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Abb. 50: Elektronenmikroskopische Aufnahme einer Ko-Kultur von porcinen 
Urothelzellen (Pfeilmarkierung) und murinen Fibroblasten, 1 Woche nach Aussaat der 
Urothelzellen, 200-fache Vergr. 

Abb. 51: Elektronenmikroskopische Aufnahme einer Ko-Kultur von porcinen 
Urothelzellen (Pfeilmarkierung) und murinen Fibroblasten (nicht abgebildet), 3 Wochen 
nach Aussaat der Urothelzellen, 100-fache Vergr. 
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Abb. 52: Elektronenmikroskopische Aufnahme einer Ko-Kultur von porcinen Urothelzellen 
(Pfeilmarkierung) und murinen Fibroblasten, 1 Wochen nach Aussaat der Urothelzellen mit 
Hyaluronsäure (1:4) und Dextranomer (D), 200-fache Vergr. 

Abb. 53: Elektronenmikroskopische Aufnahme einer Ko-Kultur von porcinen Urothelzellen 
(Pfeilmarkierung) und murinen Fibroblasten (F), 3 Wochen nach Aussaat der Urothelzellen 
mit Hyaluronsäure (1:4) und Dextranomer (D), 200-fache Vergr. 
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5.5.3 Nachweis des Einflusses von stabilisierter Hyaluronsäure mit Dextranomeren auf 

die zelluläre Morphologie in der Ko-Kultur mittels Transmissionselektronen-

mikroskopie (TEM) 

Zur genaueren Untersuchung der Zell-Zell-Kontakte von porcinen Urothelzellen und den 

Fibroblasten in der Ko-Kultur wurden transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen 

durchgeführt. Die Zell-Zell-Kontakte geben Auskunft über die Stabilität eines Zellverbandes 

und der zellulären Integrität. 

Für die TEM-Untersuchungen wurden zum einem der Einfluss von Hyaluronsäure mit 

Dextranomeren in der Konzentration 1:4 auf die Kulturen und Ansätze ohne Hyaluronsäure 

näher untersucht. 

Es konnte wie in Abbildung 55 dargestellt eine Schichtung von Fibroblasten und 

Urothelzellen ohne Durchmischung der Zellen während der Kulturdauer (1 Woche, 3 

Wochen) gezeigt werden. 

 

Abb. 54: Elektronenmikroskopische Aufnahme einer Ko-Kultur von porcinen Urothelzellen 
(Pfeilmarkierung) und murinen Fibroblasten (nicht abgebildet), 3 Wochen nach Aussaat der 
Urothelzellen mit Hyaluronsäure  (1:4) und Dextranomer (D), 200-fache Vergr., der 
Ausschnitt zeigt das Anheften der Urothelzellen am Dextranomer, 500-fache Vergr. 
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Abb. 55: Transmissionselektronenmikroskopische Übersichtsaufnahme einer 
Ko-Kultur von murinen Fibroblasten und porcinen Urothelzellen 1 Woche 
nach Aussaat, 2000-fache Vergr. 
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Die Urothelzellen in der Negativkontrolle (ohne Hyaluronsäure und Dextranomere) bildeten 

nach 1 Woche in der Zellkultur Desmosomen als Zell-Zell-Kontakte aus. Nach 3 Wochen 

Kulturdauer wurde die Zunahme der Desmosomen zwischen den Zellen nachgewiesen. 

Vereinzelnd konnten auch zu beiden Zeitpunkten Tight Junctions gefunden werden, die die 

benachbarten Zellen miteinander ausbildeten. 

Diese Zell-Zell-Kontakte konnten in der Ko-Kultur, die mit Hyaluronsäure und 

Dextranomeren inkubiert wurde, nur nach einer Woche detektiert werden. In den 

transmissionselektronenmikroskopischen Aufnahmen nach einer Inkubationszeit von 3 

Wochen konnten weder Desmosomen noch Tight Junctions nachgewiesen werden. 

Allerdings zeigten alle Zellen die Ausbildung von Mikrovilli.  

Zusätzlich konnten zelluläre Bestandteile wie Mitochondrien, Ribosomen, endoplasmatisches 

Retikulum, Intermediärfilamente, diskoidale Vesikel, „coated Vesikeln“ und Lipidtropfen 

gefunden werden, die für die Vitalität, zelluläre Integrität und Aktivität der Zellen sprechen. 
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MV 

MV 

Abb. 56: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme einer         
Ko-Kultur von murinen Fibroblasten und porcinen Urothelzellen 1 Woche 
nach Aussaat, Kreis= Desmosomen, Pfeil= Intermediär Filamente, MV= 
Mikrovilli, ZK= Zellkern, 10000-fache Vergr. 
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An mehreren Stellen konnten in der Probe und Negativkontrolle im Bereich der apikalen 

Membran microride Plaques und Uroplakine nachgewiesen werden. 
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Abb. 57: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme einer         
Ko-Kultur von murinen Fibroblasten und porcinen Urothelzellen 1 Woche 
nach Aussaat, Kreise= Desmosomen, Pfeil= diskoide Vesikel, MV= 
Mikrovilli, ZK= Zellkern, rER= raues endoplasmatisches Retikulum, 
10000-fache Vergr. 
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Abb. 58: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme einer         
Ko-Kultur von murinen Fibroblasten und porcinen Urothelzellen 1 Woche 
nach Aussaat, Kreise= Uroplakin (UP), Pfeil= „coated Vesikel“, MV= 
Mikrovilli, M= Mitrochondrien, LT= Lipidtropfen, 10000-fache Vergr.  
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Abb. 59: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme einer             
Ko-Kultur von murinen Fibroblasten und porcinen Urothelzellen 1 Woche 
nach Aussaat, TJ= Tight Junction, 10000-fache Vergr. 
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Abb. 60: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme einer             
Ko-Kultur von murinen Fibroblasten und porcinen Urothelzellen 3 Wochen 
nach Aussaat, Kreise=Desmosomen, dV= coated Vesikel, MV= Microvilli,  
M= Mitochondrien, AM= apikale Membran, Pfeil (rot)= Tight Junction, 
10000-fache Vergr. 

Abb. 61: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme einer Ko-Kultur von murinen Fibroblasten und 
porcinen Urothelzellen 3 Wochen nach Aussaat, Ausschnitt= apikale Membran mit microriden Plaques (Pfeile)
mit darunter liegenden diskoiden Vesikeln (dV), 10000-fache Vergr. 
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Abb. 62: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme einer Ko-Kultur von murinen 
Fibroblasten und porcinen Urothelzellen 3 Wochen nach Aussaat, mit den Zell-Zell-
Kontakten Desmosomen (Kreis) und Tight Junction (Pfeil rot), 10000-fache Vergr. 
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Abb. 63: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme einer Ko-Kultur  
von murinen Fibroblasten und porcinen Urothelzellen 1 Woche nach Aussaat 
und Zugabe von Hyaluronsäure und Dextranomer, ZK= Zellkern mit 
Heterochromatin (HC) und Euchromatin (EC), 10000-fache Vergr. 
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Abb. 64: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme einer Ko-Kultur von murinen 
Fibroblasten und porcinen Urothelzellen 1 Woche nach Aussaat und Zugabe von 
Hyaluronsäure und Dextranomer, Ausbildung von Desmosomen (Kreis), 10000-fache Vergr. 
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Abb. 65: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme einer Ko-Kultur 
von murinen Fibroblasten und porcinen Urothelzellen 3 Wochen nach Aussaat 
und Zugabe von Hyaluronsäure und Dextranomer, ZK= Zellkern mit 
Heterochromatin (HC) und Euchromatin (EC), M= Mitochondrien, N= Nukleus, 
rER= rauhes endoplasmatisches Retikulum, 10000-fache Vergr. 
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Abb. 66: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme einer Ko-Kultur  
von murinen Fibroblasten und porcinen Urothelzellen 3 Wochen nach Aussaat 
und Zugabe von Hyaluronsäure und Dextranomer, mit Ausbildung microrider 
Plaques an der apikalen Zellmembran (Pfeil), ZK= Zellkern mit 
Heterochromatin (HC) und Euchromatin (EC), M= Mitochondrien, R= 
Ribosomen, 10000-fache Vergr. 
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6. Diskussion 

 

Eine Harnröhrenstriktur ist histologisch eine Vernarbung des urethralen Gewebes, wobei 

meistens auch das Corpus spongiosum betroffen ist (Spongiofibrose). Dieses führt zu einer 

Verengung des Harnröhrenlumens und folglich zu obstruktiven Miktionssymptomen und 

Pollaskisurie, Nykturie oder Harnwegsinfekte oder Prostatitis. 

