grol3es Interesse die betroffenen Patienten einer adaquaten und
langfristig erfolgreichen Therapie zuzufiihren. Epidemiologische Studien zeigen, dass
ca. 12% der allgemeinen Bevdlkerung im erwachsenen Alter betroffen sind und mit
zunehmendem Alter die Pravalenz steigt. Auf Deutschland bezogen sind davon etwa
6,5 Millionen Menschen betroffen. Volkswirtschaftlich betrachtet bedeutet dies eine

Belastung von ca. 4 Milliarden Euro jahrlich.*"8

1.2.3.1 Anticholinerge Therapie

Die gegenwartige First-Line Therapie der OAB besteht aus anticholinerg wirkenden
Substanzen. Bei den Anticholinergika handelt es sich Uberwiegend um tertiare
Amine, lediglich der Wirkstoff Tropiumchlorid ist ein quartares Amin. Vom klassischen
Verstandnis her wirken Anticholinergika auf der efferenten Seite der
Miktionskontrolle, indem sie die M2 und M3-Rezeptoren der glatten Muskulatur des
Detrusor vesicae blockieren.

Neuere Untersuchungen zeigen, dass auch eine Beeinflussung auf afferenter Seite
gegeben ist, was auch die Wirksamkeit intravesikal applizierter Anticholinergika
erklart.’® Der Nachteil der Behandlung mit Anticholinergika ist, dass oft sehr hohe
Dosierungen notwendig sind, um eine Verbesserung der Symptomatik zu erreichen.
Bei gleichzeitig eingeschrankter Wirksamkeit und Symptomkontrolle bei
Dosissteigerung nehmen die Nebenwirkungen jedoch weiter zu (Ceiling-Effekt). Dies
fuhrt in vielen Fallen zu so starken Nebenwirkungen, dass die Therapie von vielen
Patienten abgebrochen wird, da diese nicht toleriert werden. Die h&ufigsten
Nebenwirkungen sind Mundtrockenheit, Obstipation, Akkomodationsstérungen und
Tachykardie. Wenig beachtet wurden bisher die zentralnervésen Nebenwirkungen.
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Da die OAB vor allem den alteren Patienten betrifft, kann es durch degenerative
Prozesse zu einer erhohten Permeabilitat der Blut-Hirn-Schranke kommen. Folge ist
eine erhohte Anflutung des Wirkstoffes im zentralen Nervensystem.
Dies fuhrt zu Schlafrigkeit und Konzentrationsschwéache bis hin zu Halluzinationen
und zum Delirium. Der Leidensdruck fur diese Patienten ist enorm, denn es droht ein
stark eingeschrankter Aktionsradius, Arbeitsunfahigkeit, Stigmatisierung bis hin zur

sozialen Isolierung mit psychischen Problemen.*®

1.2.3.2 Operative Therapiemdglichkeiten

Fur anticholinerg therapierefraktare Patienten kam, um das Beschwerdebild zu
lindern, bisher meist nur ein operativer Eingriff in Frage. Hierbei sind zu nennen, die
sakrale Neuromodulation, als Sonderform die Implantation eines Brindley-
Stimulators bei rickenmarksverletzten Patienten, die Blasenaugmentation und die
Zystektomie mit Harnableitung. Diese Eingriffe bedeuten eine weitere grofe
Belastung und erfordern einen langeren stationdren Aufenthalt fir den Patienten.
Das Prinzip der sakralen Neuromodulation besteht darin, dass die elektrische
Stimulation des sakralen Nervenplexus eine inhibitorische Wirkung auf die Blase hat.
Die Therapie der sakralen Neuromodulation wird in drei Phasen unterteilt.

In der 1. Phase (akute sakrale Neuromodulation) werden die sakralen Spinalnerven
an S3 mit Nadelelektroden intraoperativ perkutan lokalisiert und eine Teststimulation
durchgefiihrt. Im direkten Anschluss erfolgt die 2. Phase (subchronische sakrale
Neuromodulation/ PNE-Test). Hierbei werden Drahtelektroden in die Sakralforamina
S3 eingefuhrt. Im Anschluss erfolgt eine Teststimulation Uber 3-7 Tage. In dieser Zeit
wird Uberprift, ob sich die Elektroden in korrekter Position befinden und ob sich ein
positiver Modulationseffekt einstellt. Stellt sich ein positiver Effekt ein, folgt die
Implantation eines  Stimulationssystems (3. Phase chronische sakrale
Neuromodulation). Ein gluteal platzierter Neuromodulator wird mit den zuvor
implantierten Elektroden verbunden und stimuliert so die Spinalnerven S3.%°
In einer Vielzahl von Fallen kann es jedoch durch Komplikationen wie Infektionen,
Fehlplatzierung der Elektroden oder Lageveranderungen der Elektroden zu einem
Therapieversagen oder einer geringen Ansprechrate kommen.?* Eine Sonderform
der Neuromodulation ist der Brindley Stimulator. G.S. Brindley entwickelte in den
1980er Jahren ein Gerat, das die sakrale Vorderwurzel im Spinalkanal stimuliert.

Hiermit gelang es den Patienten, welche durch eine Querschnittslahmung die
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Willkiirmotorik der Blase verloren haben, wieder eine kontrollierte und geplante
Blasenentleerung durchzufiihren.?? Eine weitere operative Mdglichkeit der
Behandlung der OAB stellt die Blasenaugmentation dar. Hier wird operativ, Uber eine
Unterbauchlaparotomie, eine zirkulare Flache von ca. 20-25% des Detrusors
reseziert. Ziel ist es, die Kontinuitat der zirkularen Muskeln zu unterbrechen, so dass
bei der Kontraktion der verbleibenden Muskelfasern der vom Muskel befreite
Mukosarest nach aul3en gedrickt wird und sich wie ein Windkessel verhalt, wodurch
die Blasenkapazitat vergrofert wird. Als Ultima Ratio in der Therapie der OAB ist die

Zystektomie mit Harnableitung anzusehen.?

1.2.3.3 Botulinumtoxin A

Botulinumtoxin stellt in der Therapie der OAB eine vergleichsweise neue Moglichkeit
dar. Es besteht die Mdglichkeit starkere Nebenwirkungen zu umgehen und einen
operativen Eingriff zu vermeiden. Im so genannten ,Off-label use* wird
Botulinumtoxin derzeit schon an vielen Kliniken mit groRem Erfolg eingesetzt und
eroffnet zusatzlich eine effektive, nebenwirkungsarme und relativ kostengtinstige
Moglichkeit der Behandlung der OAB.

Botulinumtoxin, ein vom anaeroben Bakterium Clostridium botulinum produziertes
Toxin, ist das potenteste, natirlich auf der Erde vorkommende Neurotoxin. Schon
eine oral aufgenommen Menge von ca. 70ng oder eine intravends verabreichte Dosis
von 0,09- 0,15ug fuhren rasch zum Tode. 1g des Toxins wirde ausreichen, um 1
Million Menschen zu téten.?*

Man unterscheidet derzeit 7 verschiedene Serotypen (A-G), die &hnliche
Eigenschaften aufweisen. Zugelassen fir den klinischen Einsatz sind die Serotypen
A und B.

Pharmakologisch hemmt Botulinumtoxin irreversibel die Verschmelzung der mit
Acetylcholin gefiillten Vesikel mit der prasynaptischen Membran, es wirkt als
Protease und spaltet den Proteinkomplex SNARE, genauer SNAP 25, ein Teil dieses
Komplexes, wodurch die Erregungsibertragung vom Nerven auf das Zielorgan
(quergestreifte/glatte Muskulatur, Driisen) blockiert wird. Daraus resultiert eine
Chemodenervation des Muskels oder der Druse, welche Wochen bis Monate
anhalten kann.