Abhängig von der Ätiologie der Striktur (Länge, Lokalisation und Rezidiven) sind in der 

Literatur mehr als 200 unterschiedliche operative Therapieverfahren beschrieben. Dieses 

verdeutlicht, dass der optimale Therapieansatz noch nicht gefunden wurde. 

Im klinischen Alltag wird in der Regel eine Urethrotomia interna nach Sachse durchgeführt, 

wobei die Rezidivrate bis zu 90% beträgt [Seibold et al., 2005] und deshalb oft mehrfache 

Eingriffe notwendig sind. Bei längeren Strikturen wird die offene Exzision der Striktur mit 

anschließender End-zu-End-Reanastomierung oder bei größeren Defekten die Deckung mit 

freien Transplantaten (z. B. gestielter Vorhautlappen, Mundschleimhaut) für das operative 

Vorgehen gewählt. In sehr schwierigen Fällen werden zum Teil die zweizeitige 

Operationsmethoden gewählt. Aber alle diese genannten Optionen haben ihre 

Beschränkungen. End-zu-End-Anastomosen sind in ihrer Länge begrenzt (max. 1,5 cm). Die 

gestielten Vorhautlappen sind nur im Bereich der vorderen Harnröhre gut einsetzbar und bei 

der Verwendung von Wangenschleimhaut entsteht bei deren Entnahme eine Wunde im 

Mundraum, wobei die Gefahr besteht, dass der Ductus parotideus verletzt wird.  

Die optimale weniger invasive operative Therapie der Harnröhrenstriktur mit nur einem 

Eingriff hat eine große klinische Relevanz. Eine neue endoskopische Operationstechnik mit 

höherer Rezidivfreiheit wäre wünschenswert. Synthetisch hergestellte Materialien sind für 

derartige Zwecke jedoch gegenwärtig nicht geeignet. Diese neigen zu Inkrustationen, 

Rezidivstrikturen, Fistel- und Steinbildung [Shiroyanagi et al., 2004]. 

Eine effektive und weniger invasive Technik könnte der Einsatz von im Labor expandierten 

patienteneigenen Urothelzellen sein. Durch eine funktionelle Rekonstruktion der 

Harnröhrenschleimhaut mit in vitro gezüchteten Urothelzellen könnte die Rückresorption der 

harnpflichtigen Stoffe vermieden werden, wodurch eine durch Mediatoren ausgelöste 

Narbenbildung verhindert und das Risiko eines Rezidives verringert wird. 

Zurzeit existieren keine etablierten klinischen Verfahren zur Therapie der Harnröhrenstriktur. 

Bevor eine neue Therapie zum humanen Einsatz kommen kann, muss diese zuerst als „proof 
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of principle“ in einem Tiermodell evaluiert werden. Hierfür eignet sich vor allem das porcine 

Grosstiermodell, da es anatomisch dem Menschen am nächsten kommt (Fraser et al., 2004). 

 

6.1 Phänotypisierung von kultivierten porcinen Urothelzellen 

Der Einsatz autologer Urothelzellen im Großtiermodell für die Therapie der 

Harnröhrenstriktur erfordert die Prüfung von Qualität und Funktionalität der transplantierten 

Zellen. Ein Ziel der Arbeit war es zu überprüfen, ob der epitheliale Phänotyp von porcinen 

Urothelzellen in vitro erhalten bleibt. 

In unseren immunhistochemischen Untersuchungen zur Phänotypisierung von nativen 

Gewebeproben von porcinen Harnleitern und Blasen als Vergleichskontrolle konnte eine 

starke Expression der Zytokeratine 8, 17 und 19 in den intermediären und superficialen 

Schichten des Urothels nachgewiesen werden. Dieses konnte durch andere Arbeitsgruppen 

bestätigt werden [Fraser et al., 2004, Troyanowsky et al., 1989, Moll et al., 1982]. Das 

Zytokeratin 18 zeigte eine starke Expression in den apikalen Bereichen des 

Harnblasenepithels. Das konnte auch von Riedel et al. (2005) gezeigt werden. Ähnlich 

reagierte der Antikörper, der gegen das deckzellspezifische Zytokeratin 20 gerichtet war. Er 

zeigte eine Reaktion des CK20 in den Deckzellen. Diese war jedoch nicht so intensiv und 

gleichmäßig verteilt wie die Expression des CK18 in den Deckzellen. Das konnte durch 

Riedel et al. (2005) und Moll et al. (1992) bestätigt werden. Das CK20 konnte wie auch schon 

in einer Studie über den Vergleich der Expressionen der Zytokeratine in Harnleiter und Blase 

von Riedel et al. (2005) und auch bei Southgate et al. (2007) im Harnleiter nur vereinzelt 

nachgewiesen werden. Es wird vermutet, dass im Vergleich zur Harnblase, wo eine 

geschlossene Deckzellschicht angenommen wird, im Harnleiter nur einzelne Deckzellen 

vorkommen [Riedel et al., 2005]. Ein Grund hierfür könnte die unterschiedliche 

Beanspruchung durch Dehnung sein, die in der Harnblase deutlich stärker ist. 

In den Basalzellen des Harnblasenurothels wurde eine gleichmäßige mittel starke Expression 

des CK14 nachgewiesen [Moll et al., 1982]. Der Pan-Zytokeratinmarker AE1/AE3 reagierte 

mit allen Schichten des Urothels bei Harnblase und Harnleiter, da dieser ein polyklonaler 

Marker für Basal- Intermediär- und Superficialzellen ist. 

Die kultivierten porcinen Urothelzellen wurden nach der Analyse des Zytokeratinmusters im 

nativen Gewebe ebenfalls auf die Zytokeratine 8, 14, 17, 18, 19, 20, und AE1/AE3 untersucht. 

Bis auf das Zytokeratin 20 konnten alle Zytokeratine des nativen Gewebes in der Zellkultur 

nachgewiesen werden. 
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In der Immunzytochemie konnten keine signifikanten Veränderungen in dem Zytokeratin-

muster der porcinen Urothelzellen während der Kultivierung detektiert werden. Der Pan-

Zytokeratinmarker AE1/AE3 war in allen Passagen der kultivierten Zellen stark positiv.  

Vorwiegend wurden CK8, CK17, CK18 und CK19 exprimiert. Diese Zytokeratine werden in 

den intermediären Schichten des nativen Urothels ausgebildet. Daraus lässt sich schließen, 

dass die isolierten Urothelzellen während der Kultivierung in den weniger differenzierten 

Zustand der Intermediärzellen übergehen aber ihren epithelialen Phänotyp beibehalten. 

Obwohl das CK17 physiologisch in stratifizierten Urothelien vorkommt, konnte es in allen 

Passagen nachgewiesen werden. Dieses konnte auch Ludwikowski et al. (1999) in einer 

Studie über den Vergleich der Zytokeratinexpression von humanen und porcinen 

Urothelzellen Nachweisen. Die humanen Urothelzellen zeigten eine schwächere Expression 

des CK17 als die porcinen Zellen. 

Das deckzellspezifische CK20 konnte in der Immunzytochemie nicht nachgewiesen werden. 

Es konnte auch schon von Feil et al. (2007) und Ludwikowski et al. (1999) in kultivierten 

Urothelzellen nicht beobachtet werden.  

Das basalzellspezifische CK14 konnte immunzytochemisch nur sehr vereinzelnd detektiert 

werden. Da das CK14 nach Chu et al. (2001) auch als ein Marker für epitheliale Tumore 

heran gezogen werden kann, spricht die geringe Expression von CK14 gegen eine maligne 

Entartung der Epithelzellen [Moll, 1998]. Dieses zeigt, dass die im nativen Gewebe 

differenzierten Zellen, unter in vitro Bedingungen in einen intermediären/basalen Zustand 

übergehen – in dem die Proliferation aber nicht die Differenzierung der Zellen in der 

Initialphase erwünscht ist. 