Im Bereich der glatten Muskulatur und speziell im Urothel werden zuséatzlich auch
andere Wirkmechanismen wie eine Wirkung auf afferente Nervenfasern diskutiert.
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Nur eine Ausprossung neuer Nervenendigungen und/oder die Wiederherstellung der
blockierten Synapsen stellt die Innervation des Zielorgans wieder her.
Botulinumtoxin wurde in der Medizin erstmals vor ca. 20 Jahren zur Behandlung des
Strabismus erfolgreich eingesetzt.”

In der Urologie kam Botulinumtoxin erstmals bei rickenmarksverletzten Patienten mit
einer Detrusor-Sphinkter-Dyssynergie Ende der 1980er Jahre zum Einsatz. Hier
wurde den Patienten das Neurotoxin erfolgreich in den externen Sphinkter injiziert.?®
In den letzten Jahren vergroRRerte sich das Anwedungsspektrum fir Botulinumtoxin in
der Urologie stetig. Unter anderem setzten es Schurch und Stohrer im Jahre 1999
erstmals zur Behandlung der neurogenen Detrusorhyperaktivitat ein.?’

Eine Vielzahl weiterer Studien untersuchte unter unterschiedlichen Gesichtspunkten
die Wirkung von Botulinumtoxin A Injektionenen bei bestehender neurogener
Detrusorhyperaktivitdt. Neben der Verbesserung der Kontinenzrate und der
allgemeinen Zufriedenheit der Patienten wurden eine deutliche Reduktion des
Vorlagenverbrauchs und eine Reduktion der Inkontinenzepisoden beschrieben.
Die wurodynamischen Parameter zeigten eine signifikante Erhdhung des
Reflexvolumens, der maximalen Blasenkapazitat und eine Reduktion des
durchschnittichen  Detrusordruckes unter Miktion nach der Therapie mit
Botulinumtoxin A.

Im weiteren Verlauf wurde auch Uber die erfolgreiche Therapie der idiopathischen,
nicht neurogenen Detrusorhyperaktivitat berichtet. Auch hier konnte neben der
Verbesserung der Lebensqualitat eine Verbesserung der urodynamischen Parameter
gezeigt werden, ohne dass es zu einer signifikanten Restharnbildung kam. So zeigte
sich unter anderem die signifikante VergroRerung des Miktionsvolumens, eine
Reduktion der Miktionsfrequenz und eine Verringerung der Inkontinenzepisoden.”®

1.3 Zielsetzung

Ziel dieser Studie ist es, in einem chronischen Minipig-Modell den Effekt einer
Botulinumtoxin A Injektion in den Detrusormuskel genauer zu untersuchen. Uber die
genaue Wirkung von Botulinumtoxin im Detrusormuskel, insbesondere Effekte auf
den efferenten sowie afferenten Schenkel der Miktionskontrolle, ist bisher wenig
bekannt.
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Die vorliegende Studie untersucht in einem Versuchsmodell zum einen den Effekt
einer Botulinumtoxin A Injektion in den Detrusormuskel auf efferent durch
Nervenstimulationselektroden ausgeltste Blasenkontraktionen. Die hier zugrunde
gelegte Alternativhypothese wird wie folgt benannt:

Ha = Die Injektion von Botulinumtoxin A in den Detrusormuskel fihrt zu einer
signifikanten Reduktion der durch efferent Uber Nervenstimulationselektroden
ausgel6sten Blasenkontraktionen.

Zum anderen untersucht diese Studie den Effekt auf afferent durch
Formalininstillation in die Blase ausgelésten Blasenkontraktionen. Aus dieser
Uberlegung heraus wurde zur Prifung dieses Effektes folgende Hypothese
abgeleitet:

Ha = Die Injektion von Botulinumtoxin A fuhrt zu einer signifikanten Reduktion der
Blasendruckantworten durch afferent, durch Formalininstillation in die Blase

ausgeloste Blasendruckantworten.
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MATERIAL UND METHODEN

Die vorliegende Studie wurde im Rahmen des durch die Deutsche
Forschungsgesellschaft geforderten Projektes ,Experimentelle Untersuchung der
strukturellen und funktionellen Verédnderung der Harnblase nach Injektion von
Botulinumtoxin A in den glattmuskularen Detrusormuskel im Géttinger Minipig Modell
(SE 1450/1-1)" durchgefuhrt. Die experimentelle Studie erfolgte in den Jahren 2007
bis 2009 im Tierversuchslabor der Klinik fir Urologie und Kinderurologie des

Universitatsklinikums Schleswig-Holstein, Campus Kiel.

2.1 Versuchsvorhaben

Das Studiendesign sah folgenden Versuchsablauf vor.

Durch getrennte Stimulation der Efferenzen des Detrusormuskels und der Afferenzen
des Urothels soll die Wirkung von Botulinumtoxin A an weiblichen Géttinger Minipigs

in einem chronischen Versuchsmodell genauer untersucht werden.

Gliederung des Versuches in 3 Versuchsabschnitte mit einer jeweiligen Pause von 4
Wochen zwischen den einzelnen Versuchsabschnitten.

1. Abschnitt

Implantation von permanenten Nervenstimulationselektroden an die Sakralwurzeln
S3 beidseits.

2. Abschnitt

Durchfuhrung einer efferenten Stimulationsreihe durch elektrische Stimulation der
Blase Uber die im 1. Abschnitt implantierten Elektroden mit 5 Einzelmessungen bei
allen Tieren. In einem zweiten Schritt afferente Stimulation des Urothels mit
0,5%-iger Formalinlésung. Im Anschluss daran transurethrale Injektionsbehandlung
mit 300 Einheiten Botulinumtoxin A verteilt auf 30 Injektionen mit je 1ml
Botulinumtoxin A Ldsung, verteilt Gber die gesamte Blase, unter Aussparung des

Trigonum.
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3. Abschnitt

Vorgehen und Ermittlung der Daten analog dem Vorgehen im zweiten
Versuchsabschnitt. Nach Abschluss der Datenermittiung Zystektomie zur

histologischen Probengewinnung mit anschlie3ender Tétung.
2.2 Versuchsaufbau

2.2.1 Versuchstiere

Zur Durchfuhrung der vorliegenden Studie wurden ausschlie3lich ausgewachsene
weibliche Géttingen minipigs® ausgewahlt. Insgesamt wurden 15 Tiere mit einem
durchschnittlichen Kdrpergewicht von 27-32kg und einem durchschnittlichen Alter
von 18-24 Monaten von der Firma Ellegard aus Danemark bezogen und im Tierhaus
der Christian-Albrechts-Universitdt  unter tierschutzrechtlich  abgestimmten
Bedingungen gehalten. Die Tiere wurden von qualifizierten Tierpflegern des
Tierhauses wahrend der Einstellzeit mit dem fiur medizinische Versuchstiere
standardisierten Verfahren betreut und mit Futter und Wasser versorgt. Die
tiermedizinische Versorgung war jederzeit durch den Leiter des medizinischen
Tierhauses und den Tierschutzbeauftragten der Universitat Kiel, Herrn Prof. Dr. med.
vet. G. Schultheil3 gewahrleistet. Fur die Versuchsdurchfihrung lag ein vom
Ministerium fir Umwelt, Naturschutz und Landwirtschaft des Landes Schleswig-
Holstein genehmigter Tierversuchsantrag vom 13.07.2007, sowie eine
Folgegenehmigung vom 17.07.2009 vor. Nach Ankunft der Tiere wurden diese
mindestens 2 Wochen ohne weitere Belastungen gehalten, um sich an ihre neue

Umgebung zu gewodhnen.
2.2.2 Pramedikation, Narkose und urodynamische Messeinheit

2.2.2.1 Pramedikation

Alle 15 Schweine wurden vor jedem operativen Eingriff mit 200mg Azaperon
(40mg/1ml) i.m. pramediziert. Eine halbe Stunde spater erfolgte die Verabreichung
von 10mg/kg Ketamin in Form einer 10%-igen Ldsung plus 1mg/kg Midazolam
(15mg/3ml). Von dieser Losung wurden maximal 5ml i.m. hinter das Ohr verabreicht,
was einer Dosis von 2ml (200mg) Ketamin plus 3ml (15mg) Midazolam entspricht. Im
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Anschluss erfolgte der Transport der pramedizierten Tiere in den Tier-OP des

Tierhauses.
2.2.2.2 Narkose und Narkosefiihrung

Allen Tieren wurde nach der erfolgreichen Pramedikation ein vendser Zugang mittels
20G Brauniile in die Ohrvene gelegt. Uber diese Brauniile erfolgte eine
kontinuierliche Flussigkeits- und Antibiotikaversorgung (2g Ampicillin geldst in 500ml
Ringer-Lactat-Losung). Nach Legen der Braunlle erfolgte die Intubation in
Ruckenlage mittels verlangertem Laryngoskop mit einem Trachealtubus (@ 7,5mm).
Der Tubus wurde mit 20ml Luft geblockt und mittels elastischer Binden und
Klebepflaster sicher fixiert. Nach Lageuberprifung des Tubus durch Auskultation
erfolgte der Anschluss an die Narkoseeinheit (Drager Fabius, Dragerwerk AG &
Co.KGaA, Lubeck, Deutschland) und die Narkotisierung mittels Isofluran (1-1,5
Vol.%) und Sauerstoff (40%). Das Beatmungsvolumen betrug 210-260ml/min bei

einer Atemfrequenz von 10-15 Atemzigen/min.

2.2.2.3 Kreislaufiberwachung

Zur Uberwachung der Vitalparameter wurde jedes Schwein an einen Pulsoxymeter
(Ohmeda Biox 3700e, GE Healthcare, Miunchen, Deutschland) und an eine EKG-
Einheit (HP 78342A, Hewlett-Packard, Avondale, PA, USA) angeschlossen. Eine
dreivektorielle Elektrokardiographie wurde standardisiert vom ventralen Thorax des
Versuchstieres, nach Rasur in den entsprechenden Bereichen, permanent abgeleitet
und optisch und akustisch angezeigt. Die physiologische Herzfrequenz der Gottinger
Minipigs wird mit 50-70 Schlagen pro Minute angegeben. Bei Veranderung der
Herzfrequenz konnte so zeitnah eine Uberprifung der Narkosefiihrung erfolgen und
ggf. entsprechende korrigierende Mafinahmen eingeleitet werden. Hierzu gehorte die
Gabe eines Schmerzmittels (Fentanyl Amp. 0,1mg/2ml), das bei Bedarf verabreicht
wurde. Zusétzlich erfolgte die Uberwachung mittels einer CO»-Messeinheit (Drager-
Vamos, Dragerwerk AG&Co.KGaA, Libeck, Deutschland), die in die Narkoseeinheit
integriert ist.
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2.2.2.4 Urodynamische Messung

Zur Kontrolle der Blasendruckantworten wurde ein Urodynamikmessplatz der Firma
Medtronic (Minneapolis, MN, USA) mit der entsprechenden Software (Dantec®)
verwendet. (2Abb.2/Anhang) Zur Erfassung der Blasendruckantworten auf die
Stimulationen wurde ein urodynamischer Perfusions-Messkatheter (Folysill® 10 Fr,
3ml Blockung, Coloplast, Hamburg, Deutschland) verwandt, welcher Uber einen
Druckdom an den Urodynamikmessplatz angeschlossen war. Der Meatus der
Urethra weiblicher Gottinger Minipigs liegt ca. 4-5cm intravaginal. Die Harnrohre
selbst ist ca. 5-6cm lang und im schmalsten Durchmesser misst sie etwa 5-6mm, so
dass ein 10 Fr Messkatheter mit Hilfe eines Spekulums problemlos und atraumatisch

eingefuhrt werden konnte.

2.2.2.5 Stimulationseinheit

Zur Stimulation der Sakralnerven Uber die efferenten Nervenstimulationselektroden
wurde eine speziell fur die urologische Forschungsarbeit am Universitatsklinikum Kiel
vom Fraunhoferinstitut entwickelte elektrische Stimulationseinheit verwendet. (IBMT,
Fraunhofer Institut, St. Ingbert, Deutschland; ->Abb.3/Anhang). Mit dieser
Stimulationseinheit kdnnen beliebige elektrische Stimulationssignale, in diesem Fall
das von uns gewinschte biphasische Rechtecksignal mit einer Pulsweite von 200us,
einer Wiederholungsfrequenz von 20Hz und einer Amplitude von 3mA generiert
werden. Uber spezielle Verlangerungskabel wurde die Einheit an die permanent

implantierten Nervenstimulationselektroden angeschlossen.

2.3 Versuchsdurchfihrung

2.3.1 Versuchsablauf

Wie im Abschnitt Versuchsvorhaben (—=>2.1 Versuchsvorhaben) beschrieben,
gliederte sich der Versuchsablauf in 3 Abschnitte mit einem jeweiligen Abstand von 4

Wochen.
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1. Versuchsabschnitt

Im 1. Abschnitt erfolgte die Implantation der permanenten
Nervenstimulationselektroden  (Medtronic  Interstim  Quadripolar  Elektroden,
Modell 3889, 28cm, Meerbusch, Deutschland) an die Sakralwurzel S3 bei allen 15
Tieren (—=2.4.2.1 Operative Exploration).

2. Versuchsabschnitt

Im 2. Versuchsabschnitt wurde in einem ersten Schritt die Freilegung der subkutan
liegenden Enden der permanenten Nervenstimulationselektroden vorgenommen. Im
Anschluss erfolgte eine efferente Stimulationsreihe mit jeweils 5 Einzelstimulationen
in einem Abstand von jeweils 20 Minuten bei allen 15 Tieren (>2.3.2 Efferente
Stimulation). In einem zweiten Schritt erfolgte bei 9 von insgesamt 15 Tieren eine
afferente  Stimulation des  Urothels mittels 0,5%-iger Formalinldsung
(=2.3.3 Afferente Stimulation). Anschlielend wurde bei allen 15 Tieren eine
Behandlung mit 300 Einheiten BOTOX® (BOTOX®, Allergan, Irvine, USA), geldst in
30ml 0,9%-iger NaCl- Lésung, mittels Kinderzystoskop (14CH, Karl Storz, Tuttlingen,
Deutschland) durchgefiihrt. Es erfolgten insgesamt 30 Injektionen mit je 1ml & 10
Einheiten Botulinumtoxin A LOsung, verteilt Uber die gesamte Blase unter

Aussparung des Trigonums.
3. Versuchsabschnitt

Das Vorgehen und die Ermittlung der Daten entsprach exakt dem Vorgehen im
zweiten Versuchsabschnitt. Nach Abschluss der Messungen erfolgte eine mediane
Unterbauchlapratomie. Nach Ligatur der Urethra, der Ureteren sowie Einzelligaturen
der zufuhrenden Blutgefalle erfolgte die Zystektomie zur Gewinnung eines
histologischen Praparates. Die Proben wurden zur weiteren histologischen
Aufarbeitung an Prof. Dr. med. Axel Haferkamp (Urologische Klinik, Universitatsklinik
Heidelberg) weitergeleitet. Im Anschluss erfolgte intraoperativ der Nahtverschluss
des Abdomens und die Tétung der Tiere mittels T-61 L6ésung® (T-61L6sung®,
Intervet, Unterschleil3heim, Deutschland) 5ml intravenos.
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2.3.2 Efferente Stimulation

2.3.2.1 Operative Exploration der Sakralnerven S 1-3

Im ersten Versuchsabschnitt erfolgte nach erfolgreicher Pramedikation, Intubation
und Einlage des Perfusions-Messkatheters, die Lagerung der Tiere in Bauchlage.
Nach korrekter Lagerung, Markierung, Desinfektion und sterilem Abdecken des OP-
Gebietes Uber dem Os sakrum bis zu den Hifthéckern (Tuber coxae) erfolgte ein ca.
10cm langer, medianer, langs zum Ruckenmark verlaufender Hautschnitt ca. 5cm

cranial des Schwanzansatzes (- Abb.4/ Anhang).