Bei der Phänotypisierung der Urothelzellen auf Proteinebene mittels Westernblot zeigten sich 

im Vergleich zur Immunzytochemie Abweichungen bezüglich der Expressionen während der 

Kulturdauer. Im Hinblick auf das allgemeine Zytokeratinmuster der porcinen Urothelzellen 

decken sich die Ergebnisse der Westernblotanalyse mit denen der Immunzytochemie. Die 

Westernblotanalyse zeigte eine Abnahme der CK8 Expression während der Kultivierung, 

wobei es in der Immunzytochemie konstant blieb und in Passage 4 zunahm. Auch das CK17 

zeigte in der Passage 5 in der Immunzytochemie eine Abnahme der Expression, die in der 

Westernblotanalyse nicht dargestellt werden konnte. Die Expression des CK14 war im 

Westernblot in allen Passagen ähnlich und zeigte nur in Passage 5 eine Abnahme. Diese 

Unterschiede in der Expressionsintensität der Zytokeratine erklären sich durch die 

verschiedenen Methoden. Die Bewertung der Expressionen der Zytokeratine mittels 

Westernblot ist wesentlich objektiver als die der Immunzytochemie, da diese durch die 
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Software „Alice“ verifiziert wurden und die Ergebnisse der Immunzytochemie subjektive 

Eindrücke des Betrachters sind.  

Der Pan-Zytokeratinmarker AE1/AE3 ist ein allgemeiner Marker für den epithelialen 

Phänotyp. Er reagierte bei den porcinen Urothelzellen auf die Zytokeratine 5 (58 kDa), 

7 (54 kDa), 8 (52 kDa) und 19 (40 kDa). Das CK5 wird in Basalzellen des Urothels 

zusammen mit dem CK14 exprimiert. Die Zytokeratine 7, 8 und 19 kommen in den 

Intermediärschichten vor. Schon Woodcock-Mitchell et al. (1982) konnten mittels 

Westernblot an humaner Epidermis nachweisen, dass AE1 hauptsächlich mit den 

Zytokeratinen zwischen 50-56 kDa und AE3 mit den höheren Zytokeratinen mit einem 

spezifischen Gewicht von 58-67 kDa reagiert. Sie zeigten auch, dass weder AE1 noch AE3 

mit den wasserunlöslichen Proteinen der Fibroblasten noch mit Aktin oder dem 

Intermediärfilamentenprotein Vimemtin der mesenchymalen Stammzellen reagiert. Der Pan-

Zytokeratinmarker reagiert folglich nicht auf entdifferenzierte Urothelzellen, die fibroblast- 

oder stammzellähnlichen Charakter aufweisen. Die Expressionsintensitäten der einzelnen 

Zytokeratine des Pan-Zytokeratinmarkers AE1/AE3 zeigen im Vergleich zu den beiden 

monoklonalen Antikörpern gegen CK8 und 19 höhere Werte. Eine Erklärung hierfür könnte 

sein, dass die Kreuzreaktivität des Pan-Zytokeratinmarkers wesentlich höher ist als die der 

anderen monoklonalen Antikörper. Diese Antikörper waren auch nicht spezifisch gegen 

Schwein ausgerichtet, wobei der AE1/AE3 Antikörper hervorragend mit porcinen Zellen 

reagierte. Allerdings decken sich die Ergebnisse des AE1/AE3 Westernblots mit denen der 

Immunzytochemie, denn auch hier nahm die Expressionsintensität von CK8 und 19 mit 

Anzahl der Passagenzahl zu. Die starke Zunahme der Expressionsintensität des CK19 in 

Passage 5 (>200%) könnte auch ein erstes Zeichen für eine maligne Veränderung oder 

Dedifferenzierung der porcinen Urothelzellen durch die Dauer der Kultivierung sein. Das 

CK19 wird verstärkt in Adenokarzinomen von Leber, Niere, Lunge, Uterus, Mamma und 

unter anderem auch in Urothelkarzinomen ausgebildet.  

Die Qualität der Urothelzellen wurde zusätzlich mit dem Apoptosemarker Kaspase 3 

untersucht. Es konnten keine apoptotischen Zellen gefunden werden, was für eine gute 

Qualität der Urothelzellen und Kulturbedingungen spricht. 

Für die Implantation von porcinen Urothelzellen können Zellen in den Passagen 1-4 

verwendet werden, da sie bis auf geringe Abweichungen, weder in der Immunzytochemie 

noch in der Westernblotanalyse, große Unterschiede in ihrem epithelialen Phänotyp 

aufwiesen. Sie zeigten einen epithelialen intermediären Phänotyp, der u. a. typisch für ein 

einschichtiges unverhorntes Epithel ist [Moll, 1998], so wie es in der Zellkultur vorliegt. 
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Aufgrund des starken Anstiegs der CK19 Expression scheinen porcine Urothelzellen in 

Passage 5 für eine in vivo Applikation nicht geeignet zu sein. 

 

6.2 PKH26-Markierung porciner Urothelzellen in vitro 

Die Urothelzellen sollen in die Harnröhre der Schweine an die Stelle der geschlitzten Striktur 

injiziert werden und dort für eine Versuchsdauer von 2-8 Wochen verweilen. Um die 

implantierten Urothelzellen nach der Inkubationszeit für die Auswertung eindeutig detektieren 

zu können, ist es notwendig die Zellen vor Versuchsbeginn zu markieren. Vorraussetzung 

hierfür sind ein optimales Markierungssystem und die bestmöglichste Detektionsmethode. Bei 

den Markierungssystemen stehen radioaktive Markierungen, Fluorochrom-Verbindungen und 

Fluorochrom konjugierte Antikörper zur Auswahl. Entscheidend für die Auswahl eines 

Markierungssystems ist die Frage, ob die Kopplung selbst die Funktion der Zelle 

beeinträchtigt oder gar stört. Des Weiteren sind die Intensität und Stabilität der 

Zellmarkierung für eine in vivo Applikation von entscheidender Bedeutung. 

Zu den Fluoreszenzfarbstoffen, mit denen Zellmarkierungen durchgeführt werden, gehören 

die Isothiocyanatverbindungen (FITC, RITC). Sie eignen sich vor allem für die Markierung 

der Oberflächenproteine auf Lymphozyten. Nachteil dieser Farbstoffe ist die zu schnelle 

Eluierung aus den Zellen und die zusätzliche Markierung von angrenzenden Zellen. Ein 

weiteres Markierungssytem ist ein Indocarbocyaninfarbstoff, doch auch bei diesem treten 

Probleme mit unregelmäßigen Markierung und schlechten Reproduzierbarkeit auf. 

Zu den radioaktiven Markierungssubstanzen gehören 125J ([125J]-5-jodo-2-desoxyuridin), 
51Cr (Natriumchromat) und 111In (Indiumoxin). Nachteile beim Einsatz von radioaktiver 

Substanzen sind u. a. die „Carrier-Toxizität“, die internen Strahlungseffekte, die schlechte 

Aufnahme und die schnelle Elution aus den Zellen. Außerdem besteht eine nicht unerhebliche 

Gefährdung des wissenschaftlichen Personals. 

Auf Grund der aufgeführten Probleme mit den verschiedenen Markierungssytemen wurde in 

dieser Studie die Einsetzbarkeit der Markierung von Urothelzellen mit PKH26 (Sigma-

Aldrich) untersucht. 

PKH26 ist ein aliphatischer, fluoreszierender Farbstoff. Er besteht aus lipophilen 

Kohlenwasserstoffketten, einem Linkermolekühl und dem Fluorochrom selbst. Die lipophile 

Kohlenwasserstoffkette löst sich in der Lipiddoppelschicht der Zellmembran, was zu einer 

festen Bindung an die Zelle führt. In der Literatur wurden u. a. Neuronen, Gliazellen [Haas et 

al., 200], Bakterien [Raybourne et al., 1994], Lymphozyten [Ashley et al., 1993; Khalaf et al., 

1993; Samlowski et al., 1991], Phagozyten [Horan et al., 1990], Erythrozyten [Horan et al., 
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1990] Knochenmarkszellen [Matsunuma et al., 2006], Hepatozyten [Bruns et al., 2005] und 

Endothelzellen [Messina et al., 1992] mit PKH26 markiert. Laut Herstellerangaben ist eine 

Halbwertszeit für die Elution des PKH26 Linkers aus Erythrozyten von 100 Tagen in vivo 

angegeben. 