Nach Inzision der obersten Hautschicht erfolgte die weitere Préaparation durch das
stark ausgepragte subkutane Fettgewebe und die einzelnen Muskelschichten bis auf
die Fascia thoracolumbalis. Nach Durchtrennung derselben erfolgte die weitere tiefe
Praparation durch die tiefen Muskelschichten bis auf das Os sakrum. Nach
Darstellung des Os sakrum, der Sakralforamina S1-3 sowie des lumbosakralen
Ubergang wurden die Sakralforamina S2 beidseits aufgesucht und vorsichtig
erweitert (=Abb.5/ Anhang). Die Dura mater wurde zu keinem Zeitpunkt der
Operation eroffnet. Nach Erweiterung derselben erfolgte das vorsichtige Vorschieben
der permanenten Nervenstimulationselektroden ca. 0,5-1cm in caudaler Richtung
entlang der Sakralwurzel S3 (=Abb.6/ Anhang). Die korrekte Lage der Elektroden
wurde mittels Probestimulationen ermittelt. Hierzu wurde die Blase tUber den zuvor
eingelegten Perfusions-Messkatheter mit 200ml physiologischer Kochsalzldsung
geflllt und an die urodynamische Messeinheit angeschlossen. Zu Beginn wurden die
Elektroden getrennt voneinander in ihrer Lage uberpruft und gegebenenfalls
korrigiert. Die Elektroden lagen dann korrekt, wenn es unter Stimulation zu einem
deutlichen Blasendruckanstieg kam. Nach unilateraler Kontrolle der Elektroden
erfolgte die Probestimulation bilateral. Zeigte sich auch hier eine deutliche
Blasendruckantwort, wurden die Elektroden chronisch implantiert und subkutan am
cranialen Wundpol des median Uber dem Sakrum erfolgten Schnittes zum spateren
Wiederanschluss versenkt. Der median erfolgte Schnitt wurde schichtweise adaptiert
und nach dem Hautverschluss mit einem Spruhpflasterverband versorgt. Der
Perfusions-Messkatheter wurde vor Extubation entfernt. Zur postoperativen
Schmerzprophylaxe erhielten alle Tiere im Anschluss an die Operation eine Injektion
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mit 4mg Rimadyl®/kg Kérpergewicht (Rimadyl® Injektionslésung 50mg/iml, Pfizer,
Zurich, Schweiz) intramuskular hinter das Ohr. Nach Extubation wurden die Tiere in
eine beheizte, separate Box transportiert und dort fir mindestens 12h beobachtet.
Alle Tiere erhielten zusatzlich zur postoperativen Schmerzprophylaxe einmal taglich
100mg Rimadyl® (Rimadyl® Kautabletten 100mg, Pfizer, Ziirich, Schweiz) firr weitere
2 Tage. Alle Tiere waren nach erfolgter Operation sehr schnell mobil und konnten
nach ca. 12h wieder in die Gruppe der anderen Tiere integriert werden.
AnschlieBend erfolgte eine vierwodchige Pause zur vollstdndigen Einheilung der
Stimulationselektroden.

2.3.2.2 Elektrische direkte Nervenstimulation mit urodynamischer
Aufzeichnung

Im zweiten Versuchsabschnitt, nach vierwéchiger Pause, wurden alle 15 Tiere
identisch wie im ersten Versuchsabschnitt vorbereitet. Die Narbe der ersten
Operation wurde ca. 3cm am cranialen Pol eroffnet und die subkutan liegenden
Nervenstimulationselektroden aufgesucht und an die Stimulationseinheit
angeschlossen. Uber den neu gelegten Perfusions-Messkatheter wurde die Blase mit
200ml physiologischer Kochsalzldsung gefullt und an die urodynamische Messeinheit
angeschlossen. Im Anschluss erfolgte die elektrische Stimulation mit jeweils 5
bilateralen Einzelstimulationen im Abstand von je 20min, um eine Ermidung des
M. detrusor vesicae auszuschliel3en. Die Stimulation erfolgte durch ein biphasisches
Rechtecksignal, Peak to peak Amplitude 3mA, Impulsdauer 200usec und einer
Stimulationsfrequenz von 20Hz. Gleichzeitig wurden die Blasendruckverdnderungen
aufgezeichnet und graphisch dargestellt. Die ermittelten Blasendruckantworten
wurden gespeichert, um zu einem spateren Zeitpunkt zur Auswertung zur Verfiigung
zu stehen. Nach erfolgter Datenermitttung wurden die Enden der
Nervenstimulationselektroden erneut subkutan am cranialen Wundpol versenkt,
sowie ein Wundebridement der Wundrédnder und eine erneute Adaptation dieser
durchgefihrt. Die adaptierte Wunde wurde mit einem Spriuhpflasterverband versorgt.
Der Perfusions-Messkatheter wurde entfernt und die Tiere wurden analog dem
ersten Versuchsabschnitt postoperativ versorgt. Im dritten Versuchsabschnitt,
ebenfalls nach 4-wdchiger Pause, erfolgte die exakt analoge Vorgehensweise wie im
zweiten Versuchsabschnitt bei allen 15 Tieren.
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2.3.2.3 Operationalisierung der Variablen

Im Anschluss erfolgte bei jeder der gespeicherten Blasendruckantworten jeweils die
Ermittlung der Druckdifferenz zwischen Basisdruck und dem maximal gemessenem
Druck. Hierzu wurden bei jeder Messung der Basisdruck im Minimum der
Atemabhéngigkeit und der maximale Druck im Minimum der Atemabh&ngigkeit
ermittelt und deren Differenz gebildet (> Abb.7/ Anhang). Fir alle 15 Tiere wurden so
5 Einzelwerte ermittelt. Diese Einzelwerte gingen als Baselinewerte in unsere
weiteren Berechnungen ein. Insgesamt wurden 75 Einzelwerte (15 Tiere mit je 5
Einzelwerten) vor Botulinumtoxin A Injektion ermittelt. Der statistischen Analyse
wurden nur 74 Einzelwerte der ermittelten Baselinewerte zugrunde gelegt, da eine
gemessene Blasendruckantwort gleich 0 cmH,O war und dieser Wert nicht in den
statistischen Berechnungen berucksichtigt wurde.

Im dritten Versuchsabschnitt, nach Botulinumtoxin A Injektion, erfolgte die
Datenermittiung analog zum zweiten Versuchsabschnitt. (->Abb.8/ Anhang). Wieder
wurde die Druckdifferenz der 5 Einzelmessungen bei allen 15 Tieren ermittelt. Diese

75 Einzelwerte gingen als Follow-up Werte in unsere weiteren Berechnungen ein.

2.3.3 Afferente Stimulation

2.3.3.1 Intraoperatives Vorgehen

Zusatzlich zur efferenten Stimulation erfolgte bei 9 von 15 Tieren eine afferente
Stimulation des Urothels mittels einer 0,5%-igen Formalinldsung. Hierzu wurde, nach
der Efferenten Stimulation und einer 30-minitigen Pause, die Harnblase tber den
Perfusions-Messkatheter mit 200ml 0,5%-iger Formalinldsung befillt. Im direkten
Anschluss wurde eine urodynamische Messaufzeichnung gestartet. Nach Auftreten
von Detrusorhyperaktivitdten erfolgte die weitere urodynamische Aufzeichnung der
Blasendruckveranderungen fir weitere 20 Minuten. Nach dieser Zeit wurde die Blase
geleert und mit 150ml physiologischer NaCl-Losung gespuilt und Botulinumtoxin A
transurethral injiziert. Analog zum zweiten Versuchsabschnitt erfolgte die
Datenermittlung im dritten Versuchsabschnitt.
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2.3.3.2 Operationalisierung der Variablen

Um vergleichbare Daten zu gewinnen, wurde der Zeitpunkt der ersten
Detrusorhyperaktivitat ermittelt und fir weitere 15 Minuten die Flache mit Hilfe eines
Flachenberechnungsprogramms (Dr. Regener Landkarten Vivo, Siegerleben,
Deutschland) unter der Kurve berechnet. Der ermittelte Basisdruck zu Beginn der
Instabilitat wurde in Abszissenrichtung Uber die Lange von 15 Minuten verlangert.
Die Flache wurde im Anschluss zwischen Abszissenverlangerung und Kurve
berechnet (>Abb.9/ Anhang). Die so ermittelten 9 Flachenwerte vor Botulinumtoxin
A Injektion gingen als Baselinewerte in unsere weiteren Berechnungen mit ein. Die
Ermittlung der Flachenwerte nach Botulinumtoxin A Injektion erfolgte analog zum
zweiten Versuchsabschnitt (>Abb.10/ Anhang). Die so ermittelten 9 Einzelwerte
nach Injektion von Botulinumtoxin A gingen als Folllow-up-Werte in unsere

Berechnungen ein.

2.4 Statistik

2.4.1 Statistische Variablen

Abhé&ngige Variable:

Als abhangige Variablen werden zum einen die ermittelte Druckdifferenz der
Druckantworten und zum anderen die ermittelte Flache unter der Kurve bei
Auftragung des intravesikalen Druckes Uber der Zeit festgelegt. Diese Werte werden
jeweils vor und nach der Injektion von Botulinumtoxin A in den M. detrusor vesicae
erhoben. (> Operationalisierung der Variablen 2.3.2.3/ 2.3.3.2)

Unabhangige Variable:
Als unabhéngige Variable wird die Behandlung/ Injektion von Botulinumtoxin A in den
M. detrusor vesicae festgelegt.

2.4.2 Statistische Verfahren

Die statistische Aufarbeitung der Rohdaten erfolgte mit der Statistik-Software SPSS®.
Zum Vergleich der Blasendruckantworten vor und nach Botulinumtoxin A Injektion
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wurde ein non-parametrischer Wilcoxon-Test angewandt. Dieses Testverfahren
wurde gewahlt, da die Erfullung der Voraussetzungen fur einen t-Test (wie
Normalverteilung, Mindestanzahl der Versuchstiere, Varianzenhomogenitat) nicht

gesichert erschien. Die Irrtumswahrscheinlichkeit wurde konventionskonform auf 5%
festgelegt.
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ERGEBNISSE

Bei 14 Tieren kam es wéahrend des Versuchszeitraumes zu keinen schwerwiegenden
Komplikationen, es waren Kkeinerlei Auffalligkeiten im Sozial-, Fress- oder
Miktionsverhalten feststellbar, die Rickschlisse auf Schmerzen oder einen
Harnwegsinfekt erlaubt hatten. Lediglich bei einem Tier zeigte sich bei Er6ffnung der
Narbe im 3. Versuchsabschnitt eine subcutane lokal begrenzte eitrige
Einschmelzung ohne Ausdehnung auf Muskulatur oder Faszie.

3.1 Ergebnisse der Efferenten Stimulation

3.1.1 Druckdifferenzen absolut

Der Mittelwert der Druckdifferenzen der Baselinewerte betrug 42,8 (5-90) cmH,0, der
Median 42,0 cmH0.

Der Mittelwert der Druckdifferenzen der Follow-up-Werte betrug 29,9 (9-62) cmH,0,
der Median 28,0 cmH,O (p< 0,001). (Tab.1; >Abb.11/ Anhang)

Tab.1 Wilcoxon Test; Range und Test Statistik; p<0,001

Ranks Test Statistics ¢
N Mean Sum of 7 Exact. Sig.
Rank Rank (1. tailed)
Druckdiffrenzen ] R
Follow-up Negativ Ranks 61™ 40,97 2499,00
Druckdif-frenezen Positiv Ranks 13b 21,23 276,00 - 5,990 ,OOO
Baseline
Ties 0~
Total 74

a. Druckdifferenzen Follow-up < Druckdifferenzen Baseline
b. Druckdifferenzen Follow-up > Druckdifferenzen Baseline
c. Druckdifferenzen Follow-up = Druckdifferenzen Baseline
d. Based on positiv ranks

e. Wilcoxon Signed Rank Test

3.1.2 Druckdifferenzen relativ

Der relative Mittelwert der Follow-up-Druckdifferenzen lag bei 76,2 (19,4- 340)
cmH,0, der relative Median bei 68,5 cmH,O0.

Betrachtet man die ermittelten Druckdifferenzen relativ zueinender, so kam es zu
einer Reduktion der ermittelten Druckdifferenzen von  durchschnittlich
68,53 cmH,0 (p< 0,001). (Tab.2; >Abb.12/ Anhang)




Tab.2 Wilcoxon Test; Range und Test Statistik; p<0,001
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Ranks Test Statistics ©
N Mean Sum of 7 Exact. Sig.
Druckdifferenzen Rank Rank (1. tailed)
relativ .
Follow-up Negativ Ranks 61% 39,53 2411,50
Y b.
Druckdifferenzen Positiv Ranks 13 27,96 363,50 -5,517 ,000
relativ
Baseline Ties 0~
Total 74

a. Druckdifferenzen Follow-up < Druckdifferenzen Baseline
b. Druckdifferenzen Follow-up > Druckdifferenzen Baseline
c. Druckdifferenzen Follow-up = Druckdifferenzen Baseline

d. Based on positiv ranks
e. Wilcoxon Signed Rank Test

3.2 Ergebnisse der Afferenten Stimulation

3.2.1 Flache absolut

Der Mittelwert der ermittelten Baselinewerte betrug 227,3 (116,6- 500,8) cmH,O*min,

der Median 168,5 cmH>O*min.

Der Mittelwert der ermittelten Follow-up-Werte betrug 95,26 (0- 179,9) cmH,O*min,
der Median 87,2 cmH,O*min (p< 0,01). (Tab.3; >Abb.13/ Anhang)

Tab.3 Wilcoxon Test; Range und Test Statistik; p< 0,01

Ranks Test Statistics ©
Sum of d. Exact. Sig.
) N Mean Rank | "pnk z (L. tailed)
Flache
Follow-up [f{Negativ Ranks 8* 5,38 43,00
Flache Positiv Ranks 1" 2,00 2,00 - 2,429 ,006
Baseline . c
Ties o~
Total 9

a. Flache Follow-up < Flache Baseline
b. Flache Follow-up > Flache Baseline
c. Flache Follow-up = Flache Baseline
d. Based on positive ranks

e. Wilcoxon Signed Rank Test




3.2.2 Flache relativ
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Der relative Mittelwert der Follow-up-Daten lag bei 47,71 (0- 133,8) cmH,O*min, der

relative Median bei 44,33 cmH>O*min.

Relativ betrachtet kam es zu einer Reduktion der Fldche unter der Kurve nach
Injektion von Botulinumtoxin A um 44,3 cmH,O*min (p<0,01). (Tab.4; ->Abb.14/

Anhang)

Tab.4 Wilcoxon Test; Range und Test Statistik; p< 0,01

Ranks Test Statistics &
Sum of d. Exact. Sig.
N Mean Rank Z ;
Flache Rank (1. tailed)
relativ .
Follow-up Negativ Ranks 8 5,38 43,00
Flache Positiv Ranks 1> 2,00 2,00 - 2,431 ,006
relativ
Baseline [J|Ties 0

a. Flache Follow-up < Flache Baseline
b. Flache Follow-up > Flache Baseline
c. Flache Follow-up = Flache Baseline
d. Based on positive ranks

e. Wilcoxon Signed Rank Test
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DISKUSSION

In vielen Studien konnte gezeigt werden, dass Botulinumtoxin A einen positiven
Effekt bei verschiedenen Erkrankungen des unteren Harntraktes hat, jedoch ist die
genaue Wirkweise des Neurotoxins in der Blase bzw. in der glatten Muskulatur
allgemein nicht ausreichend erforscht und verstanden. Bei der Behandlung der
Uberaktiven Blase durch Injektion von Botulinumtoxin A in den Detrusormuskel ging
man zunachst ausschlief3lich von einer ahnlichen Wirkung des Neurotoxins wie in der
quergestreiften Skelettmuskulatur aus. Man nahm an, dass es zu einer Blockierung
der Acetylcholinausschittung an der prasynaptischen Membran mit einer
resultierenden Parese der Muskulatur komme.?"?° Diese Hypothese basierte auf der
Studie von Dickson et al. von 1923.% Dickson et al. gingen unter anderem davon
aus, dass die Aktivierung des Parasympathischen Systems durch Botulinumtoxin A
blockiert wird. Aufgrund dieser Annahme wurden parasympathisch fehlregulierte
Erkrankungen wie die quergestreifte Muskulatur des Osophagus bei der Achalasie
oder die axillare Hyperhydrosis mit Botulinumtoxin A therapiert.*** Die Wirkung von
Botulinumtoxin in der Skelettmuskulatur ist heute sehr gut wissenschaftlich erforscht.
Durch die Wirkung des Neurotoxins auf die prasynaptische Nervenzelle der
motorischen Endplatte kommt es zu einer schlaffen Muskellahmung, welche in der
Regel etwa 3 Monate anhélt.