Mittels WST-1-Test wurde in dieser Arbeit der Einfluss der PKH26-Markierung auf die 

Vitalität der Urothelzellen untersucht. Es konnte kein zytotoxischer Effekt auf die 

Urothelzellen nachgewiesen werden. Die Vitalität der markierten Urothelzellen war bis Tag 4 

höher als die der unmarkierten Zellen (=Positiv-Kontrolle). Ab dem fünften Tag konnte eine 

Abnahme in der Vitalität der markierten Urothelzellen im Vergleich zur Positiv-Kontrolle 

verzeichnet werden. Gründe für den Rückgang der Zellvitalität könnten der Nährstoffmangel 

im Versuchsverlauf durch fehlenden Mediumswechsel und nach Erreichen der Konfluenz, die 

Kontaktinhibition sein. Ähnliche Ergebnisse zur Vitalitätsmessungen von PKH26 markierten 

Zellen erzielten Samlowski et al. (1991), indem sie die Vitalität von Lymphozyten mittels 

Trypanblau-Färbung bestimmten. Sie konnten zeigen, dass eine Langzeitmarkierung von 

Leukozyten mit PKH26 keine Auswirkungen auf die Zellvitalität hat. Auch Ashley et al. 

(1993) ermittelten die Vitalität von PKH26 gefärbten Leukozyten, indem sie die Summe der 

Zellen mit der mittleren Fluoreszenz der Zellen verglichen und dadurch ein Maß für die 

gesamte Fluoreszenz (100%) am Anfang der Kultur und zu bestimmten Zeitpunkten erhielten, 

welche sich nur änderte (erniedrigte), wenn durch Zelltod Zellen ausschieden. 

Parallel zur Vitalität wurde die Proliferation von PKH26 markierten porcinen Urothelzellen 

mit dem BrdU-Test (Roche) bestimmt. Es wurden die Proliferation in den Tagen 1-7 

gemessen. Die Messwerte für die Proliferation der markierten Urothelzellen waren vom ersten 

bis zum sechsten Tag größer als die der Positiv-Kontrolle, also ähnlich im Vergleich zur 

Vitalität der markierten Zellen. Nach einer Woche nahm die Proliferation der Urothelzellen 

um ca. 40% im Vergleich zur Positiv-Kontrolle ab. Hierbei ist zu bedenken, dass die 

Urothelzellen innerhalb von 7 Tagen in dem Well der Kulturplatte eine Konfluenz von 100% 

erreichten. Dadurch kam es zur Kontaktinhibition und zur Proliferationshemmung. Die 

Wachstumsrate der Zellen blieb von der Markierung unbeeinflusst. Nach Ashley et al. (1993) 

bleibt die Proliferation der Zellen durch eine PKH26-Markierung von Leukozyten 

unverändert. Sie ermittelten die Proliferationsrate mittels FACS-Analyse. Auch Boutonnat et 

al. (1998) konnten im Vergleich verschiedener Proliferationsmeßmethoden (Brdu, FACS) 

keinen Unterschied in der Proliferationsrate von PKH26 gefärbten oder ungefärbten 

(Kontrolle) peripheren Blutzellen ermitteln. 
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Des Weiteren wurde in dieser Arbeit die Stabilität von PKH26 markierten Zellen im 

Langzeitversuch bis zu 35 Tagen in der Zellkultur im Hinblick auf den Einsatz im 

Tierversuch untersucht. Dazu wurden die porcinen Urothelzellen PKH26 gefärbt, kultiviert 

und im Abstand von 7 Tagen die Gesamtzellzahl und die Anzahl der rot fluoreszenzierenden 

Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop bestimmt. Anschließend wurde der Anteil der 

PKH26 positiven Zellen von der Gesamtzahl berechnet. Die Ergebnisse dieses Versuches 

zeigten eine stetige Abnahme der PKH26 positiven Zellen. Nach 14 Tagen waren noch 50% 

und nach 35 Tagen sogar nur noch 5% der porcinen Urothelzellen positiv. Es ist davon 

auszugehen, dass bei jeder Zellteilung jede Tochterzelle die Hälfte des Farbstoffes, der in der 

Membran der Elternzelle vorhanden ist, bekommt. Dadurch nehmen die Stabilität und vor 

allem auch die Intensität der PKH26 Fluoreszenz in Abhängigkeit von der Proliferationsrate 

der verwendeten Zellen ab. Boutonnat et al. (1998) verwendeten nicht proliferierende 

periphere Blutzellen um die Stabilität der Markierung von PKH26 zu testen. Sie zeigten, dass 

die PKH26 Fluoreszenz ohne Zellteilung nach 6 Tage Kulturdauer sich nicht signifikant von 

der Fluoreszenz von Tag 0 unterschied. 

Das native Urothel gehört zu den regenerationsstabilen Geweben und hat physiologisch eine 

sehr niedrige „turn-over“ Rate. Die Lebenserwartung einer Urothelzelle liegt laut Cooper 

(1972) und Blenkinsopp (1969) zwischen 6 Monaten und einem Jahr. 

Strehl et al. (2002) geben eine Mitoserate für das Urothel von 2% am Tag an. Die Mitoserate 

unserer porcinen Urothelzellen in vitro lag bei 25% pro Tag, dieses entspricht einer 22,5-fach 

höheren Zellteilung als in vivo. Gründe hierfür sind eine gesteigerte Proliferationsrate in vitro, 

die durch das Kulturmedium induziert wird. Bei einem Vergleich dieser beiden Werte und der 

Zeit, die in den in vitro Studien ermittelt wurde (50% positiv für PKH26 nach 14 Tagen), 

wären 50% der PKH26 markierten Zellen in vivo 315 Tagen nach Implantation bzw. 

Markierung nachweisbar. Dieses zeigt, dass die PKH26 Markierung sehr gut für 

Langzeitstudien geeignet ist. Allerdings ist auch zu beachten, dass die „turn-over“ Rate des 

Urothels durch die Verletzung bei der Schlitzung der Harnröhrenstriktur im Tiermodell 

ansteigt [Baskin et al., 1997]. 

Laut Hersteller-Information ist eine Halbwertszeit für die Elution des PKH26-Linkers von 

100 Tagen in vivo für die Detektion von Erythrozyten angegeben. 

Haas et al. (2000) konnte PKH26 markierte transplantierten Nervenzellen 4 Monate nach 

Implantation nachweisen. Hierbei ist zu bedenken, dass die Proliferationsrate von 

Nervenzellen in vivo 0% beträgt. Matsunuma et al. (2006) konnten 14 Tagen nach 

Implantation PKH26 markierte Knochenmarkszellen detektieren und Bruns et al (2005) 
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gefärbte Leberzellen nach 7 Tagen. Die Arbeitsgruppe von Dell´ Accio (2005) konnten 

PKH26 markierte Chondrozyten bis zu 14 Wochen (98 Tage) nach Implantation in vivo 

nachweisen. Das ist der längste Zeitraum, der in der Literatur beschrieben wird. 

Andere Arbeiten aus unserem Labor, die parallel durchgeführt wurden, konnten 

mesenchymale Rattenstammzellen 163 Tage nach Implantation nachweisen. 

Während der Langzeitstudie zur PKH26 Stabilität konnte beobachtet werden, dass die 

PKH26-Linker zu Clustern akkumulierten und punktförmig wie Granula in der Membran der 

Urothelzellen erschienen (Abb. 41 a-f). Ähnliches wurde von Haas et al. (2000) in der 

Zellkultur von Nervenzellen beobachtet. Eine veränderte Morphologie der Urothelzellen nach 

PKH26-Markierung konnte nicht festgestellt werden. 

Zusammenfassend ist zu sagen, dass die Markierung mit dem PKH26-Linker eine gute 

Methode für Langzeitstudien zur Detektion von Zellen in vivo ist. Die Dauer der Stabilität des 

Linkers ist von der Mitoserate des jeweiligen Gewebes abhängig. Die durchschnittliche 

Halbwertszeit von 100 Tagen in vivo kann durch eigene Untersuchungen und durch 

Literaturangaben bestätigt werden. 