Wesentlich weniger gut untersucht und verstanden ist der Wirkmechanismus an der
Blase. Ausgangspunkt fir diese Studie war insbesondere eine fragliche Wirkung auf
urotheliale Afferenzen, die die Wirkung einer Botulinumtoxin A Injektion in den
Detrusor getrennt fir den efferenten und afferenten Schenkel der Miktionskontrolle

klaren sollte.

Den efferenten Schenkel evaluierten wir Uber Elektrostimulation von Sakralnerven
ausgeltste Detrusorkontraktionen. Bereits in den 1970er Jahren setzte Markland et
al. die direkte sakrale Nervenstimulation ein, um Uber die ausgeldsten
Detrusorkontraktionen die Innervation der Blase zu untersuchen.®® Bross et al. setzte
die direkte elektrische Stimulation der Nervenwurzel S3 wund die daraus
resultierenden Blasenkontraktionen zur Untersuchung der Ermudbarkeit der
Blasemuskulatur ein.>* Bertapelle et. al nutzten in ihrer Studie die sakral elektrisch

induzierte Detrusorkontraktionen als Kriterium fir die Entscheidung, die sakrale
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Neuromodulation als Therapieoption zu nutzen.*® Wir verwendeten die auch bei der
sakralen Neuromodulation (blichen tined-lead-Nervenstimulationselektroden.®
Wahrend der Stimulation kam es zu reproduzierbaren Kontraktionen der

Detrusormuskulatur, die sich urodynamisch problemlos aufzeichnen lie3en.

Die Induktion von Detrusorhyperaktivitditen und somit eine Stimulierung der
afferenten, sensorischen Fasern des Urothels fuhrten wir mit einer 0,5%
Formalinlésung durch. Pust et al. untersuchten in den 1970er Jahren die Wirkung
von Formalin auf das Urothel der Blase. Die Studie untersuchte das Urothel von
Katzen nach Instillation verschiedener Formalinkonzentrationen 5-25% in die Blase.
Die Kontaktzeit des Formalins variierte zwischen 1 Minute bis 20 Minuten. Bei einer
Formalinkonzentration von 5% und einer Kontaktzeit von 5 Minuten kam es lediglich
zu geringen histologischen Auffalligkeiten. Es zeigte sich keine Mukosaabl6ésung und
es wurde neben einem leichten Schleimhautédem eine geringe Leukozyteninfiltration
beobachtet. Bei einer Einwirkzeit von 20 Minuten der 5%-igen Formalinlésung
zeigten sich  deutliche  Nekrosen der Schleimhaut. Eine komplette
Reepithelialisierung konnte nach 3-4 Wochen beobachtet werden.*’ Die vorliegende
Studie zeigt, dass bei der von uns verwendeten Konzentration von lediglich 0,5%
Formalin eine tiefere Schadigung des Urothels und somit ein myogener Effekt des
Formalins nahezu ausgeschlossen werden kann. Die eventuell entstandene
Schéadigung des Urothels kann sich, wie Pust et al. beschrieben, in dem sich
anschlieenden Erholungszeitraum von 4 Wochen regenerieren, so dass bei der
erneuten Stimulierung der afferenten Fasern im 3. Versuchsabschnitt von einer
regenerierten und intakten Schleimhaut des Urothels ausgegangen werden kann.
Auch Kaufmann et al. nutzten Formalin zur Induktion von Detrusorhyperaktivitaten

zur Untersuchung der Effektivitat der sakralen Neuromodulation.®®

Botulinumtoxin wird seit vielen Jahren auch erfolgreich bei Erkrankungen des
unteren Harntraktes eingesetzt. Bereits bei den ersten historischen Untersuchungen
der Vergiftungserscheinungen von Botulinumtoxin A war eine
Blasenentleerungsstérung  aufgefallen.®**°  Schurch  und  Stdhrer setzten
Botulinumtoxin erstmals erfolgreich 1999 bei der Therapie der neurogenen OAB bei
querschnittsgelahmten  Patienten ein.?’ Die transurethrale Injektion von
Botulinumtoxin A in den Detrusor stellte einen Durchbruch in der Therapie der
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betroffenen Patienten mit neurogener OAB dar. Bei im Vergleich deutlich
ausgepragterer Wirkung konnten die starken typischen Nebenwirkungen der
anticholinergen Therapie umgangen werden. Eine Reihe von Studien belegte, dass
es zu einer erheblichen Verbesserung der urodynamischen Parameter sowie der
Kontinenzsituation nach der Behandlung mit Botulinumtoxin A kam.?"2%4*

Unklar blieb dennoch die genaue Wirkweise des Toxins an der glatten Muskulatur
des Detrusor vesicae. Prinzipiell ist eine relaxierende Wirkung des Toxins, &hnlich
der in der Skelettmuskulatur, auf glatte Muskulatur mehrfach nachgewiesen
worden.**** In einer Studie von Sand et al. wurde die Wirkung einer Botulinumtoxin A
Injektion in den glattmuskul&ren Sphincter Oddi in einem Ferkelmodell untersucht.
Die Studie zeigte relaxierende Wirkung durch prasynaptische cholinerge
Mechanismen, &hnlich der Wirkung in der Skelettmuskulatur.*> James et al.
untersuchten die Wirkung von Botulinumtoxin Injektionen in die glatte Muskulatur des
Pylorus von Meerschweinchen. In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass eine
geringe Dosierung von Botulinumtoxin die Freisetzung von Acetylcholin in der glatten
Muskulatur des Pylorus hemmt und es so zu einer Relaxation der Muskulatur
kommt.*®

Bei Injektion des Toxins in die Blasenwand war jedoch klinisch der relativ gering
ausgepragte motorische Effekt auf den Detrusor, der bei guter Wirksamkeit das
Auftreten von Harnverhaltungen bei Patienten mit erhaltener willkirlicher Miktion zu
einem seltenen Ereignis machte, aufgefallen.*” Insofern scheint eine echte Lahmung
der Muskulatur nicht stattzufinden. Bisher gibt es jedoch keinerlei Arbeiten, die die
Wirkung von Botulinumtoxin auf den efferenten Schenkel der Miktionskontrolle in
einem funktionellen Modell untersuchten.

In der von uns durchgefiihrten efferenten Versuchsreihe beobachteten wir eine
Reduktion der Druckantworten auf eine elektrische Stimulation der Sakralnerven S3
nach Botulinumtoxin A Injektion. Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass in
jedem Fall eine direkte Wirkung von Botulinumtoxin A auf die Muskulatur des
Detrusors besteht, ahnlich wie in der Skelettmuskulatur. Da in diesem Versuchsteil
eine direkte Kontraktion des Detrusors durch Stimulation efferenter Nerven ohne
Beteiligung des Urothels ausgelost wurde, ist die beobachtete Wirkung praktisch mit
dem efferenten Effekt der Injektion, also der Wirkung auf die Muskulatur des
Detrusors, gleichzusetzen. Diese Wirkung scheint jedoch nicht so ausgepragt zu sein

wie in der Skelettmuskulatur und wie urspringlich vermutet.
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Schmid et al. untersuchte in einer klinischen Studie mit 100 eingeschlossenen
Probanden die Wirkung von Botulinumtoxin A bei idiopathischer, nicht neurogener
OAB. Diese Studie zeigte eine deutliche Verbesserung der urodynamischen
Parameter, eine Zunahme der maximalen Blasenkapazitat und eine Abnahme der
Miktionsfrequenz, sowie die signifikante Zunahme der Zufriedenheit der Patienten.*’
Eine Reihe weiterer Studien unterstreicht dieses Ergebnis.***° Im Gegensatz zur
neurogenen OAB, bei der eine motorische Hemmung der Detrusorkontraktionen im
Vordergrund steht, um einerseits eine Inkontinenz zu vermeiden, andererseits die
Druckverhéltnisse in der Blase zu verbessern, geht es in der Therapie der
idiopathischen OAB primar um den Effekt einer Verminderung des imperativ
einsetzenden Harndrangs. Insofern lassen diese Ergebnisse darauf schliel3en, dass
die Injektion von Botulinumtoxin A einen Effekt auf die afferenten, sensiblen Fasern
des Urothels zu haben scheint. Zwei Arbeiten untersuchten dies explizit auch bei
Patienten mit OAB ohne Nachweis eines hyperaktiven Detrusors sowie bei Patienten
mit interstitieller Zystitis.>™? Smith CP et al. postulieren den Schmerz senkenden
Effekt, beruhend auf afferenten Wirkmechanismen, bei der interstitiellen Zystitis.>* In
dieser klinischen Studie wurde die Wirkung von Botulinumtoxin A bei 13 Frauen mit
interstitieller Zystitis untersucht. Die Studie wies eine deutliche Reduktion der
Schmerzsymptomatik als auch eine Reduktion der Miktionsfrequenz und eine
Zunahme der maximalen Blasenkapazitat nach. Schulte-Baukloh et al. konnte eine
Abnahme der Miktionsfrequenz sowie urodynamisch eine Zunahme der Volumina bei
erstem und starkem Harndrang sowie eine Zunahme der maximalen Blasenkapazitat
nachweisen.”*

Da in diesen Patientengruppen primar eine Stérung der Sensorik vorliegt, bietet eine
Lahmung der glatten Muskulatur wenige Anséatze zur Erklarung der Wirkung des
Toxins. Diese Tatsache unterstreicht die Annahme und die Ergebnisse unserer
Studie, dass neben der efferenten Wirkung an der prasynaptischen Membran auch
eine deutliche afferente Wirkung an den sensiblen Neuronen des Urothels vorliegen
muss. Fuhrt man sich zudem vor Augen, dass der Detrusor als glatter Muskel eine
vollkommen andere Innervation als der quergestreifte Skelettmuskel erfahrt, so wird
klar, dass eine direkt Ubertragung des Modells der Wirkweise auf die Blase nicht
moglich ist.>®> Die mit mehr als 6 Monaten relativ lange Wirkdauer nach Injektion
unterscheidet sich zudem klar von der ca. 3 Monate anhaltenden Wirkung auf den
quergestreiften Skelettmuskel.*”>*>> Neben den klinischen Daten gaben erste
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experimentelle histologische Arbeiten Hinweise, dass ein nicht unerheblicher Anteil
der Wirkung im Bereich des afferenten Schenkels der Miktionskontrolle
stattfindet.®®>’ Die afferenten Neuronen besitzen eine Vielzahl von verschiedenen
Rezeptoren, unter anderem den Purin-Rezeptor P2X3 und den Vanilloid-Rezeptor
TRPV1. Beide Rezeptoren wurden als Rezeptoren von primdren sensorischen
Neuronen des Urothels identifiziert und spielen bei der sensorischen
Signaltransduktion in der Blase eine entscheidende Rolle. Apostolidis et al.
untersuchten in einer klinischen Studie bei Patienten mit Uberaktiver Blase
immunhistochemisch Blasenbiopsien vor und nach der Injektion von Botulinumtoxin
A in den Detrusormuskel. Nach Behandlung mit Botulinumtoxin A nahm die
Rezeptordichte deutlich ab. Diese Arbeit untermauert erstmals die sich aus den
klinischen Daten ergebende Annahme, dass Botulinumtoxin A einen Effekt auf
afferente Neuronen hat®® Auch Chuang et al. untersuchten histologisch
Veradnderungen in den Afferenzen des Urothels. Sie induzierten Cystitiden und
Hyperaktivitaten des Detrusormuskels in Ratten und untersuchte im Anschluss die
Cyclooxygenase 2 (COX2) Expression, sowie die Prostaglandin E Rezeptor 4 (EP4)
Dichte im Urothel. COX2 und das Prostaglandin E2 spielen als Mediatoren der
Hyperaktivitat und Entzindung der Blase eine grof3e Rolle. EP4 Rezeptoren
vermitteln die Entzindungsreaktion sowie die erhdhte Empfindlichkeit des Urothels.
Botulinumtoxin A fuhrte zu einer supprimierten Freisetzung von COX2 und zu einer
verminderten Dichte der EP4 Rezeptoren und somit zu einer verminderten
sensorischen Reizung des Urothels, was zu einer Verbesserung der Symptomatik
der tberaktiven Blase und den sensorischen Missempfindungen fiihrte.>

Nach Botulinum-Toxin-A-Injektion kam es in unserem Versuch, verglichen mit der
eher gering ausgepragten Wirkung auf die direkte efferente Stimulation, zu einer
vergleichsweise deutlich ausgepragteren Wirkung im Sinne von deutlich reduzierten
Detrusorhyperaktivitaten nach Reizung des Urothels durch Instillation von Formalin in
die Blase. Vergegenwartigt man sich jedoch die nach urothelialer Reizung Uber den
sakralen Reflexbogen und schlieBlich dber den Detrusormuskel als Endorgan
ablaufende Reflexkaskade, so wird klar, dass der beobachtete Effekt ein
Summationseffekt der zu vermutenden Wirkung auf urotheliale Afferenzen und
Detrusorefferenzen sein muss. Insofern bleibt es schwierig, den genauen Anteil des

afferenten Effektes zu quantifizieren. Im vorliegenden Versuch konnte jedoch
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erstmalig in einem funktionellen Experiment in vivo eine Wirkung von Botulinumtoxin

A-Injektionen auf Blasenafferenzen nachgewiesen werden.

Das Ergebnis dieser Studie ertffnet neue Denkansatze fur die Wirkweise von
Botulinumtoxin A an der Blase, im weiteren Sinne jedoch auch fir nichturologische
Indikationen. Legt man die Wirkung auf urotheliale Afferenzen zugrunde, ergeben
sich zum Beispiel Hinweise hinsichtlich einer Optimierung der Injektionstechnik, zum
Beispiel eine Injektion in das sensibel besonders dicht innervierte Trigonum der
Blase sowie eine breitere Anwendung bei Patienten mit priméren Stérungen der
Blasensensorik. Es bleibt im Einzelnen zu klaren, auf welchen Wegen Botulinumtoxin
A in den afferenten Neuronen seine Wirkung entfaltet und welche biochemischen
Veranderungen zu den beobachteten Effekten und Ergebnissen fuhren. Insofern
liefert diese Studie nach einer klinisch sowie histologisch bisher lediglich zu
vermutenden sensorischen Wirkung den fehlenden dritten Baustein im Sinne eines
erstmals in einem funktionellen in-vivo-Modell nachgewiesenen Effektes der

Botulinumtoxin-Injektion auf Blasenafferenzen.
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ZUSAMMENFASSUNG