Die Stabilität in vitro ist auf Grund der hohen Proliferation deutlich verkürzt. Die Vitalität und 

Proliferation von Urothelzellen wird nicht negativ beeinflusst. 

 

6.3 Biokompatibilitätsuntersuchungen zum Einfluss von stabilisierter 

Hyaluronsäure mit Dextranomeren auf porcine Urothelzellen 

Um ein Abschwimmen der injizierten Urothelzellen im Bereich der resezierten Striktur zu 

vermeiden, wird eine geeignete Trägersubstanz benötigt. Diese sollte als temporäre Matrix 

und zur homogenen Verteilung der Zellen dienen, ohne einen negativen auf die Vitalität der 

Zellen auszuwirken. Zudem ist die klinische Zulassung des verwendeten Trägermaterials im 

Hinblick auf eine spätere klinische Anwendung unerlässlich. 

In der Literatur werden verschiedene Trägersubstanzen zur Implantation von 

Zellsuspensionen beschrieben. Häufig werden jedoch im Bereich des Tissue Engineering 

Matrizes (azellulär oder synthetisch) verwendet, die in vitro mit Zellen besiedelt werden, 

bevor sie in vivo eingesetzt werden. 

Moriya et al. (2003) verwendeten für die Besiedlung von Kollagenschwämmen mit porcinen 

Urothelzellen ein Kollagengel als Trägersubstanz. Sie zeigten, dass die Zellen ähnlich dem 

nativen Urothel stratifizierten und sich in 4-5 Schichten übereinander anordneten. 

Wechselberger et al. (1998 und 2001) verwendeten mehrfach erfolgreich Fibrinkleber mit 

murinen Urothelzellen für die Rekonstruktion des Harntrakts im Rattenmodell. Sie 
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besiedelten künstlich hergestellte blasenähnliche Kapseln mit murine Urothelzellen als 

Suspension in Fibrinkleber. Im Vergleich zur Kontrollgruppe (ohne Fibrinkleber) konnten im 

Fibrinkleber histologisch mehrlagige, AE1/AE3 positive Zellcluster gefunden werden. In 

einem zweiten Projekt wurde eine Suspension von Urothelzellen, Fibrinkleber und Medium 

unter die Faszie des M. rectus abdominis injiziert. Nach 1-4 Wochen konnten vitale 

mehrlagige Zellcluster nachgewiesen werden. Ähnliches gelang Bach et al. (2001). Sie 

verwendeten Fibrinkleber als Trägersubstanz zur Besiedlung von, vorher in Ratten unter die 

Haut implantierte, Silikonröhrchen mit Urothelzellen als Harnröhrenersatz. 

In unserer Arbeitsgruppe wurde stabilisierte Hyaluronsäure (HA) mit einem Zusatz von 

Dextranomeren (Zuidex der Firma QMed) hinsichtlich ihrer Biokompatibilität und deren 

Eignung als Trägersubstanz näher untersucht. 

Hyaluronsäure ist ein Glykosaminglykan, das einen wichtigen Bestandteil des Bindegewebes 

darstellt und eine Rolle bei der Zellproliferation und Zellmigration spielt. Hyaluronsäure 

besteht aus β-(1→4)-glykosidisch miteinander verknüpften Glukuronyl-β-(1→3)-N-

Acetylglukosamin- Disaccharideinheiten, wobei bis zu 100.000 aufeinander folgen können. 

Die Zuckereinheiten sind unsulfatiert. Hyaluronsäure liegt als amphipathische Helix vor und 

ist als einziges Glykosaminoglykan nicht an ein Proteinzentralfilament gebunden. Ein 

Hyaluronsäuremolekül kann durch Hydratisierung eine bis zu 10.000-fach größere 

Raumbeanspruchung besitzen als das Volumen des Moleküls selbst, so dass sich schon bei 

niedrigen Konzentrationen ein viskoses Gel bildet. 

Hyaluronsäure kommt im Knorpel, in der Synovia, in der Nabelschnur sowie im Glaskörper 

des Auges vor. In den Fibroblasten wird die Hyaluronsäure aus Glucose synthetisiert. 

Eine Sonderform ist stabilisierte Hyaluronsäure (z. B. Produkte mit NASHA- Technologie) 

die je nach Hersteller zwischen weniger als 1% und bis zu ca. 20-30% verändert werden. Für 

die Haltbarkeit der Produkte spielt der Prozentsatz der Stabilisierung keine große Rolle, 

wichtig ist die Art der Stabilisierung. 

Die Hyaluronsäure wird in der Medizin in vielen verschiedenen Gebieten eingesetzt. Seit etwa 

1990 werden Hyaluronsäurepräparate in arthrosegeschädigte Gelenke gespritzt, um die 

Gleitfähigkeit der veränderten Gelenke zu verbessern. 

Einige Nasensprays gegen Schnupfen enthalten Hyaluronsäure um der Austrocknung der 

Nasenschleimhäute vorzubeugen. Auch in Augentropfen zur Behandlung der 

Keratokonjunktivitis sicca findet die Hyaluronsäure Verwendung. Die viskoelastische 

Eigenschaft der Hyaluronsäure sorgt für einen stabilen und langanhaltenden Tränenfilm ohne 

Beeinträchtigung des Sehens. Seit einigen Jahren sind Produkte auf dem Markt, die 
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Patientinnen mit Belastungsinkontinenz eine Behandlung mit stabilisierter Hyaluronsäure 

ermöglicht. Hier werden vier Hyaluronsäure-Depots um die Harnröhre injiziert. Männliche 

Inkontinenz- Patienten (z.B. nach radikaler Prostatektomie) können ebenfalls behandelt 

werden. 

Erfolgsversprechend sind die Ergebnisse, die bei der Behandlung von vesikorenalem Reflux 

(VUR) bei Kindern mit stabilisierter Hyaluronsäure erziehlt werden konnten [Stenberg et al., 

1995]. 

Hyaluronsäurepräparate werden auch zur Faltenunterspritzung, zum Modellieren der Lippen 

(Vergrößerung, „aufspritzen“), zur Hautauffrischung oder zum Aufbau von Gesichtskonturen 

verwendet. Je nach Stabilisierung der Hyaluronsäure bleibt der so gewonnene Effekt 6-12 

Monate erhalten. 

Durch die vielfältigen Anwendungen der Hyaluronsäure in der Medizin und dem nicht 

tierischem Ursprung der eingesetzten Hyaluronsäure würde einer medizinischen Zulassung 

nichts im Weg stehen, wenn die Tierversuche vielversprechende Ergebnisse zeigen. 

Die Dextranomere bestehen aus Polysacchariden (Dextran). Diese sind durch Quervernetzung 

miteinander verbunden und bilden dadurch das nicht anaphilaxierende Dextranomer. 

Dextranomer wird seit über 30 Jahren erfolgreich zur Behandlung von exsudativen Wunden 

und Geschwüren eingesetzt [Parulkar et al., 1985]. Die Dextranomere können das 

Wundexudat durch den Kapillarfluss aufnehmen. Außerdem können kleinere Moleküle wie 

Elektrolyte, Prostaglandine und Hormone von den Dextranomeren aufgenommen werden. 

Größere Moleküle und Mikroorganismen können an der Dextranomeroberfläche anheften 

[Zühlke et al.]. Alle diese Eigenschaften sind ein großer Vorteil da bei der Schlitzung der 

Harnröhrenstriktur Wundexudat, eine Entzündung oder eine Infektion entstehen kann, 

welches sich negativ auf die Vitalität der Zellen auswirken kann. 

In dieser Arbeit wurde mittels WST-1-Test der Einfluss von verschiedenen Hyaluronsäure-

konzentrationen auf die Vitalität der porcinen Urothelzellen charakterisiert. Es konnte gezeigt 

werden, dass höhere Konzentrationen zu einer verminderten Zellvitalität führten. Die besten 

Ergebnisse konnten bei einem Hyaluronsäure-Medium-Verhältnis von 1:4 und 1:5 ermittelt 

werden, wobei das Verhältnis von 1:5 nicht viskös genug war um als Trägermaterial zu 

fungieren. Gründe für die verminderte Zellvitalität können unter anderem sein, dass die 

Hyaluronsäurekonzentration zu ungunsten der Mediummenge anstieg und die Ernährung der 

Zellen nicht optimal gewährleistet werden konnte. 

Unter anderem zeigte sich in den ersten beiden Tagen eine deutlich geringere Vitalität der 

Zellen in den niedrigen Hyaluronsäure-Medium-Gemischen im Vergleich zur 
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Positivkontrolle. Da es sich bei den in der Hyaluronsäure beigemischten Dextranomeren um 

Kugeln (2-3mal größer als Zelle) handelt und die Viskosität im Vergleich zu der 

Positivkontrolle erhöht ist wurde ein Adhärenztest durchgeführt. Hierbei wurde 

nachgewießen, dass die Migration der Zellen mit der Hyaluronsäure erschwert ist. Nach 3 

Tagen hatten erst 63% der Zellen im Vergleich zur Positivkontrolle auf dem Wellboden 

adhäriert. Die restlichen Zellen wurden vor dem Vitalitätstest mit dem restlichen Überstand 

abgesaugt und konnten deshalb nicht mitgemessen werden. Dieses würde zusätzlich erklären, 

warum die Vitalität mit der Hyaluronsäuremenge abnimmt. 

Da die Strikturen sich nicht nur am ventralen Harnröhrenlumen befinden, sondern überall im 

Lumen, bietet diese Trägersubstanz aufgrund ihrer Viskosität den Vorteil, dass die Zellen in 

allen Teilen des beschädigten Urothels migrieren können und lokal am gewünschten Ort 

verbleiben. 

Die nicht tierische Hyaluronsäure wurde in mehreren in der Literatur beschriebenen Studien 

vielfältig eingesetzt. 

In einer Studie von Ibrahim et al. (2006) wurde der Einfluss von Hyaluronsäure auf die 

Proliferation von Endothelzellen untersucht. Es konnte keine verminderte Proliferation 

festgestellt werden. 

Bellew et al. (2005) testen die Hyaluronsäure auf ihre Sterilität nach dem Einsatz beim 

Patienten. Sie inkubierten Spritzen mit Hyaluronsäureresten unter aeroben und anaeroben 

Bedingungen für einen Zeitraum von 2 bis 9 Monaten. Es konnte zu keinem Zeitpunkt ein 

Bakterienwachstum nachgewiesen werden. Dieses wäre ein großer Vorteil um eventuell 

aufsteigenden Harnwegsinfektionen entgegen zuwirken oder diese zu verursachen. 

Moon et al. (2003) verwendete die Hyaluronsäure zur Penisvergrößerung in verschiedenen 

Tiermodellen (Kaninchen, Hund). Nach 3 bis 90 Tagen wurden die Organe entnommen und 

histologisch untersucht. Bis zu 2 Wochen nach Implantation konnten entzündliche Infiltrate 

nachgewiesen werden. In den Langzeitversuchen wurden keine Entzündungen oder 

Abstoßungsreaktionen festgestellt, was auf eine gute Biokompatibilität schließen lässt. 

Lupton et al. (2000) beobachteten bei mehreren Patienten allergische Reaktionen, wenn die 

Hyaluronsäure als Faltenauffüller mehrmals unter die Haut gespritzt wurde. 

In unseren Versuchen konnte kein negativer Einfluss bezüglich der Biokompatibilität der 

Hyaluronsäure oder den Dextranomeren auf die Urothelzellen festgestellt werden. Bei einem 

Hyaluronsäure-Medium-Gemisch von 1:4 konnte eine gute Zellvitalität, eine relativ hohe 

Adhärenz der Zellen in den ersten 3 Tagen (63% der Positivkontrolle) und eine gute 
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Viskosität für die Handhabung und Verteilung der Zellen in der Harnröhre nachgewiesen 

werden. 

 

6.4 Untersuchungen zum Einfluss von stabilisierter Hyaluronsäure auf porcine 

Urothelzellen im Ko-Kulturmodell mit murinen Fibroblasten 

Es wurde der Einfluss der Hyaluronsäure auf den epithelialen Phänotyp der Urothelzellen in 

einem Ko-Kulturmodell mit murinen Fibroblasten mittels Immunhistologie überprüft. 

Zusätzlich wurden in diesem Ko-Kulturmodell die zelluläre Morphologie mittels 

Rasterelektronenmikroskopie und die Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten mittels 

Transmissionselektronenmikroskopie näher charakterisiert. 

 

6.4.1 Immunhistologische Untersuchungen der Ko-Kulturen mittels Pan-Zytokeratin-

marker AE1/AE3 

Die porcinen Urothelzellen wurden mittels des Pan-Zytokeratinmarkers AE1/AE3 

immunhistologisch untersucht. Sie zeigten nach 3 Wochen keine Veränderung in ihrem 

epithelialen Phänotyp. Es konnte kein Unterschied im Expressionslevel des Pan-

Zytokeratinmarkers AE1/AE3 in der Ko-Kultur mit bzw. ohne Hyaluronsäure nach 3 Wochen 

Inkubationsdauer nachgewiesen werden. Es ist davon auszugehen, dass weder die stabilisierte 

Hyaluronsäure noch die murinen Fibroblasten eine dedifferenzierende Wirkung auf die 

Urothelzellen haben. Auch Fossum et al. (2004) gelangten zu ähnlichen Ergebnissen bei 

humanen Urothelzellen, die 3 Wochen als Ko-Kultur mit Fibroblasten inkubiert worden sind. 

Diese Zellen zeigten in der Immunhistologie ein positives Ergebnis für die Zytokeratine 5, 6, 

8, 17, 19. 

Weiterhin wird in der Literatur diskutiert ob die Anwesenheit von Fibroblasten in einer Ko-

Kultur eine Auswirkung auf die Urothelzellen hat.  

Fujiyama et al. (1995) beobachtet, dass ihre Urothelzellen auf einer Kollagenmatrix nur mit 

der Anwesenheit von Fibroblasten differenzierten. 

Staack et al. (2001) untersuchten das Wachstum von humanen und porcinen Urothelzellen 

unter dem Einfluss von Fibroblasten und von durch Fibroblasten konditioniertem Medium. 

Dabei konnte beobachtet werden, dass die Fibroblasten und auch das konditionierte Medium 

einen stimulierenden Effekt auf die Proliferation der Urothelzellen hat. Allerdings ist dieser 

Effekt speziesabhängig. Es konnte in dieser Studie keine positive Auswirkung von porcinen 

Fibroblasten auf die Proliferation von humanen Urothelzellen und andersherum festgestellt 

werden. 
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Maas-Szabowski et al. (2001) beobachtet einen ähnlichen Effekt bei der Proliferation von 

Keratinozyten unter dem Einfluss von Fibroblasten. Sie erklärten diesen Effekt dadurch, dass 

die Keratinozyten Interleukin-1-α, -β produzieren. Die Interleukine bringt die Fibroblasten 

dazu den Keratinozyten-Growth-Faktor (KGF) zu synthetisieren, der dann wiederum die 

Keratinozyten veranlasst TGF-α zu produzieren und dadurch zu proliferieren. 

Es konnte keine Durchmischung der Urothelzellen und Fibroblasten beobachtet werden. 

Die Urothelzellen zeigten ein 3D-Wachstum in 2-3 Schichten in vitro, allerdings konnte keine 

5-6 fache Schichtung der Urothelzellen wie in vivo erreicht werden. 

Bei denen mit Hyaluronsäure und Dextranomeren inkubierten Ko-Kulturen konnte in der 

Immunhistologie eine stark aufgelockerte Struktur der Urothelzellen beobachtet werden. 

Es ist davon auszugehen, dass die Urothelzellen sich um die Dextranomere herum anlagerten 

und dadurch keine durchgehend kompakte Urothelschicht entstehen konnte. 

 

6.4.2 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen der Ko-Kulturen 

Die Ko-Kulturen wurden nach 1 und 3 Wochen Inkubationszeit rasterelektonenmikroskopisch 

untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die Urothelzellen sich in mehreren Schichten 

dreidimensional übereinander lagerten und dadurch eine geschlossene Urotheldecke entstand. 

Die Zellen bildeten untereinander Zell-Zell-Kontakte aus. 