Botulinumtoxin A stellt in der Therapie der Uuberaktiven Blase eine neue,
minimalinvasive Alternative zur medikamentds anticholinergen Therapie dar. Ziel
dieser Arbeit war es, die Wirkung von Botulinumtoxin A Injektionen in den
Detrusormuskel auf efferent und afferent ausgeldste Blasenkontraktionen in einem
chronischen Minipig- Modell zu untersuchen. Hierzu wurden insgesamt 15 weibliche
Géttingen  minipigs® in die Studie eingeschlossen. Zwei permanente
Nervenstimulationselektroden wurden beidseits je an die Sakralwurzel S3 implantiert.
Nach einer vierwdchigen Pause erfolgte eine urodynamische Aufzeichnung der
Blasendruckantworten auf eine Stimulationsreihe von 5 aufeinander folgenden
efferenten elektrischen Stimulationen. 9 der 15 Tiere erhielten nach der efferenten
Stimulationsreihe zusatzlich eine Blasenfillung mit 0,5%-iger Formalinldsung unter
gleichzeitiger kontinuierlicher Aufzeichnung der Blasendruckantworten. Nach
Auftreten der ersten Instabilitdten erfolgte die Aufzeichnung fir weiter 20 Minuten. Im
Anschluss an die efferente Stimulationsreihe und die afferent ausgelosten
Detrusorhyperaktivitaten erhielten alle Tiere eine transurethrale Injektionsbehandlung
des M. detrusor vesicae mit 300 Einheiten Botulinumtoxin A verteilt Uber 30
Injektionsorte. Nach weiteren 4 Wochen erfolgte eine Wiederholung der efferenten
und afferenten Stimulationsreihen.

In der Auswertung wurden die Druckdifferenzen durch efferent ausgeltste
Detrusorkontraktionen jeweils vor und nach Injektion von Botulinumtoxin A ermittelt
und absolut und relativ miteinander verglichen. Es zeigte sich eine Reduktion der
Druckdifferenzen von 42,8 (5-90) cmH,0O auf 29,9 (9-62) cmH,0 (p< 0,001).

Bei den afferent ermittelten Blasendruckantworten wurde die Flache unter der Kurve
fur 15 Minuten ab dem Zeitpunkt der ersten Instabilitat jeweils vor und nach Injektion
von Botulinumtoxin A Injektion ermittelt und diese ebenfalls absolut und relativ
miteinander verglichen. Es zeigte sich eine Reduktion der Flache unter der Kurve
von 227,3 (116,6-500,8) cmH,O*min auf 95,26 (0-179,9) cmH,O*min (p<0,01).
Neben dem erwarteten efferenten Effekt konnte somit auch gezeigt werden, dass
Botulinumtoxin A einen afferenten Effekt auf sensible Afferenzen im Urothel hat.

In dieser Studie ist es in einem chronischen Minipig- Modell erstmals gelungen, die
Wirkung von Botulinumtoxin A auf efferent und afferent induzierte

Blasenkontraktionen zu untersuchen. Dabei konnte erstmals funktionell und in vivo
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der Nachweis einer Wirkung auf Blasenafferenzen erbracht werden. Das Ergebnis
dieser Studie ertffnet neue Denkansatze fur die Wirkweise von Botulinumtoxin A an
der Blase und kann Hinweise zu einer zukunftigen Optimierung der Injektionstechnik
und einer Erweiterung der Indikationsstellung an der Blase geben.
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Abb.1 Eigene schematische Darstellung der Neuroanatomie des Harntrakts und der Sphinkteren. Es wird die sympathische
(rot), parasympathische (turkis) und somatische ( ) Innervation der Harnblase und ihrer Sphinkteren dargestellt.
Sensible afferente Bahnen sind lila gekennzeichnet.
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Abb. 2  Urodynamischer Messplatz einer computergestiitzten Mess- und Auswertungssoftware. Dieser Messplatz erlaubt die
online Registrierung der mit dem Perfusions-Messkatheter registrierten Druckwerte und kann zusétzlich die Daten fir
eine nachtragliche Bearbeitung zur Verfligung stellen.

Abb. 3  Multifunktionarer arbitrarer Reizpulsgenerator; Entwickelt vom Fraunhoferinstitut in St. Ingbert. Die Einheit verfugt

Uber 8 Strom-/ Spannungs-Stimulationskanéle.



Abb. 4 Operativer Zugangsweg zum Os Sakrum. Hautinzision durch einen ca. 10cm langen medianen, langs zum
Rickenmark verlaufenden Hautschnitt, ca. 5 cm cranial des Schwanzansatzes g zwischen den Hufthtckern 4.

!‘HA

Abb.5 Veranschaulichende post mortale Praparation des Os Sakrum mit den Sakralforamina S1-S4 und dem lumbosakralen
Ubergang 4.
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Abb. 6 Operative Ansicht in vivo nach Aufsuchen und Freipraparation der Sakralforamina S2 <% mit darin befindlichen
permanenten Nervenstimulationselektroden.
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Abb. 7  Druckantwort Baseline. Bilaterale Stimulation 20Hz, 3mA, 200us biphasisches Rechteck. Druckdifferenzermittiung 4
- Ermittlung des maximalen Drucks im Minimum der Atemabhangigkeit, davon subtrahiert der Basisdruck im
Minimum der Atemabhéngigkeit ergibt die Druckdifferenz. Analog zu diesem Beispiel wurden insgesamt 75

Einzelwerte bestimmt. + = Stiumulationsartefakt bei Beginn und Beendigung der Stimulation.
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Abb. 8 Druckantwort Follow-up. Bilateraler Stimulation 20Hz, 3mA, 200us biphasisches Rechteck. Druckdifferenzermittiung 4
- Ermittlung des maximalen Drucks im Minimum der Atemabhangigkeit, davon subtrahiert der Basisdruck im
Minumum der Atemabhangigkeit ergibt die Druckdifferenz. Analog zu diesem Beispiel wurden insgesamt 75

Einzelwerte bestimmt. + > Stimulationsartefakt bei Beginn und Beendigung der Stimulation
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Abb.9 Datenermittlung der Flache Baseline. Bestimmung des Zeitpunktes der 1. Detrusorhyperaktivitdt nach
Formalininstillation und Berechnung der Flache unter der Kurve fur weitere 15 Minuten (schwarz dargestellte Flache).
Basisdruck zu Beginn der Detrusorhyperaktivitdt wurde in Abszissenrichtung fiir 15 Minuten verléangert. Berechnung
der Flache zwischen Abszissenverlangerung und Kurve.
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Abb. 10 Datenermittlung der Flache Follow-up. Bestimmung des Zeitpunktes der 1. Detrusorhyperaktivitdt nach

Formalininstillation und Berechnung der Flache unter der Kurve fir weitere 15 Minuten. Basisdruck zu Beginn der
Detrusorhyperaktivitat wurde in Abszissenrichtung fur 15 Minuten verlangert. Berechung der Flache zwischen

Abszissenverlangerung und Kurve.
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Abb. 11 Graphische Darstellung der absoluten Werte der Druckdifferenzen

Baseline und Follow-up;

— in Box= Median - Baseline bei 42,0 cmH,0;

Follow-up bei 28,0 cmH,0; Whisker = 1,5 IQR (Interquartilenabstand);

« = Ausreil3er; p< 0,001
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Abb. 13 Graphische Darstellung der absoluten Werte der Flache Baseline
und Follow-up;

— in Box= Median - Baseline bei 168,5 cmH,O*min;

Follow-up bei 87,2 cmH,O*min; Whisker= 1,5 IQR; * = Ausrei3er; p< 0,01
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Abb. 12 Graphische Darstellung der relativen Werte der Druckdifferenzen
Follow-up;
— in Box= Median bei 68,53,0 cmH,0; Whisker= 1,5 IQR
* = Ausreil3er; % = Extremwert; p< 0,001
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Abb. 14

Graphische Darstellung der relativen Werte der Flache Follow-up;
— in Box1= Median bei 44,33 cmH,O*min; Whisker = 1,5 IQR
« = Ausreil3er; p< 0,01
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