Die REM-Untersuchungen unterstützen die immunhistologischen Daten hinsichtlich des 

Einflusses der Dextranomere auf die Ausbildung von mehrlagigen Zellschichten. Es konnte 

gezeigt werden, dass die Urothelzellen sich um die Dextranomere anlagerten und diese in den 

Zellverband integrierten. Dieses ist wahrscheinlich auf die positive Oberflächeneigenschaft 

der Dextranomere zurückzuführen und würde für eine gute Biokompatibilität sprechen. 

 

6.4.3 Transmissionselektronenmikroskopische Untersuchungen der Ko-Kulturen 

In den transmissionselektronenmikroskopischen Untersuchungen konnten in allen Proben 

intrazelluläre Bestandteile wie Mitochondrien, Ribosomen, endoplasmatisches Retikulum, 

und Lipidtropfen sowie Endozytosevorgänge detektiert werden, was für eine gute Vitalität 

und Aktivität der Zellen sprechen. Zusätzlich konnten in manchen Proben extrazelluläre 

Strukturen wie Mikrovilli, Desmosomen und Tight Junctions gefunden werden. 

Welche Aufgabe den Mikrovilli im Urothel zukommt ist nicht vollständig geklärt. 

Möglicherweise spielen die Mikrovilli eine resorptive Funktion bei der 

Harnzusammensetzung. Deng et al. (2001) zeigten, dass das Urothel aktiv an der 

Zusammensetzung des Harns beteiligt ist. Sie bewiesen, dass das Rinderurothel eine Reihe 
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verschiedener Proteine wie Plasminogen-Aktivator, Urokinase und Serinproteasen über 

cAMP- und Calcium-abhängige Mechanismen in den Harn sezernieren. 

Die Mikrovilli wurden vor allem an den intermediären Urothelzellen in allen Ko-Kulturen 

gefunden. Diese Beobachtung machten auch Liebhold et al. (1995) in nativen 

Schweineurothel. Sie postulierten einen Verlust der Mikrovilli zugunsten der Entwicklung 

von Deckzellen und ihrer typischen „mikroiden Plaques“ aus nachrückenden 

Superficialzellen. Die Hyaluronsäure und die Dextranomere hatten keine Auswirkung auf die 

Ausbildung von Mikrovilli. 

Desmosomen kommen in allen Epithelzellen vor und sind entscheidend an der Stabilisierung 

von Zellen im Verband beteiligt (Borrmann et al., 2000). Das Desmosomen besteht aus 2 

Hälften und einem Spaltraum von ca. 30 nm. Der Spaltraum ist im Elektronenmikroskop als 

eine zentrale Mittellinie zu erkennen. Auf der zytoplasmatischen Seite befindet sich jeweils 

eine elektronendichte Plaquestruktur die sich der Plasmamembran symmetrisch anfügt. In 

diese Plaques inserieren Intermediärfilamente und verankern so das Desmosomen im 

Zytoskelett. 

Die am Aufbau beteiligten Proteine lassen sich in 3 Proteinfamilien einteilen: desmosomale 

Cadherine, armadillo Proteine und Plakine, welche wiederum in verschiedene Isoformen 

unterteilt werden können. Welche der Isoformen exprimiert wird, ist vom Gewebe abhängig. 

Es können auch mehrere Isoformen in denselben Geweben auftreten [Schafer et al., 1994]. 

In den Ko-Kulturen konnten in beiden Proben nach 1 Woche die Ausbildung von 

Desmosomen beobachtet werden. In der Kontrolle nahm die Anzahl der Desmosomen bis zur 

3 Woche zu. Dieses lässt auf eine feste Struktur der Urothelzellen in der Ko-Kultur schließen. 

In den mit Hyaluronsäure und Dextranomer inkubierten Ko-Kulturen konnten nach 3 Wochen 

keine Desmosomen nachgewiesen werden. Dieses bestätigt auch wieder den Verdacht aus der 

Immunhistologie, dass die Zellstruktur nicht so kompakt war im Vergleich zur Kontrolle. 

Leider konnten aufgrund der Präparation der Proben in den transmissionselektonen-

mikroskopischen Aufnahmen keine Dextranomere mehr detektiert werden.  

Tight Junctions sind Zell-Zell-Verbindungen, die sowohl in endothelialen als auch in 

epithelialen Geweben vorkommen [Schneeberger und Lynch, 2004]. Ihre Aufgabe besteht 

zunächst in der Errichtung einer Barrierefunktion. Sie verhindern einen unkontrollierten 

Austausch von Wasser und niedermolekularen Stoffen, so dass die Homöostase im Gewebe 

aufrechtgehalten werden kann. Allerdings stellen sie keine starre Barriere dar. Auch 

verhindern sie die laterale Diffusion von Proteinen in der Plasmamembran. Sie fungieren als 

Abgrenzung der basolateralen und der apikalen Membran [Yap et al., 1998]. 
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Elektronenmikroskopisch stellen sich Tight Junctions als ausgedehnter Kontaktbereich zweier 

benachbarter Zellen dar. 

Tight Junctions konnten in den Ko-Kulturen in beiden Kontrollen und in der Probe mit 1 

Woche Inkubationszeit gefunden werden.  

In dem Ansatz mit Hyaluronsäure und Dextranomeren und einer Inkubationszeit von 3 

Wochen konnten keine Tight Junctions gefunden werden was wiederum den Verdacht 

bestätigt, dass die Urothelzellen sich nicht zu einem kompakten Gewebe zusammenschließen 

konnten. 

 

An den apikalen Zellen der Ko-Kulturen konnten in allen Proben an manchen Stellen 

asymetrische Plasmamembranen mit microiden Plaques beobachtet werden. Diese microiden 

Plaques enthalten Uroplakine die normal nur in Deckzellen vorkommen. Zusätzlich konnten 

an den jeweiligen Stellen eine Vielzahl von diskoiden Vesikeln gesehen werden, welche 

ebenfalls von Uroplakin-haltigen Plaques gebildet werden. 

Daneben fanden sich allerdings jedoch auch viele apikale Zellen ohne diese Charakteristika. 

Diese Zellen verfügten stattdessen über die vorher erwähnten Mikrovilli an ihrer Oberfläche. 

Ähnliche Beobachtungen machten Veranic et al. (2004) in regenerierender muriner Harnblase 

nach Cyclophosphamidbehandlung. Die regenerierenden Zellen entwickelten zunächst 

Mikrovilli und erst in einem späteren Stadium die typischen microiden Plaques mit Uroplakin. 

Die Mikrovilli-tragenden apikalen Zellen stellen folglich noch unreife Deckzellen dar. 

 

Zusammenfassend ist zu sagen, dass die Urothelzellen in der Ko-Kultur in beiden Ansätzen 

ihren Phänotyp behielten und sich dreidimensional in mehreren Schichten übereinander 

anordneten und Deckzellen-ähnliche Strukturen an einigen apikalen Zellen ausbildeten. 

Allerdings führte die Zugabe des Hyaluronsäure-Dextranomer-Gemisches dazu, dass die 

Urothelzellen sich um die Dextranomere herum lagerten und dadurch Zellkomplexe mit 

aufgelockerter Struktur mit wenigen Zell-Zell-Kontakten entstanden. 



Ausblick 

 92 

7. Ausblick 

 

Auf der Basis der in-vitro-Vorversuche, soll als nächster Schritt die endoskopische 

Applikation von autologen Urothelzellen zusammen mit einem Hyaluronsäure-Medium-

Gemisch als Trägermatrix für die Therapie von Harnröhrenstrikturen in einem Großtiermodell 

untersucht werden. Als Modelltier soll das Minipig verwendet werden. 

In diesem Tiermodell soll unter anderem die Integration und die Vitalität der implantierten 

autologen Urothelzellen charakterisiert werden. Des Weiteren soll untersucht werden, ob der 

epitheliale Phänotyp der implantierten Urothelzellen auch nach erfolgreicher Implantation 

erhalten bleibt. Zusätzlich soll geprüft werden, ob die Integration der implantierten Zellen in 

das Urothel zu einer vollständigen Regeneration und Wiederherstellung der Gewebeintegrität 

führt. Überdies soll analysiert werden, inwieweit die Zellimplantation und die daraus 

resultierende Regeneration des Urothels einen hemmenden Einfluss auf die Entwicklung der 

Spongiofibrose bzw. Harnröhrenstriktur hat. Hierbei würde die Analyse des Kollagen I : III 

Verhältnis ein hilfreiche Unterstützung für die Bewertung der Strikturentwicklung sein. 

Zusätzlich wäre die Beimischung von anti-fibrotischen und entzündungshemmenden 

Wirkstoffstoffen, wie z. B. Paclitaxel oder Mitomycin C, in das Hyaluronsäure-Medium-

Gemisch eine weitere Option, um eine überschießende Fibrosierung zu vermeiden. 
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8. Zusammenfassung 

 

Der Einsatz autologer Urothelzellen im Großtiermodell für die Therapie der 

Harnröhrenstriktur erfordert die Prüfung von Qualität und Funktionalität der transplantierten 

Zellen.  

Ziel der Studie war es zu prüfen, ob der epitheliale Phänotyp von porcinen Blasenzellen in 

vitro erhalten bleibt. Zusätzlich wurde der Einfluss der Zellmarkierung für die Applikation im 

Großtiermodell und die Biokompatibilität des Trägermaterials stabilisierte Hyaluronsäure auf 

porcine Blasenzellen untersucht.  

Der epitheliale Phänotyp der porcinen Blasenzellen wurde hinsichtlich des 

Zytokeratinmusters immunzytochemisch und mittels Westernblot analysiert. In den in-vitro-

Untersuchungen konnten keine signifikanten Veränderungen im Zytokeratinmuster bei den 

porcinen Blasenzellen in Passage 0 - 5 detektiert werden. Die porcinen Blasenzellen 

exprimierten vorwiegend CK8, CK17, CK18 und CK19. Das Zytokeratin 20, als Marker für 

die enddifferenzierten Schirmzellen, konnte in den kultivierten Blasenzellen nicht 

nachgewiesen werden. Für eine in-vivo-Applikation der autologen Blasenzellen wären die 

Passagen 2 und 3 zu empfehlen. 

Des Weiteren wurde der Einfluss der Zellmarkierung mit dem Fluoreszenzfarbstoff PKH26 

auf die Vitalität und auf die Proliferation von porcinen Blasenzellen charakterisiert. Parallel 

dazu wurden Untersuchungen zur Stabilität der PKH26-Markierung durchgeführt. Hierbei 

zeigte sich, dass der Fluoreszenzfarbstoff PKH26 keinen hemmenden Einfluss auf die 

Vitalität und die Proliferation von porcinen Blasenzellen hatte. Seine Halbwertszeit unter in-

vitro-Bedingungen mit hohen Proliferationsraten lag bei 14 Tagen. Deshalb ist die PKH26-

Markierung für eine In-vivo-Applikation im Großtiermodell geeignet. 

Überdies wurde die Biokompatibilität von stabilisierter Hyaluronsäure mit Dextranomer 

bezüglich Vitalität und Migration von porcinen Blasenzellen getestet. In einem Ko-

Kulturmodell mit Fibroblasten wurde der Effekt von stabilisierter Hyaluronsäure und 

Dextranomer auf porcine Blasenzellen hinsichtlich des epithelialen Phänotyps (AE1/AE3) 

und der Morphologie im Rasterelektronenmikroskop (REM) und Transmissions-

elektronenmikroskop (TEM) charakterisiert. In den in-vitro-Untersuchungen konnte 

beobachtet werden, dass das Verhältnis 1:4 von stabilisierter Hyaluronsäure mit 

Kulturmedium für eine in-vivo-Applikation am besten geeignet scheint. Positive 

Immunfärbungen der porcinen Blasenzellen mit dem Pan-Zytokeratin Marker AE1/AE3 

zeigten, dass der epitheliale Phänotyp der porcinen Blasenzellen nach Kultivierung mit 
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stabilisierter Hyaluronsäure erhalten blieb. Allerdings zeigte sich eine deutlich aufgelockerte, 

wenig kompakte Struktur des Gewebes, resultierend aus den großen Dextranomer Molekülen.  

Diese Beobachtungen wurden in den REM-Aufnahmen morphologisch bestätigt. Die 

Urothelzellen lagerten sich um die Dextranomere an. In den TEM-Untersuchungen konnten in 

der Kontrolle (ohne Hyaluronsäure und Dextranomer) nach 1 und 3 Wochen Desmosomen, 

Tight-Junctions und apikale Membranen mit Uroplakin Einlagerungen nachgewiesen werden.  

In den mit Hyaluronsäure und Dextranomer inkubierten Ko-Kulturen ließen sich diese 

Strukturen nur nach 1 Woche Inkubationszeit darstellen. 

Die Daten zeigen eine gute Biokompatibilität von stabilisierter Hyaluronsäure als 

Trägermatrix für porcine Blasenzellen. Deshalb könnte die Suspension aus stabilisierter 

Hyaluronsäure und porcinen Blasenzellen eine neue Anwendung zur Therapie von 

Harnröhrenstrikturen mit autologen Urothelzellen im Großtiermodell sein. 
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9. Summary 

 

The use of autologous urothelial cells in a large animal model for the therapy of the urethral 

strictures requires an examination of quality and functionality of the transplanted cells. 

The aim of this study was to monitor changes in epithelial phenotype of porcine bladder cells 

during cultivation. Furthermore, the influence of the cell labelling with the fluorescence dye 

PKH26, and the biocompatibility of the carrier material stabilized hyaluronic acid on 

viability, proliferation and morphology of porcine bladder cells should be investigated. 

The epithelial phenotype of the porcine bladder cells was analyzed immunocytochemically 

regarding to the cytokeratin pattern and also with western blot analysis. In the in vitro 

experiments no significant changes in the cytokeratin pattern of the porcine bladder cells 

could be detected in passage 0-5. The porcine bladder cells expressed predominantly CK8, 

CK17, CK18 and CK19. The cytokeratin 20, as marker for enddifferenciated umbrella cells, 

couldn’t be detected in the cultivated bladder cells. Autologous bladder cells from passage 2 

and 3 are suitable for an in vivo application in the large animal model. 

Moreover, the effect of the cell labelling using the fluorescence staining with PKH26 was 

investigated regarding to the viability and proliferation of porcine bladder cells. Additionally, 

the stability of the PKH26 staining was analyzed. The results demonstrated that the cell 

labelling with PKH26 had no inhibitory effect on the viability and proliferation of the porcine 

bladder cells. The half-life period of PKH26 under in vitro conditions with high proliferation 

rates was 14 days. Therefore the labelling with PKH26 for an in vivo application in a large 

animal model is suitable. 

Furthermore, the biocompatibility of stabilized hyaluronic acid with dextranomer was tested 

regarding to viability and migration of porcine bladder cells. The effect of stabilized 

hyaluronic acid and dextranomer on porcine bladder cells concerning to the epithelial 

phenotype (AE1/AE3) and the morphology in the scanning electron microscopy (REM) and 

transmission electron microscopy (TEM) was characterized in a co-culture model with 

fibroblasts. It could be shown, that the ratio 1:4 of stabilized hyaluronic acid with culture 

medium is the most suitable for an in vivo application. Positive immunohistochemistry of the 

porcine bladder cells with the pan-cytokeratin marker AE1/AE3 demonstrate that the 

epithelial phenotype of the porcine bladder cells remains intact after cultivation with 

stabilized hyaluronic acid. However, the lost of compact tissue structure could be observed as 

a result of the large dextranomer molecule. This result could be confirmed morphologically in 

the REM micrographs. The porcine bladder cells were arranged around the dextranomer 
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molecules. In the TEM examinations cell-cell contacts like desmosoms and tight junctions, 

and also apikal membranes with uroplakin inclusions could be detected in the control group 

(without hyaluronic acid) after 1 and 3 weeks. In the co-culture incubated with hyaluronic 

acid and dextranomer these structures could be shown after 1 week of incubation time only. 

The data demonstrates a good biocompatibility of stabilized hyaluronic acid as matrix for 

porcine bladder cells. Therefore the suspension of hyaluronic acid and porcine bladder cells 

might be a new approach for the therapy of urethral stricture with autologous urothelial cells 

in a large animal model. 
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